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RESUMO 

Os eventos de migração e adesão das células progenitoras hematopoéticas 

são cruciais para a sua manutenção nos nichos da medula óssea e são regulados 

por diversos fatores, dentre eles as RhoGTPases. ARHGAP21 é uma proteína 

RhoGAP (RhoGTPase activating protein, que regulam negativamente as 

RhoGTPases), e atua na migração e adesão celulares. O papel da Arhgap21 na 

hematopoese ainda é desconhecido. O objetivo geral do presente estudo foi 

estudar a função da Arhgap21 na migração e adesão das células progenitoras 

hematopoéticas.  

Neste trabalho, mostramos que ainda não foi possível a obtenção do 

camundongo nocaute para Arhgap21, pois parece que morrem antes do 

nascimento. O estudo foi realizado com os camundongos Arhgap21+/-, cuja 

expressão gênica e protéica de Arhgap21 está reduzida. As células progenitoras 

hematopoéticas Arhgap21+/- apresentaram menor quimiotaxia induzida por CXCL-

12 e redução da adesão à fibronectina, o que provavelmente levou a um homing 

ineficiente para a medula óssea e para o baço. Observou-se também que o 

microambiente da medula óssea e do baço com redução de Arhgap21 leva à 

ineficiência do homing das células progenitoras hematopoéticas normais. Não foi 

observada alteração na expressão gênica e na freqüência de células expressando 

CXCR-4, bem como não houve diferença na secreção de CXCL-12. As células da 

medula óssea Arhgap21+/- apresentaram maior expressão de Cdc42 e parecem 

possuir maior atividade desta RhoGTPase. 

Pela primeira vez se descreve o papel da Arhgap21 na hematopoese 

normal e ela parece ser um importante regulador da migração, adesão e homing 

das células progenitoras hematopoéticas, provavelmente pela regulação negativa 

de Cdc42, através da sua função GAP. 
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ABSTRACT 

Migration and adhesion of hematopoietic progenitor cells are crucial events 

for their maintenance on bone marrow niches. The role and mechanisms 

underlying hematopoietic progenitors migration and adhesion has been extensively 

studied and RhoGTPases have been implicated in these events. Regulators and 

effectors of RhoGTPases functions also have been studied in biology of 

hematopoietic progenitor cells. ARHGAP21 is a RhoGAP member, which function 

as negative regulators of RhoGTPases, and plays role in cell migration and 

adhesion. The aim of this study was to investigate the role of Arhgap21 in 

migration and adhesion of hematopoietic progenitor cells.  

 It was not possible to generate a knockout mouse until now, because they 

die before birth, as results indicate. Heterozygous mice (Arhgap21+/-) have 

reduction in Arhgap21 gene and protein expression and we used it as model. 

Hematopoietic Progenitor cells from Arhgap21+/- mice showed reduction in CXCL-

12- induced chemotaxis as well as in fibronectin adhesion, which probably leaded 

to inefficient homing to wild-type bone marrow and spleen observed. In addition, 

homing of wild-type hematopoietic progenitor cells to Arhgap21+/- bone marrow and 

spleen was also reduced. It was not observed differences in CXCR-4 gene 

expression and frequency of progenitor hematopoietic cells expressing this 

receptor as well as in CXCL-12 secretion in Arhgap21+/- bone marrow or serum. 

It is the first time that the role of Arhgap21 in hematopoiesis is described 

and it seems to be an important regulator of hematopoietic progenitor cell 

migration, adhesion and homing, probably due to Cdc42 negative regulation by its 

RhoGAP function. 
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Hematopoese 

As células sanguíneas maduras são geradas por um processo complexo e 

hierarquizado que se inicia com uma célula-tronco hematopoética, chamado 

hematopoese. As células-tronco hematopoéticas são capazes de se autorrenovar, 

garantindo a manutenção do grupo de células-tronco, e de se diferenciar em 

progenitores multipotentes, os quais geram progenitores cada vez mais 

comprometidos, dos quais então os diferentes tipos celulares existentes no 

sangue se originam (Figura 1) [1].  

 

Figura 1: Cascata hematopoética. Ilustração simplificada do processo 
hematopoético no qual células-tronco hematopoéticas (HSC) se diferenciam 
progressivamente em progenitores mais comprometidos até originarem todos os 
tipos de células sanguíneas maduras. LT-HSC= células-tronco hematopoéticas de 
longa duração; seta indica autorrenovação. ST-HSC= células-tronco de curta 
duração cuja capacidade de autorrenovação é menor a das células LT-HSC. 
MPP= Progenitor Multipotente. CMP= Progenitor Mieloide Comum. CLP= 
Progenitor Linfoide Comum. MEP= Progenitor Megacariocítico-Eritroide. GMP= 
Progenitor de Granulócitos e Monócitos. Figura montada com auxílio da 
ferramenta   http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank 
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 As primeiras Células-Tronco Hematopoéticas surgem ainda durante a vida 

embrionária, num sítio extraembrionário, o saco vitelínico. Mas estas ainda não 

são as células-tronco hematopoéticas definitivas, ou seja, não são capazes de 

restaurar a hematopoese quando transplantadas em um animal adulto [1]. Na 

região conhecida como Aorta-Gônada-Mesonéfrons e na placenta é que as 

primeiras células com propriedades funcionais de células-tronco adultas são 

encontradas [1, 2]. Após o surgimento na AGM, as células-tronco migram para o 

fígado fetal que é o principal sítio de expansão destas células. Encontram-se 

células-tronco hematopoéticas também no baço do embrião. Apenas próximo ao 

nascimento, as células-tronco expandidas no fígado fetal colonizam a medula 

óssea, que se torna o principal sítio hematopoético durante a vida adulta (Figura 2) 

[1, 3-5].  

 

Figura 2: Sítios anatômicos e linha do tempo do desenvolvimento 
hematopoético. A figura mostra as localizações anatômicas onde surgem as 
primeiras células-tronco e progenitoras hematopoéticas e os tecidos para onde 
essas células migram. (A) Esquema de um embrião no 7o dia do desenvolvimento 
quando a eritropoese primitiva inicia na região extra-embrionária próximo às 
ilhotas sanguíneas. (B) Esquema do embrião no 11º  dia do desenvolvimento 
quando há intensa produção de células-tronco hematopoéticas na região AGM 
(aorta-gônada-mesonéfrons). (C) Linha do tempo de geração das células-tronco 
hematopoéticas e os tecidos colonizados por estas. PL: Placenta. UV: vaso 
umbilical; VV: vaso vitelínico. AGM: Aorta-Gônada Mesonéfrons. FL: Fígado Fetal. 
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YS: Saco Vitelínico. E: Dia embrionário. HSC: Célula-Tronco Hematopoética. 
Figura adaptada de [4].   

 

A medula óssea é um órgão complexo onde são encontrados, além das 

células hematopoéticas, diversos tipos de células não hematopoéticas (células 

mesenquimais estromais, adipócitos, células perivasculares, células reticulares, 

entre outras) e diferentes moléculas (solúveis e presentes na matriz extracelular), 

que estão no interior da cavidade óssea, região bastante vascularizada e inervada 

[6]. Dessa forma, a medula óssea oferece às células-tronco e progenitoras 

hematopoéticas um ambiente propício para a sua manutenção e função.  

As células-tronco e progenitoras hematopoéticas ocupam microambientes 

específicos na medula óssea, conhecidos como nichos (Figura 3). Dois tipos de 

nichos são ocupados pelas células-tronco e progenitoras hematopoéticas: o nicho 

vascular, quando se encontram próximas aos vasos sanguíneos da medula óssea; 

e o nicho endosteal, quando estão mais próximas ao osso. Acreditava-se que 

cada um destes nichos exercesse uma função específica: enquanto o nicho 

endosteal mantinha a célula em quiescência, o nicho vascular era responsável por 

sua proliferação e diferenciação [1, 7]. No entanto, estudos recentes estão 

modificando este conceito, mostrando que frequentemente as células-tronco 

hematopoéticas são encontradas mais próximas aos sinusoides e arteríolas, onde 

as células perivasculares e mesenquimais estromais regulam sua manutenção 

através da secreção de diversos fatores, principalmente CXCL-12 e SCF (do 

inglês, Stem Cell Factor) [6, 8-10]. A atuação do nicho endosteal, por outro lado, 

parece ser indireta, pois as células ósseas secretam fatores (como citocinas e 

proteínas da matriz extracelular) que ajudam à formação e manutenção do nicho, 

influenciando as outras células estromais as quais agem diretamente nas células-

tronco hematopoéticas [6, 11, 12]. Assim como estas, as outras células 

hematopoéticas também ocupam nichos específicos na medula óssea, como por 

exemplo, os progenitores linfoides que são encontrados bem próximos aos 

osteoblastos os quais parecem ser essenciais para sua manutenção e 
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diferenciação adequadas [13]. Portanto, o que se sabe é que a interação das 

células-tronco e progenitoras hematopoéticas com as proteínas solúveis e da 

matriz extracelular bem como com outras células dos nichos da medula óssea, 

seja de maneira direta ou indireta, regula os diversos eventos biológicos 

necessários à sua função e manutenção adequadas, tais como quiescência, 

proliferação, adesão e migração [6, 14-16]. 

 

Figura 3: O nicho das células-tronco e progenitoras hematopoéticas. As 
células-tronco hematopoéticas são principalmente encontradas na região 
adjacente aos vasos sanguíneos da medula óssea, onde sua manutenção é 
regulada principalmente por células endoteliais e mesenquimais estromais através 
da secreção de fatores, como por exemplo, SCF (do inglês, Stem Cell Factor) e 
CXCL-12.  As fibras do sistema nervoso simpático regulam a secreção de CXCL-
12 e a retenção das células-tronco hematopoéticas seguindo o ritmo circadiano. 
As células Schwann não-mielinizadas produzem fatores que também regulam o 
nicho. Outras células importantes para a regulação do nicho hematopoético são os 
macrófagos, osteoclastos e as células CAR (células reticulares abundantes em 
CXCL-12). Os osteoblastos não atuam diretamente na célula-tronco 
hematopoética como se acreditava; eles secretam fatores importantes para a 
manutenção do nicho e diferenciação de progenitores linfóides que residem no 
nicho endosteal. A matriz extracelular e o cálcio também atuam na manutenção 
das células-tronco hematopoéticas. Figura adaptada de [6].  
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Migração, Adesão e Homing das células-tronco e progenitoras 
hematopoéticas 

As células-tronco e progenitoras hematopoéticas não ficam paradas na 

medula óssea; elas são capazes de sair para a corrente sanguínea, atingindo 

órgãos periféricos (por exemplo, o baço) além de , e de voltar realocando-se nos 

nichos da medula óssea, processos estes conhecidos como mobilização e 

homing, respectivamente (Figura 4) [14, 17]. Acredita-se que a migração das 

células-tronco e progenitoras hematopoéticas tenha um papel central na 

manutenção da homeostase do processo hematopoético, mas ainda não se sabe 

as razões específicas.  

O tráfego das células-tronco e progenitoras hematopoéticas envolve os 

eventos de migração, quimiotaxia induzida por fatores presentes na medula óssea, 

e adesão às outras células e à matriz extracelular da medula óssea. A maioria dos 

mecanismos moleculares que regulam a mobilização e o homing se sobrepõe, 

como por exemplo, a via de sinalização CXCL-12/CXCR-4 e algumas integrinas 

[14, 18-22].  

Baseando-se nas observações de que a saída fisiológica das células-tronco 

hematopoéticas segue o ritmo circadiano, sugere-se que sua função possa ser 

atribuída à renovação do nicho hematopoético mediada pelo sistema nervoso 

central, atuando nas células que compõem o nicho [23], e/ou a um mecanismo de 

vigilância imunológica em que estas células mobilizadas para a circulação e 

periferia seriam uma fonte de células do sistema imune [24]. A mobilização das 

células-tronco e progenitoras hematopoéticas pode ser estimulada por condições 

de estresse (infecções, ou outras doenças) e pela utilização de diferentes 

moléculas, como o GM-CSF, G-CSF e AMD3100 (antagonista do receptor CXCR-

4), aplicadas comumente na clínica, por exemplo, para enriquecimento de 

progenitores hematopoéticos na circulação sanguínea antes de um transplante de 

medula óssea.  A mobilização induzida por estes agentes envolve a secreção de 

proteases neutrofílicas, que levam à degradação dos sinais de retenção e das 
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ligações de adesão das células progenitoras hematopoéticas à medula óssea, 

como as promovidas por CXCL-12, VCAM-1, integrinas e SCF [7]. 

 

Figura 4: Migração das células-tronco e progenitoras hematopoéticas: 
mobilização e homing. Este esquema ilustra de maneira simplificada os 
processos de mobilização e homing das células-tronco e progenitoras 
hematopoéticas. A mobilização é o processo de saída destas células da medula 
óssea para a circulação sanguínea, de onde saem para os órgãos periféricos, 
como o baço e o fígado. Um dos fatores que induz a ruptura da ligação das células 
ao seu nicho para a mobilização é a secreção de proteases neutrofílicas. O 
homing é o processo pelo qual as células-tronco e progenitoras hematopoéticas 
retornam para a medula óssea, vindas dos órgãos periféricos pela circulação 
sanguínea, num processo similar à diapedese de leucócitos. Muitos fatores 
participam dessa chegada aos nichos da medula óssea, dentre eles a via CXCL-
12/CXCR-4, P- e E- selectinas, integrinas (principalmente α4β1 e α5β1), e as 
proteínas da família RhoGTPases.  Figura adaptada de [7]. 
 
 
 

O homing é o processo pelo qual as células-tronco e progenitoras 

hematopoéticas presentes na circulação sanguínea cruzam a barreira endotelial e 

se alojam na medula óssea (Figura 5). Este é o primeiro passo para a renovação e 

restauração do sistema hematopoético, que ainda inclui o alojamento, a 

proliferação e diferenciação das células-tronco e progenitoras hematopoéticas. As 

etapas que envolvem o homing lembram a diapedese de leucócitos. A primeira 

etapa é a ligação fraca da célula ao endotélio seguida pelo rolamento pela camada 
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de células endoteliais, mediada principalmente por selectinas. A segunda etapa 

consiste numa adesão mais forte às células endoteliais, que é mediada pela 

ativação de integrinas em resposta ao estímulo da via CXCL-12/CXCR-4. Em 

seguida, as células-tronco e progenitoras hematopoéticas realizam a migração 

trans-endotelial, passando pela camada endotelial e pela lâmina basal 

(fibronectina, colágeno e laminina) em reposta ao estímulo de CXCL-12 na 

medula. E, por fim, as células migram em direção ao gradiente de CXCL-12 aonde 

vão se ancorar e estabelecer [15, 18, 25, 26]. Dessa maneira, o homing das 

células progenitoras hematopoéticas envolve principalmente a migração direcional 

e a adesão celular aos nichos da medula óssea 

 

 

Figura 5: Homing das células-tronco e progenitoras hematopoéticas para a 
medula óssea. Este diagrama ilustra o processo de homing das células-tronco e 
progenitoras hematopoéticas para a medula óssea, cujas etapas são similares à 
diapedese de leucócitos. As primeiras etapas são a ligação inicial ao endotélio e o 
rolamento, processos estes mediados por E- e P-selectinas. A terceira etapa é 
caracterizada por ligação firme ao endotélio, mediada por integrinas que são 
ativadas por CXCL-12/CXCR-4. A seguir, as células realizam a migração através 
da camada endotelial e da lâmina basal, que consiste de fibronectina, colágeno e 
laminina. Nesta etapa participam as integrinas CD49d/CD29 (α4β1), CD49e/CD29 
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(α5β1) e CD49f/CD29 (α6β1). Por fim, as células-tronco e progenitoras migram em 
direção ao gradiente de CXCL-12. Figura adaptada de [15].   

 

Diversos fatores têm sido descritos como indutores da quimiotaxia 

(migração direcional) das células-tronco e progenitoras hematopoéticas para a 

medula óssea, mas o principal e mais estudado é a quimiocina SDF-1 (do inglês, 

Stromal Cell- Derived Factor 1), atualmente conhecida como CXCL-12. Esta 

quimiocina é secretada por células estromais da medula óssea, principalmente 

células perivasculares mesenquimais (células CAR, células Nestina+), células 

endoteliais e osteoblastos [13, 27, 28]. Sua secreção é regulada pelas fibras 

nervosas presentes na medula óssea, seguindo o ritmo circadiano e parece ser 

dependente do contato célula-célula [23, 29]. O CXCL-12 se liga ao seu principal 

receptor CXCR-4 que está presente na membrana da maioria das células 

hematopoéticas, desde as células maduras até as células-tronco e progenitoras 

hematopoéticas. Animais nocautes tanto para o ligante quanto para o receptor 

apresentam defeitos letais ainda durante a vida embrionária, que incluem a 

incapacidade das células-tronco e progenitoras hematopoéticas de colonizar a 

medula óssea, e comprometimento da linfopoese B e da mielopoese [26].  Além 

disso, os níveis aumentados de CXCL-12 no plasma sanguíneo levam à 

mobilização das células-tronco e progenitoras hematopoéticas para a circulação 

sanguínea [30, 31]. 

A via de sinalização CXCL-12/CXCR-4 tem sido extensivamente estudada e 

já são conhecidos vários mediadores e efetores desta via que agem na migração e 

adesão dos progenitores hematopoéticos (Figura 6). Após a ligação do CXCL-12 

ao CXCR-4, este se associa à endolina (CD164) e às integrinas VLA-4 (α4β1)e 

VLA-5 (α5β1) na região frontal da células. A indução da atividade destas integrinas 

pelo CXCL-12 estimula a adesão das células progenitoras hematopoéticas à 

matriz extracelular da medula óssea e a migração direcional [32, 33]. A proteína 

PI3K também é ativada por esta via, sendo um mediador da sinalização, levando à 
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ativação de PKCζ que induz a fosforilação de FAK, Pyk-2, RAFTK, p130Cas e 

paxilina [15, 34-36]. Outro grupo de importantes proteínas para a migração e a 

adesão celular que é estimulado pela ligação CXCL-12/CXCR-4, são as GTPases 

pertencentes à super-família Ras, como Rho, Rac e Cdc42 [37-46]. Sendo assim, 

a via de sinalização CXCL-12/CXCR-4 desencadeia uma cascata de sinalização 

que deflagra diversos eventos celulares, dentre os quais: sinalização para 

polarização celular, adesão mediada por integrinas, remodelamento do 

citoesqueleto e migração celular.  

 

Figura 6: Via de sinalização CXCL-12/CXCR-4. CXCL-12 é uma quimiocina 
produzida por células estromais da medula óssea, principalmente células 
reticulares (células CA, endoteliais e osteoblastos. A ligação de CXCL-12 ao seu 
receptor CXCR-4, presente na maioria das células hematopoéticas, inclusive nas 
células-tronco e progenitoras hematopoéticas, ativa diversas proteínas, dentre as 
quais PI3K, que leva a ativação de PKCζ e FAK, com consequente secreção de 
MMP-2 e 9, e RhoGTPases. A ativação desta via de sinalização deflagra eventos 
biológicos, tais como proliferação celular, migração, adesão, homing e colonização 
das células-tronco e progenitoras hematopoéticas na medula óssea. Figura 
montada com o auxílio da ferramenta   http://www.servier.com/Powerpoint-image-
bank 
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RhoGTPases 

  
As RhoGTPases são uma família de proteínas que participam de diversos 

eventos celulares tais como rearranjo do citoesqueleto, dinâmica de microtúbulos, 

migração, adesão e polarização celular [47, 48].  Estas proteínas ciclam entre as 

formas ativas, quando estão ligadas a GTP, e inativas, quando ligadas a GDP 

(Figura 7). O ciclo de ativação-inativação das RhoGTPases é controlado por 

diferentes fatores: os GEFs (do inglês, Guanine Exchange Factors) catalisam a 

troca de GDP para GTP, ativando as RhoGTPases que se ligam às proteínas 

efetoras, iniciando uma cascata de sinalização, a qual deflagra os diversos 

processos celulares dos quais as RhoGTPases participam; por outro lado, as 

GAPs (do inglês, GTPase-activating protein) promovem a hidrólise do GTP a GDP 

levando à sua inativação. Além dos GEFs e GAPs, o ciclo de ativação-inativação 

das RhoGTPases é regulado pelos GDIs (do inglês, Guanine nucleotide 

Dissociation Inhibitors) que seqüestram as formas Rho-GDP (inativas), tentando 

inibir a ativação aberrante das RhoGTPases [47, 49, 50]. O balanço da ação de 

GEFs e GAPs é crucial para o adequado funcionamento das RhoGTPases e  

controle da sua atividade e localização. Os membros da sub-família Rho 

compartilham proteínas efetoras e podem ser regulados pelos mesmos GEFs e 

GAPs.  A especificidade da sinalização das RhoGTPases é determinada pela 

localização subcelular bem como pela expressão célula-específica delas próprias 

e de seus reguladores [47, 50].  

As RhoGTPases em sua maioria são expressas ubiquamente, mas duas 

delas possuem expressão tecido-específica. Rac 2 e RhoH parecem ter expressão 

restrita às células hematopoéticas [51] . No entanto, não são apenas estas que 

desempenham funções importantes na hematopoese, diversas RhoGTPases 

estão implicadas no desenvolvimento e função das células hematopoéticas. Já foi 

descrito o papel destas proteínas na mielopoese e eritropoese, bem como no 

desenvolvimento e ativação de linfócitos T e B, e nos processos de fagocitose e 
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migração de neutrófilos [48, 52]. Além disso, o aumento ou a diminuição da sua 

atividade está relacionado a diferentes doenças hematológicas [52].  

 

 

Figura 7: Modelo do ciclo de ativação-inativação das RhoGTPases. Sinais 
extracelulares quando ligados a seus receptores são capazes de deflagrar o ciclo 
de ativação-inativação das RhoGTPases no interior da célula. As RhoGTPases 
ligadas a GDP se encontram inativas (1). Os RhoGEFs (do inglês, guanine 
nucleotide exchange factors) são responsáveis pela ativação das RhoGTPases 
(2). As RhoGTPases ativadas são capazes de interagir com outras proteínas 
efetoras, levando a diversas respostas biológicas nas células. Por outro lado, as 
RhoGAPs (do inglês, GTPase-activating proteins) são reguladores negativos da 
ativação das RhoGTPases [53]. As RhoGAPs também podem deflagrar eventos 
biológicos além da sua função GAP, através da interação com outras proteínas. 
Além disso, existe os GDIs (do inglês, guanine nucleotide dissociation inhibitors) 
que seqüestram as formas ligadas a GDP no citoplasma, evitando a ativação 
aberrante das RhoGTPases. 
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Figura 8: Papel das RhoGTPases na biologia das células-tronco e 
progenitoras hematopoéticas. Os sinais para autorrenovação são mediados por 
Rho, Cdc42 e Rac1. Por um lado Rac1 controla a proliferação celular, de outro 
Rac2 controla a sobrevivência.  Cdc42 é necessária para a entrada das células no 
ciclo celular. Rac1 e Cdc42 controlam o homing e a interação com o nicho 
hematopoético. A combinação das atividades de Rac1, Rac2 e Cdc42 são 
importantes para a retenção das células-tronco e progenitoras na medula óssea. 
Figura adaptada de [48]. 
 
 

 

As funções celulares que envolvem a mobilização, o homing e a 

colonização dessas células, tais como rearranjo do citoesqueleto, migração, 

ativação transcricional, sobrevivência e progressão do ciclo celular são regulados 

por RhoGTPases, particularmente Rac1, Rac2, RhoA e Cdc42 [48, 49] (Figura 8). 

As proteínas Rac desempenham importantes papéis nas células-tronco e 

progenitoras hematopoéticas. A quimiotaxia induzida por CXCL-12 é mediada 

tanto por Rac-1 como Rac-2 [54]. A deficiência de Rac-1 leva a um menor homing. 

Por outro lado, Rac-2 parece ser importante para a retenção das células 

progenitoras hematopoéticas na medula óssea já que as células do animal 
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nocaute apresentam maior migração e estão em maior número na circulação 

sanguínea. Rac-2 parece afetar a atividade de outras RhoGTPases, 

particularmente Rac-1 e de Cdc42, e esta interferência está relacionada à 

migração das células-tronco e progenitoras hematopoéticas [38, 45, 55].  A 

deleção concomitante de Rac-1 e Rac-2 leva à redução da adesão com 

conseqüente mobilização das células-tronco e progenitoras hematopoéticas da 

medula óssea para a circulação sanguínea [38, 56]. Além da migração e da 

adesão, a deficiência de Rac-1 leva à proliferação ineficiente das células 

progenitoras hematopoéticas enquanto a de Rac-2 a um fenótipo apoptótico; e a 

deleção conjunta causa uma combinação de redução da proliferação e aumento 

de apoptose [56]. 

Em relação à RhoA, sabe-se que a sua inibição através do modelo do 

animal nocaute condicional levou à redução da migração induzida por CXCL-12 

das células progenitoras hematopoéticas e ao aumento da adesão de células 

progenitoras Lin- (progenitores ainda não comprometidos com linhagem 

hematopoética específica) à fibronectina. As células progenitoras RhoA-nocautes 

mostraram bloqueio na citocinese associado à necrose programada, mecanismo 

importante para a sua homeostase [57]. Por outro lado, utilizando mutantes 

dominantes negativos para inibição desta proteína, foi demonstrado um aumento 

significativo na colonização in vivo das células-tronco e progenitoras 

hematopoéticas [40]. Resultados obtidos com camundongos nocautes para p190-

B GAP, que apresentam especificamente atividade de RhoA aumentada, mostram 

que as células-tronco e progenitoras hematopoéticas obtidas do fígado fetal têm 

maior capacidade de autorrenovação, independente do controle do ciclo celular. 

Além disso, observa-se aumento da quimiotaxia induzida por CXCL-12 e adesão à 

fibronectina [44, 58].  

 Outra RhoGTPase que desempenha importantes funções nas células-

tronco e progenitoras hematopoéticas é a Cdc42. O camundongo nocaute 

condicional para esta proteína mostrou aumento no número de células-tronco e 

progenitoras hematopoéticas na circulação sanguínea e na periferia, como 
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consequência de defeitos na adesão, homing, alojamento e retenção dessas 

células na medula óssea. As células-tronco hematopoéticas destes animais 

entraram em ciclo celular, resultando em maior freqüência destas na medula 

óssea [46]. A Cdc42 parece atuar principalmente no envelhecimento das células-

tronco e progenitoras hematopoéticas. Quando envelhecidas as células-tronco 

hematopoéticas apresentam maior atividade de Cdc42 e menor capacidade de 

adesão aos nichos da medula óssea comparadas às células jovens [59, 60]. Além 

disso, no que diz respeito à hematopoese, os camundongos nocautes para Cdc42 

apresentam fenótipo similar aos camundongos velhos, sugerindo que a Cdc42 

possa ser um importante regulador do mecanismo de envelhecimento das células-

tronco hematopoéticas. Outro modelo que mostra o papel de Cdc42 na biologia 

das células-tronco hematopoéticas é o modelo nocaute para Cdc42GAP cuja 

atividade de Cdc42 está aumentada. As células-tronco e progenitoras destes 

animais mostram estrutura desorganizada de F-actina, redução da migração 

direcional e adesão e colonização defeituosa [61]. Estes resultados mostram que a 

regulação da atividade de Cdc42 deve estar estritamente regulada, visto que tanto 

a sua ativação quanto inibição resulta em migração e adesão ineficazes.  

A regulação da RhoGTPases parece ser apenas um dos muitos papéis que 

as RhoGAPs desempenham.  Geralmente estas proteínas são grandes, possuindo 

outros domínios funcionais além do próprio domínio GAP, o que parece permitir a 

integração de sinais oriundos de diferentes vias de sinalização [62]. Assim, seu 

domínio GAP pode atuar apenas como um sítio de reconhecimento, e as 

RhoGAPs podem atuar como proteínas efetoras ou mediadoras da interação entre 

as RhoGTPases com outras vias de sinalização. [63].  

 

ARHGAP21: uma RhoGAP 

ARGHAP21 foi descrita pelo nosso grupo em 2002 e pertence à família de 

proteínas RhoGAP (do inglês, RhoGTPase activating proteins), cujo principal 

papel é regular negativamente as RhoGTPases. 
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O gene humano da ARHGAP21 foi identificado no cromossomo 10 e possui 

26 éxons.  Seu transcrito possui cerca de 7185 pares de base e a proteína 

codificada possui 1958 aminoácidos, com tamanho de 217kDa, e três domínios 

principais: PDZ (PSD-95/Discs-large/ZO-1), PH (do inglês, Pleckstrin Homology) e 

RhoGAP. Os domínios PDZ estão envolvidos na interação proteína-proteína, 

enquanto os domínios PH estão envolvidos na interação de proteínas com 

fosfolipídeos de membrana e com a actina [64, 65]. O domínio RhoGAP é 

responsável pela função GAP da ARHGAP21 [66].  

 

 

Figura 9: Esquema da sequência protéica da ARHGAP21. A ARHGAP21 
possui três domínios: PDZ (PSD-95/Discs-large/ZO-1), PH (do inglês, Pleckstrin 
Homology) e RhoGAP. Os domínios PDZ estão envolvidos na interação proteína-
proteína, enquanto os domínios PH estão envolvidos na interação de proteínas 
com fosfolipídeos de membrana e com a actina. O domínio RhoGAP é 
responsável pela função GAP da ARHGAP21.  
 
 

 Em tecidos humanos , foi observada alta expressão gênica em cérebro, 

coração, músculo esquelético e placenta [66]. Através de RT-PCR foi verificado 

que sua expressão gênica aumenta durante a diferenciação celular observada em 

células HL-60 induzidas com ATRA (ácido trans-retinoico) para diferenciação 

mieloide e em células-tronco hematopoéticas induzidas com eritropoetina para 

diferenciação eritroide [66], bem como na diferenciação megacariocítica (dados 

não publicados). Também foi encontrada elevada expressão em carcinomas 

escamosos de cabeça e pescoço comparados ao tecido normal [67].  

O gene da ARHGAP21 é bem conservado. Em camundongos, localiza-se 

no cromossomo 2, possui 27 éxons, apresenta cerca de 86% de homologia ao 

humano e codifica uma proteína de cerca de 1955 aminoácidos, com 

aproximadamente 217 Kda.  
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A atividade RhoGAP desta proteína já foi demonstrada para Cdc42 [68-72], 

RhoA [69, 70, 73, 74] e RhoC [74]. Além disso, ela interage com outras proteínas. 

Em células epiteliais mostrou-se que a ARHGAP21 interage com α-catenina 

regulando as junções célula-célula e é recrutada para os sítios de entrada de L. 

monocytogenes [70]. ARHGAP21 é recrutada para o complexo de Golgi através 

da ligação com ARF1- GTP, onde regula o complexo Arp2/3 e a dinâmica de F-

actina através de sua atividade sobre Cdc42 [69].     

Estudos realizados pelo nosso grupo mostraram que ARHGAP21 interage 

com PKCζ e FAK, tanto nas formas totais quanto ativas, em ratos normais ou 

hipertensos [75]. Em células de glioblastoma humano, a deleção de ARHGAP21 

levou a mudanças morfológicas, com desarranjo da distribuição dos filamentos de 

actina, aumento da migração, maior atividade de Cdc42, ativação da via de 

sinalização FAK/p130CAS e aumento da secreção de metaloproteinase-2 (MMP-2) 

[68].  

Além disso, ARHGAP21 interage com β-Arrestina-1, formando um 

complexo que é estimulado por angiotensina e modula a atividade de RhoA. 

Quando o complexo β-Arrestina-1/ARHGAP21 é desfeito, causa maior atividade 

da ARHGAP21 e atenuação da formação das fibras de estresse [73].  

Nosso grupo mais uma vez mostrou novas interações e funções biológicas 

da ARHGAP21. Foi demonstrado que a ARHGAP21 possui uma forma de 250kDa, 

gerada pela sua sumoilação, mediada por SUMO2/3. Ao contrário da sua 

localização normal nuclear e/ou perinuclear, a forma sumoilada encontra-se mais 

comumente no citoplasma e pode estar relacionada à proliferação celular [76]. Em 

células PC3 (linhagem de câncer de próstata), mostrou-se que a depleção de 

ARHGAP21 levou à redução na proliferação e ao aumento da migração celular, 

além de mudanças morfológicas, mediados pelo aumento da atividade de RhoA e 

RhoC  [74]. Em outro trabalho, observou-se que a ARHGAP21 se co-localizava 

com a actina na junção célula-célula no início da formação desta e interagia com 

Cdc42. Além disso, a sua inibição levou a uma adesão célula-célula mais fraca e 



49 

 

aumento da migração celular.  Por fim, demonstrou-se que ARHGAP21 interagia 

também com α-tubulina e era necessária para sua acetilação [77].  

Diante dessas informações, a ARHGAP21 parece desempenhar um 

importante papel na migração e adesão celular, seja por sua atividade RhoGAP ou 

através da interação com outras proteínas, como FAK , PKCζ e α-tubulina. Além 

disso, as RhoTPases cuja atividade é regulada pela ARHGAP21 [78] bem como 

as proteínas que interagem com esta RhoGAP, particularmente PKCζ, são 

essenciais para a migração e adesão das células progenitoras hematopoéticas. 

Por outro lado, o papel da Arhgap21 na hematopoese ainda é desconhecido. 

Portanto, a pergunta deste trabalho foi se a Arhgap21 estaria envolvida na 

migração e adesão de células progenitoras hematopoéticas. Para responder a 

esta questão, foi utilizado o modelo murino com inibição de Arhgap21. 
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Objetivo Geral 

       Investigar o papel da Arhgap21 na migração e adesão de Células 

Progenitoras Hematopoéticas, usando como modelo camundongos nocaute para 

Arhgap21. 

 

 Objetivos Específicos 
• Geração do camundongo nocaute para o gene da Arhgap21. 

• Avaliar a quimiotaxia induzida por CXCL-12 das células progenitoras  

hematopoéticas com redução de Arhgap21.   

• Avaliar os efeitos da redução Arhgap21 na adesão de células progenitoras 

hematopoéticas. 

• Avaliar as possíveis vias de sinalização e moléculas reguladoras envolvidas 

na migração e adesão de células hematopoéticas inibidas, tais como SDF-

1, CXCR-4 e ativação de RhoGTPases, como CDc42. 
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Geração do animal heterozigoto para Arhgap21  

 Células-tronco embrionárias (ES) com inibição do transcrito da Arhgap21 

foram obtidas do consórcio GeneTrap (http://www.genetrap.org)  e injetadas  em 

blastocisto de camundongos C57/Bl6 realizada no CEDEME-UNIFESP, sob 

supervisão do professor João Pesquero. A linhagem C57/Bl6 é a mais comumente 

usada na geração de animais transgênicos. Além disso, a maioria dos trabalhos 

relacionados ao estudo da hematopoese a utilizam como modelo. 

  O vetor inserido nas células-tronco embrionárias possui um gene reporter, o 

β-Geo, que permite a genotipagem dos animais heterozigotos (Arhgap21+/-) 

gerados, como ilustrado na figura 10. As quimeras foram cruzadas com animais 

C57/Bl/6/JUnib selvagens (Cemib, Unicamp). A prole possuía animais 

heterozigotos, que apresentavam pelagem aguti, e animais selvagens (ou WT, 

abreviatura utilizada nas figuras e legendas relativa à denominação do inglês wild 

type) que foram genotipados através de PCR do DNA genômico, utilizando 

iniciadores no gene reporter (β-Geo). Esta primeira etapa foi iniciada pela Dra. 

Carolina Louzão Bigarella.  

Foram realizados 10 cruzamentos para limpeza do fundo genético da 

linhagem H129, após a qual se iniciou os cruzamentos entre camundongos 

heterozigotos para obtenção do animal nocaute.  

 

Figura 10: Esquema do vetor GeneTrap. Observe que há uma sequência splice 
acceptor (SA), que interrompe o splicing normal e causa a transcrição do vetor; a 
sequência do gene reporter (β-Geo) que permite a identificação do vetor e um 
sinal de poliadenilação [69]. Figura adaptada de [79]. 
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Genotipagem dos camundongos heterozigotos (Arhgap21+/-) e 
homozigotos (Arhgap21-/-) 

 A prole gerada do cruzamento entre animais heterozigotos (Arhgap21+/-) e 

selvagens foi genotipada através de PCR do DNA genômico, usando um par de 

iniciadores no gene reporter da construção. O fragmento gerado por este PCR é 

de 587 pares de base (bp), presente apenas nos Arhgap21+/-. O ciclo da reação 

foi: desnaturação inicial: 94oC – 30 segundos; Ciclo de 35 vezes : 94oC – 15 

segundos; 58oC- 40 segundos; 72oC – 1 minuto; Extensão final: 72oC – 5 minutos, 

com enzima Taq Polimerase (ThermoScientific).   

 

Tabela 1: Sequência dos iniciadores usados para genotipagem dos camundongos 
Arhgap21+/-.  

β-Geo Senso GGCGCCTCATGAATATTAACC 

β-Geo antissenso CACTCCAACCTCCGCAAACTC 

 

A genotipagem da prole obtida do cruzamento entre Arhgap21+/- para 

obtenção de um animal nocaute foi realizada de duas maneiras: (1) RT-PCR 

utilizando um par de iniciadores no β-Geo, um iniciador senso no éxon 6 do 

transcrito da Arhgap21 e outro antissenso no éxon 8 e a reação idêntica à 

genotipagem dos camundongos Arhgap21+/-. Os fragmentos esperados eram: nos 

selvagens apenas o de 259bp, relativo aos iniciadores éxon 6 e éxon 8;  no 

Arhgap21-/- apenas o relativo ao β-Geo (587bp) e no Arhgap21+/-, os dois 

fragmentos (Figura 11); (2) PCR em tempo real, utilizando o reagente Sybrgreen 

(ThermoScientific) e um par de iniciadores após a localização da inserção do vetor 

no transcrito da Arhgap21, entre os éxons 8 e 9 (Tabela 3), que gera um 

fragmento de 120bp que estaria presente nos animais  e Arhgap21+/- e ausente 

nos animais  Arhgap21-/- (Figura 12).  
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Figura 11: Esquema do desenho dos iniciadores utilizados no RT-PCR para 
genotipagem de camundongos homozigotos nocautes. (A) 1: iniciador senso 
no éxon 6 do transcrito da Arhgap21, 2: iniciador antissenso no éxon 8 do 
transcrito da Arhgap21, 3: iniciador senso na sequência reporter β-Geo do vetor, 4: 
iniciador antissenso na sequência reporter β-Geo do vetor. (B) Esquema dos 
fragmentos esperados após a PCR utilizando estes iniciadores em cada um dos 
animais. WT: camundongos selvagens, fragmento de 259 pares de base (bp) ; 
Hetero: Camundongos heterozigotos (Arhgap21+/-), fragmentos de 259 bp e 587 
bp; Homo: Camundongos Homozigotos nocautes (Arhgap21-/-), fragmento de 
587bp. 

 

Tabela 2: Sequência dos iniciadores usados para genotipagem dos camundongos 
Arhgap21+/- e Arhgap21-/- por RT-PCR.  

β-Geo Senso GGCGCCTCATGAATATTAACC 

β-Geo antissenso CACTCCAACCTCCGCAAACTC 

Arhgap21 éxon6 senso TGAGCTCAGTGTAATGCCC 

Arhgap21 éxon8 antissenso GAGGACTGGTGCACTGGTTT 
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Figura 12: Esquema do desenho dos iniciadores utilizados na PCR em tempo 
real para genotipagem de camundongos homozigotos nocautes. (A) 1 e 2: 
iniciador senso e antissenso, respectivamente, desenhados entre os éxons 8 e 9 
do transcrito da Arhgap21. (B) Esquema dos fragmentos esperados após a PCR 
utilizando estes iniciadores em cada um dos animais. WT: camundongos 
selvagens, fragmento de 120 pares de base (bp) ; Hetero: Camundongos 
heterozigotos (Arhgap21+/-),fragmento de 120 bp; Homo: Camundongos 
Homozigotos nocautes (Arhgap21-/-), nenhum fragmento amplificado. 

 

 

PCR em tempo real 

Para avaliar a expressão gênica foram realizadas PCR em tempo real. O 

RNA de células obtidas do fígado fetal, da medula óssea e do sangue dos animais 

selvagens e Arhgap21+/- foi isolado pelo reagente Trizol (Invitrogen) ou pelo kit 

Illustra RNAspin Mini (GeHealthcare Life Sciences). A transcrição reversa foi feita 

com kit específico, seguindo as instruções do fabricante (ThermoScientific). A 

reação de PCR foi realizada com o reagente SybrGreen (ThermoScientific), 

utilizando o termociclador Mastercycler ep realplex (Eppendorff).  Para análise foi 

utilizado o método comparativo ∆∆Ct.   
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Tabela 3: Sequência dos iniciadores usados no PCR em tempo Real. 

Arhgap21 (éxon 8) senso GAGGAAAGCTTCAAGCACCA 

Arhgap21 (éxon9) antissenso GATGACAGCAGATCAGGAA 

CXCR-4 senso CATGGAACCGATCAGTGT 

CXCR-4 antissenso GTAGATGGTGGGCAGGAAGA 

HPRT senso GGGGGCTATAAGTTCTTTGCT 

HPRT antissenso GGCCTGTATCCAACACTTCG 

 

Obtenção das células da medula óssea 

As células da medula óssea foram obtidas através da maceração de 

fêmures, tíbias e úmeros de animais selvagens C57/Bl/6/JUnib (Cemib, Unicamp). 

As hemácias foram lisadas por 15 minutos no gelo com solução tampão de lise 

(155mM NH4Cl,  10 mM NaHCO3, 0,1 mM mM EDTA). Em seguida, lavou-se 3 

vezes com PBS e por fim, as células foram ressuspendidas em meio ou PBS 

dependendo da utilização.  

Obtenção de fígado fetal 

Foram retirados 3 fígados fetais de embriões de camundongos C57/Bl6J 

Unib nos dias 11.5, 13.5, 15.5, 17.5 e 18.5 do desenvolvimento embrionário. Após 

a retirada, os fígados fetais foram macerados e as hemácias lisadas em tampão 

de lise por 15 minutos. Após a lavagem com PBS, estas células foram baixadas e 

adicionou-se Trizol (Invitrogen).   
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Western Blot 

A lise das células da medula óssea foi realizada em tampão RIPA (NaCl 

150 mM; Tris-Cl 50 mM pH 7,4; deoxicolato 0,5 %; SDS 0,1 %, NP-40 1%) 

contendo inibidores de proteases (PMSF 1mM, leupeptina 1µg/mL,1mM Na3VO4 e 

aprotinina1µg/mL) em gelo por 30 minutos. Em seguida, os lisados foram 

centrifugados a 12000 g por 30 minutos. Os sobrenadantes foram transferidos e o 

conteúdo proteico foi dosado utilizando o reagente Bradford (Bio-Rad) e utilizando 

como referência uma curva padrão de BSA. Aos extratos protéicos foi adicionado 

tampão Laemlli ( NaH2PO4 1M pH 7,0; Glicerol 50%; SDS 10%; azul de 

bromofenol 0,1%; 200mM de DTT). 50 μg de proteína foram fracionadas em gel 

8% de poliacrilamida-SDS e as proteínas foram transferidas para membrana de 

nitrocelulose (Millipore) por 90 minutos a 120 volts. As membranas foram 

incubadas em solução de TBS-T (50mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl e 0,1% Tween-

20) contendo 5% de leite desnatado para bloqueio dos sítios inespecíficos de 

ligação dos anticorpos por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, incubou-

se o anticorpo primário (anti-Arhgap21; Sigma e anti-Cdc42; Santa Cruz) em TBS-

T 3% de leite desnatado durante a noite a 4oC. No dia seguinte, as membranas 

foram lavadas em TBS-T 3 vezes por 10 minutos cada e incubou-se o anticorpo 

secundário conjugado a peroxidase por 1 hora em temperatura ambiente. Foram 

realizadas 3 lavagens para retirada do excesso de anticorpo secundário e revelou-

se utilizando o substrato ECL (Pierce, ThermoScientific), incubando-o por 5 

minutos a temperatura ambiente. Para a captura do sinal foi utilizada a máquina 

Uvitec Cambridge. Todas as incubações e lavagens foram realizadas sob leve 

agitação. A análise densitométrica das bandas foi realizada com o auxílio do 

programa Un-Scan-it versão 6.1.   

Ensaio de Migração Celular 

5 x 105 células obtidas da medula óssea foram incubadas em 100µL de 

meio IMDM com 1% BSA (albumina sérica bovina) na parte superior dos insertos 

da placa de 24 poços para ensaio de transwell. Na porção inferior foram 
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adicionados 500µL de meio IMDM 1% BSA ou meio IMDM 1% BSA com adição de 

CXCL-12 (SDF-1) na concentração de 100ng/mL. A placa foi incubada por 3 horas 

a 37oC e 5% de CO2. Após este período o meio de cultivo da porção inferior foi 

retirado, as células foram centrifugadas a 1500 RPM por 5 minutos, 

ressuspendidas em meio IMDM com 2% de SFB (soro fetal bovino) e adicionadas 

ao meio metilcelulose suplementado com citocinas (M3434, StemCell 

Technologies). As colônias geradas pelo cultivo em metilcelulose suplementada 

com citocinas foram contadas após 10 dias em microscópio invertido. O resultado 

foi calculado através da razão do número de colônias obtido das células que 

migraram, pelo número obtido do total de células (input), expresso em 

porcentagem.  

Adesão das células progenitoras hematopoéticas 

 Placas de 96 poços (Corning) foram tratadas com 20 µg/mL de fibronectina 

recombinante (Retronectina, Takara) por 1 hora a 37oC. Após a remoção da 

retronectina, bloqueou-se a placa com solução PBS 2% BSA por 1 hora a 37oC e 

então a placa foi lavada duas vezes com PBS. A placa foi armazenada a 4oC para 

ser utilizada no dia seguinte.   

 Células da medula óssea de camundongos selvagens e Arhgap21+/- foram 

obtidas como descrito no ensaio de migração celular. As células linhagem 

negativas (Lin-) foram separadas através da metodologia EasySep (StemCell 

Technologies) seguindo as instruções do fabricante. 2 x 105 células Lin- em DMEM 

10% SFB ou DMEM com 100 ng/mL de CXCL-12 (SDF-1) foram incubadas na 

placa tratada com retronectina a 37oC e 5% CO2 por 1 hora para promover a 

adesão. Após este período, a placa foi lavada duas vezes com PBS gelado para 

retirada das células não-aderidas. Foi adicionado 10µL do reagente CCK-8 

(Sigma) em 100µL de PBS, como recomendado pelo fabricante, e a placa foi 

incubada por 3 horas a 37oC e 5% de CO2. Ao final deste tempo, foi adicionado 

SDS 1% (v/v) e a leitura realizada na manhã seguinte em leitor de Elisa (Spectra 

Max 190, Medical Device) usando o comprimento de onda de 490 nm. 
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O resultado foi obtido através da razão da OD das células aderentes pela 

das células totais (input), expresso em porcentagem e normalizado pelo resultado 

obtido das células selvagens.  

Ensaio de homing 

 Para estudar o homing, foi realizado transplante de medula óssea, no qual 

os animais receptores foram irradiados sub-letalmente, na dose de 9.5Gy, no 

irradiador do Ipen/USP.    

Para o estudo do homing das células progenitoras hematopoéticas 

Arhgap21+/- para medula óssea normal, 1 x 107 células da medula óssea dos 

doadores foram incubadas com o reagente CFSE (0,5µM), a fim de marcá-las para 

posterior acompanhamento por citometria de fluxo. 1 x 106 células marcadas com 

CFSE em 100 µL de PBS foram injetadas por via intravenosa nos camundongos 

receptores.  

Para o estudo do homing das células progenitoras selvagens para a medula 

óssea Arhgap21+/-, foram obtidas células de camundongos doadores C57BL/6 

GFP HET (Cemib, Unicamp), das quais foram injetadas 1 x 106 células em 

camundongos selvagens e Arhgap21+/- receptores.   

Em ambos os experimentos, após 19 horas do transplante, foram isoladas 

as células da medula óssea, do baço e do sangue dos camundongos 

transplantados e marcou-se com coquetel de linhagem hematopoética (Coquetel 

Lin/APC, BD Pharmingen). Foram adquiridas células Lin-CFSE+ ou Lin-GFP+por 

citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences) e analisadas utilizando o 

programa FlowJo.  

Análise do receptor CXCR-4 integrinas por Citometria de Fluxo 

 Células da medula óssea de camundongos selvagens e Arhgap21+/- foram 

obtidas como descrito anteriormente e marcadas com coquetel para as linhagens 

hematopoéticas (Lin APC; BD Pharmingen), anti-CXCR-4 (PE; BD Pharmingen), 

anti-CD49d/CD29 (PE, BD Pharmingen) e anti-CD49e/CD29 (PE; BD 
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Pharmingen).  Foi realizada a aquisição em citômetro FACSCalibur (BD 

Biosciences) e análise foi realizada no programa BD FACSDiva .  

Produção de proteínas recombinantes para o ensaio de Pull Down 

O ensaio de produção de proteínas recombinantes e de pull-down foi 

realizado para avaliar a atividade da proteína Cdc42. Seguiu-se o protocolo 

utilizado na tese da Dra. Mariana Lazarini [80].  

Para avaliação da atividade da Cdc42, foi utilizado o domínio de ligação à 

Rho da proteína efetora PAK1 (PAK1-GST) clonado em pGEX-KG. As 

construções foram gentilmente cedidas pela profa. Anne Ridley (King´s College 

London, Reino Unido). 

Para a produção das proteínas, bactérias E. coli transformadas com as 

construções contendo os domínios de ligação a Rho foram inoculadas em 100mL 

de meio LB com 100 μg/mL de ampicilina. Após incubação durante a noite a 37oC 

sob agitação, as culturas foram diluídas 1:20 em 1 litro de LB com ampicilina e 

incubadas a 37oC até a D.O. 600 atingir 0,8-1. A expressão protéica foi então 

induzida por 0,5mM de isopropyl β-D-1- thiogalactopyranoside (IPTG) por 2 horas 

a 30oC. Após este período, as bactérias foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 

minutos e o precipitado incubado a -80oC. No dia seguinte, o precipitado foi 

ressuspendido em tampão STE (Tris 10mM, pH 8.0; 150mM NaCl; 1mM EDTA) 

com 1mM de PMSF. Em seguida adicionou-se 100 μg/mL de lisozima e incubou-

se por 15 minutos no gelo. Seguiu-se a incubação com 5mM de DTT, 

homogeneização, adição de Tween-20 (1%) e SDS (0,03%) e homogeneização. O 

lisado bacteriano foi então clarificado por 10 minutos de centrifugação a 15000g a 

4oC e incubado com 50% de glutationa sefarose por uma hora a 4oC com 

agitação. Centrifugou-se rapidamente a 1000 rpm por 3 minutos para baixar as 

beads e seguiu-se lavando 3 vezes com o tampão STE.  Para observar a pureza e 

a quantidade de proteína purificada, as amostras de proteínas produzidas (10µL), 

juntamente com uma curva contendo diferentes quantidades de albumina de soro 

bovino (BSA) foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 12%-SDS-
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PAGE em aparelho de eletroforese a 100 volts por um período aproximado de 

duas horas. Em seguida, o gel foi corado em solução de 2,5% de azul de 

Coomassie R-250, 10% metanol e 10% ácido acético por um período de duas 

horas e depois descorado em solução de 30% metanol e 10% ácido acético com 

agitação por um período aproximado de 12 horas (Figura 13). 

 

Figura 13: Gel de Acrilamida mostrando a banda correspondente à 
construção PAK1 –GST utilizada nos ensaios de pull down. Mostra-se gel de 
acrilamida 12% corado com azul de Coomassie, no qual o domínio de ligação da 
proteína efetora PAK-1 (Pak-1-GST) foi fracionado por eletroforese. Destaca-se 
em vermelho a banda correspondente à PAK-1-GST produzida.   

 

Ensaios de Pull Down para avaliação da atividade de RhoGTPases  

A atividade da proteína Rho GTPases Cdc42 foi determinada por ensaio de 

precipitação por afinidade em extratos protéicos provenientes de células da 

medula óssea de camundongos selvagens e Arhgap21+/-. O protocolo de pull down 

foi realizado como descrito por Ren e Schwartz [81].  

1 x 107 células da medula óssea foram incubadas por 1 hora em DMEM e 

DMEM suplementado com 100ng/mL de CXCL-12. As células foram retiradas e 

lavadas 2 vezes com solução salina Tris (TBS; 10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl) 
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e lisadas com tampão de lise (50mM Tris pH 7.2, 1% de Triton X-100, 0,5% de 

deoxicolato de sódio, 0,1% de SDS, 500mM de NaCl, 10mM MgCl2 e 10µg/mL de 

leupeptina e aprotinina e 1mM de PMSF). O lisado proteico foi imediatamente 

transferido para um tubo contendo os domínios de ligação da proteína efetora 

(GST-PAK1) e incubado a 4oC com agitação por 1 hora. Após 4 lavagens com 

tampão específico (1% Triton X-100; 150mM NaCl; 10 mM MgCl2; 10µg/mL de 

leupeptina e aprotinina e 0,1mM de PMSF), foi adicionado tampão Laemlli 

contendo 40mM de DTT e as amostras foram incubadas a 95oC por 10 minutos. 

As amostras foram submetidas à eletroforese em gel de acrilamida 12% e, após 

transferência para membrana de nitrocelulose, as membranas foram incubadas 

com anticorpos anti-Cdc42 (Santa Cruz).  

Análise da secreção de CXCL-12  

 Foi retirado um fêmur dos camundongos, o qual foi macerado em 1 mL de 

PBS, as células foram baixadas e o sobrenadante retirado e armazenado a -80oC. 

O soro plasmático foi obtido do sangue dos camundongos através de 

centrifugação, 3000 RPM por 15 minutos. Os níveis de CXCL-12 secretados na 

medula óssea e no soro plasmático foram analisados pelo método ELISA, 

seguindo as instruções do fabricante (R&D systems). Resumidamente, foi 

adicionado 50µL de CXCL-12 murino controle, curva padrão e das amostras à 

placa preparada pelo fabricante. A curva padrão foi obtida através da diluição 

seriada do padrão (100 ng/mL) disponibilizado pelo fabricante, nas seguintes 

concentrações: 10 ng/mL, 5 ng/mL, 2.5 ng/mL, 1.25 ng/mL, 0.625 ng/mL, 0.313 

ng/mL e 0.156 ng/mL.  Incubou-se a placa por 2 horas a temperatura ambiente 

sob agitação (500 rpm). O conteúdo dos poços foi aspirado e lavou-se 4 vezes 

com tampão de lavagem (400 µL). A cada lavagem o conteúdo era aspirado e 

invertia-se fortemente a placa sobre toalha de papel para completa remoção do 

líquido. Adicionou-se 100 µL de anti- CXCL-12 conjugado (anti- CXCL-12 de 

camundongo conjugado à peroxidase), e incubou-se por 2 horas a temperatura 

ambiente no agitador. Para retirada do conteúdo foi realizado o passo de 
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aspiração/lavagem. 200 µL de solução - substrato (obtida da mistura da solução A, 

que contém peróxido de hidrogênio estabilizado, e solução B, que contém 

tetrametilbenzidina), foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente, 

protegida da luz e sobre a bancada. Após este período, foi adicionada solução de 

parada (contendo ácido sulfúrico 2N), transformando a coloração de azul para 

amarelo. A densidade óptica foi determinada em espectrofotômetro Spectra Max 

190 (Medical Device) no comprimento de onda de 450 nm e os dados analisados 

no software SOFT MAX-PRO 3.0. A curva padrão foi utilizada para determinação 

da concentração da quimiocina.       

Análise Estatística 

Os dados foram analisados como média ± desvio padrão pelo teste t de 

Student e os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando 

p≤0,05. 
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Expressão Gênica da Arhgap21 no fígado fetal e medula óssea 

 Analisou-se a expressão gênica de Arhgap21 durante o desenvolvimento 

dos órgãos hematopoéticos através de PCR em tempo real. A figura abaixo 

mostra sua expressão gênica no fígado fetal em diferentes tempos: 11.5, 13.5, 

14.5, 18.5 dias de desenvolvimento embrionário e medula adulta (Figura 13). 

 

Figura 14: Análise da expressão gênica de Arhgap21 no fígado fetal e medula 
óssea de camundongos selvagens C57/Bl6. A expressão da Arhgap21 é maior 
em E18.5, que corresponde ao momento em que as células-tronco 
hematopoéticas estão saindo do fígado fetal e migrando para a medula óssea, que 
se tornará o principal sítio hematopoético. E: dia do desenvolvimento embrionário 
contado a partir do dia do cruzamento.  

  

Observou-se que há uma expressão maior de Arhgap21 em E18.5, estágio 

no qual as células-tronco hematopoéticas geradas no fígado fetal estão migrando 

para a medula óssea, que, após o nascimento se tornará o principal sítio 

hematopoético. Este resultado sugere que a Arhgap21 possa participar deste 

egresso dos progenitores hematopoéticos do fígado fetal para a medula óssea. 
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Geração do animal nocaute para Arhgap21 

A proteína ARHGAP21 participa de diferentes vias de sinalização e tem se 

mostrado uma importante reguladora de diversos eventos celulares, dentre eles 

migração e adesão [68, 69, 73-75]. Nesse sentido, a geração de um modelo 

animal nocaute para Arhgap21 se tornou muito importante para permitir uma 

melhor caracterização de suas funções. 

O projeto de geração de animais nocautes para o gene da Arhgap21 foi 

iniciado durante o período de doutoramento da dra. Carolina Louzão Bigarella [82]. 

Foram adquiridas duas linhagens de células-tronco embrionárias de camundongos 

H129 nas quais havia inibição da transcrição gênica da Arhgap21: AK286 e 

RRR629, ambas obtidas pelo consórcio GeneTrap e disponibilizadas pela 

Universidade da Califórnia-Davis (http://www.genetrap.org). A injeção destas 

células no blastocisto de camundongos da linhagem C57/Bl6 foi realizada no 

CEDEME-UNIFESP, sob supervisão do professor João Pesquero. 

Prosseguiu-se com os cruzamentos da linhagem obtida das células RRR 

629 que, ao contrário da anterior, manteve a expressão do inserto na prole de 

todos os cruzamentos realizados. Dessa maneira, a cada cruzamento, a prole é 

genotipada através de PCR do DNA Genômico extraído da cauda dos 

camundongos utilizando iniciadores específicos para o gene reporter do vetor, o β-

Geo. O PCR dos animais Arhgap21+/- gera um fragmento na altura de 580 pares 

de base devido à presença do vetor, enquanto os animais selvagens (WT) não 

apresentam a mesma (figura 15).  
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Figura 15: PCR da genotipagem da prole gerada do cruzamento entre 
camundongos selvagens (WT) e Arhgap21+/-. As setas azuis mostram as 
amostras nas quais houve amplificação do fragmento de aproximadamente 580bp 
correspondente à construção do vetor inserido para inibição gênica da Arhgap21 e 
que caracteriza os animais Arhgap21+/-. Gel de agarose 1% com brometo de 
etídio. B: Branco; CTRL: Controle positivo (DNA da célula-tronco embrionária); 1-
17: prole de duas fêmeas de cruzamento entre selvagens e Arhgap21+/-. 
 

 

Através da metodologia de 5’ RACE (Rapid Amplification cDNA End), o 

consórcio GeneTrap disponibilizou a sequência após a qual o vetor está inserido. 

O transcrito da Arhgap21 possui 25 éxons. Comparando esta sequência e a que 

foi gerada pelo 5’RACE e baseando-se na informação disponibilizada pelo 

consórcio, o vetor foi inserido após o éxon 6, como ilustrado na Figura 16.  

  

 
Figura 16: Esquema representativo da localização do vetor no transcrito da 
Arhgap21 gerado pelo 5’ RACE realizado pelo consórcio GeneTrap. O 
transcrito da Arhgap21 possui 25 éxons. A sequência disponibilizada no site do 
consórcio GeneTrap (www.genetrap.org) mostra que a inserção do vetor ocorreu 
após o éxon 6 da Arhgap21.   
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Baseando-se na informação descrita acima, realizou-se um RT-PCR para 

confirmar a localização do inserto. Foi utilizado como amostra, cDNA obtido das 

células embrionárias e um trio de iniciadores: (1) um senso localizado no éxon 6; 

(2) um antissenso no éxon 8 e um antissenso no vetor (Figura 17). Na figura 18 

pode-se observar a amplificação dos dois fragmentos esperados: um de 

aproximadamente 4kb, relativo aos iniciadores 1 e 3, e o outro relativo aos 

iniciadores 1 e 2. Dessa maneira, confirmou-se que a construção está localizada 

após o éxon 6 do transcrito da Arhgap21. Outras reações foram realizadas, 

utilizando outros iniciadores, confirmando a inserção (dado não mostrado). 

               
Figura 17: Esquema representativo da localização dos iniciadores na região 
de inserção do vetor para confirmação da sua localização. (1) um senso 
localizado no éxon 6; (2) um antissenso no éxon 8 e [53] um antissenso no vetor. 
Tamanho esperado dos fragmentos gerados pelo PCR dos cDNAs de célula-
tronco embrionária utilizando estes iniciadores: 1-3: 4kb; 1-2: 259bp.  
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Figura 18: Confirmação da localização do vetor após o éxon 6 do transcrito 
da Arhgap21 através da amplificação dos fragmentos esperados de 4kb e 
259bp. A foto mostra que aparecem duas bandas na linha relativa ao cDNA das 
célula-tronco embrionária RRR (ES RRR): a primeira de 4kb, relativa à 
amplificação dos iniciadores senso no éxon 6 e antissenso no vetor, e a segunda 
de 259bp, relativa à amplificação dos iniciadores senso no éxon 6 e antissenso no 
éxon 8. Gel de agarose 0.6% com brometo de etídio. (M) Marcador; (B) Controle 
negativo da reação; ES CTRL (amostra de cDNA da célula-tronco embrionária 
sem inserção); ES RRR (amostra de cDNA da célula-tronco embrionária com a 
inserção do vetor).  

 

 Após a confirmação da localização do vetor após o éxon 6 do transcrito da 

Arhgap21, iniciou-se a padronização de genotipagem do camundongo Arhgap21-/-. 

A estratégia de genotipagem foi realizar um PCR com dois pares de iniciadores: 

um par no gene reporter da construção, o β-geo e outro par do éxon 6 ao éxon 8 

(figura 19). Os fragmentos esperados neste PCR foram (1) 259 bp, 

correspondente aos iniciadores 1 e 2 e (2) correspondente aos iniciadores 3 e 4. O 

resultado esperado seria: (a) para o animal selvagem, uma banda de 259bp, 

correspondente ao fragmento dos éxon 6 e 8 da Arhgap21; (b) para o animal 
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Arhgap21+/-, além da banda anterior, uma banda corresponde ao vetor (580bp) e 

(c) para o Arhgap21-/-, uma banda relativa ao fragmento do vetor (580bp).   

Os cruzamentos entre Arhgap21+/-, para obtenção de um animal    

Arhgap21-/-, foram iniciados. E com a primeira prole, realizou-se um RT-PCR a 

partir de cDNA obtido do sangue destes animais. Na figura 19, pode-se observar 

que dos 8 filhotes que nasceram, uma amostra corresponde a camundongo 

selvagem, pois há apenas a banda correspondente aos éxons 6 e 8 da Arhgap21 

(259bp), e as outras 7 de animais Arhgap21+/- (tamanhos 259bp e 580bp) 

apareceram. Dessa maneira, nesta prole não foi observado nenhum filhote 

Arhgap21-/-.    

 

 

Figura 19: RT-PCR da primeira prole obtida do cruzamento entre 
camundongos Arhgap21+/-. Observa-se que dos 8 animais, 1 apresentou o 
fragmento correspondente à Arhgap21 (259bp) e os outros 7 apresentaram as 
duas bandas, a do vetor (587bp) e a da Arhgap21 (259bp). Nenhum animal 
amplificou apenas a banda do vetor e, portanto, não se obteve animais   
Arhgap21-/- nesta primeira prole. Gel de agarose 1% com brometo de etídio. M: 
Marcador; 1-8: prole do primeiro cruzamento; B: controle negativo da reação. 

 

 Embora nesta primeira prole, o PCR tenha funcionado, não foi bem 

sucedida na genotipagem das proles seguintes. Outras tentativas de genotipagem 

dos animais Arhgap21-/- estão sendo padronizadas. Uma delas é a genotipagem 

através de PCR em tempo real. Amostras de cDNA obtidas do sangue dos 
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camundongos de dois outros cruzamentos foram amplificadas por PCR em tempo 

real, usando iniciadores entre os éxons 9 e 10 do transcrito da Arhgap21 e 

portanto após a inserção do vetor. O produto da reação foi fracionado em gel de 

agarose 4% para confirmar a amplificação do fragmento (tamanho igual a 120bp). 

O resultado esperado seria que apenas os animais selvagens e os Arhgap21+/- 

amplificassem o fragmento correspondente à Arhgap21 e, portanto, os 

camundongos Arhgap21-/- não o amplificariam. Como se pode observar na Figura 

20, todos os animais apresentaram o fragmento esperado. Por este motivo, pode-

se considerar que nenhum camundongo Arhgap21-/- foi gerado nestes dois 

cruzamentos.  

 

 

Figura 20: RT-PCR de prole obtida entre camundongos Arhgap21+/-. Observa-
se que todos as amostras amplificaram o fragmento esperado de 120 bp, 
mostrando que não houve geração de um animal Arhgap21-/-. Gel de agarose 4% 
marcado com brometo de etídeo. M: marcador; 1-9 amostras de cDNA obtidas de 
sangue; B: branco. 

 

Ainda é cedo para afirmar que o camundongo Arhgap21-/- não é viável, pois 

é necessário que se observe a prole dos cruzamentos entre Arhgap21+/- por 

algumas gerações. Por outro lado, iniciou-se a caracterização dos animais com 

haploinsuficiência de Arhgap21 (heterozigotos, aqui denominados Arhgap21+/-), 
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que foram usados como modelo para o estudo da participação da Arhgap21 na 

hematopoese. 

 Análise da expressão gênica e protéica de Arhgap21 na medula óssea de 
animais Arhgap21+/- 

Analisou-se a expressão gênica e protéica da Arhgap21 na medula óssea 

dos camundongos Arhgap21+/- a fim de quantificar a sua inibição. Observamos 

que a média de expressão gênica analisada por PCR em tempo em real na 

medula óssea de animais selvagens foi de 1,00±0,09, enquanto dos Arhgap21+/- 

foi de 0,47±0,32 (Figura 21A). Além da redução da expressão gênica, observou-se 

que a expressão proteica de Arhgap21 na medula óssea dos camundongos 

Arhgap21+/-, encontrava-se reduzida (Figura 21B). Portanto, os animais 

heterozigotos para Arhgap21 apresentam redução gênica e protéica da Arhgap21. 

 

Figura 21: Análise da expressão gênica e proteica de Arhgap21 na medula 
óssea de animais selvagens e Arhgap21+/-. (A) Redução na expressão gênica 
(WT: 1.00 ±0.09; Arhgap21+/-: 0.47 ± 0.32) e (B) protéica (WT: 1.073±0.294; 
Arhgap21+/-: 0.553±0.214) de Arhgap21 na medula óssea dos animais Arhgap21+/-. 
Média ± desvio padrão. 
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Os camundongos Arhgap21+/- apresentam parâmetros hematológicos 

normais aos esperados para a linhagem C57/Bl6, [83] embora apresentem 

algumas diferenças estatísticas em relação aos selvagens usados (Tabela 4). Eles 

apresentam fenótipo normal, vivem em condições normais de bioterismo, sem 

necessidade de nenhum controle específico e chegam a passar de 24 semanas de 

vida como os selvagens.  

Tabela 4: Parâmetros Hematológicos dos camundongos selvagens e 
Arhgap21+/- 

Parâmetros 
Hematológicos 

WT Arhgap21+/- 

Hemácias (no x 106/µL) 10,93±0.34 10.42±0.28* 

Hemoglobina  (g/dL) 16.19±0.33 15.76±0.36** 

Hematócrito (%) 54.78±1.64 53.75±1.39 

VCM (fL) 50.0±0.43 51.08±0.74* 

Leucócitos (no x 103/µL) 10.0±2.0 12±1.8* 

Plaquetas (no x 103/µL) 1.8±0.11 1.77±0.09* 

VPM (fL) 6.9±0.17 7.1±0.08* 

As amostras de sangue foram coletas dos camundongos com 8 semanas 
de vida. As contagens foram realizadas em hemocitômetro automático (Poch 100 
iv Diff, Sysmex, Roche). VCM: Volume Corpuscular Médio; VPM: Volume 
Plaquetário Médio. Os resultados mostrados são média ± desvio padrão. n WT: 7; 
Arhgap21+/-: 6 *p≤0.05; **p≤0.01  

 

Diante da redução da expressão gênica e proteica de Arhgap21 observada 

nos camundongos Arhgap21+/-, iniciou-se a investigação da participação deste 

gene na hematopoese normal utilizando-os como modelo de estudo.  
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 Redução da quimiotaxia das células progenitoras hematopoéticas de 
camundongos Arhgap21+/- induzida por CXCL-12  

 ARHGAP21 está envolvida na migração de diferentes modelos de célula 

humanas aderentes [68, 74, 77], mas pouco se sabe sobre seu papel na migração 

e adesão das células hematopoéticas.  

Para estudar os efeitos da redução da expressão de Arhgap21 na migração 

das células progenitoras hematopoéticas, foi realizado ensaio de migração em 

placa transwell. 

Observou-se que a quimiotaxia induzida por CXCL-12 dos progenitores 

hematopoéticos provenientes dos camundongos Arhgap21+/- encontra-se reduzida 

(Figura 22; WT: 71.15 ± 29.64; Arhgap21+/-: 28.28 ± 12.38). Este resultado indica 

que a Arhgap21 é importante para a migração adequada dos progenitores 

hematopoéticos. 

 

Figura 22: Células progenitoras hematopoéticas de camundongos 
Arhgap21+/- apresentam redução da quimiotaxia induzida por CXCL-12. 
Observa-se que a migração induzida pela quimiocina CXCL-12 de Unidades 
Formadoras de Colônia (CFU) com redução de Arhgap21 é menor (Arhgap21+/-: 
28.28 ± 12.38%) comparada aos selvagens (71.15 ± 29.64%). A Arhgap21 é 
importante para a quimiotaxia induzida por CXCL-12 dos progenitores 
hematopoéticos. A porcentagem de CFU foi gerada pela razão do número de CFU 
formados na porção que migrou pelo da porção total (input). Média ± desvio 
padrão. 
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Células Progenitoras Hematopoéticas dos camundongos Arhgap21+/- 
apresentam menor adesão à fibronectina 

A fibronectina é um dos principais componentes da matriz extracelular e 

está envolvida na adesão de células progenitoras hematopoéticas à matriz da 

medula óssea através dos receptores integrinas β1 e CD44 (receptor de ácido 

hialurônico).  As integrinas são importantes moléculas para a adesão das células 

progenitoras hematopoéticas nos nichos da medula óssea, participando da sua 

adesão às células endoteliais e à matriz extracelular, da migração transendotelial 

e direcional [15, 32, 33]. A fim de investigar o possível envolvimento da Arhgap21 

na adesão das células progenitoras hematopoéticas, foi utilizada fibronectina 

recombinante, CH296 (Retronectina, Takara), que contém sítios de ligação para 

as integrinas α4β1 e α5β1. 

 Como se pode observar na Figura 23, há uma redução das células 

progenitoras hematopoéticas provenientes de camundongos Arhgap21+/- aderidas 

à fibronectina, indicando que a adesão à fibronectina está prejudicada devido à 

redução da Arhgap21 nestas células. Este resultado sugere que a Arhgap21 

desempenhe importante papel na adesão das células progenitoras ao nicho da 

medula óssea através da ligação das células progenitoras à matriz extracelular, 

composta por fibronectina. 

 

Figura 23: Células Progenitoras Hematopoéticas dos camundongos 
Arhgap21+/- apresentam menor adesão à fibronectina. (A) Células incubadas 
em meio DMEM com 10 % SFB (WT: 27.16 ± 3.15; Arhgap21+/-: 15.02 ± 3.82). O 
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resultado obtido foi expresso em porcentagem das células aderidas calculada pela 
razão da densidade óptica das células aderidas por das células totais (input). 
Média ± desvio padrão . 

   

Homing das células progenitoras hematopoéticas Arhgap21+/- está 
comprometido   

 O homing para a medula óssea envolve: migração eficiente da célula 

progenitora hematopoética, adesão e rolamento pelas células endoteliais, 

subseqüente migração pela camada endotelial e pela lâmina basal (fibronectina, 

colágeno e laminina) e migração induzida por CXCL-12 para o nicho [15, 18, 25, 

26]. Para estudar a capacidade das células–tronco e progenitoras hematopoéticas 

em realizar o homing para a medula óssea, estas células são transplantadas para 

um camundongo receptor e analisadas algumas horas após o transplante. 

Foi demostrado que as células progenitoras hematopoéticas apresentam 

menor quimiotaxia induzida por CXCL-12 e adesão das células progenitoras 

hematopoéticas e por isso, investigou-se também se estas células teriam alguma 

alteração na capacidade de realizar o homing.  Para isso, células da medula óssea 

de animais selvagens e Arhgap21+/- foram obtidas e incubadas com CFSE 

(Invitrogen) a uma concentração de 0,5µM. 1 x106 células foram transplantadas 

por via intravenosa em camundongos selvagens receptores. Após 19 horas do 

transplante, foram retirados medula óssea, baço e sangue periférico destes 

receptores e as células analisadas por citometria de fluxo para marcação com 

CFSE e marcadores de Linhagem. Não há diferença na população de progenitores 

Lin- entre os camundongos selvagens e Arhgap21+/- (Figura 24). 
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Figura 24: A população de células hematopoéticas progenitoras não 
comprometidas (Lin-) não está alterada nos camundongos Arhgap21+/-. A 
freqüência de células progenitoras não comprometidas não está alterada na 
medula óssea dos camundongos Arhgap21+/- (WT: 6,57 ± 3,25%; Arhgap21+/-: 8,0 
± 2,89%). Média ± desvio padrão . 

 

A análise do homing mostrou que a porcentagem de células progenitoras 

hematopoéticas do doador (CFSE+Lin-) Arhgap21+/- era menor (6,3 ± 2,41) que a 

do doador selvagem (10,09 ± 1,81) na medula óssea dos receptores (Figura 25A).  

Este mesmo resultado foi encontrado no baço (WT: 6,92 ± 1,47; Arhgap21+/-: 3,48 

±1,57) (Figura 25B), que também é um importante órgão hematopoético para o 

qual as células progenitoras hematopoéticas também migram após o transplante 

[84]. Por outro lado, quando o sangue periférico foi analisado, observou-se um 

aumento da população CFSE+Lin- (WT: 6,4 ±3,38; Arhgap21+/-: 13,95 ± 5,33) 

(Figura 25C), indicando que as células progenitoras hematopoéticas inibidas para 

Arhgap21 ficaram acumuladas na corrente sanguínea, já que o homing para a 

medula óssea e para o baço encontrava-se prejudicado.  

O homing ineficaz das células progenitoras hematopoéticas inibidas para 

Arhgap21 pode estar associado à redução na migração, na quimiotaxia e na 

adesão mediada pelas integrinas α4β1 e α5β1 observada in vitro. E juntos, estes 

resultados sugerem que a Arhgap21 é uma importante proteína reguladora da 

migração, adesão e homing das células progenitoras hematopoéticas.  
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Figura 25: Homing das células progenitoras hematopoéticas com redução de 
Arhgap21 é ineficaz. A porcentagem de células progenitoras hematopoéticas do 
doador (CFSE+Lin-) Arhgap21+/- é menor que a do doador selvagem na medula 
óssea (A) WT: 10,09 ± 1,81; Arhgap21+/-: 6,3 ± 2,41 e no baço (B) (WT: 6,92 ± 
1,47; Arhgap21+/-: 3,48 ±1,57) dos receptores. Por outro lado no sangue observa-
se aumento destas células (WT: 6,4 ±3,38; Arhgap21+/-: 13,95 ± 5,33). O resultado 
obtido foi expresso em porcentagem das células progenitoras Lin- do doador 
CFSE+. Média ± desvio padrão  

   

População de células Lin-CXCR-4+ não está alterada na medula óssea de 
camundongos Arhgap21+/- 

 A redução da migração, adesão e homing das células progenitoras 

hematopoéticas deficientes em Arhgap21 poderia estar associada à redução da 

expressão de CXCR-4 e/ou do número de células progenitoras hematopoéticas 

expressando este receptor. 

Primeiramente, foi avaliada a expressão gênica de CXCR-4 nas células 

obtidas da medula óssea dos camundongos Arhgap21+/-. Como é observado na 

figura 26, não houve diferença da expressão gênica do CXCR-4 quando 

comparada à expressão na medula óssea dos animais selvagens. 
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Figura 26: Análise da expressão gênica de CXCR-4 nas células da medula 
óssea de camundongos selvagens e Arhgap21+/-. Não foi observada diferença 
na expressão gênica do receptor CXCR-4 nas células da medula óssea dos 
animais Arhgap21+/- (0,96 ± 0,41) quando comparada à expressão obtida dos 
camundongos WT (1,03 ± 0,52).  

 

A fim de investigar se havia diferença na freqüência de células progenitoras 

hematopoéticas expressando o receptor CXCR-4, células obtidas da medula 

óssea de camundongos selvagens e Arhgap21+/- foram marcadas para 

marcadores de linhagem hematopoética e CXCR-4. A marcação deste foi 

realizada tanto na membrana como no citoplasma, e analisadas por citometria de 

fluxo. Observou-se que não houve diferença na freqüência de células progenitoras 

hematopoéticas Lin- expressando o receptor CXCR-4 na membrana e no 

citoplasma (Figura 27).  

Estes resultados mostram que a alteração observada na migração, adesão 

e no homing das células progenitoras hematopoéticas Arhgap21+/- não está 

relacionada à alteração da expressão de CXCR-4 ou no número de células que o 

expressam em consequência da deficiência de Arhgap21.  
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Figura 27: Análise de CXCR-4 nas células progenitoras hematopoéticas Lin-. 
A porcentagem de células progenitoras hematopoéticas que expressam CXCR-4 
(Lin-CXCR-4+) não está alterada nos camundongos Arhgap21+/-, tanto na 
membrana (WT: 72,9 ± 5,46; Arhgap21+/-: 76,9 ± 2,89), quanto internamente (WT: 
92,50 ± 2,67; Arhgap21+/-: 93,70 ± 0,78).  

 

Expressão da integrina αααα4ββββ1 está reduzida nos progenitores 
hematopoéticos Lin- 

Diante da redução observada na adesão das células progenitoras 

hematopoéticas à fibronectina, investigou-se se a deficiência de Arhgap21 poderia 

alterar a expressão das integrinas α4β1e α5β1. Para tanto, células da medula 

óssea de camundongos selvagens e Arhgap21+/- foram retiradas e marcadas com 

anti-CD49d/CD29 (α4β1), anti-CD49e/CD29 (α5β1) e marcadores de linhagem 

hematopoéticas, os quais foram analisadas por citometria de fluxo. 

 As células progenitoras hematopoéticas Arhgap21+/- apresentaram redução 

da expressão da integrina α4β1 quando comparadas às selvagens (Figura 28A; 

WT: 83.76 ± 4.35; Arhgap21+/-: 71.06 ± 7.00), entretanto não foi observada 

diferença na expressão da integrina α5β1 (Figura 28B; WT: 77.82 ± 4.68; 74.68 ± 

6.09). Dessa forma, a adesão reduzida das células originadas dos camundongos 

Arhgap21+/-parece estar relacionada à redução da integrina α4β1 em 

consequência da deficiência de Arhgap21.  
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Figura 28: Expressão de αααα4ββββ1 as células progenitoras Lin- de camundongos 
Arhgap21+/- está reduzida. (A) Células Progenitoras hematopoéticas Lin- com 
deficiência de Arhgap21 apresentam redução da integrinas α4β1, comparadas às 
selvagens (WT: 83.76 ± 4.35; Arhgap21+/-: 71.06 ± 7.00). (B) Não foi observada 
diferença para a integrina α5β1 (WT: 77.82 ± 4.68; Arhgap21+/-: 74.68 ± 6.09). 
Média ± SD.  

 

Homing para a medula óssea e para o baço dos camundongos Arhgap21+/- 
também está comprometido 

As células e fatores que compõem o nicho hematopoético são cruciais para 

a chegada das células progenitoras hematopoéticas na medula óssea. Dessa 

maneira, perguntamo-nos se poderia ocorrer alteração do homing de células 

progenitoras hematopoéticas normais para a medula óssea com redução de 

Arhgap21. Para isso, realizamos novo transplante de medula óssea, usando como 

animais receptores os camundongos Arhgap21+/- e injetamos células da medula 

óssea normal, obtida de camundongos GFP.  

Como demonstrado na figura 29, menor porcentagem de células 

progenitoras hematopoéticas Lin-GFP+ chegam na medula óssea (Figura 29A) e 

no baço (Figura 29B) dos camundongos receptores Arhgap21+/-, enquanto ficam 

retidas no sangue periférico. Este resultado indica que o homing de células 

progenitoras hematopoéticas também ineficaz quando a redução de Arhgap21 

está no nicho hematopoético.   
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Figura 29: O Homing das células progenitoras hematopoéticas normais para 
medula óssea e baço Arhgap21+/- é ineficaz. A porcentagem de células 
progenitoras hematopoéticas do doador selvagem (GFP+Lin-) que chegam na 
medula óssea (A) (WT: 4,76 ± 2,60; Arhgap21+/- : 2,07 ± 0,85) e no baço (B) (WT: 
4,22 ± 1,39; Arhgap21+/-: 2,17 ± 0,69) do camundongo receptor Arhgap21+/- é 
menor do que a observada no receptor selvagem. As células progenitoras ficam 
retidas na circulação sanguínea (C) (WT: 8,07 ± 3,85; Arhgap21+/-: 14,07 ±5,20).  
O resultado obtido foi expresso em porcentagem das células progenitoras não 
comprometidas (Lin-) do doador GFP+. Média ± SD .  

 

A secreção de CXCL-12 na medula óssea e no soro dos camundongos 
Arhgap21+/- não está alterada 

 Para verificar se a ineficiência do homing das células progenitoras 

hematopoéticas selvagens para o nicho com redução da Arhgap21 pudesse estar 

relacionada com alteração da secreção de CXCL-12 na medula óssea dos 

camundongos Arhgap21+/-, realizamos o ensaio de ELISA.   

 A concentração de CXCL-12 na medula óssea dos camundongos 

Arhgap21+/- não está alterada comparando-se com os camundongos selvagens 

(Figura 29A). O mesmo resultado foi obtido no soro plasmático (Figura 29B). Estes 

resultados indicam que a alteração observada no homing das células selvagens 

para a medula óssea Arhgap21+/- parece não estar associada à alteração na 

concentração desta quimiocina na medula óssea e no soro dos mesmos.   
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Figura 30: Concentração de CXCL-12 na medula óssea e no soro dos 
camundongos Arhgap21+/- não está alterada. Através de análise por ensaio de 
ELISA, observa-se que a concentração de CXCL-12 na medula óssea (WT: 0,68 ± 
0,10; Arhgap21+/-: 0,63 ± 0,19) e soro ( WT: 3,11 ± 0,60; Arhgap21+/-: 2,82 ± 0,50)  
dos camundongos Arhgap21+/- não está alterada quando comparada com os 
camundongos selvagens. Média ± SD. 

 

A expressão protéica e atividade de Cdc42 na medula óssea de 
camundongos Arhgap21+/- parece aumentada 

 Cdc42 é uma GTPase fundamental para a dinâmica do citoesqueleto de 

actina e controla diversos eventos celulares na hematopoese, dentre os quais 

migração e adesão dos progenitores hematopoéticos [48, 49, 60, 61, 85]. A 

ARHGAP21 é uma RhoGAP para Cdc42 em diferentes modelos celulares [68-70, 

72] e portanto, tem se mostrado importante proteína reguladora das funções 

biológicas mediadas por Cdc42. Nesse sentido, buscou-se avaliar se a atividade 

de Cdc42 estaria alterada na medula óssea de camundongos Arhgap21+/-.  

 Observou-se aumento da expressão proteica de Cdc42 nas células da 

medula óssea de camundongos Arhgap21+/- (Figura 31 A-B; WT: 0.51 ± 0.27; 

Arhgap21+/-: 1.15 ± 0.37). Este aumento também foi observado quando as células 

foram estimuladas com CXCL-12 (Figura 31C-D; WT: 0.65 ± 0.28; Arhgap21+/-: 

1.93 ± 0.65), indicando que a deficiência de Arhgap21 leva ao aumento da síntese 

proteica da GTPase CDC42.   
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Figura 31: Aumento da expressão proteica de Cdc42 na medula óssea de 
camundongos Arhgap21+/- com ou sem estímulo de CXCL-12. Observa-se 
aumento da expressão de Cdc42 tanto na ausência (A-B; WT: 0.51 ± 0.27; 
Arhgap21+/-: 1.15 ± 0.37) quanto na presença de CXCL-12 (C-D; WT: 0.65 ± 0.28; 
Arhgap21+/-: 1.93 ± 0.65) nas células da medula óssea de camundongos 
Arhgap21+/-.  A-C: correspondem ao gel de acrilamida no qual as proteínas foram 
fracionadas e marcadas com anticorpo anti-Cdc42. B-D: correspondem à 
quantificação da intensidade da banda correspondente à Cdc42 em relação à 
actina (controle endógeno). Média ± desvio padrão.  

 

  A Cdc42 encontra-se ativa quando ligada a GTP e, portanto para analisar a 

atividade desta GTPase realizou-se um ensaio de pull down com a proteína 

recombinante efetora PAK-1 conjugada a GST. Os resultados indicam que as 

células da medula óssea do camundongo Arhgap21+/- possuem maior atividade de 

Cdc42 quando comparadas às selvagens, tanto na ausência (Figura 32 A-B; WT: 

1 ± 0.2; Arhgap21+/-: 31.20 ± 7.6) quanto na presença (Figura 32C-D; WT: 1 ± 0.2; 

Arhgap21+/-: 3.54 ± 0.32) de CXCL-12.      
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Figura 32: Aumento da atividade de Cdc42 na medula óssea de 
camundongos Arhgap21+/- com ou sem estímulo de CXCL-12. Observa-se 
aumento da atividade de Cdc42 (Cdc42-GTP) tanto na ausência (A-B; WT: 1 ± 0.2; 
Arhgap21+/-: 31.20 ± 7.6) quanto na presença de CXCL-12 (C-D; WT: 1 ± 0.2; 
Arhgap21+/-: 3.54 ± 0.32) nas células da medula óssea de camundongos 
Arhgap21+/-.  A-C: correspondem ao gel de acrilamida no qual as proteínas foram 
fracionadas após serem submetidas ao ensaio de pull down e marcadas com 
anticorpo anti-Cdc42. B-D: correspondem à quantificação da intensidade da banda 
correspondente à Cdc42 em relação ao extrato total, normalizada pelos selvagens. 
Média ± desvio padrão.  
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As células-tronco e progenitoras hematopoéticas são capazes de migrar em 

resposta a moléculas quimiotáticas e são recrutadas para outros órgãos, onde 

podem proliferar e se diferenciar. Esta capacidade migratória também é observada 

no estado fisiológico, já que algumas células são encontradas na circulação 

sanguínea e em outros órgãos, como o baço. A mobilização (saída das células da 

medula óssea) e o homing (chegada da célula na medula óssea) envolvem 

diferentes funções celulares, tais como rearranjo do citoesqueleto, migração, 

adesão, ativação gênica e sobrevivência. Os mecanismos moleculares que regem 

essa migração ainda não estão completamente elucidados, embora muito avanço 

já tenha ocorrido neste campo nas últimas décadas [15, 17, 18, 25, 86].     

A ARHGAP21 é uma proteína da família RhoGAP, cuja principal função é 

regular negativamente as RhoGTPases [62, 66] . Estas, por sua vez, são 

importantes proteínas reguladoras do citoesqueleto de actina, e por isso estão 

envolvidas na migração, no homing, na colonização e na mobilização das células-

tronco e progenitoras hematopoéticas. Por outro lado, pouco se conhece sobre o 

papel das RhoGAPs na hematopoese [48].   

O desenvolvimento de um modelo animal nocaute para Arhgap21 se 

mostrou essencial para o estudo das funções biológicas nas quais esta proteína 

atua, especialmente na hematopoese. Os resultados do PCR em tempo real nos 

indicam que até o momento (observados três cruzamentos) não foi gerado 

nenhum camundongo nocaute. A padronização da genotipagem, utilizando 

iniciadores na sequência da Arhgap21 e na do vetor simultaneamente, como 

explicado na figura 11, seria ideal para diferenciar os camundongos nocautes 

homozigotos (Arhgap21-/-) dos heterozigotos (Arhgap21+/-) e afirmar que não há 

geração do homozigoto. Caso se confirme que os nocautes não são viáveis, será 

realizada investigação do estágio de desenvolvimento embrionário que se daria a 

morte bem como as suas causas. Interessante relatar que foi observado pelo 

nosso grupo que há expressão gênica de Arhgap21 desde o início do 

desenvolvimento do sistema nervoso do embrião e que no fígado fetal essa 

expressão tem um pico em E18.5 (figura 14) o que nos indica que ela possa 
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desempenhar alguma função durante o desenvolvimento embrionário e que a sua 

ausência possa acarretar em letalidade dos embriões.  

Embora ainda não se possa afirmar que o animal nocaute não é gerado, 

iniciaram-se os estudos das funções da Arhgap21 usando como modelo os 

animais Arhgap21+/- que apresentam redução da expressão gênica e proteica de 

Arhgap21 (figura 20). Estes animais vivem bem em condições normais de 

manutenção. E os resultados de hemograma mostram que, embora haja 

pequenas diferenças entre estes e os selvagens, as suas taxas encontram-se 

dentro do esperado para linhagem C57/Bl6. 

 A ARHGAP21 possui atividade GAP para Cdc42, RhoA e RhoC em 

diferentes tipos celulares, indicando que a sua função RhoGAP parece ser célula-

específica [68, 70, 73, 74]. Mas além de sua função GAP, ARHGAP21 interage 

com outras proteínas: PKCζ [75], FAK [68, 75], α-catenina [70], β-arrestina [73], 

ARF-1 [87], α-tubulina [77] e sofre sumoilação in vitro por SUMO 2/3 [76]. Sendo 

assim, a ARHGAP21 está envolvida em diversos eventos biológicos, 

especialmente migração e adesão celular. Ainda não se sabe do seu envolvimento 

na hematopoese e por isso, buscou-se investigar os estudos da sua função na 

hematopoese normal, especialmente na migração e adesão celular. 

 Os resultados obtidos mostraram que as células progenitoras 

hematopoéticas da medula óssea de camundongos Arhgap21+/- apresentam 

redução da quimotaxia induzida por CXCL-12 (Figura 22). Estes resultados 

indicam que as células progenitoras hematopoéticas deficientes em Arhgap21 não 

respondem adequadamente ao estímulo com CXCL-12, o que leva à quimiotaxia 

ineficaz. Os dados já publicados nos quais se estudou a migração celular após 

inibição de ARHGAP21 são contrários aos observados neste trabalho. Todos eles 

utilizaram modelos de células aderentes tumorais que apresentaram aumento da 

migração celular após inibição da ARHGAP21. A linhagem celular de glioblastoma 

humano (T98G) inibida para ARHGAP21 apresentou maior migração em ensaio 

de placa transwell, que estava associado ao aumento de secreção da MMP-2, 

fosforilação da FAK e maior atividade de Cdc42 [68].  Os níveis de migração 
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também estavam aumentados em células SW480 e DU145 (linhagens humanas 

de adenocarcinoma de cólon e câncer de próstata, respectivamente) depletadas 

para ARHGAP21. Nesta última, observou-se que a ARHGAP21 interagia com α-

tubulina e estava presente na porção frontal das células polarizadas após o início 

da migração [77].  Por fim, a inibição da ARHGAP21 em células PC3 

(adenocarcinoma de próstata humano) levou ao aumento da migração celular em 

fibronectina, que poderia estar associado ao aumento da atividade de RhoC [74].  

O papel da ARHGAP21 na migração celular parece ser específico para cada tipo 

de célula; enquanto em células tumorais aderentes ela parece inibir a migração, 

em células progenitoras hematopoéticas - células primárias não aderentes- parece 

ser importante para a migração das mesmas. 

Pouco se sabe sobre o papel da ARHGAP21 na adesão celular. Ela é uma 

RhoGAP, com atividade para RhoA, RhoC e Cdc42, e interage com outras 

proteínas como FAK e α-catenina, importantes proteínas envolvidas  na adesão 

celular. Barcellos e colaboradores observaram que a inibição de ARHGAP21 em 

células SW480 (adenocarcinoma de cólon humano) levou a uma adesão célula-

célula mais fraca, visto que os agregados celulares formados no ensaio de gota 

pendente eram desfeitos após a trituração [77].  Os nossos resultados mostraram 

menor adesão das células progenitoras hematopoéticas com redução da 

Arhgap21 à fibronectina, importante componente da matriz extracelular da medula 

óssea (Figura 23), que pode estar associada à redução da expressão de α4β1 

(Figura 28A). A adesão das células progenitoras hematopoéticas às células do 

estroma da medula bem como aos componentes da matriz extracelular é um 

evento crítico para a sua manutenção  e hematopoese eficaz. As integrinas α4β1 e 

α5β1 participam principalmente da ancoragem das células progenitoras 

hematopoéticas ao nicho, através da ligação destas com a matriz extracelular, 

eventos cruciais para o homing e colonização adequados. Sendo assim, a 

Arhgap21 parece participar da adesão das células progenitoras à medula óssea, 

através da ligação das mesmas à fibronectina, provavelmente através da 

modulação da expressão da integrina α4β1.  
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Visto que foi observada redução da quimiotaxia induzida por CXCL-12 e a 

adesão à fibronectina nas células progenitoras com redução de Arhgap21, 

buscou-se investigar se a capacidade destas células em realizar o homing para a 

medula óssea também estava alterada. Como esperado, foi observada uma 

redução das células progenitoras Lin- na medula óssea e no baço dos animais que 

receberam células do camundongo Arhgap21+/-, acompanhada por um acúmulo 

destas mesmas células no sangue periférico (Figura 25), indicando que o homing 

das células progenitoras hematopoéticas com redução de Arhgap21 é ineficaz e 

provavelmente está relacionado à redução na capacidade migratória e de adesão 

destas células.  

O receptor CXCR-4 e o seu ligante CXCL-12 (ou SDF-1) são a principal via 

de sinalização que regula a migração, a adesão e o homing das células 

progenitoras hematopoéticas e por isso a redução destas funções biológicas 

poderia estar relacionada a uma menor expressão do receptor na medula óssea 

dos camundongos Arhgap21+/-. No entanto, não foi observada alteração na 

expressão gênica bem como na quantidade de células progenitoras que 

expressam CXCR-4 (Figuras 26 e 27, respectivamente), indicando que a redução 

na migração, na adesão e no homing observada não está associada à alteração 

do receptor CXCR-4 nas células progenitoras hematopoéticas causada pela 

redução da Arhgap21. 

 Os mecanismos moleculares envolvidos com a redução de Arhgap21, que 

levam à alteração da migração, adesão e homing das células progenitoras 

hematopoéticas ainda não foram elucidados. Dessa forma, outras moléculas estão 

envolvidas e estão sendo investigadas, dentre as quais a GTPase Cdc42, 

importante regulador da migração e adesão das células progenitoras 

hematopoéticas. Foi demonstrado que a expressão proteica de Cdc42 está 

aumentada nas células da medula óssea dos camundongos Arhgap21+/- (Figura 

31). Estes dados corroboram resultado obtido em ilhotas pancreáticas de 

camundongos com inibição de Arhgap21, obtido através de sequência antissenso, 

no qual também foi observado aumento da expressão proteica de Cdc42 [88].  Os 
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primeiros resultados obtidos com ensaio de pull down sugerem que a atividade de 

Cdc42 também se encontra aumentada (Figura 32) na medula óssea dos 

camundongos Arhgap21+/-. Sendo assim, a Arhgap21 parece atuar como uma 

RhoGAP de Cdc42 também nas células da medula óssea e além disso, modula a 

expressão da proteína Cdc42. Diante desses resultados, pode-se supor que as 

alterações observadas na quimiotaxia induzida por CXCL-12, na adesão à 

fibronectina e no homing das células progenitoras hematopoéticas deficientes em 

Arhgap21, provenientes dos camundongos heterozigotos, é consequência do 

aumento da atividade de Cdc42.     

Quanto à função das RhoGAPs na hematopoese, pouco se sabe sobre o 

papel que desempenham na migração, adesão e homing das células progenitoras 

hematopéticas. Animais nocautes para p190-B GAP morrem antes do nascimento 

[89]. O fígado fetal dos embriões nocautes para esta GAP apresenta aumento da 

atividade de RhoA especificamente. A hematopoese é ineficaz nestes embriões, 

apesar das células-tronco hematopoéticas apresentarem maior potencial de 

autorrenovação. Observou-se aumento da quimiotaxia induzida por CXCL-12 e da 

adesão à fibronectina das células-tronco/progenitoras hematopoéticas do fígado 

fetal dos embriões nocautes, o que levaria ao aumento do homing destas células 

[44, 58]. Mais recentemente, foi descrito p-190-B GAP é um regulador extrínseco 

da hematopoese, ou seja, seu papel está mais associado à formação do nicho 

hematopoético, de maneira que as alterações observadas nas células-tronco 

hematopoéticas são efeitos causados por alterações nas células e moléculas que 

compõem o nicho do fígado fetal na ausência desta RhoGAP [58].  

Por outro lado, os animais nocautes para outra RhoGAP, a Cdc42GAP, 

apresentam uma taxa de mortalidade 1 semana após o nascimento de 93%; os 

que sobrevivem são capazes de chegar à vida adulta, mas apresentam anemia.  O 

fígado fetal destes animais apresentou maior atividade de Cdc42 especificamente. 

As células-tronco e progenitoras hematopoéticas de fígado fetal dos camundongos 

Cdc42GAP-/- apresentaram redução da quimiotaxia induzida por CXCL-12 e da 

adesão à fibronectina. A inibição desta GAP mostrou-se importante para alteração 
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na colonização das células-tronco e progenitoras hematopoéticas [90]. Estes 

resultados são similares aos nossos e, portanto corroboram a hipótese de que o 

aumento da atividade de Cdc42 em consequência da deficiência de Arhgap21 

possa levar às alterações celulares observadas aqui: redução da quimiotaxia e da 

adesão à fibronectina, e homing ineficaz.   

A atuação de Arhgap21 também foi avaliada no homing de células 

progenitoras hematopoéticas normais para a medula óssea com redução da 

Arhgap21. Os resultados mostraram que a redução da Arhgap21 no nicho também 

leva a um homing ineficaz, tanto para a medula quanto para o baço, com 

consequente retenção destas células na circulação sanguínea (Figura 29).  Assim, 

o mecanismo de ação da Arhgap21 no controle do homing das células 

progenitoras hematopoéticas parece ser tanto direto, através do controle direto da 

migração e adesão das células progenitoras hematopoéticas, quanto indireto, 

através da sua atuação no microambiente da medula e também do baço.  No 

entanto, não foi observada diferença na secreção de CXCL-12 pelas células da 

medula óssea e no soro plasmático dos camundongos Arhgap21+/- (Figura 30). 

Sendo assim, ineficiência do homing não está relacionada com a secreção de 

CXCL-12 na medula óssea dos camundongos Arhgap21+/-. 

Pela primeira vez se descreve o papel da Arhgap21 na hematopoese 

normal, demonstrando que é uma importante proteína para migração e adesão 

das células progenitoras hematopoéticas, levando à alteração da capacidade das 

mesmas em realizar o homing para a medula óssea e o baço. Além disso, a sua 

atuação neste processo também parece ser indireta, através de seu papel no 

microambiente que recebe estas células.  
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• Ainda não foi possível a obtenção dos animais nocautes para Arhgap21, 

pois os resultados indicam que há letalidade durante o desenvolvimento 

embrionário.  

• Os camundongos heterozigotos (Arhgap21+/-) possuem redução de na 

expressão gênica e proteica de Arhgap21. 

• As células progenitoras hematopoéticas obtidas dos camundongos 

Arhgap21+/- apresentam menor quimiotaxia induzida por CXCL-12. 

• As células progenitoras Arhgap21+/- apresentam redução da adesão à 

fibronectina. 

• O homing das células progenitoras hematopoéticas Arhgap21+/- para 

medula óssea e para o baço mostrou-se ineficiente. 

• Não foi observada alteração na expressão gênica de CXCR-4 e na 

frequência de células progenitoras hematopoéticas expressando este 

receptor nos camundongos Arhgap21+/-. 

• Observou-se aumento da expressão protéica de Cdc42 nas células da 

medula óssea dos camundongos Arhgap21+/-, além de indicação do 

aumento da sua atividade.  

• O homing das células progenitoras hematopoéticas selvagens para a 

medula óssea e baço Arhgap21+/- também se encontra reduzido. 

• Não foi observada alteração na produção de CXCL-12 na medula óssea e 

no soro dos camundongos Arhgap21+/-. 

 

 

Este é o primeiro estudo que demonstra algum aspecto funcional da 

Arhgap21 na hematopoese normal, sugerindo que esta proteína é importante 

para a migração, adesão e homing das células progenitoras hematopoéticas, 

eventos cruciais para a homeostasia do sistema hematopoético.   
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