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RESUMO

A reorganizacdo do citoesqueleto mediada pela familia de proteinas Rho
GTPases € essencial durante a diferenciacdo do megacariécito e formacao de plaquetas.
As diferentes fungdes plaquetarias também dependem da intensa reorganizacdo do
citoesqueleto. As proteinas RhoGAP, como ARHGAP21, atuam como reguladores
negativos de Rho GTPases, acelerando sua inativacdo. No0sso grupo de pesquisa
reportou a participacdo da ARHGAP21 na regulacdo de funcGes de células-tronco e
progenitores hematopoiéticos, incluindo seu comprometimento nas células progenitoras
megacariociticas. No presente estudo, investigamos o papel da ARHGAP21 na
diferenciacdo megacariocitica e fungdo plaquetaria. Para tal, utilizamos dois modelos:
1) células de eritroleucemia humana (HEL) silenciadas para ARHGAP21 e submetidas
a diferenciacdo megacariocitica in vitro e 2) camundongos heterozigotos nocautes para
Arhgap21 (Arhgap21*/"). Proteinas do citoesqueleto foram investigadas por microscopia
confocal e western blot em células HEL silenciadas para ARHGAP21 e submetidas a
diferenciacdo megacariocitica. Marcadores de diferenciacdo e ploidia foram avaliados
por citometria de fluxo. O modelo de camundongo Arhgap21* foi usado para avaliar a
diferenciacdo megacariocitica de células progenitoras primarias. O tempo de oclusdo do
vaso e a formacdo de trombo foram detectados apds lesdo da artéria carétida de
camundongo Arhgap21* com FeCls. Agregacio plaquetaria e exposicdo a p-selectina
da Arhgap21*/- foram avaliados em resposta a trombina com um agregdmetro. A
morfologia plaquetaria foi avaliada por microscopia eletrbnica. A expressdo da
ARHGAP21 foi aumentada durante a diferenciacdo megacariocitica na linhagem celular
e células priméarias de camundongo. No modelo de células HEL, a proteina ARHGAP21
foi detectada nas protrusdes citoplasmaticas colocalizada e associada a tubulina a ¢ foi
detectada principalmente na fracdo celular proteica contendo a tubulina polimerizada. O
silenciamento da ARHGAP21 diminuiu a expressdao da tubulina glu, sugerindo
instabilidade dos microtibulos e maior espalhamento com aumento de protruses
celulares. Ainda, em celulas HEL, o silenciamento da ARHGAP21 aumentou a
atividade de CDC42, engquanto ndo foram observadas alteracdes na atividade de RHOA.
Em modelo de camundongo Arhgap21*/, observamos aumento de agregacdo
plaquetaria in vitro induzida por trombina e exposicdo a p-selectina. Houve maior
atividade de RHOA e CDC42 em células primarias da medula 6ssea de Arhgap21*/
submetidas a diferenciacdo megacariocitica em comparacdo a células selvagens.
Plaquetas Arhgap21*/- também apresentaram aumento no tamanho de granulos a. Estes
resultados foram associados com o0 menor tempo de sangramento caudal e aceleracéo de
formacgdo de trombo apds injuria da artéria carotida com FeCls. Nossos resultados
indicam que ARHGAP21 e uma proteina critica na regulacdo da produgdo e funcdo
plaquetaria por meio do controle do rearranjo do citoesqueleto.

Palavras chave: Plaquetas. Diferenciacdo megacariocitica. Citoesqueleto. Proteinas rho

de ligacdo ao GTP.



ABSTRACT

Cytoskeleton reorganization mediated by the Rho family of GTPases is an
essential part of megakaryocyte differentiation and platelet formation. The different
functions of platelets also depend on the intense reorganization of the cytoskeleton.
RhoGAP proteins, such as ARHGAP21, are negative regulators of Rho GTPases and
accelerate their inactivation. Our research group has reported the participation of
ARHGAP21 in the regulation of the functions of hematopoietic stem progenitor cells,
including its involvement in megakaryocytic lineage differentiation. In the present
study, we investigated the role of ARHGAP21 in megakaryocytic differentiation and
platelet function. To this end, two models were used: 1) the human erythroleukemia cell
line (HEL) silenced for ARHGAP21 and subjected to megakaryocytic differentiation in
vitro and 2) heterozygous knockout mice for the Arhgap2l gene (Arhgap21*"). The
HEL cell line model was used to assess cytoskeleton proteins by confocal microscopy
and western blotting as well as differentiation markers and ploidy by flow cytometry.
The Arhgap21*- mouse model was used in different experiments to investigate
megakaryocytic differentiation of primary progenitor cells. Vessel occlusion time and
thrombus formation were detected after injury of carotid artery with FeCls. Arhgap21*"
platelet aggregation and exposure to p-selectin in response to thrombin were obtained
using an aggregometer and platelet morphology was evaluated by electron microscopy.
ARHGAP21 expression was increased during megakaryocytic differentiation both in
the HEL cell line and in mice primary cells. In the HEL cell line, ARHGAP21 was
detected in cytoplasmic protrusions, where it colocalized and associated with a-tubulin,
and mainly detected in the protein cell fraction containing polymerized tubulin. In those
cells, ARHGAP21 silencing decreased the expression of glu tubulin suggesting
microtubule instability and greater spreading with increased cell protrusions.
Furthermore, ARHGAP21 silencing increased CDC42 activity in the HEL cell line,
whereas no change in RHOA activity was observed. Using Arhgap21* mouse model,
we observed increased platelet aggregation in vitro induced by thrombin and higher p-
selectin exposure. There was higher RHOA and CDC42 activity in Arhgap21*- bone
marrow primary cells when they were subjected to megakaryocytic differentiation in
comparison with wild-type cells. Arhgap21*- platelets showed an increase in the size of
a granules. These results were associated with shorter tail bleeding time and accelerated
thrombus formation after injury of carotid artery with FeCls. Our results indicate that
ARHGAP21 may be a critical protein in regulating platelet production and function
through the control of cytoskeleton rearrangement.

Key words: Platelets. Megakaryocytic differenciation. Cytoskeleton. GTP binding

proteins of the rho.
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1. INTRODUCAO

No individuo adulto, a medula 6ssea (MO) €é o principal microambiente onde as
células-tronco hematopoéticas (CTHSs) residem, sdo mantidas e se diferenciam nas
linhagens sanguineas (1). Estes microambientes (ou nichos) sdo compostos por
diferentes tipos de células, como células hematopoiéticas em diferentes estagios de
maturacdo, osteoblastos, células endoteliais, fibroblastos, adipdcitos, células reticulares
e células endoteliais, que produzem componentes de matriz extracelular e sdo essenciais

para a homeostase da medula déssea (2).

Estudos recentes tém confirmado que a maioria das CTHSs se localizam adjacente
aos vasos sanguineos sinusoidais, com uma propor¢do menor préxima as arteriolas
(3,4). Junto com osteoblastos e células mesenquimais, as células endoteliais secretam
fatores que promovem a manutencdo das CTHs. Ao longo da diferenciacdo, as CTHs
sofrem divisdo assimétrica, perdem a capacidade de autorrenovacdo e capacidade de
multipotente & medida que se comprometem a se tornarem células funcionalmente
maduras de determinada linhagem, e a organizagdo do citoesqueleto tem papel importante

na decisdo da diferenciacdo celular (5).

O sangue contém diferentes tipos celulares, incluindo os glébulos vermelhos
(eritrécitos), glébulos brancos (leucécitos) e plaquetas (6). As plaquetas sdo conhecidas
por seu papel no processo de interrupcdo da hemorragia apds lesdo vascular e
participam de outros processos bioldgicos como angiogénese, cicatrizacdo de feridas,

tumorigénese e resposta a virus e outros patdégenos (7-9).

A funcédo plaquetaria inclui uma complexa interacdo de moléculas de adeséo e
sinalizacdo (10). Quando a parede do vaso esta danificada, as plaquetas sdo recrutadas
da circulagdo para a matriz subendotelial, formando um tampdo hemostatico e
subsequente formacdo de trombo para conter a perda sanguinea. A imobilizacdo de
plaquetas em locais de lesdo vascular exige adesdo das proteinas da matriz subendotelial
e receptores de plaquetas (adeséo vaso e plaquetas), ativacéo, secre¢do de granulos e

agregacao plaquetéria (interacoes entre as plaquetas) (11).

Quando o endotélio é lesado, as plaquetas atingem os tecidos subendoteliais e
esse recrutamento seletivo € orquestrado pelas interagdes adesivas iniciais,

desencadeando uma série de mudangas morfoldgicas e funcionais nas plaquetas,
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conhecidas como ativacdo plaquetéaria (12). As plaquetas mudam da forma discoide para
forma esférica contendo extensos prolongamentos, os chamados pseuddpodes em sua
superficie. Agonistas como a trombina induzem a mudanca de forma e rearranjo do
citoesqueleto plaquetario (13,14). Apos a adesdo e alteracdo de morfologia, as plaquetas
comegam a descarregar o conteudo de seus granulos (degranulacdo) na éarea circundante,
ocorre o espalhamento, resultando no recrutamento adicional de plaquetas e interagdes

com outros componentes do sangue (12).

As plaquetas possuem os granulos densos e os granulos alfa. Os granulos densos
contém algumas proteinas, ions Ca2 * e metabdlitos, como nucleotideos, histamina e
serotonina (15), e os granulos alfa (o) contém diversas quimiocinas, moléculas (anti)
angiogénicas, fatores de crescimento e moléculas pré e antitrombdticas (16,17).
Glicoproteinas, como a p-selectina (CD62P), sdo exclusivamente localizadas na
membrana do granulo o de plaquetas em repouso. Apds a secrecdo do granulo a, a
membrana do granulo se funde com o membrana plasmatica da plaqueta e expde
CD62P nas superficie, mediando interacdes de plagquetas e leucocitos ao endotélio

vascular (18).

A ativacdo plaquetaria € dependente da rapida dindmica dos microtubulos e
filamentos de actina que compdem o citoesqueleto para permitir as enormes mudancas
morfolégicas e secrecdo de substancias de seus granulos intracelulares. Portanto, a
compreensdo do papel do citoesqueleto de tubulina e actina neste processo é necessaria

para o entendimento do papel das plaquetas em funcdes bioldgicas vitais.

1.1. Biogénese das plaquetas

As plaquetas sdo liberadas a partir da fragmentacdo citoplasmética de grandes
células da MO denominadas megacariocitos (MK), que, como outras células
hematopoiéticas maduras, sdo geradas a partir da diferenciacio de CTHs.

Megacariocitos estdo intimamente associados a sinusoides por toda a medula 6ssea (19).

A megacariopoiese é rigidamente regulada por uma série de fatores de
crescimento e citocinas para manutencdo de um ndmero adequado de plaquetas

circulantes (19). Células do microambiente da medula 6ssea regulam este processo
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através da producdo de citocinas, receptores para integrina, moléculas de adesdo de
superficie de células hematopoéticas (20).

O principal regulador sinalizador da megacariopoiese é trombopoetina (TPO), e
citocinas como interleucina-3 (IL-3) e fator de células tronco (SCF) sdo importantes
durante os estagios iniciais da expansdo das células progenitoras megacariociticas (21).
A sinalizacdo celular iniciada pela trombopoietina promove a ligacdo de TPO ao seu
receptor c-Mpl (22) e resulta na ativacdo da quinase de adesdo focal (FAK) e outras
proteinas efetoras (21). A FAK é um mediador de adesdo da célula a componentes de
matriz extracelular, influenciando na diferenciacdo de megacaridcitos. As integrinas
atuam como receptores na matriz extracelular (23). A adesdo do megacariocito ao
fibrinogénio, fibronectina ou ao fator de von Willebrand promove a formacgdo de
plaquetas, enquanto a presenca do colageno tipo | inibe a producdo plaquetaria. Além
disso, TPO promove o amadurecimento do megacaridcito pela replicacdo do DNA, sem
haver divisdo nuclear ou citoplasmatica, aumentando o conteudo do seu citoplasma e

poliploidia celular (32-128N), processo chamado de endomitose (20).

Ao longo do processo de diferenciacdo de megacaridcitos ocorre 0
desenvolvimento de uma rede Unica de canais de membrana conhecida como sistema de
membrana invaginada (SMI). Acredita-se que o SMI seja responsavel pela formacéo da
membrana plasmatica das futuras plaquetas (24,25). Uma vez maduros, oS
megacariocitos migram para a vasculatura onde interagem com as celulas endoteliais da

medula 6ssea (22).

O mecanismo subjacente a migracdo de megacaridcitos em direcdo a vasculatura
é desconhecido, mas o fator-1 derivado de células do estroma (SDF-1) parece fornecer o
sinal do direcionamento. SMI estende protrusdes, conhecidas como proplaquetas em
vasos sinusdides da MO (26). As proplaquetas sdo finalmente fragmentadas em
plaquetas individuais na corrente sanguinea e o nucleo do megacariécito é extrudado e

fagocitado apos ser totalmente convertido em proplaquetas (24). (Figura 1)



22

y Megacariocito \
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Figura 1. Megacaridcitos maduros na medula 6ssea se estendem em proplagquetas em vasos
sanguineos e geram plaquetas. Adaptado de Deborah L French (27).

A producdo de proplaquetas se inicia com a erosdo de um dos pdélos do
megacaridcito e gera grandes estruturas alongadas e finas com delgadas projecoes
tubulares (Figura 2A-D). Este processo é altamente dependente de uma complexa rede
de filamentos de proteinas, dos quais 0s principais componentes sdo tubulina e actina.
Microtubulos se alinham em feixes e translocam para o cértex dos megacariocitos
(Figura 2B) e uma rede tubular interligada por cisternas representa um sistema
canalizado para a liberacdo de proplaquetas (28). Neste momento, ocorre a formacao de
pseudopodes na membrana plasmatica e o citoesqueleto de tubulina providencia a
distribuicdo dos granulos e organelas para as proplaquetas nascentes (Figura 2C).
Microtubulos preeenchem o eixo e o cdrtex dos pseudopodes, que saem em forma de
uma alga e entram novamente no eixo, formando uma espécie de “broto” na ponta das
proplaquetas, que ao amadurecerem se desprendem destes prolongamentos, originando
as plaquetas (Figura 2D). Estima-se que milhares de plaquetas sejam liberadas do
megacariocito por meio de uma série coordenada de eventos complexos que ainda ndo

estdo totalmente compreendidos (29).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=French+DL&cauthor_id=23538231
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Figura 2. Eventos que ocorrem durante a producdo de proplaquetas e liberacdo de
plaquetas pelos megacariocitos. (A) Megacariocitos imaturos passardo por endomitose
nuclear. (B) Antes do inicio da formacdo das proplaquetas, ocorre a maturagéo citoplasmatica,
sintese de organelas e granulos e os microtdbulos translocam para o cortex celular. (C) Sistema
de membrana invaginado (SMI) fornece um reservatério de membranas para o crescimento das
proplaquetas e microtibulos preenchem os pseuddpodes. Nesta etapa ocorre o trafego de
organelas e granulos para as futuras plaquetas nascentes. (D) O deslizamento de microtibulos
impulsiona da formacdo das proplaquetas e as organelas sao levadas até a extremidade. Ocorre a
extrusdo do nacleo e as proplaquetas sdo liberadas para a corrente sanguinea até a formacao
total das plaquetas. Note a intensa reorganizacdo do citoesqueleto durante este processo de
diferenciagdo megacariocitica e formacdo de plaquetas. Adaptado de John H Hartwig e Joseph
E Italiano Jr (30) e Patel SR et al. (31).

1.2. Papel do citoesqueleto nas plaquetas e megacariocitos

Nas plaquetas ndo ativadas, os microtubulos formam um anel circunferencial, a
chamada banda marginal, o que confere sua forma discOide. Este anel € também
responsavel por alteragdes na morfologia plaquetéria apds a ativacdo, ao passo que a
matriz de actina é espalhada por toda a plaqueta (Figura 3A) (32). Apds a ativacdo,
mudancas na localizacdo e organizacdo do microtibulo permitem a transicdo da forma
discéide para forma esférica, e bobinas de microtibulos sdo comprimidas para o centro
das plaquetas (Figura 3B). Proteinas motoras participam da fragmentacdo,
despolimerizacao e repolarizacdo dos microtubulos, resultando na mudanca morfoldgica
para forma esférica (Figura 3C). A actina F é a forca motriz para a mudanca na forma
das plaquetas, disseminagdo e contracdo durante a ativacdo plaquetéria (33,34),
entretanto 0 seu mecanismo de atuacdo na ativacdo plaquetaria ainda ndo é bem

compreendido.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hartwig+JH&cauthor_id=16464622
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Italiano+JE+Jr&cauthor_id=16464622
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Figura 3. Organizacdo dos microtibulos apés a ativacdo plaquetéria. (A) Apresenta a
forma esférica da plaqueta contendo os filamentos de actina e microtGbulos na banda marginal.
(B) Na ativacdo da plaqueta, ocorre o enrolamento dos microtibulos na parte central. (C)
Subsequentemente a ativacdo, ha a despolimerizacdo e repolarizagdo dos microtibulos.
Adaptado de Cuenca-Zamora EJ et al. (35).

Os microtUbulos sdo tubos ocos formados pelos heterodimeros a e § de tubulina,
montados em protofilamentos, orientados para terminar com a subunidade 3 da tubulina,
chamado de "extremidade positiva", e uma extremidade que termina pela subunidade a,
chamado de "extremidade negativa". Os microtibulos aumentam ou diminuem
conforme ocorre a incorporagdo ou liberacdo de heterodimeros de tubulina, sendo a
incorporacdo mais rapida no lado "positivo” do protofilamento. O equilibrio dindmico
da formacdo de microtibulos ocorre através da remocdo ou adicdo de dimeros de
tubulina, enquanto o inicio e o alongamento das proplaquetas seguem com agrupamento
de microtubulos. As fases de alongamento podem ser seguidas por pausas ou fases de
despolimerizacdo rapida, chamadas de "catastrofes”, nas quais € detectado um
encolhimento de microtubulos. Eventualmente essa catastrofe é "resgatada”, passando
do encolhimento para o crescimento dos microtlbulos. Esse comportamento de
comutacdo, conhecido como instabilidade dindmica (Figura 4), é necessario para a

extensdo de proplaguetas (36,37).

A tubulina, como a maioria das proteinas, pode sofrer modificacbes pos-
traducionais, que geram diversidade de microtubulos. As modificagdes pos-traducionais
sdo processos dinamicos e frequentemente reversiveis de uma proteina que induz

alteracdes em seu funcionamento, sendo mais relevantes a acetilagdo e destirosinacao.
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Microtubulos estaveis sdo caracterizados por acetilacdo da tubulina a com a adigdo de
um grupo quimico acetila na posicao 40 (38) e destirosinacdo (ou presenca da tubulina

glu), enquanto os microtibulos dindmicos sédo tirosinados (39-41).

A destirosinacdo da tubulina consiste na remocdo da tirosina C-terminal para
expor um glutamato no C-terminal recém-formado. As Tubulina Carboxipeptidases
(TCP), que clivam a tirosina terminal, sdo duas proteases chamadas vashoibinas
(VASH1 / VASH2) e em complexo com uma pequena proteina SVBP, atua como uma
subunidade estabilizadora. A destirosinizacdo da tubulina pode ser revertida pela
enzima Tubulina Tirosina Ligase (TTL), controlando o ciclo de destirosinacdo /
tirosinacao. O estado de tirosinizacdo dos microtubulos também pode afetar a ligacédo as
proteinas motoras, algumas cinesinas ligam-se melhor aos microtibulos destirosinados,

enquanto a dineina exibe preferéncia aos microtubulos tirosinados (42,43).

A estatmina, também conhecida como oncoproteina 18 (Op 18), é uma proteina
desestabilizadora de microtdbulos que promove a despolimerizacdo de microtubulos
sequestrando heterodimeros de tubulina e aumentando a catastrofe de microtdbulos. A
atividade de despolimerizagdo da estatmina é desligada pela fosforilagdo nos residuos
de serina 16 (44). Rubin Camelia e colaboradores propuseram que a estatmina €
necessaria para a proliferacdo e diferenciacdo de megacarioblastos iniciais e sua

supressao nos estagios posteriores de maturacdo megacariocitica € necessaria para a

poliploidizacéo (45).
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Figura 4. Composicdo e dindmica dos microtubulos. Microtibulos sdo formados pelos
heterodimeros o e B de tubulina, em amarelo representando a tubulina acetilada e em azul
representando a tubulina glu (destirosinagdo). O comportamento de crescimento e encurtamento
de microtibulos, é dependente da dindmica dos microtibulos e apresenta a "instabilidade
dindmica", um importante processo para ativacao plaquetaria e biogénese de plaquetas.
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Alteragdes moleculares no gene tubulina B1, tubulina a € modificacdes pds-
traducionais dos microtdbulos podem resultar em alteragdes no nimero de plaquetas,
morfologia ou funcdo. Camundongos ausentes para a isoforma da tubulina B1
apresentaram defeitos na geracdo de proplaquetas, reducdo na producdo de plaquetas,
tempo de sangramento prolongado e plaquetas com morfologia arredondada. O papel
essencial da tubulina B1 em megacaridcito ja é bem descrito (46), no entanto, isoformas
de tubulina o também sdo expressas em megacariocitos e plaquetas (35,41).
Recentemente, foi demonstrado que a expressdo da isoforma tubulina 04A aumenta
durante a diferenciacdo de megacaridcitos, de forma semelhante a tubulina f1. Além
disso, camundongos com mutagdo para tubulina a4A apresentaram nimero reduzido de
microtUbulos e banda marginal desordenada, defeitos na maturacdo de megacariocitos e

na formacéo de proplaquetas (41).

Assim como os microtibulos, os microfilamentos de actina sdo componentes
essenciais do citoesqueleto. A formacdo de protrusdo celular é dependente do cortex
rico em actina. Forgcas mecanicas sdo geradas no cortex pela contracdo da miosina que
impulsiona a célula para formar a protrusao e, por sua vez, depende da adesdo firme na
matriz celular estabelecidas pelas adesdes focais e integrinas (47,48). Durante os
processos de migracgdo celular e espalhamento na superficie, a borda anterior impulsiona
a célula para a frente, que estica o cortex de actina e ocorre a retracdo corpo traseiro
proporcionado pela atividade da miosina. Conforme a célula avanca, novos pontos de
ancoragem sdo estabelecidos e transmitem as forcas de tracdo necessarias para 0
movimento ocorrer (Figura 5A). Todas essas etapas sdo controladas por vias de
sinalizacdo e constante interferéncia dos filamentos de actina e microtibulos para

coordenar a dindmica da migragéo celular (49).

A projecdo do citoesqueleto de actina F na borda da célula (chamado de
lamelipodio) é regulada por um grande nimero de proteinas de ligagdo como complexo
Arp2/3 (Figura 5B), sendo a sua dindmica dependente da coordenagdo da miosina que
se liga aos filamentos de actina, que por sua vez é regulada pela fosforilagdo reversivel
da cadeia leve da miosina (MLC) e gera forca para contracdo (50) . Nos megacariocitos,
a actina F é importante para a formacdo do SMI, pois fornece forgas que acionam
invaginacdes na membrana plasmatica e coordena a ramificacdo das proplaquetas pela

particdo da membrana e as direciona aos sinusoides da MO (31,33,51).
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Figura 5. Modelo celular demostrando que a polimerizagdo de actina conduz a formacao
de protrusdo, polarizacdo e lamelipédios. (A) Forcas geradas no cdrtex rico em actina
impulsionam a célula para frente e a contracdo actina-miosina promove a disseminacdo e
migracdo na matriz celular. (B) Estruturas dindmicas da borda formam os lamelipddios,
conectadas por proteinas de ligacdo do complexo Arp 2/3. Adaptado de Revathi
Ananthakrishnan et al (52).

As interagdes entre célula e matriz extracelular sdo essenciais para regular o
comportamento da célula, o desenvolvimento multiplo e homeostatico (53). Para
desempenhar suas diversas funcbes, as adesGes celulares se reunem em grandes
complexos de proteinas, realizado pela adesdo de integrinas as adesdes focais, que
fornecem acoplamento mecénico entre o microambiente externo e o citoesqueleto
intracelular (54,55). A integrina allbB3 estimula de fora para dentro vias de sinalizagdo
que levam a ativacdo e disseminacdo das plaquetas (56), e através de suas curtas caudas
intracelulares interagem com varias proteinas, as quais estdo associadas ao citoesqueleto
de actina F (47).

Nos megacariocitos, a actina F coordena a formacao de pseudopodes, chamados
de podossomos, que promovem a adesdo a matriz extracelular, a degradacdo da matriz,
0 espalhamento na superficie e a migracdo (36). A estabilidade e dindmica dos
podossomos depende da geragdo de forgas de protrusdo proporcionada pela associagédo
das proteinas talina, vinculina, paxilina, actinina a, zyxin e contracdo da miosina (57,58)
e sinalizacdo como a FAK e Src (59) (Figura 6). Forcas geradas pela contragdo da
miosina induz mudangas conformacionais expondo locais de ativacdo e a talina se
associa a vinculina quando esticada mecanicamente. Esta associagdo é necesséria para

ativar p130CAS e paxilina no processo de protrusdo e retragdo celular, atuando na


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ananthakrishnan+R&cauthor_id=17589565
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remodelagéo do citoesqueleto de actina (60) (Figura 6). Além disso, a zyxin se associa e
se dissocia de adesOes em resposta a forgas extracelulares (61) e a FAK atua na

polaridade e migracéo celular (62,63).
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Figura 6. Adesdo mediada por associa¢des representativas das integrinas e proteinas. As
integrinas estdo ligadas a matriz extracelular e ao citoesqueleto de actina por meio de varias
moléculas, incluindo talina, vinculina, actinina a, FAK, paxilina, Src e p130CAS. Adaptado de
Kazuo Katoh et al (62).

Sabe-se que a proteina FAK esta ancorada na célula por meio de multiplos
locais, incluindo interagfes diretas com lipidios de membrana e proteinas de adesdo que
se ligam ao citoesqueleto de actina. Acredita-se que a contra¢do da miosina possa causar
0 estiramento e consequente ativacdo da proteina FAK. A regido carboxi-terminal da
FAK interage com o dominio SH3 da pl130Cas (64) e com os dominios SH3 das
proteinas ativadoras de Rho GTPase (65,66). O extremo da regido carboxi-terminal
compreende o dominio FAT onde interage com outras proteinas de adeséo focal, como a
paxilina (67) e talina (68). A fosforilagdo da FAK pode mediar a disseminagdo de
plaquetas por meio da actinina o, que se colocaliza com uma série de proteinas do
citoesqueleto, incluindo vinculina e zyxin, sendo essencial para a organizacdo do

citoesqueleto de actina (21,69).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Katoh+K&cauthor_id=31940873
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1.3. A familia de proteinas G e Rho GTPases

Diversas funcdes fisiologicas celulares podem ser controladas por proteinas G,
também denominadas proteinas triméricas de ligacdo a GTP. Proteinas G pertencem a
uma classe de proteinas envolvidas na transducdo de sinais celulares. Quando ha um
sinal extracelular, a proteina G sofre alteracdo conformacional capaz de ativar uma de
suas subunidades que possui ligacdo a GTP, alternando-se entre um estado de ligagédo
com uma guanosina difosfato inativa (GDP) para a outro com uma guanosina trifosfato
ativa (GTP). As pequenas GTPases monoméricas (também chamadas de proteinas
monomericas de ligacdo a GTP) auxiliam na transmisséo de sinais de muitas classes de
receptores de superficie celular. As proteinas reguladoras especificas GAPs e GEFs
controlam a ativacdo de ambos 0s tipos de proteinas atraves de sua ligacdo a GTP. As
proteinas de ativacdo da GTPase (GAPsS) convertem as proteinas a um estado
“inativado” pelo aumento da taxa de hidrolise do GTP. Ao contrario, os fatores de troca
de nucleotideos de guanina (GEFs) ativam as proteinas de ligacdo a GTP por estimular a
liberacdo do GDP, o que permite a ligagdo de um novo GTP. Além de RhoGEFs e
RhoGAPs, o ciclo de ativacdo das Rho GTPases pode ser regulado pelos inibidores de
dissociacdo de guanina GDIs, que formam complexos solUveis na tentativa de inibir a
ativacdo aberrante das Rho GTPases (Figura 7) (70-72).

Ativa @ Inativa

Rho
GTPase

Figura 7. Regulacdo da atividade da proteina G. Este ciclo é regulado por RhoGAPs que
inativam Rho GTPases e Rho GEFs que ativam Rho GTPases. RhoGDIs se ligam a Rho
GTPases associadas a GDP.
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Guanosina_difosfato
https://pt.wikipedia.org/wiki/Trifosfato_de_guanosina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Trifosfato_de_guanosina
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As proteinas Rho GTPases sdo reguladoras mestras da organizacdo do
citoesqueleto, participando de uma variedade de funcbes celulares envolvidas na
biogénese plaquetaria, como trafego de vesiculas, morfogénese celular, polaridade,
adesdo e migracao (37). Rho GTPases sdo pequenas proteinas (20-25 kDa) pertencentes
a superfamilia de proteinas Ras, encontradas em todas as células eucarioticas (73). Uma
vez ativadas, as Rho GTPases ligam-se a uma variedade de efetores, incluindo proteinas
quinases e reguladores de actina e tubulina. As Rho GTPases mais bem caracterizadas
sdo RHOA, RAC1 e CDC42, cuja ativacao esta associada com a formacao de fibras de
estresse, lamelipddios e filopddios, respectivamente (74). Através deste papel na
dindmica do citoesqueleto, as Rho GTPases s&o importantes reguladoras na
diferenciacdo de megacariocitos e formacdo de plaquetas, regulando niveis
transcricionais, estabilizacdo de microtubulos, contracdo da actina-miosina,
polimerizagdo de actina e ramificacdo que atuam em conjunto no processo de
reorganizacdo do citoesqueleto. O efetor DIAPH1 regula fun¢Bes dos microtdbulos.
CDC42 ativa o complexo ARP2 / 3 por meio do WASP e RAC1 / RAC2 também
ativam o complexo ARP2 / 3 por meio de outros membros da familia WASP (proteinas
WAVE / SCAR). CDC42 e RAC1 / 2 compartilham PAKs como efetores comuns. A
ativagdo de PAKSs induz a fosforilagdo de LIMK que inativa a familia de proteinas
cofilinas envolvido na desmontagem do filamento de actina. LIMK também s&o
ativados pelas vias RHOA /ROCK. RHOA, RAC1 e CDC42 controlam a atividade
transcricional (Figura 8) (75).
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Figura 8. Via de sinalizacdo das Rho GTPases RHOA, CDC42 e RAC1/2, alguns
ativadores e efetores envolvidos na reorganizacdo do citoesqueleto durante a
megacariopoiese. Adaptado de William Vainchenker (75).

RHOA desempenha papel essencial na alteragdo da forma da plaqueta através da
proteina RHO associada a quinase (ROCK), por estimular a fosforilacdo da cadeia leve
da miosina (MLC) e regular eventos contratéis da actina e miosina (76,77); enquanto a
proteina ROCK ao fosforilar a cofilina, acelera a dissociacdo dos filamentos de actina
(78). Camundongos com deficiéncia para RHOA apresentaram macrotrombocitopenia
com reducdo de aproximadamente 50% no nimero de plaquetas e aumento do tempo de

sangramento caudal em comparacéo a camundongos do tipo selvagem.

A Rho GTPase CDC42 apresenta papel importante na migracdo de granulos e
organelas para proplaquetas e regulacdo da secrecdo de granulos em plaquetas quando
induzidas por agonistas. Em camundongos condicionados para a deficiéncia de CDC42,
as plaquetas apresentaram secre¢do aumentada de granulos alfa, leve trombocitopenia,
pequeno aumento de tamanho, aumento de agregacdo plaquetéaria e oclusdo (79). Ainda,
a deficiéncia funcional de CDC42 prejudicou a formacéo transendotelial da proplaqueta
(80) .


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vainchenker+W&cauthor_id=33570449
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As Rho GTPases RHOA e CDC42 apresentam sinalizacdo durante a biogénese
plaquetéria (81). Megacaridcitos polarizam o SMI como pré-requisito para a liberagdo
direcionada de proplaquetas nos vasos sinusoidais (80). CDC42 atua como um
regulador positivo da formacdo de SMI e proplaquetas (36,80,81), e na polariza¢do do
megacariécito, a auséncia da atividade de RHOA aumenta a atividade de CDCA42 e,
direciona 0s megacariécitos nos locais de protrusdo celular para a formacdo de

plaquetas.

Estudos funcionais com plaquetas murinas mostraram que RAC1 tem
participagdo na formacdo de lamelipddios (82). Megacariocitos com dupla inibicéo de
CDC42 e RAC1 apresentaram macrotrombocitopenia, morfologia plaquetaria anormal e

defeitos na dindmica dos microtubulos durante a producéo de proplaquetas (73).

Recentemente, um trabalho utilizando camundongos nocautes com dupla
inibicdo para RHOA e CDC42 em megacariécitos e plaquetas mostrou que essas Rho
GTPases sdo dispensaveis para a poliploidizacdo e essencial para a maturacdo
citoplasmatica, que desempenha papel importante nas fases finais da diferenciacdo. A
dupla inibicdo alterou a dindmica da actina F e microtUbulos, inibiu a formacéo de

proplaguetas e induziu acentuada macrotrombocitopenia (83).

Portanto, o desenvolvimento de megacaridcitos e formacdo de plaquetas séo
controlados pelos rearranjos do citoesqueleto e sinalizacdo de diversas proteinas
celulares, guiado por alteracBes na atividade de Rho GTPases. As vias de sinalizacdo
“upstream” que regulam as Rho GTPases na sinalizagdo em megacariocitos sdo apenas
parcialmente compreendidas. Nesse contexto, presumimos que a proteina ARHGAP21,
uma reguladora da atividade de Rho GTPase, poderia estar envolvida na diferenciacdo

de megacariocitos e na formacdo e funcédo plaguetéria.

1.4 A proteina RhoGAP ARHGAP21

A proteina ARHGAP21 foi descrita pelo nosso grupo em 2002 (84) e desde
entdo a caracterizagdo do seu papel funcional tem sido uma das linhas de pesquisa em
pleno  desenvolvimento no laboratério de  Biologia  Molecular da
UNICAMP/Hemocentro. Até o0 momento, nosso grupo de pesquisa publicou 10

trabalhos de um total de 21 trabalhos descrito no banco de dados do Pubmed.gov.
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ARHGAP21 vem ganhando notoriedade como uma das proteinas com diversos papéis

funcionais, inclusive como alvo terapéutico em neoplasias e hematopoiese.

ARHGAP21 é uma proteina com um dominio PDZ na regido amino-terminal,
um dominio PH (homdlogo a Pleckstrina) na regido central e um dominio RhoGAP na
regido carboxi-terminal. Dominios PH podem ligar-se a lipideos de fosfatidilinositol
dentro da membrana plasmatica e proteinas G (85). Por meio dessas interacfes, 0s
dominios PH associam-se a proteinas envolvidas em transducdo de sinal. Dominios
PDZ mediam interacOes das proteinas da membrana plasmatica ao citoesqueleto e
organiza os complexos de sinalizagdo celular (86). Proteinas RhoGAP, como
ARHGAP21, aceleram a hidrolise de GTP para GDP, levando a inativacdo de Rho
GTPases (Figura 9), enquanto proteinas RhoGEFs facilitam a troca de GDP para GTP,
tornando assim as Rho GTPases ativas (84). Portanto, a auséncia ou diminuicdo de
ARHGAP21 acelera a ativagdo de Rho GTPases especificas e transmite sinais para 0s
receptores de superficie reorganizar o citoesqueleto celular. Neste contexto, os dominios

PDZ, PH e RhoGAP podem atuar como complexos de sinalizac@es intracelulares.

Acelera a ativagdo de Inativa
Rho GTPases

¥

Transmite sinais para os receptores de superficie
reorganizar o citoesqueleto celular

Figura 9. ARHGAP21 é uma proteina RhoGAP. RhoGAPs aceleram hidrélise de GTP,
levando a inativacdo de Rho GTPases. A auséncia de RhoGAPs resulta em maior ativagdo de
Rho GTPases, que, quando ativas, interagem com proteinas efetoras que regulam o rearranjo do
citoesqueleto através da organizacdo de microtubulos e filamentos de actina.
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A proteina ARHGAP21 regula negativamente as Rho GTPases RHOA, RHOC
(87) e CDC42 (88), e parece atuar como mediadora da dinamica do citoesqueleto em
varios tipos de células, participando da migracdo celular (87,89), polaridade celular
(90), adesdo celular (88,91,92), formacdo de fibras de estresse (93), morfologia (88) e

regulacao e posicionamento do Golgi (94,95).

Alguns estudos demonstraram a participacdo da ARHGAP21 na regulacdo do
citoesqueleto em modelos tumorais. Em linhagens celulares de glioblastoma humano, o
silenciamento génico de ARHGAP21 alterou a morfologia celular, aumentou a ativagao
de sinalizacdo dos efetores pela fosforilacdo da proteina FAK, a atividade de CDC42 e
migracdo celular (88). Em células de adenocarcinoma de prostata, a inibicdo de
ARHGAP21 aumentou a atividade de RHOA e RHOC, alterou a morfologia celular,

reduziu o crescimento e aumentou a migragdo das células (87).

Além disso, trabalhos mostraram que Arhgap2l interage com a proteina
Pricklel e medeia uma nova via de sinalizacdo lateral que coordena atividades
protrusivas do cortex lateral de células cancerosas em migracdo. O silenciamento de
Pricklel resulta em aumento da atividade de RHOA, alterando a morfologia, migracgdo e

dindmica de adesdo focal (96).

Em células epiteliais, ARHGAP21 interage com CDC42 durante a transicdo
epitelial mesenquimal e seu silenciamento reduz este processo de forma concomitante a
alteracdo de moléculas de adesdo. Também foi observado que a ARHGAP21 interage
com a tubulina a e ¢ essencial para a acetilagdo da tubulina na transigdo epitelial
mesenquimal (91). Em células de rim humano embrionario, ARHGAP21 se liga
diretamente a arrestina B1 e, em resposta a estimulacdo do receptor da angiotensina Il

tipo 1A, aumenta a atividade de RHOA e formacdo de fibras de estresse (93).

Em outros estudos foi evidenciada a participacdo de ARHGAP21 no transporte
de vesiculas e na regulacdo do complexo do Golgi. ARHGAP21 é recrutada para as
membranas do Golgi por meio da ligacdo a GTP-ARF1, regulando o complexo Arp2 / 3
e a dindmica da actina F através de CDC42 (95). O transporte da toxina Shiga em
Escherichia coli ocorre atraves da sinalizacdo de ARHGAP21 e CDC42 no complexo do

Golgi, sendo a via secretora dependente do citoesqueleto (97).

A proteina ARHGAP21 também é expressa e participa do processo secretor de

células beta pancreéticas, controla a expressdo de genes que codificam proteinas da
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maquinaria secretora e modula o rearranjo do citoesqueleto pela atividade da ERK1 / 2
(98). Em outro trabalho foi observado que o silenciamento da ARHGAP21 prejudica o
metabolismo lipidico hepatico, sendo o figado de camundongos heterozigotos para o
gene Arhgap21 (Arhgap21*/)) mais sensivel a insulina, o que foi associado com maior

sintese e menor exportagdo de lipidios (99).

Nosso grupo de pesquisa demonstrou a participacdo da Arhgap2l na
hematopoiese. Camundongos homozigotos nocautes para o gene Arhgap2l ndo sao
viaveis, e camundongos heterozigotos nocautes para Arhgap2l (Arhgap21*-) foram
desenvolvidos em nosso laboratorio. Estes animais apresentam cerca 50% de reducédo na
expressao génica e proteica de Arhgap2l. Juliana Xavier-Ferrucio et al. reportaram
aumento na frequéncia CTHs e capacidade prejudicada de células hematopoiéticas
progenitoras em formar col6nias in vitro em camundongos Arhgap21*". No sangue
periférico, estes animais apresentaram discreta reducdo no numero de glébulos
vermelhos e nos niveis de hemoglobina e aumento do nimero de glébulos brancos e
neutrofilos comparado aos camundongos do tipo selvagem. Os camundongos
Arhgap21*- também apresentaram discreta reducio no nimero de plaquetas e aumento
no volume plaquetario (92). Alem disso, houve menor capacidade de células
hematopoiéticas progenitoras aderirem a fibronectina e reducdo da expressdo da
integrina VLA4, os quais regulam a interacdo destas células com o microambiente da
medula 6ssea. Ainda, observou-se o aumento da atividade de RHOC nas células da
medula 6ssea de camundongos Arhgap21*- em comparagio aos camundongos do tipo
selvagem. Por fim, o silenciamento de ARHGAP21 em progenitores mieloides comuns
humanos e em progenitores bipotentes megacaridcitos-eritrocitos favoreceu a
diferenciacdo para a linhagem de megacariocitos, em detrimento da diferenciacéo
eritroide (92).



36

Diferenciagao eritroide e mieloide
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Figura 10. Proteina ARHGAP21 participa de multiplos processos celulares. De modo geral,
ARHGAP21 esta envolvida na diferenciacdo mieloide e eritroide, transporte de vesiculas,
adesdo celular, migracdo, formagdo do complexo de Golgi, células progenitoras, proliferagdo e
morfologia.

Apesar destes achados sobre ARHGAP21 na hematopoese e do papel do
citoesqueleto na formacdo das plaquetas, as fun¢bes da ARHGAP21 na formacéao e
atividade plaquetaria nunca foram investigados. Descrevemos aqui, pela primeira vez,

um papel importante desta proteina na biogénese plaquetéria e na formacao de trombo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Utilizando modelos in vitro (linhagem celular eritroleucémica HEL) e in vivo
(camundongos selvagens e heterozigotos nocautes para Arhgap21), avaliar o papel da
proteina  ARHGAP21 na diferenciagdo megacariocitica, resposta hemostatica e

biogénese plaquetaria.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a localizacdo da ARHGAP21 no processo de diferenciacdo megacariocitica;

2. Avaliar a associacdo da ARHGAP21 com proteinas do citoesqueleto e de adesdo de

megacaridcitos e plaquetas;

3. Avaliar o efeito da inibicdo da ARHGAP21 nas atividades das Rho GTPases CDC42

e RHOA ao longo do processo de diferenciacdo megacariocitica e proteinas efetoras;

4. Avaliar o processo hemostatico de animais heterozigotos nocautes para ARHGAP21.
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3. METODOLOGIA

3.1. Diferenciagdo megacariocitica da linhagem celular HEL

Para estudo do modelo experimental, a linhagem humana HEL (leucemia
mieloide eritroblastica) tem a capacidade de sofrer diferenciacdo megacariocitica e se
diferenciar até a formacdo de megacariécito maduro, mas sem a formacéo de plaquetas
(45). Por isso, estudos experimentais em processo de diferenciacdo megacariocitica sao

utilizados nesta linhagem celular.

A linhagem celular HEL foi obtida da American Type Culture Collection
(ATCC). As células foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas a 37 °C, 5% de CO2. A
diferenciacdo megacariocitica foi induzida com 20 uM de phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 4 dias. 1 X 108 células HEL
foram marcadas para analise das populacdes hematopoiéticas. Todos 0s anticorpos
foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente e foram diluidos em PBS.
Alteracbes morfoldgicas e aquisicdo de marcadores de superficie foram avaliadas
diariamente, respectivamente, por microscopia optica e analise por citometria de fluxo.
Os anticorpos integrina Bllla (CD61-PE), integrina allb (CD41-FITC), integrina o2
(CD49b-APC) foram utilizados como marcadores da diferenciacdo megacariocitica e
anticorpo glicoforina (CD235a-PE) como marcador de eritrdcitos e precursores
eritroides. A lista de todos os anticorpos utilizados em citometria para analise da
populacdo de células HEL estdo descritos no item 3.12.

3.2. Imunofluorescéncia e microscopia confocal

A microscopia confocal foi utilizada para visualizar a localizagdo da
ARHGAP21 e os rearranjos citoesqueléticos durante a diferenciacdo megacariocitica
das células HEL. As células foram cultivadas em laminulas revestidas com colageno,
fixadas com paraformaldeido a 4% e permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5% em
PBS. Apos o blogueio com 5% de BSA por 60 minutos em temperatura ambiente, as
células foram incubadas durante a noite a 4 °C com anticorpo anti-ARHGAP21 (1: 100)
(Santa Cruz Technologies, Dallas, Texas, EUA) e anti-tubulina alfa 488 (1: 200) (Life
Technologies, Carlsbad, California, EUA) em PBS contendo 3% de BSA. A incubagdo
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com o anticorpo secundario Alexa Fluor 633 anti-rabitt (1: 400; Molecular Probes,
Eugene, Oregon, EUA) e com Phalloidin 555 (1: 2500) (Life Technologies) foi entdo
realizada em PBS contendo 1% de BSA por 2 h a temperatura ambiente. Todas as
incubacgdes foram seguidas por trés lavagens com PBS por 5 minutos. As laminas foram
montadas em meio de montagem ProLong Gold com DAPI (Molecular Probes). As
imagens foram geradas usando um microscopio confocal de varredura a laser (LSM780-
NLO Carl Zeiss AG, Alemanha). O software Image J (U.S. National Institutes of
Health) foi utilizado para analisar a colocalizacdo de proteinas, area celular,
circularidade e relacdo de proporcdo (eixo maior/eixo menor). Campos aleatorios
contendo um total de > 100 células no dia 0, 30 células no dia 1, > 100 células no dia 2,
> 300 células no dia 3 e > 400 células no dia 4 foram utilizados para determinar esses

parametros.

3.3. Imunoprecipitacéo e western blotting

A interacdo da ARHGAP21 e tubulina alfa foi avaliada por imunoprecipitacao,
enguanto a expressao e/ou atividade das proteinas citoesqueléticas foram avaliadas por
western blotting em células HEL submetidas a diferenciagdo megacariocitica. As
células foram lisadas em tampdo Tris-HCI gelado (Tris 100 mM, pH 7,5) contendo 10
mM de EDTA, 1% Triton X-100, 100 mM de NaF e inibidores de fosfatase e protease
(10 mM de NasVOs4, 10 mM de NasP207, 25 mM de PMSF e 0,1 mg / mL de
aprotinina). Quantidades iguais de lisados celulares foram submetidas a eletroforese em
gel poliacrilamida SDS-PAGE (500 pg para a imunoprecipitagao ¢ 10 pug para Western
blotting). Ap0s a corrida no gel, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com TBS-T (10 mmol/L Tris, 150
mmol/L NaCl, e 0,02% Tween-20) contendo leite em pé magro 5% por pelo menos 1h,
antes de serem incubadas com os anticorpos primarios especificos diluidos em TBS-T
contendo leite em pé magro 3%. A membrana de nitrocelulose foi entdo incubada com

anticorpos especificos por 12 horas a 4°C e entdo lavadas 3 vezes com solugdo TBS-T.

Para a imunoprecipitagcdo, as membranas foram incubadas por 12 horas com
anticorpo anti-ARHGAP21 ou imunoglobulina 1gG goat (controle negativo). Os
complexos foram precipitados com proteina-G-sepharose (GE) e analisados por western

blotting utilizando anticorpo tubulina alfa como normalizador de expresséo proteica das
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amostras. Os anticorpos primarios utilizados no western blotting para avaliagdo da

expressdo e/ou atividade das proteinas citoesqueléticas estdo descritos na Tabela 1.

As analises quantitativas das intensidades dpticas das bandas de proteinas foram
realizadas com Un-Scan-It Gel 6.1 (Silk Scientific Inc., Utah, EUA). A intensidade de
expressdo proteica foi normalizada pela expresséo da actina ou GAPDH e a intensidade

da fosforilacao proteica foi normalizada pela expressao da proteina correspondente.

Tabela 1. Lista dos anticorpos utilizados nos ensaios de imunoprecipitacdo e western
blotting.

PROTEINA FABRICANTE CODIGO CONCENTRACAO  ESPECIES

Actina Santa Cruz sc-16161 1:2000 camundongo,
Biotech rato, humano,
Drosophila

melanogaster,
Xenopus laevis,
peixe-zebra e
Caenorhabditis

elegans
Actinina Alfa Santa Cruz sc-17829 1:1000 camundongo,
Biotech rato e humano
ARHGAP21 Santa Cruz sc-390145 | 1:000 camundongo,
Biotech rato e humano
ARP 2 (H-84) Santa Cruz sc-15389 1:000 camundongo,
Biotech rato e humano
ARP 3 (C-16) Santa Cruz sc-10132 1:000 camundongo,
Biotech rato e humano
Cadeia leve da Santa Cruz #3672 1:000 camundongo,
miosina Il (MLC) Biotech rato e humano
CDC42 Cell Signaling #2462 1:2000 humano,
camundongo,
rato, macaco,
bovino
Cofilina (D3F9) Cell Signaling #5175 1:2000 humano,
camundongo,
rato, macaco,
cachorro
FAK (C-20) Santa Cruz sc-558 1:000 camundongo,
Biotech rato, humano,
frango, Xenopus
laevis e peixe-
zebra
Fosfo-cofilina Cell Signaling #3313 1:2000 humano,
(Ser3) camundongo,
rato, macaco,
bovino
Fosfo-FAK Tyr Santa Cruz sc-101680 | 1:000 Humano

925 Biotech



Fosfo-MLCII
Serl9

Fosfo-Op18 Serl6

Fosfo-p130 CAS
(Tyr410)
Fosfo-Paxilina
(y118)

Fosfo-Zyxin
Glyceraldehyde-3-
phosphate
dehydrogenase
(GAPDH)

p130 CAS (C20)

Paxilina

RHO associado a
quinase (ROCK)
|

RHO associado a
guinase (ROCK)
1

RHOA (67B9)

Estatmina (Op18)
(E-3)
Talina (C-20)

Tubulina alfa
acetilada

Tubulina alfa
destirosinada
(tubulina glu)
Tubulina alfa
tirosinada

Cell Signaling

Santa Cruz
Biotech
Cell Signaling

Cell Signaling

Abcam
Santa Cruz
Biotech

Santa Cruz
Biotech
BD

Santa Cruz
Biotech

Santa Cruz
Biotech

Cell Signaling

Santa Cruz
Biotech

Santa Cruz
Biotech

Cell Signaling

Abcam

Santa Cruz
Biotech

#3675

sc-12948-R

#4011

#2541

Ab78910
5c-32233

sc-860

610052

sc-5560

sc-5561

#2117

sc-55531

sc-7534

#5335

ab48389

sc-5286

1:000

1:000

1:000

1:000

1:000
1:4000

1:000

1:000

1:2000

1:2000

1:2000

1:000

1:000

1:000

1:2000

1:000
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humano,
camundongo,
rato, bovino,
porco
camundongo,
rato e humano
camundongo,
rato e humano
humano,
camundongo,
rato, macaco,
porco

Humano
camundongo,
rato, humano,
coelho e Xenopus
laevis
camundongo,
rato e humano
Canis lupus
familiaris (cdo
doméstico),
Gallus gallus
domesticus
(galinha), Homo
sapiens
(humano), Mus
musculus (rato
domeéstico),
Rattus norvegicus
(rato)
camundongo,
rato e humano

camundongo,
rato e humano

humano,
camundongo,
rato, macaco,
bovino
camundongo,
rato e humano
camundongo,
rato e humano
camundongo,
rato, humano,
macaco, peixe-
zebra
Humano

camundongo,
rato e humano
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(tubulina a) (B-7)

Vinculina (G-11)  Santa Cruz sc-55465 1:000 camundongo,
Biotech rato e humano
Zyxin Abcam ab58210 1:000 mouse, human

3.4. Silenciamento da ARHGAP21 usando siRNA

O silenciamento transitério da ARHGAP21 foi realizado em células HEL com
uma mistura de quatro sequéncias de oligonucleotideos especificos para silenciamento
da proteina ARHGAP21 — siARH21 (siRNA ARHGAP21Human - ARHGAP21 ON-
TARGETplus SMARTpool, Dharmacon) na concentracdo de 50 nM ou silenciamento
de uma proteina inespecifica - SiCTRL (siRNA controle ON-TARGETplus Non-
trageting Pool) (Tabela 2) na concentragdo de 50 nM. As células foram cultivadas em
placas de 6 pocos, transfectadas com siRNAs, e Lipofectamine 2000 (ThermoFisher
Scientific) e foi submetida a centrifugacdo 1800 rpm por 2 horas e incubado por 16
horas a 37°C para permitir a entrada do oligonucleotideo na célula. A diferenciacéo
megacariocitica foi induzida ap6s o final da transfeccdo com a troca do meio RPMI
contendo 20 uM de PMA e o silenciamento da ARHGAP21 foi confirmado por western
blotting.

Tabela 2. Sequéncia de siRNA especificos para silenciamento de ARHGAP21.

SsiARH
(combinacdo das sequéncias 1, 2, 3 e 4) Sequencia (5-3")

Sequéncia 1 F: GAAAAUAGCAGAUCGGUUAUU
R: PUAACCGAUCUGCUAUUUUCUU

Sequéncia 2 F: GAUGAUAAAUGGCGAGAUUUU
R: PAAUCUCGCCAUUUAUCAUCUU

Sequéncia 3 F: GGAUCUAAUUAGUCGAAGAUU
R: PUCUUCGACUAAUUAGAUCCUU

Sequéncia 4 F. GCACAGAGAUGCUACCGAAUU

R: PUUCGGUAGCAUCUCUGUGCUU

3.5. Ensaios de polimerizagdo de tubulina e actina

A expressdao da ARHGAP21 foi investigada em extratos proteicos de células
HEL contendo tubulina ou actina solubilizadas ou polimerizadas, conforme descrito por
Ng DC et al. (100) e Zhang C et al. (101). Para o ensaio de polimerizagdo da tubulina,
quantidades iguais de células HEL (1 x 10°) foram lisadas ap6s 0, 1, 2, 3 e 4 dias de
diferenciacdo megacariocitica, usando tampdo estabilizador de microtdbulos (0.1M
Pipes, pH 6.9, 2M glicerol, 5SmM MgCI2, 2mM EGTA, 0.5% Triton X-100, inibidores



43

de protease ¢ 4 uM taxol). Apds a lise, a tubulina solubilizada no sobrenadante foi
separada da tubulina polimerizada por centrifugacdo (40.000 g por 30 min a 22 ° C)
para separar a fracdo insoluvel (sob a forma de precipitado) das proteinas soliveis no
sobrenadante. Em seguida, as fracdes insollveis precipitadas foram solubilizadas em
tampado estabilizador de microtubulos e dissociadas através de sonicacdo, para assegurar
a ruptura completa dos microtubulos. A expressao das proteinas foi entdo analisada por

western blotting em ambas as fracdes proteicas, como descrito anteriormente.

Para o ensaio de polimerizacdo de actina, as células foram lisadas com tampé&o
de estabilizacdo de actina F (50 mM PIPES pH 6.9, 50 mM NaCl, 5 mM MgClz, 5 mM
EGTA, 5% glycerol, 0.1% NP-40, 0.1% Triton X-100, 0.1% Tween-20, 0.1% B-
mercaptoethanol, 1 mM ATP, inibidores de protease) por 30 min a 37 ° C e depois
centrifugadas (2.000 rpm por 5 min). A actina polimerizada precipitada foi suspensa em
metade do volume inicial do mesmo tampdo por ultracentrifugagdo (40.000 g por 30
min a 22 ° C). Todas as amostras foram desnaturadas em tampao Laemmli e também

submetidas a western blotting.

3.6. Analise de DNA de megacariécitos

A ploidia das células HEL foi analisada durante a diferenciagdo megacariocitica
por incubacdo de células fixadas (100% etanol a 4°C por 12 horas) com solucdo de
coloracdo (PBS contendo 0,5% de BSA, 0,05 mg/ mL Pl e 1 mg/ mL RNAse) a 37°C
por 30 minutos. O conteltdo de DNA foi determinado por citometria de fluxo

(FACSCalibur, BD Biosciences) e analisado com o software FlowJo.

3.7. Ensaios de ativacdo RHOA e CDC42

As atividades CDC42 e RHOA foram determinadas em células HEL e células
primarias usando kit de ativacdo G-Lisa (Cytoskeleton, Inc, Denver, CO, USA). Os Kits
detectam as ligacdes de CDC42-GTP e RHOA-GTP por um anticorpo especifico, sendo
0 grau de ativacdo determinado por comparagdo colorimétrica das leituras de amostras.
Extratos proteicos (50 ul) na concentragéo proteica de 0,25-1 mg / ml foram incubados
com anticorpo monoclonal anti-CDC42 e extratos proteicos (25 ul) na concentracdo
proteica de 0,4-2 mg / ml foram incubados com o anticorpo monoclonal anti-RHOA.

Apo6s 15 min de incubagdo com o anticorpo anti-CDC42 e 30 min de incubag¢do com o
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anticorpo anti-RHOA, os pocos foram lavados com tampé&o de lavagem para a remogéo
das ligacbes nédo ativas (CDC42-GDP e RHOA-GDP). Em seguida, utilizou-se o
anticorpo secundario marcado com HRP para a deteccdo das atividades. Em

espectrofotdbmetro de microplaca, a leitura da absorbancia foi mensurada em 490nm.

3.8. Camundongos Arhgap21*~

Camundongos nocautes C57BL/6 heterozigotos para Arhgap2l (Arhgap21*/°)
foram gerados e genotipados conforme descrito por Xavier-Ferrucio et al. (92). Os
camundongos Arhgap21*~ apresentaram reducdo de 50% de RNAm e proteina nas
células da medula 6ssea em comparacao com o tipo selvagem. A exclusdo de ambos os
alelos resultou em letalidade embrionaria (92). Os animais foram criados e alojados em
biotério proprio da Universidade Estadual de Campinas e mantidos em ciclos
claro/escuro de 12h com livre acesso a racdo e agua. Procedimentos experimentais
foram realizados com camundongos machos e fémeas (8 a 11 semanas de idade). O
Comité de Etica da Universidade Estadual de Campinas (CEUA) aprovou todos os
cuidados e procedimentos com animais, que seguiram as orientacdes para cuidados e

uso de animais em laboratdrio (protocolo 3090-1 (B) / 2018).

3.9. Analise da populagdo megacariocitica Arhgap21 *~

As células hematopoiéticas da medula 6ssea foram isoladas de camundongos
Arhgap21*~ e camundongos do tipo selvagem. Células da medula dssea foram obtidas
através da maceracdo de fémures, tibias e Umeros de animais selvagens e Arhgap21*/-.
As hemécias foram lisadas (155mM NH4CL, 10 mM NaHCOgz, 0,1mM EDTA). Em
seguida, lavou-se 3 vezes com PBS e as células foram ressuspendidas novamente em
PBS. 1 X 10° células de medula 6ssea foram marcadas para analise das populagdes
hematopoiéticas. Todos os anticorpos foram incubados por 15 minutos a temperatura
ambiente e foram diluidos a 1:200 em PBS. Ap6s duas lavagens as células foram
ressuspendidas em 300uL de PBS e lidas em citometro de fluxo (FACSCalibur, BD
Biosciences). As anélises das populaces hematopoiéticas foram realizadas através dos
programas FlowJo. As popula¢des megacariociticas foram quantificadas por citometria
de fluxo (FACSCalibur, BD Bioscences) usando anticorpos para a integrina PBllla
(CD61-PE), integrina allb (CD41-FITC) e complexo GPIb-V-IX (CD42d-APC). O
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software FlowJo foi utilizado para analise dos resultados obtidos (TreeStar Inc., v10). A
lista contendo todos os anticorpos utilizados em citometria para anélise das popula¢des

celulares murinas pode ser encontrada no item 3.12.

Os megacariocitos também foram visualizados em bidpsias da medula dssea de
camundongos Arhgap21*- e do tipo selvagem. Resumidamente, os fémures foram
fixados em formalina a 10%, embebidos em parafina, seccionados, colocados em
laminas e corados com hematoxilina e eosina. O numero de megacariocitos foi
determinado em pelo menos 10 campos aleatorios das laminas capturados através de um

microscopio Optico (objetiva de 40 x).

3.10. Diferenciacdo megacariocitica in vitro de células primarias murinas

Células totais da medula 6ssea de camundongos Arhgap21*~ e do tipo selvagem
foram cultivadas em placas de 6 pogos com meio Stem Spam (StemCell Technologies,
Vancouver British Columbia, CA) suplementado com 10% Bit (StemCell
Technologies), 50 ng / mL de trombopoietina (TPO) (PreproTech, Ribeirdo Preto, Sdo
Paulo, BR), 10 ng / mL de IL-3 e 10 ng / mL de IL-6 (BD Biosciences). As células
foram coletadas para analise da expressao génica e de proteinas nos dias 0, 2 e 5 de
diferenciacdo. A morfologia celular foi visualizada por microscopia Optica ap6s cinco

dias de cultura.

3.11. PCR quantitativo

A expressdo do gene ARHGAP21 foi avaliada por PCR quantitativo em tempo
real durante a diferenciacdo megacariocitica de células de camundongo.
Resumidamente, o RNA total foi isolado com o kit llustra RNASpin Mini RNA (GE
Healthare Life Sciences) e transcrito reversamente em DNAc com o Kit RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher). As reaces foram realizadas
em StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) com Power SYBR
Green master mix (Thermo Fisher). Foram utilizados os seguintes primers: Arhgap21
(Fw  GAGGAAAGCTTCAAGCACCA, R GATGACAGCAGATCAGGAA) na
concentragdo de 150 nM e Gapdh (Fw TGACCACCAACAACTGCTTA, R
GGATGCAGGGATGATGTTC) na concentracdo de 150 nM. A expressdo relativa do
gene foi calculada usando a equagdo 2-AACT (102). A padronizacdo e curva de


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4376600
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eficiéncias dos primers acima foram anteriormente estabelecidas pelo grupo de

pesquisadores do nosso laboratério.

3.12. Ensaio de coldnias de megacariocitos UFC-Mk murinos

UFC-Mk foram avaliadas em células da MO de camundongos Arhgap21*" ou de
camundongos do tipo selvagem usando meio metilcelulose (M3434, Stem Cell
Technologies), suplementado com fatores de crescimento 10 ng / mL IL-3, 10 ng / mL
IL-6, 10 ng / mL IL-11 e 50 pug / mL de trombopoietina (TPO) (PeproTech). Apds 12
dias a 37 ° C, 5% de CO: e alta umidade, as unidades formadoras de col6nias foram
coletadas e caracterizadas por citometria de fluxo, utilizando os seguintes anticorpos:
CD61- PE, CD41- FITC e CD42d - APC. A anélise de fluorescéncia foi realizada com
FACSCalibur (Becton — Dickinson) e os resultados obtidos foram analisados com o
software FlowJo (TreeStar Inc.). O meio a base de colageno MegaCult-C (StemCell
Technologies) também foi utilizado para a analise de UFC-MKk, e foram contadas ap6s

10 dias em cultura. Todos os anticorpos utilizados estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Lista dos anticorpos utilizados nos ensaios de citometria.

ANTICORPO FABRICANTE CODIGO CONCENTRAGAO ESPECIES

CD61-PE Biolegend 336406 1:200 Humano
CD41-FITC Life Technologies MHCD4101 1:200 Humano
CD49b-APC Biolegend 359310 1:200 Humano
CD235a-PE BD Biosciences 555570 1:100 Humano
CD61-PE eBioscense 12-0611-82 1:200 Mouse
CD41-FITC BD Biosciences 553848 1:200 Mouse
CD42d-APC Biolegend 148506 1:200 Mouse
CD62P-APC Biolegend 148304 1:400 Mouse

3.13. Preparacao de plaquetas

Camundongos Arhgap21™~ e camundongos do tipo selvagem foram anestesiados

com isoflurano, e o sangue foi coletado por puncéo cardiaca em 1: 9 (v/ v) de ACD-C
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(12,4 mM de citrato de sodio, 13 mM de &cido citrico, 11 mM de glicose). Primeiro, o
plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugacdo do sangue total a 2.000g
por 30 segundos em temperatura ambiente. Sete partes de PRP foram adicionadas a
cinco partes de tampéo de lavagem (NaCl 140 mM, KCI 0,5 mM, citrato trissddico 12
mM, glicose 10 mM, sacarose 12,5 mM, pH 6). As plaquetas lavadas foram obtidas

apos duas centrifugacdes em tamp&o a 800 g por 8 min (103).

3.14. Ensaio de agregacao plaguetaria

As plaquetas lavadas foram suavemente suspensas em solucdo de Krebs
contendo NaCl 118 mM, NaHCO3 25 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,7 mM e glicose
5,6 mM (pH 7,4) na presenca de CaCl. 1 mM. A agregacdo plaquetaria (200 pL com 3
x 10® plaquetas / mL) foi medida usando um agregdémetro oOptico (Profiler, 8 canais
PAP-8 V2.0 opticos. Bio-Data Corporation, Horsham, PA, EUA) a 37 ° C em cubetas
de vidro contendo uma barra para agitagdo constante, conforme descrito por Lescano
CH et al. (104). A agregacdo foi induzida com 0,015 U / mL ou 0,1 U / mL de

Trombina (Sigma Aldrich) e medida por até 8 minutos.

3.15. Determinacédo da exposicao de superficie da p-selectina

As plaquetas lavadas foram suspensas em tampdo Tyrode-Hepes modificado
(NaCl 134 mM, Na;HPO4 0,34 mM, KCI 2,9 mM, NaHCOz 12 mM, HEPES 5 mM,
MgCl> 1 mM, glicose 5 mM, BSA 0,35%, pH 7,4) na presenca de prostaglandina (0,1
pg / mL) e apirase (0,02 U / mL). As amostras foram ativadas com trombina 0,1 U / mL
e 0,2 U/ mL (Sigma Aldrich) e marcadas com anti-CD62P-APC por 15 mina 37 ° C. A
analise foi realizada usando FACSCalibur (BD Biosciences) e software FlowJo
(TreeStar Inc.).

3.16. Microscopia eletrdnica de transmissao

As plaquetas lavadas foram centrifugadas (2500 rpm por 20min 25 ° C) e 0
sedimento (que contém as plaquetas) foi fixado com glutaraldeido 2,5% em tampé&o
cacodilato 0,1 M (pH 7,2) sacarose 2% por 2 h. As amostras foram lavadas em

tampdo cacodilato por trés vezes, pds-fixados em tetroxido de 6smio 1% por 1 ha 4°C
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e desidratados pelo alcool etilico em concentracdes crescentes. Na proxima etapa, as
amostras foram pré-embebidas em mistura de éxido de propileno e resina epon, na
proporcéo de 1:1, 3:1 por 2 horas e embebidas em resina epon durante a noite. Ainda,
foram incluidas em resina e mantidas em estufa a 57° durante 72 h. Os materiais foram
cortados em ultramicrotomo com navalhas de vidro e cortes finos foram corados com
acetato de uranila e examinados em microscépio eletrénico de transmissdo (LEO 906-
Carl Zeiss). As diferencas no tamanho granular foram quantificadas usando ImageJ
(imagej.nih.gov) em campos de tamanho equivalente selecionados aleatoriamente de um
pool de plaquetas de trés camundongos do tipo selvagem e de trés camundongos
Arhgap21*". Apenas as plaquetas totalmente representadas nesses campos foram
consideradas. Todos os granulos o nessas plaquetas foram identificados manualmente
com base em suas caracteristicas morfologicas previamente descritas nas se¢fes MET
(105-107) sem conhecimento do gen6tipo do camundongo (numero total de granulos
analisados = 79).

3.17. Ensaio de sangramento da veia na cauda

Em camundongos anestesiados, a veia na cauda foi perfurada com uma agulha
21G (BD Precision Glide 0,80 x 0,25mm) e imersa em PBS a 37 ° C. O tempo de
sangramento da veia na cauda foi registrado desde a incisdo até a cessacdo do

sangramento.

3.18 Avaliagdo da ocluséo da artéria carétida e formagéo de trombo

A lesdo da artéria carotida foi induzida com FeCls por 3 min em camundongos
Arhgap21 *~ (n = 10) ou camundongos do tipo selvagem (n = 8) anestesiados e pesando
25 + 2 g, conforme descrito por Carneiro GD et al. (108) . O tempo de ocluséo do vaso
foi determinado usando uma sonda de ultrassom (Transonic Flowprobe MAO 5 PSB,
Ithaca, NY) posicionada na artéria cardtida lesada. O tempo de oclusdo foi considerado
o intervalo entre a lesdo inicial e a cessagdo total do fluxo sanguineo registrado no
programa DATAQ (Transonic System TS 420, Ithaca, NY, EUA). Trés animais de cada
grupo foram utilizados para analise de formacdo de trombo por microscopia intravital
(Carl Zeiss - Imager A2) conforme descrito anteriormente (108). Rodamina 6G (Sigma

Aldrich), que marca plaquetas e leucdcitos, foi injetada na veia da cauda para permitir a
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visualizagdo da incorporacdo de células e formacdo de trombos in vivo. Imagens da
dindmica da formacdo do trombo foram capturadas por 13 minutos com 1 frame/sec

(Axiocan - lente HSM 5X) e a analise foi realizada com o software ImageJ 1.42q.

3.19. Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism9
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Os resultados sdo mostrados como
média + desvio padrdo (DP) de pelo menos trés experimentos independentes por grupo.
As comparagOes foram realizadas com o teste t Student Two tailed e teste One-way
Anova com analise Tukey's Multiple Comparison e valores de P <0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

PARTE 1. Estudo do papel da ARHGAP21 durante a diferenciacdo

megacariocitica in vitro

4.1. A expressdao da ARHGAP21 aumenta durante a diferenciagdo megacariocitica

das células HEL, concomitante as alteracGes do citoesqueleto

Primeiramente, detectamos a expresséo da ARHGAP21 em células HEL
estimuladas com PMA por 4 dias. O dia O representa as células sem tratamento, e dias 1,
2, 3 e 4 representam as células que foram estimuladas a se diferenciarem em cultura nos

respectivos dias.

Como esperado, as células HEL apresentaram alteragdes morfoldgicas ao longo
da diferenciacdo megacariocitica, como aumento do tamanho e formacédo de extensdes
citoplasmaticas (Figura 11A). A expressdo proteica de ARHGAP21 aumentou
acentuadamente durante a diferenciacéo, principalmente nos dias 2 e 3 (com a expressao
mais alta no dia 2) (Figura 11B-C). Observamos também o aumento da expresséo
proteica da tubulina acetilada, tubulina glu, tubulina alfa e diminuicdo da estatmina (p-
Op18 serl6). Curiosamente, assim como ARHGAP21, a tubulina glu também mostrou

expressdo mais elevada no segundo dia de diferenciagdo (Figura 11D).
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Figura 11. A expressdo da ARHGAP21 é aumentada durante a diferenciagdo
megacariocitica das células HEL. As células HEL foram tratadas com 20uM de PMA para
induzir diferenciacdo megacariocitica. (A) Morfologia das células HEL durante a diferenciacao
(setas pretas indicam protrusdes celulares). Barra de escala, 100 um. (B) A expressdo da
ARHGAP21 foi avaliada durante a diferenciacdo megacariocitica por Western blotting. A actina
foi usada como amostra normalizadora. (C) As barras representam a analise da alteracdo relativa
de densitometria de pixels como média £ DP de dois experimentos independentes. A taxa de
proporcdo da ARHGAP21 / actina foi normalizada por células HEL ndo induzidas (Oh). As
analises quantitativas das bandas de proteinas foram realizadas com Un-Scan-1t Gel 6.1 (Silk
Scientific Inc.). (D) Expressdo da tubulina acetilada, tubulina glu, tubulina alfa e p-Op18 ser16
durante a diferenciagcdo. Os anticorpos foram usados conforme indicado; actina e GAPDH
foram usados como amostras normalizadoras.
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4.2. ARHGAP21 colocaliza e interage com tubulina alfa e altera a expressao da
tubulina glu durante a diferenciagdo megacariocitica de células HEL

A analise por confocal mostrou que ARHGAP21 colocaliza fortemente com
tubulina alfa no citoplasma e nas protrusdes celulares (coeficiente de correlagao R >
0,86 em todos os dias de diferenciacdo) (Figura 12), enquanto a colocalizacdo com a
actina foi observada fracamente (R < 0,65) (Figura 13).

ARHGAP21 e tubulina a
colocaliza¢do

ARHGAP21 Tubulina a

o .
o .
o .

HEL dia 3

HEL dia 4

Figura 12. ARHGAP21 e tubulina o se colocalizam durante a diferenciagio
megacariocitica. (A) Imagens de confocal d¢ ARHGAP21 (em roxo), tubulina a (em verde) e
nucleo (DAPI em azul). Merge representa a sobreposicao de todas as imagens. A colocalizagédo
da ARHGAP21 e da tubulina a foi analisada usando o software Image J e representada por
pontos brancos. O coeficiente de correlacdo (R) entre as duas proteinas € indicado na figura.
Barra de escala 10um.
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ARHGAP21 e actinaF
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Figura 13. ARHGAP21 e actina F apresentam pouca colocalizacdo durante a
diferenciacdo megacariocitica. (A) Imagens de confocal de ARHGAP21 (em roxo), actina F
(em vermelho) e nucleo (DAPI em azul). Merge representa a sobreposi¢ao de todas as imagens.
A colocalizagdo de ARHGAP21 e actina F foi analisada usando o software Image J e
representada por pontos brancos. O coeficiente de correlacdo (R) entre as duas proteinas é
indicado na figura. Barra de escala 10um.

A interacdo entre ARHGAP21 e tubulina a foi detectada por imunoprecipitacdo
no dia 2 de diferenciacdo megacariocitica, quando o aumento da expressdo de
ARHGAP21 foi maior (Figura 14A). Em seguida, investigamos a expressdao da
ARHGAP21 em extratos de proteinas de células HEL contendo tubulina solGvel ou
polimerizada e confirmamos o0 aumento da expressao de tubulina acetilada durante a
diferenciagdo. Maior expressdo de ARHGAP21 foi detectada nos extratos contendo
tubulina polimerizada, em comparagcdo com 0s extratos contendo tubulina sollvel
(Figura 14B), e a expressdo de ARHGAP21 foi semelhante nas fragdes de proteina

contendo actina polimerizada e actina soltvel (Figura 14C).
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Figura 14. ARHGAP21 associa-se com tubulina o e estd super expressa em extratos
contendo tubulina polimerizada. (A) Imunoprecipitagdo (IP) e Immunoblotting (IB) usando
extrato proteico de células HEL néo tratada (dia 0) e tratada com PMA (dias 2 e 3). O anticorpo
isotipo 1gG foi usado como controle. A seta preta indica a presenca da banda ARHGAP21 em
extratos celulares a partir do dia 2 de diferenciacdo imunoprecipitada com anticorpo da tubulina
alfa. (B) Expressédo da ARHGAP21, tubulina acetilada e tubulina alfa em extratos contendo
microtubulos soltveis (S) e polimerizados (P) de células HEL submetidas a diferenciacao
megacariocitica. GAPDH foi utilizado como controle do isolamento eficiente de P e S. (C)
Expressdo de ARHGAP21 e actina em extratos proteicos contendo actina soltvel (S) e actina
polimerizada (P) de células HEL submetidas a diferenciacdo megacariocitica. GAPDH foi
utilizado como controle do isolamento eficiente de P e S.
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4.3. A inibicdo de ARHGAP21 foi efetiva em células induzidas a diferenciacdo

megacariocitica

Células HEL foram transfectadas com siRNAs especificos para silenciamento da
proteina ARHGAP21 (siARH) ou para silenciamento de uma proteina inespecifica
(siCTRL). Andlise por western blotting mostrou que o silenciamento foi de 92% para
células siARH21 (dia 2 da diferenciacdo megacariocitica) e de 99% para células
siARH21 (dia 3 da diferenciacdo megacariocitica), quando comparadas as células
siCTRL (Figura 15A-B).
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Figura 15. Silenciamento da ARHGAP21 mediada por oligonucleotideos (siRNA) em
células HEL. (A) Expressdo da ARHGAP21 em extratos proteicos de células siCTRL e
siARH21 nos dias 2 e 3. GAPDH foi utilizada como amostra normalizadora. (B) As barras
representam a andlise de densitometria de pixels como média de ARHGAP21/GAPDH. Células
HEL controle (siCTRL); células HEL silenciadas para a ARHGAP21 (siARH21).

4.4. Silenciamento da ARHGAP21 altera proteinas que regulam os microtubulos

durante a diferenciacdo megacariocitica

As células HEL silenciadas para ARHGAP21 mostraram diminui¢cdo na
expressao de tubulina glu nos dias 2 e 3, em comparacdo com as células controle
(Figura 16 A-B). A tubulina glu é um marcador da estabilidade dos microtubulos (39,40)
e, portanto, é possivel que os microtibulos estejam mais instaveis nas células siARH21,
quando comparado as células controle. Observamos leve diminuicdo da fosforilacdo da
estatmina (p-Op18 serl6) nas celulas sSiARH21 em comparagdo com as células siCTRL
nos dias 2 e 3 (Figura 16C).
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Figura 16. Silenciamento da ARHGAP21 altera tubulina glu durante a diferenciacéo
megacariocitica das células HEL. (A) Analise de Western blotting da tubulina glu, tubulina
alfa e p-Opl8 serl6 em extratos de proteina de células HEL silenciadas para ARHGAP21
(SiARH21) e controle (siCTRL) nos dias 2 e 3 de tratamento com PMA. GAPDH foi utilizada
como amostra normalizadora. (B-C) A taxa de propor¢do da Tubulina glu/Tubulina alfa e taxa
de proporgdo da p-Opl8/Opl8. As barras representam a andlise da alteracdo relativa de
densitometria de pixels como média £ DP de dois experimentos independentes. As analises
quantitativas das bandas de proteinas foram realizadas com Un-Scan-It Gel 6.1 (Silk Scientific
Inc.).

45. O silenciamento da ARHGAP21 aumenta a atividade de CDC42 e altera

proteinas de adesdo durante a diferenciacdo megacariocitica

Em seguida, investigamos a atividade de RHOA e CDC42 e algumas das suas
proteinas efetoras em células siARH21 e siCTRL tratadas com PMA. O silenciamento
da ARHGAP21 aumentou a atividade de CDC42 (aumento de 34,25% no dia 2 e
51,11% no dia 3 de diferenciacdo), enquanto ndo foram observadas alteracfes na
atividade de RHOA (Figura 17A-B). Avaliamos as proteinas efetoras das Rho GTPases
CDC42 e RHOA nas ceélulas silenciadas para ARHGAP21 e células controle. O efetor
final da via de CDC42 é ARP2/3 e os efetores finais da via RHOA s&o cofilina e MLC,
sendo um brago da via RHOA/ROCK/Cofilina e outro bragp RHOA/ROCK/MCL
(Figura 17C).
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Observamos ainda uma ligeira diminui¢do da expressdo de ARP3 nas células
silenciadas para ARHGAP21 nos dias 2 e 3 da diferenciacdo megacariocitica e aumento
na fosforilacdo de MLC2 (p-MLC2) no dia 2. Nao foram observadas alteracGes

significativas na expressao de ROCK 1 e 2 ou na atividade da cofilina (Figura 17D).

A adesdo celular é um processo importante na diferenciagdo megacariocitica
(109). Por isso examinamos em seguida a expressdo e / ou fosforilacdo das proteinas
reguladoras de adesdo célula-matriz nas células silenciadas para ARHGAP21 (Figura
6). Nos dias 2 e 3 de diferenciacdo megacariocitica, as células silenciadas para
ARHGAP21 apresentaram aumento na fosforilagdo da pl130Cas (p-pl30Cas) e
diminuicdo na expressao de vinculina em relacdo as celulas controle. O silenciamento
da ARHGAP21 levou ainda uma leve diminuicdo da fosforilacdo de zyxin (p-zyxin) no
dia 2. A fosforilagdo de FAK925 (p-FAK925) aumentou no dia 2 e diminuiu no dia 3,
em células siARH21 em comparagdo com as células controle. Nao foi observada
alteracdo na expressdo de paxilina, talina e actinina alfa comparando as células

silenciadas para ARHGAP21 e as células controle (Figura 17E).



58

A s B s
g ] — <
S o
) I
O 104 @ 1.0-
3 _ S
()
g N 3
8 0.5 S 05-
> 2
Z <
0.0 T T T T T 0.0-
proed ] ] ] b— b ]

dia0 dia1 dia 2 dia 3 dia 4 dia0 dia 1 dia 2 dia 3 dia 4

C l cocaz E o dia 2 dia 3
|

(kD) SiCTRL siARH21 siCTRL siARH21

i ROCK 00 s s | 1B: Talina
.‘" ‘\. 230 kDa

v
mLe | .- - § | B:p-p1socas
D o IB: p130Cas
oM dia 2 dia3 ! - 130 kDa

(kDa)

SICTRL  siARH21 siCTRL  siARH21 o | . ' s @ | 1B: p- FAK
180 Tyr 925
— —— Cp—  S— IB: ROCK1 .
0I0n L | W - a— 5 FAK
180
— — IB: ROCK2
v - 160 kba - ———— IB: Vinculina
_100 117 kDa
55 .
| - — - | [BARPS N
100 A — T — IB: Actinina a
100 kDa
— a—— | —— IB: ARP2
= J— - 43 kDa 100 - .
= o - IB: p-Zyxin
. e B
i N — T — IB: p-Cofilina

Sl Sean SN G | g7y xin

82 kDa

—— — 18: Cofflina
- - savos o | g - - | o o paiing

) 70

IB: p-MLC2
- - —
S s ser19 70 IB: Paxilina
> —— — - 1B: MLC2
15 —— P -
18 kDa w0
© S . R e IB: GAPDH

@ ewees @mes WSes | |B: GAPDH

37
37kDa kpa

Figura 17. O silenciamento da ARHGAP21 em células HEL altera a atividade de CDC42 e
proteinas de adesdo durante a diferenciacdo megacariocitica. (A-B) Células HEL
silenciadas para ARHGAP21 mostraram aumento da atividade de CDC42 nos dias 2 e 3 de
diferenciagdo megacariocitica, mas sem alteracdo da atividade de RHOA. Os gréficos de barra
representam a média da replicata de um experimento. (C) Diagrama simplificado representando
a via de sinalizacdo das Rho GTPases CDC42 e RHOA. (D) Expressdo das proteinas efetoras de
CDC42 e RHOA. (E) Atividade e expressao das proteinas de adesdo em células silenciadas para
ARHGAP21 e controle nos dias 2 e 3 de diferenciacdo megacariocitica. GAPDH foi utilizada
como amostra normalizadora.
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4.6. Células HEL silenciadas para ARHGAP21 apresentam aumento de area,

polaridade e protrusdes durante a diferenciacdo megacariocitica

O rearranjo das proteinas citoesqueléticas das células HEL silenciadas para
ARHGAP21 e submetidas a diferenciacdo megacariocitica também foi visualizada por
microscopia confocal. As células silenciadas para ARHGAP21 apresentaram maior
espalhamento na placa de cultura e aumento de projecdes da membrana (protrusdes) em

comparacdo com as celulas controle (Figura 18 e Figura 19).

dia 2 dia 3 dia 4

siCTRL

siARH21

diag
Tubulina a Actina-F MERGE

siCTRL

siARH21

Figura 18. O silenciamento da ARHGAP21 altera a morfologia das células HEL durante a
diferenciagdo megacariocitica. (A) Imagens de confocal de células HEL silenciadas para
ARHGAP21 cultivadas em laminas revestidas de colageno, objetiva 20X (painel superior) e
objetiva 63X (painel inferior). Tubulina alfa (em verde), actina-F (vermelho) e nicleo (DAPI
em azul). Merge representa a sobreposi¢cdo de todas as imagens. A seta branca indica polaridade
e a seta amarela indica protrusdo em células silenciadas para ARHGAP21 no dia 4 de
diferenciagéo (painel superior). Barra de escala, 10 pum.
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Figura 19. O silenciamento da ARHGAP21 altera a morfologia das células HEL durante a
diferenciagdo megacariocitica. (A) Microscopia de luz de células de controle HEL (siCTRL) e
silenciadas para ARHGAP21 (siARH21) durante a diferenciacdo megacariocitica. Objetiva

20X. Barra de escala, 50pm.
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As andlises com o software ImageJ mostraram que as células siARH21
apresentaram aumento da area celular e diminuig¢do da circularidade nos dias 3 e 4 em
comparacdo as células controle. A relacdo de proporcdo (eixo maior/eixo menor), que

esta associada a formacao de protrusdao, aumentou no dia 4 de diferenciacdo (Figura 20).
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Figura 20. Células HEL silenciadas para ARHGAP21 apresentam aumento da area
celular e mais protrusGes no processo de diferenciagdo megacariocitica. Analise da area
celular, circularidade e relagdo de proporc¢do das células siControl e SIARHGAP21 durante o
processo de diferenciacdo, usando o software Imagel. O grafico de barras representa a média +
desvio padrdo de 3 experimentos independentes; teste One-way Anova com analise Tukey's
Multiple Comparison para determinar diferencas estatisticamente significativas entre os valores
médios de grupos diferentes, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Células HEL adquirem maior expressdo de CD61, CD41 e CD49b durante a
diferenciacdo (51,110) e, portanto, n6s analisamos a presenca desses marcadores por
citometria de fluxo. Como esperado, houve um aumento da expressdo desses
marcadores nas ceélulas controle ao longo da diferenciacdo megacariocitica, e 0
silenciamento da ARHGAP21 ndo alterou a porcentagem de CD61°CD41" ou
CD41*CD49b" (Figura 21 e Figura 22).
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Figura 21. O silenciamento da ARHGAP21 néo altera a porcentagem de células positivas
para dupla marcacdo CD61 e CD41 na diferenciacdo megacariocitica das células HEL. (A)
Representacdo da andlise por citometria de fluxo das células HEL controle e silenciadas para
ARHGAP21 no processo de diferenciacdo megacariocitica para os marcadores CD61*CD41* de
quatro experimentos independentes. (B) Andlise da citometria de fluxo para CD61*CD41* em
células HEL silenciadas para ARHGAP21 e controle. Grafico de barras da média £+ DP da
porcentagem das células positivas.
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Figura 22. O silenciamento da ARHGAP21 nao altera a porcentagem de células positivas
para dupla marcacdo CD41 e CD49b na diferenciacdo megacariocitica das células HEL.
(A) Representacdo da analise por citometria de fluxo das células HEL controle e silenciadas
para ARHGAP21 no processo de diferenciagdo megacariocitica para 0s marcadores
CD41*CD49b* de quatro experimentos independentes. (B) Analise da citometria de fluxo para
CD41*CD49b* em células HEL silenciadas para ARHGAP21 e controle. Grafico de barras da
média + DP da porcentagem das células positivas.

A diminuicdo na porcentagem de células siCTRL e siARH21 que expressam
CD235a (glicoforina A) confirmou a eficiéncia da diferenciacdo megacariocitica
(Figura 23).
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Figura 23. Diminui¢do da porcentagem de células positivas para CD235a nas células HEL
controle e silenciadas para ARHGAP21 durante o processo de diferenciagdo. (A)
Representacdo da analise por citometria de fluxo das células HEL controle e silenciadas para
ARHGAP21 no processo de diferenciacdo megacariocitica para marcacdo CD235a de quatro
experimentos independentes. (B) Analise da citometria de fluxo para CD235a em células HEL
silenciadas para ARHGAP21 e controle. Gréfico de barras da média + DP da porcentagem das
células positivas.

A ploidia também ndo foi afetada pelo silenciamento da ARHGAP21 (Figura
24).
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Figura 24. Ploidia n&o ¢ alterada no processo de diferenciacdo megacariocitica em células
silenciadas para ARHGAP21 e controle. (A) Histograma representativo para o contetdo de
DNA 2N, 4N e mais de 4N das células HEL silenciadas para ARHGAP21 e controle ao longo
do processo de diferenciacdo de quatro experimentos independentes. (B) Analise da
porcentagem das células HEL silenciadas para ARHGAP21 e controle mostrando a ploidia com
2N, 4N e mais que 4N. Grafico de barras da média + DP da porcentagem das células positivas.
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PARTE 2. Estudo do papel da ARHGAP21 durante a diferenciacio
megacariocitica ex vivo

4.7. Células da medula 6ssea de camundongos Arhgap21*- submetidas a

diferenciacdo megacariocitica apresentam maior espalhamento na cultura in vitro

Nos investigamos ainda a diferenciagdo megacariocitica de células primarias da
medula dssea de camundongos Arhgap21*-. A eficacia da diferenciacdo foi confirmada
pelo aumento da expressdo de CD42 nas celulas dos camundongos selvagens e dos
camundongos Arhgap21*- (Figura 25).
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Figura 25. Aumento da média da intensidade de fluorescéncia de CD42 para células
Arhgap21*- e do tipo selvagem confirma o processo de diferenciacdo megacariocitica. (A)
Representacdo da andlise por citometria de fluxo da expressdo de CD42 durante a diferenciacéo
megacariocitica das células Arhgap21*- e do tipo selvagem. (B) Analise da citometria de fluxo
da expressdo CD42 durante a diferenciacdo megacariocitica das células dos camundongos
Arhgap21*" e do tipo selvagem. Gréfico de barras da média + DP da média da intensidade de
fluorescéncia.

Em concordancia com os resultados obtidos com as células HEL, a expressao do
gene Arhgap2l aumentou apds a diferenciacdo de células primarias de camundongo
(Figura 26).
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Figura 26. A proteina Arhgap21 é expressa em células primérias de camundongo durante
a diferenciacdo megacariocitica. Expressdo relativa do gene ARHGAP21 durante a
diferenciagdo megacariocitica. GAPDH foi usado como gene normalizador. As células dos
camundongos do tipo selvagem no dia zero de diferenciacdo receberam o valor arbitrario de 1.
O grafico mostra a média + DP de trés experimentos independentes.

A expressaio de CDC42 e RHOA diminuiu durante a diferenciacédo
megacariocitica, sendo que as células da medula 6ssea de camundongos Arhgap21*"
mostraram expressdo aumentada de ambas as proteinas antes da diferenciacdo (dia 0)
em comparacdo com as células dos camundongos do tipo selvagem (Figura 27A).
Resultados semelhantes foram observados quando analisamos as atividades de CDC42 e
RHOA (Figura 27B-C).
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Figura 27. Aumento da expressao e atividade de CDC42 e RHOA das células da medula
6ssea dos camundongos Arhgap21*- em comparacdo com as células dos camundongos do
tipo selvagem no dia zero. (A) Analise de Western blotting de CDC42 e RHOA durante a
diferenciacdo megacariocitica. GAPDH foi usado como amostra normalizadora. (B-C)
Atividade relativa de CDC42 e RHOA durante a diferenciagdo megacariocitica. A média das
atividades de CDC42 e RHOA das células do tipo selvagem do dia zero que receberam valor
arbitrario 1. Os graficos mostram a média + DP de trés experimentos independentes. Teste t
Student Two tailed.

A microscopia optica no dia 5 de diferenciacdo mostrou maior espalhamento das
células Arhgap21*" no frasco de cultura em comparagdo com as células do tipo
selvagem, quando foram cultivadas em meio liquido (Figura 28A). A unidade
formadora de colbnia de megacariocitos (UFC-MK) das células Arhgap21* também
apresentou mais espalhamento em comparacdo com UFC-Mk das células do tipo
selvagem (Figura 28B-C). No entanto, nenhuma diferenca foi observada no nimero de
colonias (Figura 28D).
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Figura 28. Diferenciacdo megacariocitica das células progenitoras Arhgap21*- exibem
mais espalhamento na cultura em comparagdo com as células progenitoras do tipo
selvagem. (A) Morfologia das células da medula 6ssea da Arhgap21*- e do tipo selvagem no
dia 5 de diferenciacdo em meio liquido. (B-C) UFC-Mk das células da medula éssea da
Arhgap21*" e do tipo selvagem em meio semi sélido MegaCult-C. O espalhamento é aumentado
nas células Arhgap21*". Objetivo 20x. Barra de escala, 100 um. (D) Média e desvio padréo dos
nimeros de UFC-Mk em MegaCult-C obtidos das células da medula éssea de camundongos
Arhgap21*" e do tipo selvagem (selvagem 38,50 + 6,228; Arhgap21*- 44,50 + 9,179; N = 6
camundongos / genotipo).
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Os megacariocitos foram identificados por citometria de fluxo através das
populacOes que expressam CD61/CD41 ou CD41/CD42. N&o foi observada diferenca
na porcentagem de células da medula éssea CD61* CD41" ou CD41" CD42" isoladas

diretamente de camundongos Arhgap21*" e do tipo selvagem (Figura 29).
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Figura 29. Arhgap21*- ndo apresenta diferenca significativa nas populacdes CD61* CD41*
e CD41*CD42 * da medula éssea. (A) Representacdo da analise da porcentagem de
CD61*CD41" das células da MO dos camundongos Arhgap21*- e do tipo selvagem. (B) Gréfico
de barras da média de porcentagem de células CD61*CD41*; selvagem 33,07 + 2,541;
Arhgap21*- 34,23 + 2,772. (C) Representagdo da andlise da porcentagem de CD41*CD42* das
células da MO dos camundongos Arhgap21*- e do tipo selvagem. (D) Gréfico de barras da
média de porcentagem de células CD41* CD42*; selvagem 10,62 + 0,9850; Arhgap21*- 8,330 +
1,052. Medido por citometria de fluxo (n = 3 camundongos / genotipo).

O nUmero de megacariocitos na medula déssea também foi semelhante entre

camundongos do tipo selvagem e Arhgap21*- (Figura 30A-B).
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Figura 30. Arhgap21*- ndo altera a quantidade de megacariocitos na MO. (A) Imagem
representativa da histologia da medula ¢ssea de fémur corado com hematoxilina e eosina obtida
dos camundongos Arhgap21*- e do tipo selvagem. Setas pretas indicam megacaridcitos.
Objetiva 40x, escala 50 um. (B) Média e desvio padrdo do nimero de megacaridcitos na medula
6ssea dos camundongos Arhgap21*- e do tipo selvagem (selvagem 4.787 + 0.4464; Arhgap21*"
4.400 £ 0.3396; N = 5 camundongos / gendtipo).

As colonias de células da medula 6ssea dos camundongos Arhgap21*- e do tipo
selvagem cultivadas em meio metilcelulose suplementado com fatores de crescimento e
TPO também ndo apresentaram expressao diferente dos marcadores CD61* CD41* ou
CD41*CD42 * (Figura 31A-H).
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Figura 31. Arhgap21*- para UFC-Mk ndo apresenta diferenca significativa nas populacgdes
CD61* CD41* e CD41*CD42 * da MO. (A) Representacdo da analise da porcentagem de
células UFC-Mk para CD61"CD41" obtido através da cultura de células da MO em meio de
metilcelulose suplementado com citocinas especificas e TPO. (B) Gréafico de barras da média da
porcentagem de células UFC-Mk para CD61*CD41*; selvagem 69,54 + 3,199; Arhgap21*
63,28 + 3,658. (C) Representacdo da andlise da porcentagem de células UFC-Mk para
CD41°CD42*, o mesmo UFC-MkK cultivado acima. (D) Grafico de barras da média da
porcentagem de células UFC-Mk para CD41*CD42*; selvagem 70,09 + 2,079; Arhgap21*
67,76 = 2,757. (E) Representacdo da analise da média da intensidade de fluorescéncia (MIF) de
CD41, mesmo UFC-MK cultivado acima. (F) Gréfico de barras da MIF de CD41; selvagem
232,3 + 28,07; Arhgap21*" 186,9 + 29,37. (G) Representacdo da analise da MIF de CD42,
mesmo UFC-MK cultivado acima. (H) Gréafico de barras da MIF de CD42; selvagem 52,96 +
2,775; Arhgap21*- 45,25 + 5,806. Medido por citometria de fluxo (n = 10 camundongos /
genotipo).
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PARTE 3. Estudo do papel da ARHGAP21 no processo hemostatico in vivo

4.8. Camundongos Arhgap21*- apresentam menor tempo de sangramento na

cauda e acelerada oclusao da artéria carotida

Para avaliar a funcdo da Arhgap2l na hemostasia, avaliamos o tempo de
sangramento da veia na cauda e a formacéao de trombo apds lesdo da artéria carétida por
FeCls. O tempo de sangramento de camundongos Arhgap21*" foi significativamente
diminuido em comparagdo com do tipo selvagem (Arhgap2l1* 32,44 + 2,502 e
selvagem 49,48 + 3,857 segundos, P = 0,0008) (Figura 32A).

O tempo para oclusdo da artéria carotida apos a lesdo induzida por FeCls foi duas
vezes mais rapido em camundongos Arhgap21* do que em camundongos do tipo
selvagem, causando a morte de dois animais Arhgap21*" (Arhgap21*- 175,1 + 42,67 e
selvagem 363,3 £ 55,99 segundos, P = 0,0150) (Figura 32B). A microscopia de
fluorescéncia intravital revelou plaquetas e glébulos brancos aderidos a parede do vaso
ap6s a lesdo. Os camundongos Arhgap21*"- apresentaram éarea de trombo visivelmente
aumentada ao longo do tempo em comparagdo com os camundongos do tipo selvagem,

e oclusdo completa ap6s aproximadamente 13 minutos de lesdo (Figura 32C).
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Figura 32. Camundongos Arhgap21*- exibem menor tempo de sangramento na cauda e
acelerada formacao de trombo apo6s lesdo arterial da carotida induzida por FeCls. (A)
Tempo de sangramento da veia caudal de camundongos selvagens e Arhgap21*-. O grafico de
pontos mostra resultados individuais. As linhas horizontais representam a média + DP.
(selvagem 49,48 + 3,857 N = 15; Arhgap21*- 32,44 + 2,502 N = 16; P = 0,0008; Teste t Student
Two tailed.). (B) Tempo para a oclusdo da carétida ap6s lesdo com FeCls em camundongos
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selvagens e Arhgap21*". O grafico de pontos mostra resultados individuais. As linhas
horizontais representam a média + DP (selvagem 363,3 + 55,99, N = 8; Arhgap21*- 175,1 +
42,67, N = 10; Teste t Student Two tailed). (C) Resultado representativo da microscopia
intravital da formacdo de trombo dos camundongos tipo selvagem e Arhgap21*- nos tempos
indicados. O trombo parece fluorescente com Rodamina 6G que marca plaquetas e leucocitos.

4.9. Plaguetas de camundongos Arhgap21*- apresentam aumento da agregacéo e

tamanho dos granulos

Em seguida, avaliamos os efeitos da deficiéncia da Arhgap2l na agregagéo
plaquetaria em resposta a trombina. Com uma dose mais baixa de agonista (0,015 U/mL
de trombina) observamos um aumento significativo na agregacdo de plaquetas
Arhgap21*" (agregacdo méaxima média = 41% + DP 6,6%) em comparacéo as plaquetas
controle (22% * 6,6%) (P = 0,009). N&o houve diferenca significativa na agregacéo
plaquetaria observada em resposta a uma dose mais alta do agonista (trombina 0,1
U/mL) (79% + 10% para Arhgap21*" e 68% + 8% para tipo selvagem) (Figura 33A-B).
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Figura 33. As plaquetas Arhgap21*- apresentam aumento na agregacdo. (A) Agregacdo
maxima de plaquetas lavadas Arhgap21*- e do tipo selvagem induzida com trombina. Os
valores foram obtidos por agregometria. Cada ponto representa a medi¢do de uma amostra
individual e a linha horizontal é a média das amostras £ DP. (B) Curvas de agregacdo de 3
experimentos individuais (média + DP) com plaquetas Arhgap21*- e do tipo selvagem
estimuladas com trombina.

A exposicao a superficie da p-selectina também foi determinada em plaquetas
dos dois grupos de camundongos. Notavelmente, plaquetas Arhgap21* mostraram
aumento da exposicdo a p-selectina, mesmo na auséncia do agonista (P = 0,0136). A
estimulagdo com 0,1 ou 0,2 U/mL de trombina aumentou a diferenga na expressao de p-

selectina entre plaquetas Arhgap21*- e do tipo selvagem (P <0,005) (Figura 34A). O
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\

aumento da p-selectina indica mais fusdo dos granulos a a membrana plasmatica,

aumentando a atividade das plaquetas.

A microscopia eletronica de transmissdo revelou que as plaquetas Arhgap21*"
apresentaram tamanho aumentado do grénulo o, quando comparado ao tamanho dos
granulos das plaquetas do tipo selvagem (Figura 34B-C).
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Figura 34. As plaquetas Arhgap21*- apresentam tamanho dos granulos aumentados. (A)
Anélise da citometria de fluxo da expressdo de p-selectina. Os dados sdo da média da
intensidade de fluorescéncia (MIF) + DP de pelo menos 4 camundongos por grupo. (B)
Alteracdo relativa do tamanho dos granulos das plaquetas dos camundongos Arhgap21*- e do
tipo selvagem (n = 3 camundongos por gen6tipo; nimero total de granulos analisados = 79). (C)
Foto representativa da microscopia eletrénica de transmissdo das plaquetas dos camundongos
tipo selvagem e Arhgap21*-. Os asteriscos indicam os granulos de plaquetas (alfa) e ilustram a
diferenca de tamanho dos granulos descrito em (B). Teste t Student Two tailed foi usado para
comparacdes entre os grupos Arhgap21*- e tipo selvagem em todos os ensaios.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, nds apresentamos pela primeira vez o papel da RhoGAP
ARHGAP21 na diferenciacdo megacariocitica e na funcdo plaquetéaria, usando a
diferenciacdo megacariocitica da linhagem celular HEL silenciada para ARHGAP21 e

induzida por PMA e modelo de camundongo haploinsuficiente Arhgap21*".

Identificamos o0 aumento de expressdo da ARHGAP21 durante a diferenciacédo
megacariocitica das células HEL e de células priméarias de camundongos, corroborando
uma anélise transcricional em escala genémica que mostrou o aumento do RNAm da
ARHGAP21 durante a diferenciacdo megacariocitica da linhagem celular CHRF-288-11

e células primarias humanas (111).

Também demonstramos que o aumento da expressdo da ARHGAP21 em células
HEL ao longo da diferenciacdo megacariocitica foi acompanhado pelo aumento da
expressao de proteinas do citoesqueleto, como tubulina acetilada, tubulina glu, tubulina
alfa e estatmina (reducéo de p-Op18 serl6). O aumento da tubulina o corrobora com um
estudo recente que mostrou 0 aumento de expressdo das isoformas da tubulina o durante
a diferenciacdo megacariocitica de progenitores hematopoiéticos humanos (112) . A
colocalizacdo da ARHGAP21 com tubulina o nas protrusdes citoplasmaticas e ensaios
de imunoprecipitacéo revelaram a interagdo dessas proteinas, de acordo com 0S N0SS0s
achados anteriores em células de cancer de prostata humano (91). A predominéncia da
ARHGAP21 na fracdo insoltvel da célula sugere que ARHGAP21 esta associada a

microtubulos estahilizados.

A dindmica dos microtibulos é controlada pelo equilibrio da conformacédo da
tubulina (113,114) e uma alta dinAmica é necessaria para a extensdo da proplaquetas.
Microtabulos estaveis acumulam modificacBes pos-traducionais da tubulina, como
destirosinacdo (ou glu) e acetilacdo (89,115). Assim, a expressao diminuida de tubulina
glu indica instabilidade dindmica dos microtibulos nas células silenciadas para
ARHGAP21.

As Rho GTPases CDC42 e RHOA sdo reguladores criticos da dindmica da
actina e dos microtubulos, interagindo com uma variedade de proteinas efetoras (36,37).
Em nosso estudo, as células de camundongos ARHGAP21*" apresentaram aumento da
expressao e atividade de RHOA e CDC42, quando comparadas as células dos

camundongos do tipo selvagem. Também observamos aumento da fosforilagdo da
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cadeia leve da miosina 2 (MLC2) no segundo dia de diferenciacdo das células HEL, ou
seja, quando a expressdo de ARHGAP21 é maxima. MLC2 é uma proteina efetora da
RHO/ROCK, que interage diretamente com os filamentos de actina para conduzir
mudancas de forma, sendo essencial para o inicio da mudanca da forma das plaquetas e

contribuindo na ades&o plaquetaria (116).

Estudos (80) demonstraram que CDC42 e RHOA atuam como um circuito
regulador da biogénese transendotelial das plaquetas. Camundongos deficientes para
CDC42 mostraram alteracOes na ativacdo de plagquetas, na organizacdo de granulos, na
desgranulagéo e na sinalizagdo em GPIb (73,79). Em contraste nos camundongos para a
deficiéncia Unica da RAC, a deficiéncia Unica para CDC42 reduziu significativamente a
formacdo de proplaquetas e diminuiu o nimero de plaquetas. A dupla deficiéncia
(CDC42 e RAC) potencializou esses efeitos, resultando em macrotrombocitopenia, com
comprometimento da funcdo plaquetaria e apresentou morfologia anormal dos
megacariocitos com defeitos acentuados na tubulina (37,73) . Um modelo de
camundongo com delecdo para RHOA em megacariécitos e plaquetas também
apresentou macrotrombocitopenia com produgdo de plaquetas prejudicadas (117) .
Além disso, o tempo de sangramento caudal prolongado e a formacdo de trombo
defeituoso foram relatados em camundongos com deficiéncia para RHOA especifica
nos megacariocitos. O espalhamento das plaquetas RHOA 7 apresentou alteracdo na
organizacdo dos microtabulos, enquanto a agregacdo ndo foi alterada em resposta a
trombina (118). Esses estudos indicam que os efeitos do silenciamento da Arhgap21
aqui observados possivelmente resultam da combinacdo da desregulacdo de RHOA e
CDC42, em conjunto com outras proteinas diretamente associadas a ARHGAP21, como

tubulina a e proteinas de adesdo.

Corroborando com os nossos dados, um estudo recente realizado por Tobias
Heib et al mostrou que a sinalizacdo RHOA e CDC42 é um pré-requisito para a
maturacdo do citoplasma de megacaridcitos e proplaquetas, mas ndo da endomitose.
Durante a maturacdo citoplasmatica, a dupla deficiéncia para RHOA e CDC42
proporcionou o desequilibrio de isoformas de tubulina, com a reducdo em tubulina B1 e
aumento da tubulina a4a, 0s quais tém sido associados com a diminui¢do da tubulina
destirosinada e aumento da tubulina tirosina, contribuindo para o defeito na formagéo de

proplaquetas e plaguetas (83).
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Além disso, o silenciamento da ARHGAP21 em células HEL alterou a atividade
de FAK, p130Cas e zyxin no segundo dia de diferenciagdo megacariocitica. FAK é
requerida para a migracdo celular e adesdo e esta envolvida na maturacdo de
megacaridcitos e producao de plaquetas (119). Demonstramos anteriormente em células
de glioblastoma que o silenciamento da ARHGAP21 aumentou as atividades de CDC42
e FAK e induziu a migracéo celular (88) . Assim, o silenciamento de ARHGAP21 pode
ativar FAK, MCL e p130CAS, controlando a maquinaria contratil de megacariocitos e

plaquetas, por meio da ligacdo de monémeros de actina a actinina a e zyxin (120).

AlteracBes morfoldgicas induzidas pelo silenciamento da ARHGAP21, como
aumento da area celular, polaridade e formacdo de protrusdes citoplasmaticas, podem
estar relacionadas a instabilidade dos microtibulos. Paralelamente a esses achados, 0s
camundongos Arhgap21*" exibiram um aumento no volume plaquetario e uma ligeira
diminuicdo no nimero de plaquetas (120) , corroborando a concepcédo de que o tamanho
e a forma das células sdo determinados por alteracbes citoesqueléticas (79,116). O
silenciamento da ARHGAP21 ndo afetou a ploidia e os marcadores de diferenciacdo
megacariocitica das células HEL, ou o numero de megacariocitos murinos e UFC-MKk.
Nossos resultados, tomados juntamente com os estudos acima mencionados, sugerem
qgue ARHGAP21 coordena a organizacdo do citoesqueleto durante a maturacdo de
megacaridcitos sem interferir na aquisicdo de marcadores de diferenciacéo de superficie

celular.

Os camundongos Arhgap21*- apresentaram reducdo no tempo de sangramento e
formacédo acelerada de trombos, sugerindo um defeito plaquetario funcional associado a
maior capacidade de agregacdo. Confirmando esses achados, observamos aumento da
agregacdo plaquetéria induzida pela trombina. Durante a ativacdo plaquetaria, ocorre
uma alteracdo conformacional associada a rearranjos do citoesqueleto, com perda da
forma discéide e aparecimento de morfologia irregular com multiplas projecdes
citoplasmaticas (116). O grau de agregacdo em resposta aos agonistas depende
fortemente da secrecdo de mediadores de granulos, e CDC42 demonstrou ser critico na
exocitose em muitas células (121). Além disso, a deplecdo de RHOA resultou em

protecdo em diferentes modelos de trombose arterial (122).

Assim, 0 aumento da agregacdo plaquetaria e a aceleracdo da formacéo de

trombos neste trabalho observados podem estar relacionados ao aumento das atividades
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de CDC42 e RHOA. Nossas principais descobertas sobre o papel de ARHGAP21
durante a diferenciagdo de megacariocitos e a funcdo plaquetéria estdo resumidas no

esquema da Figura 35.
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Figura 35. Principais achados sobre o papel da ARHGAP21 na diferenciacéo
megacariocitica e fungdes plaquetérias. (A) ARHGAP21 interage com tubulina o e sua
expressao aumenta durante a diferenciacdo megacariocitica das células HEL, junto com a
tubulina acetilada e a tubulina glu. O silenciamento da ARHGAP21 em células HEL resulta em
alteracbes da morfologia como aumento da area celular e maior espalhamento no frasco de
cultura com aumento de protrusdes celulares durante a diferenciacdo megacariocitica. O
aumento da expressdo de p-MLC2-Ser 19, p-pl30cas, p-FAK Tyr 925 e a diminuicdo da
expressao de tubulina glu e vinculina também foram detectados em células HEL silenciadas
para ARHGAP21. (B) Células da medula éssea de camundongo Arhgap21*- apresentaram
aumento das atividades CDC42 e RHOA antes da indugdo da diferenciagdo megacariocitica.
Camundongo Arhgap21*"- apresentou diminuicdo do tempo de sangramento na cauda, acelerada
formacg&o de trombo apos lesdo arterial da carétida, aumento da agregacdo plaquetaria induzida
por trombina e expressdo de p-selectina e aumento do tamanho dos granulos o das plaquetas.

Em concluséo, descrevemos que a expressao da ARHGAP21 aumenta durante a
diferenciacdo megacariocitica, e que seu silenciamento leva a alteracdo no equilibrio da
dindmica dos microtibulos, que € necessaria para a biogénese plaquetaria adequada,
possivelmente através de sua atividade RhoGAP sobre CDC42 e RHOA e interacdo
com tubulina alfa. No modelo de camundongo, a funcéo plaquetaria também ¢é afetada
pela redugdo da Arhgap2l, tornando menor o tempo de sangramento na cauda e
acelerando a formacao de trombo, os quais estao relacionados ao aumento do tamanho e
agregacdo das plaguetas. Todos esses resultados tornam ARHGAP21 como uma

proteina envolvida no processo hemostatico.
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6. CONCLUSAO

O conjunto dos resultados apresentados neste trabalho permite as seguintes

conclusdes:
Em modelo de células HEL submetidas a diferenciacdo megacariocitica:

1. A expressdo da ARHGAP21 aumenta durante a diferenciacdo megacariocitica e €é
acompanhada pelo aumento da expressao de proteinas do citoesqueleto, como tubulina

acetilada, tubulina glu, tubulina alfa e estatmina.

2. ARHGAP21 e tubulina o interagem e se colocalizam nas protrusdes citoplasmaticas.
Maior expressdo da ARHGAP21 foi detectada em extratos proteicos contendo tubulina

polimerizada em comparacao a extratos proteicos contendo tubulina soltvel.

3. Silenciamento da ARHGAP21 aumenta a atividade de CDC42 e altera a expressao e
atividade de diversas proteinas: reduz a expressdo da tubulina glu e vinculina, reduz a
atividade da p-zyxin e aumenta a atividade da p-MLC2, p-p130CAS e p-FAK tyr 925.

4. O silenciamento da ARHGAP21 altera a morfologia celular promovendo o aumento

da area celular, polaridade e protrusdes durante a diferenciacdo megacariocitica.

5. Silenciamento da ARHGAP21 néo altera a aquisi¢do de marcadores de diferenciagéo
de superficie celular para CD61" CD41* e CD41* CD49b* ou ploidia.

Em modelo de camundongos heterozigotos nocautes para Arhgap21 (Arhgap21*-):

1. Aumento da expressdao da Arhgap2l em células primarias de camundongos

ARHGAP21*" durante a diferenciacdo megacariocitica.

2. Células da medula 6ssea de camundongos ARHGAP21*" apresentam aumento da
expressao e atividade de RHOA e CDCA42.

3. Células da medula 6ssea de camundongos Arhgap21*- exibem mais espalhamento no
frasco de cultura com aumento de protrusdes celulares durante a diferenciagédo

megacariocitica.
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4. Células Arhgap21*- da medula 6ssea e células Arhgap21*- para UFC-Mk n3o
apresentam diferenca significativa nas populagcbes CD61" CD41" e CD41" CD42 *; e

Arhgap21*" n&o altera a quantidade de megacariocitos na MO.

5. Camundongos Arhgap21* exibem resposta hemostatica acelerada com menor tempo
de sangramento na cauda e acelerada formacg&o de trombo apds lesdo arterial da carotida
induzida por FeCls,

6. Plaquetas de camundongos Arhgap21*" apresentam aumento na agregaGao in vitro

induzida pela trombina e aumento do tamanho dos grénulos o.
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ARTICLEINFO ABEZTRACT

Keywonds: EBorkground: Microtubulea, actin and Rho GTPase proteing are smsential player in the megakaryocyte biology for
Flatelets platelet formation and function

Megrmmroepiss Objectives: To investigate the role of ARHOAP21, 2 RhoOAP protein, in megakaryocytic differentiation and
:;D GTPase platelet function.

BHOA Methods: Cytockelstal proteine were investigated in HEL cellz silenced for ARHGAP2] and submitted to mega-
p—— karyocyie ﬂ.l.ﬁ'gren‘ual:mn. The mle of Achgapll in platelet function was accemed using haploinsufficien:
BBoGAF (Arhgap21™") mice. Arhgap21™ " platelet aggregation and p-selectin expogure were evaluated in responze to

thrombin. Veszel occluzion time and thrombuz formation were detected after injury of the carotid artery. Platelas
morphology was acceszed by electronic microscopy.

Rezults: ARHTAP21 waz upregulated during megakaryocytic differentiation of the cell line and primary mouse
cella In the HEL cell model, ARHOAP21 waz detected in the cyroplasmic protrosions, colocalized and associated
with d-tubulin and was moatly detected in the protein cell fraction containing the polymesized tubulin. Silencing
of ARHGAP2] decresced the expression of Glu-tubulin, muggesting microtubule inctabilicy, and enhanced call
spreading. Platslaes fram Arhzap2]1™'" mice presentsd enhanced thrambin-induced aggregation and p-salectin
exposure amociated with increased size of G-granules Arhgap21™'~ mice aloo chowed imcreased CDC42 and
BHOA activities, chorter tail-bleeding and accelerated thrombus farmation.

Conclusions: Our rezules indicate thar ARHGAP2] may be a critical protein in the regulation of platelet production
and function through the control of cytockeletal rearrangement.

1. Inweducton

Platelets are well known for their role in stopping hemorthage upon
wazeular injury. Howewer, these zmall blood component= alzo participate
in other key biological processes, zuch as angiogeneriz, wound healing,
tumorigenesiz, host responze to viruz and other pathogens [1-3].
Platelets are releazed from large bone marrow (BM) cells called mega-
karyocytes (ME), which, like other mature hematopoietic cells, are
generated from the differentiation of pluripotent hematopoietic stem

cellz [4]. Thousands of plateletz have been estimated to be released by
each megakaryocyte through a coordinate series of complex events that
are, as vet, not fully inderstood [5]. Given the essential role of platelets
in vital biological functions, understanding new proteins involwved in thiz
process iz an important goal for ongoing research in the field of cell
biology.

During maturation, ME become polyploid, increaze their cytoplazm
content, and develop a unique netwaork of membrane channels known as
the invaginated membrane system (IMS), that iz believed to form the
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