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de actina e do complexo de adesao focal, levando a migragdo e elongacao

[o1=) (1] =T GO

Figura 6: Western Blot de diversas linhagens humanas. Apds fracionamento
de amostras protéicas em gel de poliacrilamida 8%, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond) e seguiu-se a
incubacdo com um anticorpo anti-ARHGAP21 (Bethyl), em seguida com um
anticorpo secundario anti-coelho e utilizou-se ECL (Amershan) para revelar o
western. A172 e T98G = linhagens de gliomas humanos; FHN = Fibroblasto
Humano Normal; HL-60 = linhagem derivada de leucemia mieléide aguda;
Jurkat e Molt-4 = linhagens derivadas de leucemia linféide aguda; PC3 =
linhagem de adenocarcinoma prostatico; K562 = linhagem derivada de
leucemia mielbide cronica. Seta preta = peso predito de ARHGAP21; setas
cinza = bandas reconhecidas pelo anticorpo policlonal anti-ARHGAP21 que
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escaneamento a laser em um LSM-510 (Zeiss) montado sobre um microscépio
Axioplan (Zeiss), utilizando a objetiva de 40X (FHN, A172 e T98G) ou 63X de
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ARHGAP21 foi analisada por uma ferramenta criada na Universidade de

Columbia e disponivel no sitio http://cubic.bioc.columbia.edu/db/NLSdbr. .............

Figura 9: Fracionamento de células HelLa, T98G e A172 e western blotting
corroborando a localizacdo nuclear de ARHGAP21. A eficiéncia do
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fracionamento foi verificada pela presenga do receptor de transferrina (Tr) nas
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pequenos pontos em que parece estar penetrando no substrato (setas),
condizendo com sua ja relatada capacidade invasiva em membrana basal. As
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Matrigel™ (BD Bioscience). Setas vermelhas = possivel isoforma de
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de cada amostra foram fracionadas em gel SDS-PAGE 8%. Apéds o
fracionamento as amostras foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (Hybond) e seguiu-se a incubacdo com um anticorpo anti-FAK,
em seguida com um anticorpo secundario anti-coelho e utilizou-se ECL

(Amershan) para revelar o western. Legenda: P = plastico, C = gel de colageno
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(reconhecido pelo secundario anti-camundongo AlexaFluor555, vermelho),
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nuclear. O quarto quadro mostra em branco a regido maxima de co-localizagdo
entre as proteinas obtida pelo programa Colocalization Finder do Imaged (NIH).
Imagens de confocal foram capturadas em Microscopio Zeis LSM510,
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Figura 20: ARHGAP21 interage especificamente com a por¢do C-terminal de
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especifica com a porcao C-terminal. Legenda: S = extrato bacteriano sonicado,

P = extrato bacteriano sonicado e purificado com Glutationa Sepharose® (GE)....

Figura 21: As porgdes N e C-terminais de ARHGAP21 interagem com FAK. A,
Distribuicdo dos dominios PDZ, PH e RhoGAP na sequéncia de ARHGAP21 e
respectivas porcoes N e C-terminais que foram expressas em células T98G. B,
Imunoprecipitacdo com anticorpo anti-V5 de extratos protéicos de dois clones

transfectados com fragmentos amino e carboxi terminais conforme indicado em

A. IP = imunoprecipitag@o, IB: imunobIOL. ..............oeeeeiiiiiiiiiiiieee e

Figura 22: Inibicdo da Expressdao de ARHGAP21. A, andlise por PCR em
tempo real da inibicado do gene ARHGAPZ21. Varios clones obtidos da
transfec¢cdo com as duas sequéncias inibitérias (sh1 e sh2) e grau de inibigao
maior ou igual a 50% s&o mostrados. B, Andlise da redugéo da expressao
protéica de ARHGAP21 em dois clones obtidos da transfec¢cdo usando cada
uma das sequéncias inibitérias. A normalizagcdo da quantidade de proteina
aplicada de cada amostra foi feita pela analise da expressao da proteina B-

actina, e a confirmagdo da inibicdo especifica de ARHGAP21 péde ser

evidenciada pela ndo deplecdao de uma proteina associada a ela, a-catenina. ......

Figura 23: Inibicdo da Expressdo de ARHGAP21 resulta em alteragbes
morfoldgicas e rearranjo do citoesqueleto de actina. A, Micrografias de células
T98G NC (controle) e T98G nas quais ARHGAP21 fora inibida (KD),
evidenciando as alteracbes morfolégicas de células com padrdo epitelidide
para fibroblastdide (aumento 20x). B e C, Imagens de microscopia confocal
mostrando o citoesqueleto de actina marcado com faloidina-TRITC (Sigma)
evidenciando diferente padrdo de organizagéo entre células T98G NC e T98G
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Figura 24: Deplecdo de ARHGAP21 aumenta os estados de fosforilagdo de
FAK e Src e do efetor a jusante p130°*S. A, Imunoblot de T98G NC e quatro
clones selecionados nos quais ARHGAP21 fora depletada, utilizando os
anticorpos anti-P-FAK Y397, anti-P-FAK Y925 e anti-P-Src Y418,
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demonstrando o aumento da fosforilacdo de sitios de tirosina. B,
Imunoprecipitagdo de p130°*S e incubagdo da membrana com anticorpo anti-
tirosina fosforilada (P-Tyr). A quantificacdo do conteddo de p130CAS
fosforilada em tirosina foi normalizada em relacdo ao total de p130CAS
precipitada (IB: p130CAS) e mostrou aumento da fosforilagdo desta proteina
quando ARHGAP21 foi depletada. [IP= imunoprecipitagdo, IgG=
imunoglobulina, IB= imunoblot, NC = T98G controle, u.a.= unidades arbitrarias. .... 82

Figura 25: Aumento da quantidade de FAK fosforilada em tirosina 925 e
translocagcdo nuclear nas células T98G depletadas de ARHGAP21 (KD).
Micrografias de imunofluorescéncia mostrando grupos de células ou células
individualizadas foram capturadas em microscépio confocal LSM510 (Zeiss).
Mostra-se 0 aumento da quantidade de FAK fosforilada na tirosina 925 em
clones representativos de T98G ARHGAP21 KD em relacdo as células controle
(T98G NC), e 0 acumulo nuclear de FAKY925 (setas brancas) versus nucleos
vazios para FAKY925 (cabecas de setas brancas). As setas amarelas chamam
atencdo para a presenca de FAK na membrana das células em que
ARHGAP21 fora depletada. As imagens foram capturadas utilizando-se

objetiva de 63X, IMErsa@o €M GlEO0. ..........uuuuuueiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieeieeaaeeeeeeaeeeeeeeneneeeneenennees 83

Figura 26: Deplegdo de ARHGAP21 resulta em aumento de atividade de
Cdc42 e RhoA. A, Gel de poliacrilamida evidenciando a eficiente expressao e
purificacdo das proteinas de fusdo GST-RBD e GST-WBD. B e C, ensaio de
atividade de Cdc42 utilizando a proteina de fusdo GST-WBD para precipitar
Cdc42-GTP (forma ativa) e ensaio de atividade de RhoA utilizando a proteina
de fusdo GST-RBD para precipitar RhoA-GTP (forma ativa), respectivamente,
de extratos de células T98G NC e T98G ARHGAP21 KD. ........euviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienes 85

Figura 27: Deplecdo de ARHGAP21 resulta em alteracdo da distribuicdo de
Cdc42. A, Micrografias de imunofluorescéncia capturadas em microscépio
confocal LSM510 (Zeiss) mostrando as alteragcées no padrdao de marcacao de
Cdc42, com acumulo na regido peri-nuclear (setas amarelas) e nas protrusdes
membranares, em um clone representativo de T98G ARHGAP21 KD, em
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relacdo as células controle (T98G NC). As imagens foram capturadas
utilizando-se objetiva de 40X, imersdo em Oleo. Setas brancas evidenciam o
padrdao de marcacao normal de Cdc42 em células T98G. B, Quantificacdao do
acumulo de Cdc42 na regido peri-nuclear de células T98G NC (controle) e dois
clones representativos transfectados com sh1 e sh2, mostrando o aumento
deste acumulo nos clones em que ARHGAP21 fora inibida. O grafico mostra as

médias e os valores maximos e minimos da distribuicdo. A variancia das

medianas foi analisada pelo Teste ndo paramétrico de Kruscal Wallis...................

Figura 28: Deplegcdo de ARHGAP21 resulta em aumento de secrecdo de
MMP-2 e inducdo da secrecdo de MMP-9. A, Zimografia gelatinolitica de
sobrenadantes de células T98G NC e ARHGAP21 KD e B, zimografia
gelatinolitica de sobrenadantes de culturas apds cultivo em placas comuns ou

recobertas com Matrigel por 48 hs, evidenciando o aumento da secrecao de

MMP-2 e MMP-9 devido a deplecdo de ARHGAP21. ...

Figura 29: Migracao celular € aumentada devido a deplecdo de ARHGAP21.
T98G NC e células ARHGAP21 KD (shi1: #3 e #15, sh2: #2 e #16) foram
submetidas a experimentos de migracdo em placas Transwell (Costar) por 48
horas, e apresentaram aumento de sua capacidade migratéria. Os aumentos

de taxas de migracédo de células depletadas em relacao ao controle (NC) sao

estatisticamente significativos (Wilcoxon Rank Sum Test ; * = p < 0,05).................

Figura 30: Avaliacido da expressdao do gene ARHGAP21 em casuistica de
astrocitomas. RNAs de amostras de pacientes foram transcritos e utilizados em
reacdo de PCR em tempo-real para avaliagdo da expressao de ARHGAP21. A
expressao relativa de ARHGAp21 foi calculada em relagdo a HPRT (A), GUS-B

(B), B-ACHNA (C) € BCRP (D). vee v e eeee oo eeee e s e e e e s s e seeesens

Figura 31: Normalizagdo da expressédo relativa de ARHGAPZ21. Para a
normalizagéo foi utilizado o programa GeNorm que calcula uma média dos

melhores controles enddgenos analisados e a utiliza para relativizar a
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Figura 32: Fotos ilustrativas do padrdao de expressao de ARHGAP21 em cortes
histolégicos de amostras de pacientes com astrocitomas Graus Il e IV em

comparagao ao tecido cerebral normal. As imagens foram capturadas em

microscopio Nikon utilizando-se a objetiva de 40X. ..o

Figura 33: Regides do sistema nervoso central em que ARHGAPZ21 é mais
expresso. A, esquema de ARHGAP21 com seus dominios e a regiao
reconhecida pela sonda utilizada na hibridizagdo. B, Northern blotting multi
tecidual (Clontech) evidenciando a alta expressdo de ARHGAP21 (7,5 Kb) em

cerebelo e cértex, e uma expressao mais fraca em cordao espinhal......................

Figura 34: Culturas primarias de astrécitos (P0O) e neur6nios (N16 e N18) de
camundongos evidenciando localizagdo intracelular distinta de ARHGAP21
nestas células. Setas brancas, indicam neurénios nas co-culturas. GFAP =

proteina fibrilar glial, presente somente em astrécitos; BlllI-tubulina = marcador

(o L= (=10 (o] 110 1T RPN

Figura 35: Imunofluorescéncia de cultura de neurénios N18 secionada por
microscopia confocal, mostrando detalhe em zoom da regido de co-localizacao
entre ARHGAP21 e FAK. NF-L = proteina neurofilamentar, marcadora de

(110 o] a1 o 1= TR PR

Figura 36: Curva de expressdao de ARHGAP21 em diferentes fases do
desenvolvimento embrionério (E) e pds-nato (P) de camundongos. RNAs dos
hemisférios direito (A) e esquerdo (B) de trés animais de cada idade foram
coletados, transcritos e a reacdo de PCR em tempo real foi realizada
utilizando-se iniciadores especificos para o gene ARHGAP21 de camundongo
e para o controle enddgeno Gapah...........cooouueiiiiiiii i

Figura 37: Curva de expressao de Mmp-2 e Mmp-9 em diferentes fases do
desenvolvimento embrionério (E) e pds-nato (P) de camundongos. RNAs dos
hemisférios direito (A) e esquerdo (B) de trés animais de cada idade foram
coletados, transcritos e a reacdo de PCR em tempo real foi realizada
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utilizando-se iniciadores especificos para o gene ARHGAP21 e o controle
enddgeno Gapdh de CamMUNAONGO. ....cciiiiiiiiiiiieiiiee e e e eeeaaeeas

Figura 38: Células tronco embriondrias (ES) que nao expressam o gene
ARHGAP21 diferenciam-se em linhagens neuronais normalmente. A, western
blotting evidenciando a auséncia da proteina ARHGAP21 na linhagem AK0286.
B, As linhagens E14Tgl1a.4 e AK0286 foram difrenciadas com acido-trans-
retindico segundo o protocolo apresentado em Material e Métodos. Apds o
término da diferenciacdo, células com fendtipo neuronal puderam ser
observadas em ambas as linhagens. C.E. = corpos embridnicos; ES = célula

tronco embrionaria; ATRA = acido All-Trans-retinGiCo. .......c.oveveeeeeeievieieieeeeeeeeeean,

Figura 39: Animais quiméricos obtidos pela injecdo de células AK0O886 em
blastocistos de animais C57BL/6. A cor aguti na pelagem, conferida pela
linhagem AKO0886, indica o quimerismo. A fémea apresenta nivel de
quimerismo bem maior que o macho (seta branca indicando a mancha na
pelagem). O macho foi capaz de transmitir a cor aguti na pelagem para um
111110} = SRRN

Figura 40: Representacdo esquematica do mecanismo de atuagdo de
ARHGAP21. ARHGAP21 localiza-se no nucleo e na regido peri-nuclear. Sua
interacdo com FAK e seu controle negativo sobre Cdc42 bloqueiam a
nucleacdo de actina pelo complexo Arp2/3 no Golgi. B, a deplecdo de
ARHGAP21 resulta: (1) na fosforilacao de FAK com a consequente ativacao de
p130CAS, culminando na ativagdo da transcricdo de mmp-2; (2) no aumento
da atividade de Cdc42, em paralelo a FAK, resultando na ativacao de Arp2/3 e
aumento da nucleacdo de actina; e (3) no aumento de Cdc42 ativa agindo na

formacgao de protrusfes Membranares. .........cccuvviiiieeeeiieeie e
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»>RESUMO

ARHGAP21 & uma proteina pertencente a familia RhoGAP e apresenta atividade
GAP sobre Cdc42 e RhoA, interage com ARF-GTPases e com a-catenina, modulando
a dindmica da actina associada as membranas do Golgi e a integridade das jungdes
aderentes. Devido ao relato da elevada expressao de ARHGAP21 em tecido nervoso
surgiu o objetivo da presente tese que foi avaliar a expressdo e a funcdo de
ARHGAP21 no tecido neural normal e neoplasico. Nossos resultados mostraram que
ARHGAP21 localiza-se no nucleo e na regidao peri-nuclear de varios tipos celulares, e
nos prolongamentos celulares de neurbnios primarios, e interage com FAK na regido
peri-nuclear. Os resultados da deplecado de ARHGAP21 por moléculas de shRNAI
indicaram que ARHGAP21 inibe a migracdo de células derivadas de glioblastoma
multiforme através do controle negativo de ARHGAP21 sobre Cdc42, pela inativacao
da sinalizacao FAK—>p1300As, e pelo controle da secrecao de metaloprotease-2. Além
disso, a expressao da proteina ARHGAP21 correlaciona-se com o grau tumoral de
astrocitomas in vivo, indicando a existéncia de um possivel controle negativo de
ARHGAP21 sobre a transformacgéao ainda maior destas células, ja que sua deplecéao in
vitro resultou em aumento do grau tumoral. Em tecido cerebral normal, evidenciamos
elevada expressédo de ARHGAPZ21 em cortex e cerebelo humano. Além disso, o gene
ARHGAP21 murino mostrou-se altamente expresso em E17, dia em que termina a
migracao de precursores neurais € que coincide com a queda de expressao de Mmp-2.
Portanto, ARHGAP21 demonstrou, em sistema nervoso normal, controle semelhante
sobre a expressao do gene Mmp-2 ao observado em linhagens de glioblastoma.

Nossos resultados sugerem que ARHGAP21 pode ser uma poderosa reguladora da
migracao celular em diferentes tecidos e, assim, ter papel crucial no controle da
progresséao de diferentes tipos tumorais.

Palavras chaves: RhoGAP, ARHGAP21, sistema nervoso, glioblastoma, FAK, migracao.
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»ABSTRACT

ARHGAP21 is a RhoGAP protein with GAP activity over Cdc42 and RhoA, it also
interacts with ARF-GTPases and with a-catenin, controlling actin dynamics on Golgi
membranes and the integrity of adherens junctions, respectively. Due to ARHGAP21
high expression levels in nervous tissues has emerged the objective of the present
thesis that was evaluate the expression levels and the function of ARHGAP21 in the
normal and neoplasic nervous system. Our results evidenced that ARHGAP21 localizes
to the nucleus and perinuclear region of several cell types, and on cell protrusions in
primary mouse neurons, and interacts with FAK in the perinuclear region. Results of
ARHGAP21 depletion by shRNAi molecules evidenced that ARHGAP21 inhibits
glioblastoma cell migration through the negative control of Cdc42, the inhibition of
FAK—p130°*° signaling, and through the control of metaloprotease 2 secretion.
Besides that, ARHGAP21 expression correlates to tumor grade on astrocytomas
samples, indicating the existence of a negative control of ARHGAP21 on astrocytoma
cellular transformation, since its depletion in vitro resulted in higher malignity of T98G
glioblastoma cell line. In normal cerebral tissue, ARHGAP21 murine gene is highly
expressed on E17 animals, day in which neuronal precursor’'s migration finishes and
when there is a reduction in mmp-2 expression. Therefore, ARHGAP21 showed in
normal nervous system, similar control of mmp-2 gene expression as observed in
glioblastoma cell lines.

Our results suggest that ARHGAP21 might be a master regulator of cellular
migration in different tissues and, like this, it may has a crucial role in the control of

tumor progression.

Key words: RhoGAP, ARHGAP21, nervous system, glioblastoma, FAK, migration.
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1. Introducao




Apds a conclusao do sequenciamento do genoma humano fez-se necessaria a
descricdo dos genes até entdo desconhecidos. A selecdo de novos genes cujos
estudos seriam interessantes partiu de dados estruturais que permitiram a comparacao
destes genes com familias génicas ja conhecidas. Nesse contexto, nosso laboratério
selecionou genes que tinham semelhanca a proteina B-espectrina do citoesqueleto dos
eritrocitos. Um dos genes selecionados foi denominado ARHGAP21 e assemelha-se a
espectrina por possuir um dominio denominado Pleckstrin Homology (PH) em sua
sequéncia. Este gene codifica uma proteina RhoGAP com alta expressdo em tecido
nervoso, entre outros. A partir de entdo surgiu o racional para o desenvolvimento da
presente tese que foi a caracterizagao funcional de ARHGAP21 no sistema nervoso

normal e neoplasico.

1.1. A familia de proteinas RhoGTPases e seu papel em sistema nervoso

As proteinas da familia RhoGTPase sédo as principais responsaveis pelo controle da
dindmica do citoesqueleto de actina (MITRA et al., 2005) e pela formacao de adeséo.
Estao ainda relacionadas ao controle do processo de diferenciacéao celular, a regulagéao
do ciclo celular, ao controle da apoptose e ao controle do trafego de membrana (MOON
e ZHENG, 2003). Estas proteinas atuam transmitindo sinais extracelulares as cascatas
de sinalizacao intracelular. As trés proteinas pertencentes a familia das RhoGTPase
mais estudadas até o momento e que desempenham atividades relacionadas a
dindmica da actina em fibroblastos sdo: RhoA, cuja atividade gera contragdo dos feixes
de actina e grande adesao ao substrato; Rac1, cuja atividade induz polimerizagcao da
actina para levar a propulsao dos lamelipodios e formacao de pequenas adesdes; e
Cdc42, cuja atividade gera polaridade e induz formacao de filopddios (HALL, 1998).

Estas moléculas sdo pequenas proteinas que se ligam a GDP (quando inativas) e a
GTP (quando ativas). Esta ciclagem é controlada por trés subclasses de moléculas: as
denominadas RhoGEFs (de guanine nucleotide exchange factor) que promovem a
liberacdo de GDP e facilitam a associacdao a GTP (ZHENG, 2001); as denominadas
RhoGDls (de “guanine nucleotide dissociation inhibitor’) que seqlestram a forma
inativa (ligada a GDP) das RhoGTPases, impedindo sua ativacdo (OLOFSSON, 1999);
e as denominadas RhoGAPs (de “GTPase activating proteins”), reguladores negativos
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que ativam a capacidade intrinsica de hidrolise de GTP das RhoGTPases tornando-as
inativas (LAMARCHE e HALL, 1994) (Figura 1).
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Figura 1: Ciclagem de ativacdo-desativagdo das proteinas da familia das
RhoGTPases. Sinais internos ou externos resultam na dissociacdo de RhoGTPases-
GDP de RhoGDls (1). RhoGTPases associadas a GDP aproximam-se de regides sub-
membranares (2) onde novos sinais internos ou externos poderao levar a acdo de uma
RhoGEF (3), resultando na ativacdo da molécula (ligacdo a GTP). Finalmente,
RhoGTPases ativas (ligadas a GTP) podem ser inativadas pela agcdo de proteinas
RhoGAPs (4). Esquema adaptado de Tcherkezian & Lamarche-Vane (2007).

Ja esta bem relatado o papel de RhoGTPases na regulacdo de multiplos processos
do desenvolvimento morfolégico dos neurdnios, incluindo crescimento axonal,
indicagao do sentido de crescimento, estabilizacdo dos novos ramos, e elaboracdo dos
dendritos (LUO, 2000; MOON e ZHENG, 2003).
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1.2. A nova RhoGAP “ARHGAP21”

A familia de proteinas RhoGAPs é caracterizada pela presengca de um dominio
RhoGAP conservado em sua sequéncia primaria constituida por 150 aminoacidos (dos
quais deve haver pelo menos 20% de similaridade compartiihada entre todas as
componentes desta familia), que se arranjam formando nove a-hélices. A presenca de
um residuo de arginina na posicao 58, altamente conservado em uma estrutura de loop
(“Arginin finger”), é de extrema importancia na estabilizagdo da conformacao das
RhoGTPases ativas (ligadas a GTP), para a posterior aceleracdo da atividade
GTPasica da mesma (GAMBLIN e SMERDON, 1998; PECK et al., 2002).

Atualmente, mais de 70 locus do genoma humano codificam possiveis proteinas
RhoGAPs (KANDPAL, 2006). Um novo e importante membro desta familia € o gene
ARHGAP21 (NM_020824) descrito recentemente no Laboratério de Biologia Molecular
do Hemocentro — UNICAMP (BASSERES et al., 2002). Este gene foi identificado
através do banco de dados disponivel no sitio http://www.ludwig.org.br/fORESTES
gerado pelo Projeto Genoma Humano do Cancer (STRAUSBERG et al., 2002).

ARHGAPZ21 localiza-se no brago curto do cromossomo 10, banda 10p12.1 (Figura

2), codifica um transcrito de 7107 bases e apresenta um quadro aberto de leitura de

5874 pb, sendo composto por 26 éxons (Figura 2).

Banda 10p12.1

|
wozoezs {1 1 [|

26 éxons

Cromossomo 10

Figura 2: Representacdo esquematica da localizacdo do gene ARHGAP21 no
cromossomo 10, banda 10p12.1, e do produto codificado de 7107 pb, que é constituido

por 26 éxons.
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A proteina ARHGAP21 é composta por 1957 aminoacidos e possui além do dominio
RhoGAP, um dominio PH (Pleckstrin Homology Domain) e um dominio PDZ (PSD-
95/Discs-large/Z0-1), que podem indicar possiveis interacdes desta proteina com
fosfolipidios de membrana e actina (SARAS e HELDIN, 1996), e com a porc¢ao carboxi
terminal de proteinas alvo (YAO et al., 1999), respectivamente (Figura 3). O gene
humano e o gene de camundongo que codificam ARHGAP21 apresentam 86,5% de
homologia. Estudos iniciais indicaram que o gene codificador da proteina ARHGAP21 é
expresso principalmente em cérebro, coragdo, musculatura esquelética e em placenta,
e que ele esta relacionado ao processo de diferenciacdo de células hematopoiéticas
HL-60 (BASSERES et al., 2002).

1 44-155 931-1039 1161-1314 1958

1o | —

Figura 3: Esquema da estrutura primaria da proteina ARHGAP21 e seus dominios.

Esta proteina apresenta 1957 aminoacidos e os dominios PDZ, PH e RhoGAP estédo
distribuidos localizados entre os aminoacidos 44-155, 931-1039 e 1161-1314,

respectivamente.

Como os dominios PDZ sédo altamente conservados e representam dominios de
interacéo proteina-proteina de bactérias a humanos (NOURRY et al., 2003) e como a
estrutura modular das RhoGAPs sdo importantes para a interagdo com outras
proteinas (KANDPAL, 2006), nossa hipdtese € a de que a proteina ARHGAP21
provavelmente desempenhe outras atividades intracelulares além do simples controle
negativo sobre as RhoGTPases.

De fato, ensaios de duplo hibrido realizados na tentativa de se encontrar novas
proteinas que interagissem com ARF1-GTPase e a-catenina resultaram na
identificacdo de ARHGAP21 como tal (DUBOIS e CHAVRIER, 2005; SOUSA et al.,
2005). ARHGAP21 fora, entdo, caracterizada como proteina recrutada ao complexo de
Golgi devido a interacdo com a forma ativa de ARF-1, portadora de atividade
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regulatéria sobre Cdc42, reguladora do complexo nucleador de actina Arp2/3 (DUBOIS
e CHAVRIER, 2005). E ainda capaz de associar-se & a-catenina e ser recrutada com
esta para a membrana plasmatica em pontos de invasdo da bactéria patogénica
intestinal Listeria monocytogenes, nas iminéncias da formag¢do do complexo formador
das juncdes aderentes E-Caderina--catenina (SOUSA et al., 2005). Também em uma
analise do transcriptoma dos carcinomas escamosos de cabegca e pescoco foi
encontrada elevada expressdao de ARHGAP21 em 91% dos casos em comparacao
com os tecidos normais correspondentes, de modo que os autores propuseram ser
esta proteina um possivel alvo terapéutico (CARLES et al., 2006).

Dada a importancia de RhoGAPs em inibir a dindmica da actina e aos elevados
niveis de ARHGAP21 encontrados em tecido cerebral humano (BASSERES et al.,
2002), n6s postulamos que a proteina ARHGAP21 possa ter importante papel na
diferenciacao neural.

1.3. Os tumores humanos da glia

Os tumores da glia, genericamente conhecidos como gliomas, sdo os tumores
primarios mais comuns do sistema nervoso central. Os gliomas s&o agressivos,
altamente invasivos e neurologicamente destrutivos. Estes tumores sao classificados
de acordo com sua morfologia e caracteristicas clinicas em astrocitomas,
oligodendromas e oligoastrocitomas. Os tipos mais freqlientes sdo os astrocitomas,
classificados em astrocitoma pilocitico (grau ), astrocitoma difuso (grau Il), astrocitoma
anapléasico (grau lll) e glioblastoma multiforme (grau IV) (MAHER et al., 2001).

Glioblastoma multiforme (GBM) s&o tumores altamente malignos que correspondem
a 50% dos casos dentre todos os astrocitomas, e os pacientes apresentam uma
sobrevida média de um ano (KLEIHUES et al., 2002). O ponto chave para a falha dos
tratamentos € a elevada capacidade de invasdao de estruturas cerebrais adjacentes
pelas células tumorais (STEWART, 2002). Os GBMs podem originar-se de novo
(GBMs primarios) ou progressivamente a partir de astrocitomas de baixo grau (GBM
secundario) (KLEIHUES e OHGAKI, 2000). Estes dois subtipos de GBM sao histo-
patologicamente indistinguiveis (OHGAKI e KLEIHUES, 2007), porém atualmente
sabe-se que eles atingem pacientes de diferentes faixas etarias, desenvolvem-se por
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caminhos genéticos diferentes (OHGAKI et al., 2004; OHGAKI e KLEIHUES, 2005),
apresentam expressao diferenciada de RNA e proteinas e, podem reagir distintamente
a radioterapia e quimioterapia (FURUTA et al., 2004; GODARD et al., 2003; TSO et al.,
2006).

Ha diversas linhagens celulares de gliomas humanos cujos estudos in vitro permitem
a identificacdo de mecanismos moleculares que podem vir a ser alvos terapéuticos no
controle da evolucao destes tumores in vivo (DEMUTH e BERENS, 2004).

Atualmente sabe-se que apesar de sua elevada capacidade invasiva linhagens de
glioblastomas multiformes humanas apresentam expressdo normal de todas as
proteinas constituintes das jung¢des intracelulares (caderinas, cateninas, LIN-7-PDZ,
entre outras). Porém o que caracteriza a falha na formagdo das jungbes e o
consequiente aumento da mobilidade destas células sao falhas no recrutamento das
proteinas para as juncbes (PEREGO et al.,, 2002). Além disso, células tumorais
metastaticas expressam altos niveis de proteinas componentes das vias reguladoras
da polimerizacao da actina, entre elas a RhoGTPase Cdc42 e o complexo nucleador de
actina Arp2/3 (YAMAGUCHI et al., 2005), proteinas sobre as quais ARHGAP21 atua
(DUBOIS e CHAVRIER, 2005). Portanto, por todo o apresentado anteriormente e
devido ao fato de ARHGAP21 interagir com FAK (BORGES et al.,, 2008), uma
importante quinase transdutora de sinais hiper-expressa em tumores humanos, e frente
a necessidade de identificacdo de novos alvos terapéuticos, faz se condizente o estudo
da funcdo de ARHGAP21 em células de glioblastomas.

1.4. A quinase de adesao focal (Focal Adhesion Kinase, FAK)

A quinase de adesao focal (FAK) € uma molécula adaptadora que recruta proteinas
sinalizadoras para por¢des sub-membranares onde integrinas se agrupam. O complexo
formado entdo transmite sinais da matriz extracelular ao citoesqueleto (COX et al.,
2006). Neste sentido, FAK pode influenciar a atividade dos principais reguladores da
dindmica do citoesqueleto de actina: as proteinas pertencentes a familia das
RhoGTPases (MITRA et al., 2005).

FAK é composta por um dominio amino-terminal FERM (protein 4.1, ezrin, radixin

and moesin homology domain) que media sua interacdo com integrinas e com
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receptores de membrana e que promove sua translocagdo para o nucleo (LIM et al.,
2008); um dominio quinase central; trés regides ricas em prolina (Pro), e um dominio
carboxi-terminal FAT (Focal Adhesion Target) responsavel pela interagdo com
proteinas tais como paxilina e talina que recrutam FAK para os complexos de adesao
(Figura 4) (COX et al., 2006).

Src SH2 Grb2 SH2
P PP @ 6
Y397  Y576Y577 Y861 Y925
| |
FAK ~[]__Femm =
Pro-1 Pro-2 Pro-3

Figura 4: Esquema da estrutura primaria da proteina FAK. Estdo evidenciados o
dominio FERM na regido N-terminal, um dominio quinase central, o dominio FAT na
regido C-terminal e as trés regides ricas em prolinas (Pro). FAK apresenta varios
residuos de tirosina (Y) que quando fosforilados resultam em ativacdo da molécula.

A proteina FAK apresenta varios sitios de tirosina e serina que sofrem fosforilagéo
(Figura 4). Em termos gerais a fosforilagdo de FAK em residuos de tirosina esta
associada a ativagdao da molécula, enquanto que a fosforilagdo em residuos de serina
esta associada a inativacdo da mesma. A ativacao da proteina FAK se inicia com a
autofosforilagéo do residuo de tirosina 397 (Y397), quando integrinas se agrupam ou
quando receptores a fatores de crescimento sdo ativados por seus ligantes (tais como
PDGFr e EGFr) (HYNES, 2002). A fosforilagdo deste sitio recruta a proteina c-Src
(SCHALLER et al., 1994) e esta por sua vez, fosforila os sitios Y576/577 do dominio
quinase e os sitios Y861 e Y925 presentes na porcao C-terminal de FAK. A fosforilagdo
destes outros sitios de tirosina promove a associagdo de proteinas que contém
dominios SH2 (BRUNTON et al., 2005), bem como resultam em alteracdo
conformacional da molécula permitindo a associagcdo de proteinas que contém
dominios SH3 (tais como proteinas da familia CAS) as regides ricas em prolina.
Através de multiplas interacdes proteina-proteina, a ativacdo de FAK resulta na
subsequiente ativacdo de algumas importantes proteinas, tais como a quinase regulada
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por sinal extracelular (ERK), a quinase N-terminal c-Jun (JNK), a quinase ativada por
mitdogeno (MAPK) e as GTPases Rac1 e Cdc42 (COX et al., 2006).

€—>» | complexo de
adesao focal
. \'.. -
4 e S

Figura 5: Esquema da via de ativacao de FAK que resulta em migracao celular. A

fosforilacdo de FAK por Src ocorre quando as subunidades de integrinas o e B se
dimerizam devido a sinalizagdo da matriz extracelular (ECM) e Src, por sua vez,
também é fosforilada por FAK. A proteina p130°"S se associa & FAK ativa e é
fosforilada por Src. Finalmente, p130°*S ativa proteinas da familia RhoGTPase
resultando em modificacdes do citoesqueleto de actina e do complexo de adesao focal,

levando a migracéo e elongacao celular.

A associacao de proteinas da familia CAS (Crk-associated substrates), composta
por p1300AS, HEF1 e Sin/Efs, a FAK e sua conseqlente fosforilagdo por c-Src resulta
na ativacado de pequenas GTPases tais como Rac1 ou Cdc42 e JNK que, por sua vez,

atuam na formagéo de protrusées membranares e aumento da migragao celular (Figura
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5) (CARY et al., 1998; CHO e KLEMKE, 2000; DOLFI et al., 1998; FASHENA et al.,
2002; KIYOKAWA et al., 1998; KLEMKE et al., 1998; NATARAJAN et al., 2006). Por
outro lado, sabe-se que o residuo S722 ¢ fosforilado por GSK3 (quinase glicogénio
sintase) e que esta agao reduz a atividade de FAK. Opostamente, a inibicao de GSK3
reduz a fosforilagdo de S722 e aumenta a atividade quinase de FAK (BIANCHI et al.,
2005). Corroborando os dados anteriores, células em migracdo apresentam baixa
fosforilacdo de S722 e GSK3p € inativa (COX et al., 2006). Ja foi relatado também que

a fosforilacao do residuo S722 inibe a associagao de p130CAS

recombinante a regiao
Pro-2 de FAK, inibindo, portanto, a ativacdo de vias de migracao a jusante de FAK (MA
et al., 2001; YAMAKITA et al., 1999). Logo, a fosforilagdo de FAK em tirosinas ou
serinas balanceia a ativagdo de processos migratérios.

Atualmente ha muitas evidéncias do acumulo de FAK em tumores humanos
(GABARRA-NIECKO et al., 2003). Durante a progressao tumoral e o processo de
metastase, o evento chave que facilita a disseminagédo das células da massa tumoral
primaria € a habilidade de crescer e sobreviver independentemente de ancoragem,
situacao esta que nao envolve a sinalizacao de integrinas. Uma célula tumoral que
expresse elevados niveis de FAK nestas condicdes pode ser mais resistente a
apoptose pela habilidade desta FAK-ndo associada as integrinas ser translocada para
0 nucleo e impedir a ativacao excessiva de p53 (LIM et al., 2008). Por fim, & conhecido
o fato de a elevada expressdo de FAK em glioblastomas aumentar a proliferagéao, a
invasdo, a sobrevivéncia e a angiogénese (SHI et al., 2007). Portanto, a melhor
compreensao das vias de sinalizacdo em que FAK bem como ARHGAP21 atuam nos

glioblastomas faz-se necessaria.
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2. Objetivo
Avaliar a expressao e a fung¢do da proteina classificada como pertencente a familia
RhoGAP, ARHGAP21, em sistema nervoso normal e nos tumores mais recorrentes do

sistema nervoso central, os astrocitomas.

2.1. Objetivos Especificos

1. Padronizar o funcionamento do anticorpo policlonal anti-ARHGAP21 para
as metodologias de Western blotting, imunoprecipitacdo e imunofluorescéncia;

2. Investigar a localizacao intracelular de ARHGAP21;

3. Analisar a expressdo e a funcdo de ARHGAP21 em células de
glioblastoma multiforme humano (astrocitoma grau V) in vitro, bem como sua
relacdo com o processo invasivo destas células;

4. Verificar em que vias de sinalizagdo celular ARHGAP21 esta envolvida;

5. Analisar os efeitos da deplecdo de ARHGAP21 em células de
glioblastoma in vitro;

6. Analisar a expressao do mRNA e da proteina ARHGAP21 em casuisticas
de astrocitomas (graus | a IV);

7. Investigar a ocorréncia de modificagdes pds-traducionais da proteina
ARHGAP21;

8. Avaliar o papel de ARHGAP21 na diferenciagdo neural de células tronco
embrionarias de camundongo;

9. Gerar um modelo de animal nocaute para ARHGAP21.
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3.1. Nomenclatura
A nomenclatura apresentada neste trabalho esta de acordo com as recomendacdes
do comité HUGO (POVEY et al., 2001).

3.2. Reagentes e Anticorpos

O anticorpo policlonal anti-ARHGAP21 foi gerado pelo Laboratério Bethyl Inc
(Montgomery, Texas), através da imunizacdo de coelhos com o peptide sintético
KSDSGSLGDAKNEKE, correspondente aos residuos 1856-1870 da sequéncia da
proteina humana ARHGAP21. Anticorpos policlonais contra as proteinas FAK, c-Src,
p130°*° e Histona-H1, anticorpo monoclonal anti-Cdc42, e anticorpo policlonal anti-
cabra contra P-FAK Tyr925 foram adquiridos da empresa Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA). Policlonais produzidos em coelho contra as proteinas P-Src Tyr418 e
P-FAK Tyr397 foram adquiridos da empresa Biosource (Bethesda, MD). Faloidina-
TRITC foi adquirida da Sigma (St Louis, MO). Anticorpos monoclonais produzidos em
camundongos anti-receptor de Transferrina (Tr) e anti-GMP-1 (SUMO-1), e anticorpo
policlonal anti-SUMO-2/3 foram adquiridos da Zymed Laboratories Inc. (San
Franscisco, CA). Anticorpos secundarios conjugados AlexaFluor® 488, AlexaFluor® 633
e AlexaFluor® 555 e o reagente ProLong® Gold com DAPI foram adquiridos da
Molecular Probes (Eugene, OR). O reagente para revelacdao de western blotting, ECL,
foi adquirido da GE Health Care (Buckinghamshire, UK). Todos os demais reagentes

quimicos foram adquiridos da Sigma.

3.3. Linhagens Celulares

Células das linhagens de glioblastomas humanos A172 e T98G (ATCC) nos foram
gentilmente cedidas pela Prof. Dra. Mari Cleide Sogayar, 1Q - USP. A linhagem de
glioblastoma U138MG (ATCC) nos foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Carlos Menck —
ICB — USP. A linhagem de fibroblastos FHN (fibroblastos humanos normais) foi
estabelecida a partir de tecido de reducdo de mama no laboratério da Dra. Glaucia
Santelli (ICB — USP) de acordo com a aprovacao do comité de ética vigente. Estas
linhagens foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS) e utilizadas entre as passagens 5 e 15. Células da linhagem HelLa (ATCC) e da
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linhagem HEK293 foram mantidas em meio RPMI suplementado com 10% de FBS.
Estoques congelados destas linhagens sdo mantidos em nitrogénio liquido.

Linhagens de células tronco embriondrias de camundongo: As linhagens E14Tg2a.4,
AK0286, RRR629 e AP0884 foram adquiridas da University California- Davis. Estas

células foram cultivadas em placas recobertas com 0,2% gelatina em GMEM (Gibco —

Invitrogen) contendo 10% de soro fetal bovino, 2 mM Glutamina, TmM de Piruvato de
sédio, 1x aminoacido ndo essenciais MEM (Gibco — Invitrogen), 10° Unidades/mL de
LIF, 5 uL para 500 mL de B-mercaptoetanol, e foram subcultivadas a cada dois dias.

3.4. Amostras de RNA de astrocitomas — Faculdade de Medicina — USP

As amostras de tumor foram obtidas de pacientes com tumores do sistema nervoso
central, tratados pelo Grupo de Neurocirurgia do Departamento de Neurologia do
Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo, entre os
anos 2000 e 2005, e nos foram disponibilizadas pela Dra. Suely K. N. Marie. Este
trabalho obteve aprovacao do comité de ética do HC-FMUSP (processo N° 619/05) em
14 de setembro de 2005 com o titulo do projeto: Procura de marcadores moleculares
relacionados ao diagndstico e prognostico de tumores do Sistema Nervoso Central.

Os tumores foram categorizados de acordo com o sistema WHO por
neuropatologistas da Divisdo de Anatomia Patolégica — USP. Consentimento foi obtido
de cada paciente. Amostras cirurgicas frescas dos diferentes graus de tumor e de
tecido cerebral ndo neoplasico (obtido de lobotomia temporal de cirurgias de epilepsia)
foram macro-dissecadas e congeladas em nitrogénio liquido. Todos os tumores foram
micro-dissecados antes da exiracdo dos RNAs. Utilizou-se o reagente Trizol®
(Invitrogen). Os RNAs foram transcritos como especificado no item 3.8 abaixo.

3.5. Cultivo das linhagens A172 e T98G em gel de Colageno tipo | e em Extrato
de Membrana Basal (Matrigel™ — BD)

O gel de Colageno tipo |, na concentracao de 2 mg/mL, foi acrescido de meio DMEM
10 vezes concentrado e de bicarbonato de sédio 4,4 %. Por placa p100 (didametro = 10
cm; Corning) foram utilizados 600 yL da mistura, espalhada com rodinho de vidro
estéril. O extrato de membrana basal Matrigel™ (BD Biosciences) foi diluido em DMEM
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sem vermelho de fenol para concentragdo final de 5 mg/mL. Por placa p100 foram
espalhados 600 pL do extrato e por laminula circular de 12 mm de didmetro utilizamos
30 pL. As placas ou laminulas foram deixadas em estufa de cultura (37<C, 5% CO ) por
1 hora para polimerizacdo dos substratos. Apds este periodo, 3 X 10° células das
linhagens A172 e T98G foram distribuidas por placa p100 e foram cultivadas por 3 ou 7
dias.

3.6. Preparacao de RNA e proteinas de A172 e T98G cultivadas nos substratos

Ao final do cultivo descrito acima as células foram lisadas e os RNAs foram extraidos
com o reagente Trizol® (Invitrogen) seguindo as especificacdes do fabricante.

Para a extracao de proteinas das células A172 e T98G cultivadas em gel de colageno, as
placas foram incubadas com uma mistura de tripsina-EDTA e colagenase tipo | (1 mg/ml)
por 2 horas em estufa de cultura. Assim que todo o substrato se mostrou digerido o
conteudo das placas foi transferido para um tubo cénico e centrifugado 800 g por 20
minutos (4C). Enquanto que as células cultivadas em extrato de membrana basal
(Matrigel™ - BD) foram incubadas com Versene (PBS contendo EDTA 5 mM pH 8,0) em
banho de gelo com agitacdo ocasional por 1 hora. Apos esta incubagéo o conteudo das
placas foi centrifugado em tubos cénicos a 800 g por 20 minutos (4C).

Apés as centrifugacoes, as células foram lisadas em tampao RIPA (NaCl 150 mM; Tris-Cl
50 mM pH 7,4; deoxicolato 0,5 %; SDS 0,1 %, NP-40 1%) mais inibidores de proteases e
fosfatases. Uma aliquota foi separada para quantificacao de proteinas. 100 ug de proteinas
foram fracionadas em gel SDS-PAGE (8%) e transferidas para membranas de nitrocelulose
(Hybond-C).

3.7. Northern Blotting

A membrana comercial Clontech Multi-tecidual foi hibridizadas com fragmentos do
gene ARHGAP21 marcados com a- *P dCTP (50 uCi) a 37C por 4 horas. As
hibridizagées foram feitas utilizando-se a solugdo ExpressHyb (Clontech, BD) a 42°C
por 4 horas. A membrana foi lavada com 1X SSC/0,1%SDS (3 X 15 minutos) e 0,1X
SSC/0,1% SDS (1 X 15 minutos)(temperatura ambiente). Apés as lavagens, a
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membrana foi exposta a filme de raio X (Kodak, X-Omat) em cassetes contendo

intensificadores por 24-48 horas a —80°C.

3.8. PCR em tempo real (RT-PCR)

RNAs totais foram extraidos utilizando-se o reagente Trizol® (Invitrogen) seguindo as
recomendacgdes do fabricante. A sintese de cDNA se deu a partir de 2 ug de RNA
utilizando-se Superscript Il (Invitrogen, Carlsbad, CA) e os iniciadores Oligo dT. As
amostras de cDNA foram quantificadas em espectofotdbmetro NanoDrop e 10 ng/uL
foram utilizadas por reacdo. Os iniciadores utilizados foram desenhados pelo software
Primer Express (Applied Biosystems) e suas sequéncias estao indicadas na Tabela 1.
As reacdes de RT-PCR foram realizadas em equipamento ABI Prism 5700 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) seguindo as condi¢cdes de ciclo recomendadas pelo

fabricante.
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Tabela 1: Sequéncias dos iniciadores utilizados em reacées de RT-PCR. Hu =

humano; mou= camundongo.

Iniciador Orientacao Sequéncia (5’ — 3°)
ARHGAP21-mou_S Senso GGAGGAGAGGAAAGCTTCAAGC
ARHGAP21-
mou_AS antisenso ATCGTAGCTGGTGCTCTAACG
GAPDH-mou S senso TGACCACCAACAACTGCTTA
GAPDH-mou AS antisenso GGATGCAGGGATGATGTTC
MMP-2 mou S senso GCGACCACAACCAACTACGA
MMP-2 mou AS AR GGCTGCCACGAGGAATAGG
MMP-9 mou S senso TGCCCTGGAACTCACACGA
MMP-9 mou AS e AACTCACACGCCAGAAGAATTTG
ARHGAP21-Hu_S senso AGGCAAACTTTGCTTGGTGCTA
ARHGAP21-Hu_AS antisenso ACTGAGAAGTTTCCTTTCCGACTC
ABL-Hu S senso TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAA
ABL-Hu AS antisenso GATGTAGTTGCTTGGGACCCA
HPRT-Hu S senso AGGCAAACTTTGCTTGGTGCTA
HPRT-Hu AS antisenso CTCAGCCTTTCCTTTGAAGAGTCA
B-actina-Hu S senso ATTTAGACAAGCAGGAGGACATGAAGAC
B-actina-Hu AS antisenso CTTGCAGCTTTCATCAAAGGTGTTC
Gus-beta-Hu S senso GAAAATACGTGGTTGGAGAGCTCAT
Gus-beta-Hu AS antisenso CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA
BCRP-Hu S senso CCTTCGACGTCAATAACAAGGAT
BCRP — Hu AS antisenso CCTGCGATGGCGTTCAC

3.9. Extracdao de proteinas, imunoprecipitacao de complexos protéicos e
Western blotting

As células foram lisadas em tamp&o RIPA (NaCl 150 mM; Tris-Cl 50 mM pH 7,4;
deoxicolato 0,5 %; SDS 0,1 %, NP-40 1%) contendo inibidores de protease (PMSF 10

mM, leupeptina 1ug/mL, ortovanadato de s6dio) e mantidas em gelo por 30 minutos.
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Em seguida, os lisados foram centrifugados por 10000 g por 30 minutos. Os
sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de 1,5 mL e o conteudo protéico foi
dosado pela utilizacdo do reagente BioRad e tendo como base uma curva padrao de
albumina (BSA), segundo as especificacées do fabricante.

Quando foram realizados estudos de co-imunoprecipitagdo quantidades
correspondentes a 500-1000 ug de extrato protéico foram incubadas com 5-10 ug do
anticorpo de interesse (indicado nas figuras) por 16-18 horas (4°C) sob agitacdo. Os
imuno-complexos foram recuperados pela incubagao com solugdo de 50% proteina-A-
Sepharose (GE) por 1 hora sob agitacdo (4°C), seguida de lavagens em tampao RIPA
(trés lavagens com centrifugacées de 30 segundos 10000 g entre elas) para remogao
das ligacdes inespecificas. A

Quantidades de proteinas correspondentes a 100 ou 70 ug foram fracionadas em gel
de poliacrilamida-SDS de concentragdo desejada (indicada nas figuras). Apds a
corrida, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond) por
2 horas (4C), 100 volts. As membranas foram incuba das em solugdo de TBS-T (50
mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl e 0,1% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado para
blogueio dos sitios inespecificos. Em seguida foram incubadas com anticorpo primario
de interesse (diluicbes 1:1000 ou 1:500) por 16-18 horas. No dia seguinte foram
lavadas em TBS-T por 3 vezes de 10 minutos e, em seguida, foram incubadas com
anticorpo secundario conjugado a peroxidase (KPL) por 1 hora (temperatura ambiente).
Seguiram-se outras lavagens para retirada do excesso de anticorpo e o0s westerns
foram revelados utilizando-se o reagente ECL (GE).

Quando houve necessidade de quantificacdo das bandas de western blotting
utilizou-se o programa Imaged, disponivel no site do NIH (Bethesda, USA). As
intensidades foram corrigidas pelas bandas de amostras correspondentes de B-actina.

3.10. Imunofluorescéncia e Microscopia Confocal

Células A172, T98G, FHN e Hela foram cultivadas em laminulas de vidro circulares
ou sobre laminulas previamente recobertas com 30 uL de 5 mg/mL Extrato de
ITM (

Membrana Basal Matrige BD Biosciences) pelo periodo desejado. As células foram

fixadas em solugcdo de PBS-paraformaldeido (PFA) 4% por 15 minutos (TA), e entédo
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foram lavadas em PBS 3 vezes (5 minutos, sob agitacdo). Para evitar ligacao
inespecifica do anticorpo primario e permeabilizar as células, foi realizado bloqueio em
solugédo de PBS contendo 3% de leite desnatado e 0,6% de triton X-100 (1 hora, TA). A
incubacao com o anticorpo primario anti-ARHGAP21 (na concentragdo de 5 pg/mL em
PBS 1% leite desnatado) ou com anticorpo feito em camundongo anti-GM130 foi
realizada em camara umida por 4 horas (temperatura ambiente) ou por 16-18 horas
(4<C). Apbs este periodo, as laminulas foram lavadas em PBS (3 vezes de 5 minutos,
sob agitacdo). Seguiu-se a incubacdo com o anticorpo secundario anti-coelho
AlexaFluor 488, anti-coelho AlexaFluor 633 (Molecular Probes) ou anticorpo anti-
camundongo AlexaFluor 555 ou 488 por 1 hora a 4C. Novamente as laminulas foram
lavadas em PBS e incubadas com faloidina-TRITC (Sigma-Aldricht) ou faloidina
AlexaFluor 633 (Molecular Probes) por 30 minutos. Apés a ultima lavagem em PBS, as
laminulas foram montadas em laminas utilizando-se o0 meio de montagem para
fluorescéncia.

Independentemente do protocolo utilizado, as laminas foram analisadas por
escaneamento a laser em um LSM-510 (Zeiss) montado sobre um microscépio

Axioplan (Zeiss), utilizando as objetivas de 40X ou 63X de imersdo em dleo.

3.11. Imunohistoquimica para ARHGAP21

Cortes histoldgicos de dois casos de astrocitomas graus Il e IV nos foram cedidos
pelo prof. Dr. Luciano Queiréz do Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas
— UNICAMP. As reacdes de imunohistoquimica foram realizadas pelo Dr. Paulo Latufi-
Filho no Laboratério de Patologia Molecular — CIPED — UNICAMP, que ¢é dirigido pelo
Dr. José Vassalo.

Inicialmente os cortes foram desparafinizados por uma passagem em xilol por 30
minutos (110°C), outras duas passagens em xilol a temperatura ambiente, trés
passagens em cubas contendo etanol absoluto (TA), duas passagens em etanol 80% e
etanol 50% e, por fim, uma lavagem em agua corrente por 5 minutos. A atividade da
peroxidase enddgena foi bloqueada com a passagem dos cortes em trés cubas
contendo agua oxigenada 10% (3 minutos cada passagem), seguida por uma lavagem

em 4gua corrente por 5 minutos. A recuperacao antigénica foi realizada em tampao
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citrato 10 mM (pH 6) em panela a vapor por 30 minutos. O anticorpo primario anti-
ARHGAP21 foi utilizado na diluicdo 1:400 e foi incubado nos cortes em camara umida
por 16-18 horas a 4°C. Em seguida, foram realizadas trés lavagens em PBS. Foi
realizado o bloqueio pés-incubacdo com anticorpo primario com o reagente Novocasta
Post Primary Block (Novocastra — Novolink™ — Leica Inc) por 30 minutos (37°C).
Novamente, os cortes foram lavados por trés vezes em PBS por 5 minutos (TA).
Seguiu-se a incubacdo com anticorpo secundario (Novolink™ Polymer) por 30 minutos
a 37°C. Os cortes foram mais uma vez lavados trés vezes em PBS por 5 minutos. Logo
apos, as laminas foram colocadas em solu¢cdo contendo diamino benzidina (DAB),
PBS, H,O, e DMSO por 3 minutos. As laminas foram lavadas em agua corrente e
depois em agua destilada. A contra-coloracao foi feita com Hematoxilia de Mayer por
10 a 30 segundos, seguida por lavagens em agua corrente e destilada. Ao final as
laminas foram incubadas por 3 minutos em agua amoniacal. Seguiram se as ultimas
lavagens em agua corrente, desidratacdo em xilol e em etanol e montagem das
laminas em resina adequada.

As laminas foram analisadas e as imagens foram capturadas em microscopio Nikon
Eclipse E200 acoplado a camera digital CCD Nikon coolpix 995. Para cada caso foram
obtidas trés imagens referentes a hot spots de positividade utilizando a objetiva de 40X
(area do campo: 13.776,264 um). As imagens foram analisadas com auxilio do Dr.
André Schenka utilizando-se o programa ImageLab versao 8.2, e foram parametros de
analise a freqiéncia média de positividade (F+), a rea e a area proporcional (A e A%)
e a densidade dptica média (DOM).

3.12. Analise computacional de ARHGAP21

A predicdo de sinais de localizagdo nuclear foi realizada pela submissdo da
sequéncia de aminoacidos da proteina ARHGAP21 a uma ferramenta disponivel no
sitio http://cubic.bioc.columbia.edu/db/NLSdb/, da Universidade de Columbia, que
compara a sequiéncia submetida a um banco de dados que possui 308 potenciais e

experimentalmente testados NLSs.
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Para a predicdo da modificacdo pds-traducional denominada SUMOILACAO,
utiizamos a ferramenta SUMO sites prediction (SUMOsp) 2.0 disponivel no sitio
http://bicinformatics.lcd-ustc.org/sumosp/ (Xue et al., 2006 e Ren et al., submetido).

A ferramenta Colocalization Finder do programa Imaged (W. Rasband, National

Institutes of Health, Bethesda;_http://rsb.info.nih.qgov/ij/) foi utilizada para analise

quantitativa de areas de colocalizagdo. Os coeficientes de Correlacao de Pearson (Rr)
e de sobreposicao (R) foram quantificados.

3.13. Espectrometria de Massas

Extratos protéicos totais de células T98G foram coletados em tampéo de lise
adequado (7M uréia, 2M tiouréia, 4% CHAPS e 100 mM DTT) e foram fracionados em
8% SDS-PAGE. Apos a corrida o gel foi corado em 0,5% Coomassie-Brilliant Blue e
devidamente descorado para visualizagao das proteinas. Bandas de peso molecular de
>250, 250 e 200 KDa foram recortadas do gel cuidadosamente para evitar
contaminacdo e procedeu-se a digestdo das proteinas do gel com Tripsin Gold®
(Promega) e extracdo das proteinas digeridas do gel. Os peptideos resultantes foram
eluidos numa solugéo de Acetonitrila (ACN) 50% e Acido Férmico 5% e posteriormente
foram concentrados em Zip Tips C18 (Millipore). Em seguida, os peptideos foram
eluidos diretamente para uma placa de MALDI para que as massas dos peptideos
fossem medidas no Espectrometro de Massas Applied Biosystems Voyager DE-PRO
MALDI-TOF (“Matrix Assisted Laser Desorption/lonization - Time of Flight”),
equipamento do Laboratério de Prote6mica, Departamento de Bioquimica, Instituto de
Biologia (Unicamp). Estes experimentos foram conduzidos pelo aluno de doutorado
Daniel Martins de Souza, sob orientacao do Prof. Dr. Camilo.

3.14. Transfeccao transitoria de DNA plasmidial

Células T98G ou HEK293 foram semeadas em placas p100 (1x10° células/ placa).
Apds 12-16 horas, seguiu-se transfecgao utilizando-se o reagente Lipofectamina 2000°
(Gibco — Invitrogen) seguindo as especificacbes do fabricante. Foi utilizado 10 ug de
DNA plasmidial e 50 pL de Lipofectamina por placa. O volume final de transfeccao por

placa foi de 5 mL de meio OptiMem™ (Gibco — Invitrogen). Apds 5 horas de
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transfeccdo o meio foi totalmente substituido por meio de cultivo normal (DMEM ou
RPMI, 10% FBS). Extratos protéicos das células de cada condigdo foram extraidos
apds 48 horas de transfecgao.

3.15. Transfeccao estavel de plasmideos contendo oligos de shRNAI

Sequéncias de 21 nucleotideos especificas para o gene ARHGAP21 (Tabela 2)
foram desenhadas utilizando-se o software de design disponivel no sitio da empresa
Ambion e inseridas no vetor de expressdo em células de mamiferos pSilencer® 2.- U6
Neo(Ambion - Inc).

Os oligonucleotideos foram anelados seguindo as recomendagdes do fabricante e

inseridos no vetor pSilencer.

Tabela 2: Oligonucleotideos escolhidos a partir do programa computacional siRNA
Target Finder (http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html) desenvolvido

pela Ambion.
nomeacao Sequéncias 5’ - 3’
Sh 1 GATCCCGCACGTACCTAGTCTGAAGTTCAAGAGACTTCAGACTAGGTACGTGCTTTTTTGGAAA
Sh2 GATCCCGTATTCGGCCATGGAAACATTCAAGAGATGTTTCCATGGCCGAATACTTTTTTGGAAA

No dia anterior a transfeccdo, células T98G foram semeadas em nimero de 3 X 10°
por placa p60. A transfecgéo foi realizada utilizando-se 2 ug de DNA dos plasmideos e
o reagente Lipofectamina 2000° (Gibco — Invitrogen), seguindo-se as recomendacoes
do fabricante.

Apés 5 horas de incubagao com a mistura de transfeccao (DNA/lipofectamina e meio
de cultura sem soro) esta foi trocada por meio DMEM-10% FBS. 48 horas apés a
transfeccéo o conteudo de células contido em cada placa de transfecgao foi tripsinizado
e dividido em 3 placas de 10 cm de diametro (p100) e ao meio de cultura foi adicionado
500 pg/mL do antibidtico geneticina (G418) que agiu na selecdo de células

efetivamente transfectadas.
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Duas semanas apos a selegdo com G418 iniciamos o recolhimento das colénias dos
clones formados e suas expansdes para congelamento, extragdo de RNA e de
proteinas para analise do grau de deplecédo de ARHGAPZ21.

3.16. Extracao de proteinas de diferentes fracées sub-celulares

Células das linhagens A172, T98G e HelLa foram semeadas em placas de 15 cm de
diametro (p150) e mantidas até obtencao da confluéncia desejada.

No dia da extracao, as células sao lavadas em PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
NaHPO4 10 mM, KH>PO4 2 mM, pH 7,4) gelado para remogéao completa do meio de
cultura, em seguida foram coletadas em 1 mL de tampao A (Hepes 10 mM pH 7,9,
MgCl> 1,5 mM, KCI 10 mM, DTT 0,5 mM, ortovanatado de sodio, aprotinina e PMSF),
centrifugadas 3000 rpm por 5 minutos (4C) e ao pre cipitado foi adicionado 500 uL de
tampao A contendo 0,1% de NP-40. Este extrato foi homogeneizado com seringa de
insulina 20X para rompimento da membrana plasmatica e foi incubado a 4C. Apos
centrifugacdo de 5 minutos a 12000 rpm duas fra¢des foram obtidas: o sobrenadante
contendo as fragdes citoplasmaticas e membranares e o precipitado contendo os
nacleos. O sobrenadante foi ultracentrifigado a 100.000 G por 30 minutos, ap6s o0 que
se obteve, novamente, um sobrenadante correspondendo & FRACAO
CITOPLASMATICA (volume aproximado de 500 uL) e um precipitado correspondendo
a FRACAO MEMBRANAR, que foi ressuspendido em tampao A contendo 0,1% Triton
X-100.

Ao precipitado contendo a FRACAO NUCLEAR foram adicionados 100 pL de
tampao nuclear (Hepes 20 mM pH 7,9; MgCl> 1,5 mM; DTT 0,5 mM, glicerol 25%;
EDTA 0,2 mM; NaCl 0,42 M; ortovanadato de sodio; aprotinina) e os tubos foram
mantidos sob agitacdo por 30 minutos (4C). Apds es te periodo de agitacao a fracao foi
centrifugada por 10 minutos a 12000 rpm (4C) e o s obrenadante foi trasnferido para
um novo tubo.

O conteudo protéico foi dosado utilizando-se o reagente Bio-Rad.

Para fracionamento em géis de concentracées adequadas foi estabelecido aplicar-se
100 ug de proteinas citoplasmaticas. Calculou-se a que porcentagem do total de

extrato da fracdo citoplasmatica isso correspondia, de modo que das demais fragdes
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foram aplicados volumes correspondentes a mesma porcentagem do que fora aplicado
da fragéo citoplasmatica. Com isso € possivel comparar a quantidade de proteinas em
cada fracao celular correspondentes a quantidade de células.

3.17. Ensaio de Pulldown

Construgdes de FAK compreendendo seus dominios foram utilizadas em ensaio de
pulldown. pGEX2T, carregando a por¢do amino-terminal de FAK (GST-FERM; residuos
1 a 400), pGEX2TK, codificando a protein de fusdo FAK C-terminal (GST-C-term;
residuos 765 a 1052), e pGEX-KG, contend a sequéncia do dominio catalitico de FAK
(GST-CAT; residuos 390 a 396), foram gentilmente cedidas pelo Dr. Jun-Lin Guan do
Departmento de Medicina Molecular da Universidade Cornell, Ithaca, NY (construgcéao
FERM), e Michael Schaller do Departamento de Microbiologia e Centro de estudo do
Cancer da Faculdade de Medicina da Universidade de Virginia -EUA (constru¢cdes CAT
e C-terminal). Todas as construgdes foram inseridas em E. coli BL21 Codon Plus e
expressas como descrito previamente (COOPER et al., 2003; SCHALLER et al., 1995),
exceto por minimas modificacdes. Beads de Glutationa sepharose (GE), conjugadas as
trés construgbes expressas, foram utilizadas para precipitar a proteina ARHGAP21 de
extratos celulares de células T98G preparados em tampao GST-Fish (SANDER et al.,
1998). Os precipitados foram fracionados em gel de SDS-poliacrilamida, as proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose e estas foram incubadas com
anticorpos anti-ARHGAP21 ou anti-Src.

3.18. Ensaio de atividade de RhoGTPases

A atividade de Cdc42 e RhoA foi determinada por ensaio de precipitagcdo por
afinidade. O dominio de ligagdo de Cdc42 ativa a proteina WASP (aminoécidos 215 a
295 de WASP), clonado em pGEX-KG, foi gentilmente cedido pelo Dr. David Sacks do
Brigham and Women’s Hospital (Boston — EUA), e foi expresso como descrito
previamente (KIM et al., 2000). J& o dominio de ligacdo de RhoA ativa a proteina
Rhotekin, clonado em pGEX-, foi gentilmente cedido pelo Dr. Martin Schwartz da
Universidade Estadual de Nova York — EUA, e foi expresso como descrito previamente
(REN et al., 1999). Coletamos extratos de células T98G NC e T98G ARHGAP21-KD
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em tampao GST-Fish (glicerol 10%; Tris 50mM pH 7,4; NaCl 100mM; NP-40 1%;
MgCl. 2mM; aprotinina 10ug/mL; PMSF 1mM; ortovanadato de sédio 1TmM e leupeptina
1ug/mL). Extratos proteicos correspondentes a 500 pg foram incubados com 100 pg de
pérolas de GST-WBD ou GST-RBD, por 90 minutos sob agitacdo (4°C). Os complexos
precipitados foram fracionados em gel de poli-acrilamida 12%, transferidos para
membranas de nitrocelulose e posteriormente incubados com anticorpos monoclonais
anti-Cdc42 e anti-RhoA. Os conteudos de Cdc42-GTP e RhoA-GTP foram comparados
ao total das proteinas Cdc42 e RhoA expressos pelas amostras.

3.19. Zimografia

Células T98G NC e T98G ARHGAP21-KD foram semeadas em placas de 12 pogos
(1x10°% pogo). Apbs 48 horas o meio foi trocado para DMEM sem soro e ap6s outras 48
horas coletamos o sobrenadante de cultura e o numero de células em cada pogo foi
contato. O sobrenadante foi centrifugado a 2000 g por 5 minutos € um volume
correspondente & 10* células foi aplicado em géis 7,5% poli-acrilamida contendo 0,1%
de gelatina. Apds 2 horas de corrida, os géis foram lavados trés vezes de 20 minutos
em tampé&o contendo Triton X-100 para remover o SDS. Em seguida, os géis foram
lavados em agua destilada para remover o Triton. Os géis foram corados em solucao
de Coomassie Brilliant Blue por 16-18 horas e foram descorados por 2 horas em
solucao de acido acético-metanol.

3.20. Ensaio de Migracao

Células T98G NC e T98G ARHGAP21-KD foram submetidas a ensaios de migracao
em placas Transwell (membranas com poros de 8 pM). As membranas de poli-
carbonato das placas foram recobertas com 1 mg/mL de poli-L-lisina em meio DMEM
contendo 0,1% de BSA por 2 horas a 37°C. Apés este periodo, as membranas foram
lavadas com agua destilada estéril por duas vezes. As células mantidas em placas
p100 até confluéncia média foram carenciadas em meio sem soro por 16-24 horas.
Apbs este periodo foram tripsinizadas, contadas e 5 X10* células foram colocadas por
membrana. Aos compartimentos inferiores das placas Transwell adicionamos meio
DMEM 0,1% BSA (Controle negativo de migragdo) ou meio DMEM contendo 10% de
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soro fetal bovino (FBS) como quimio-atrativo. Apos 48 horas, as células foram fixadas
em PBS contendo 5% de glutaraldeido e coradas com azul de toluidina 1% (MUIR et
al., 1993). As células da porgcao superior dos filtros (células que nao migraram) foram
removidas com cotonete. As membranas contendo as células que migraram coradas
foram secas e o foi utilizado 1% de SDS para romper as células e a porcentagem de
células que migraram foi estimada pela absorbancia a 595 nm, como fung&o do total de
células (obtido de membranas cujas células da porcao superior ndo foram removidas).
Os experimentos foram realizados em triplicatas e foram realizados trés experimentos
independentes para cada clone.

Analise estatistica dos experimentos de migracdo: Os resultados foram analisados

pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney disponivel no software BioStat. Os resultados
mostrados sdo média + desvio padrao.

3.21. Preparacao de culturas primarias de astrocitos e neurénios.

Animais pés-natos (P0) foram decaptados depois de anestesiados em gelo e fémeas
prenhes foram anestesiadas profundamente com tiopental sodico e tiveram suas
cavidades abdominais abertas para remocao dos embrides. As cabecas dos animais
pds-natos e os embrides foram colocados em placas de petri contendo solucao de
0,6% glicose-PBS. As cabegas dos animais foram dissecadas em fluxo laminar sob
lupa: retiramos primeiramente a pele, depois a calota craniana e, por ultimo, o encéfalo
transferindo-o para nova placa de Petri contendo PBS-glicose estéril. Os encéfalos
foram dissecados, as meninges foram completamente removidas até separarmos
apenas os cértices dos animais. Os cortices foram entdo picotados com tesoura e esta
mistura foi transferida com pipeta Pasteur para tubos de 15 mL. Os tecidos triturados
foram dissociados com pipetagens seguidas em Pasteur (20 X). Apds esta dissociacéo
as células foram decantando e o sobrenadante foi transferido para um novo tubo. Ao
precipitado do primeiro tubo foi adicionado mais PBS-glicose e o procedimento de
dissociacao foi repetido. Apds a decantacao dos restos de tecido, o sobrenadante foi
transferido para o mesmo tubo do outro. Centrifugamos o sobrenadante (3-5 minutos,
1500 rpm), jogamos foram o sobrenadante resultante da centrifugacao e ao precipitado
adicionamos um volume conhecido de meio DMEM-F12 contendo 10% FBS. As células
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foram ressuspensas e contadas em camar de Neubauer. Quantidade de células de
interesse foram plaqueadas em laminulas de vidro ou garrafas de cultura previamente
tratadas com 1 mg/mL poli-L-lisina.

Para obtencdo de astrocitos as culturas foram mantidas em meio DMEM-F12
contendo 10% FBS e passaram por um procedimento de “lavagem” a cada 48 hs com
meio sem soro para remogao de restos de tecido. Para obtencdo de neurdnios, as
culturas obtidas a partir de animais em estagio embrionario foram mantidas em meio
DMEM-F12 e foram utilizadas ap6s 24 horas do plagueamento. Quando co-culturas de
astrécitos e neurbnios foram realizadas, as culturas de astrocitos foram mantidas por 7

dias previamente ao plagueamento dos neurénios.

3.22. Diferenciacao neural de células tronco embrionarias de camundongo
normais e que nao expressam o gene ARHGAP21

Células tronco embrionarias de camundongo contendo uma sequéncia com cédon
de parada da transcricdo no gene ARHGAP21 foram geradas pelo consorcio
internacional Gene Trap. Foram adquiridas da University of California — Davis (UC
Davis) trés linhagens (AK0286, RRR629 e AP0884) que apresentaram a insercdo do
coédon de parada na regido 5’UTR ou no primeiro intron do gene. Estas linhagens foram
utilizadas para geracao de animais nocaute para ARHGAP21 e também para ensaios
de diferenciacao in vitro, tendo como controle a linhagem parental E14Tg2a.4, também
adquirida da UC Dauvis.

Células controle (E14Tg2a.4) e nocaute para ARHGAP21 (AK0286) foram cultivadas
em meio GMEM contendo 10% FBS, 2 mM glutamina, 1 mM Piruvato de sddio,
amino&cidos essenciais MEM® (Gibco-Invitrogen), B-mercaptoetanol e LIF. Ao obter-se
a quantidade necessaria de células, iniciamos o protocolo de diferenciagcdo (BIBEL et
al., 2007). As células foram tripsinizadas, contadas e 4x10* células foram ressuspensas
em 15 mL de meio GMEM (sem B-mercaptoetanol e LIF) e mantidas em placas p100
(contendo uma camada de 0,2% de agarose para evitar adesao das células). Apds dois
dias, os sobrenadantes foram transferidos para tubos falcon e mantidos por alguns
minutos para precipitacdo das células. O meio foi entdo retirado e substituido por
GMEM novo. Este procedimento foi repetido novamente apds dois dias, porém desta

Material e Métodos
53



vez foi adicionado 5 pM de &cido-transretindico (estoque 102 M diluido em DMSO) as
placas contendo células que desejavamos diferenciar, ou o volume correspondente de
DMSO as placas contendo células controle. Mais uma vez apés dois dias, 0 meio de
cultura foi substituido por meio novo contendo acido transretindico ou DMSO. Apéds os
oito dias de crescimento em suspensdo, os corpos embribnicos foram desfeitos
utilizando-se solucao de 0,05% tripsina-EDTA e incubacdo em banho a 37°C. As
células dispersas foram contadas e semeadas em placas tratadas previamente com 1
mg/mL poli-L-lisina (14-16 horas) e 10 pg/mL de laminina (5 horas) na densidade de
2x10° células por placa p60.
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4. Resultados




4.1. Padronizacao da utilizacao do anticorpo anti-ARHGAP21

O gene ARHGARPZ21 foi recentemente descrito em nosso laboratério (BASSERES et
al., 2002). Como nao havia anticorpos comercialmente disponiveis, tivemos de
encomendar a produgado de um anticorpo policlonal a empresa americana Bethyl, o que
se deu pela imunizagdo de coelhos com um peptideo de 15 aminoacidos, identificado

como altamente imunogénico de acordo com os parametros do site www.expasy.com.

O anticorpo foi testado pela metodologia de Western blot, como descrito em
materiais e métodos. Foram utilizados extratos de varias linhagens celulares e foi
encontrada uma banda de aproximadamente 200 KDa correspondente a ARHGAP21,
cuja expressao parece ser diferente entre as linhagens (Figura 6). Ha outras bandas
que apresentam peso maior que 250 kDa e aproximado de 160 kDa séao
frequentemente identificadas pelo anticorpo anti-ARHGAP21 (Figura 6, setas cinzas).
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Figura 6: Western Blot de diversas linhagens humanas. Apds fracionamento de
amostras protéicas em gel de poliacrilamida 8%, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose (Hybond) e seguiu-se a incubagdo com um anticorpo anti-
ARHGAP21 (Bethyl), em seguida com um anticorpo secundario anti-coelho e utilizou-se
ECL (Amershan) para revelar o western. A172 e T98G = linhagens de gliomas
humanos; FHN = Fibroblasto Humano Normal; HL-60 = linhagem derivada de leucemia
mieldide aguda; Jurkat e Molt-4 = linhagens derivadas de leucemia linféide aguda; PC3
= linhagem de adenocarcinoma prostatico; K562 = linhagem derivada de leucemia
mieldide crbnica. Seta preta = peso predito de ARHGAP21; setas cinza = bandas
reconhecidas pelo anticorpo policlonal anti-ARHGAP21 que séo possiveis isoformas de
ARHGAP21.
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O anticorpo anti-ARHGAP21 também teve sua utilizagdo padronizada para a
deteccdo da proteina em sua conformacgado nativa pela técnica de imunofluorescéncia.
Interessantemente, a proteina ARHGAP21 mostrou-se localizada na regido nuclear e
peri-nuclear de diversas linhagens celulares, tanto em linhagens de células normais
(FHN, de Fibroblastos Humanos Normais) como em linhagens transformadas (HelLa,
proveniente de carcinoma cervical humano; e as linhagens de glioblastoma humano
A172 e T98G) (Figura 7).
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Figura 7: Anticorpo anti-ARHGAP21 é capaz de reconhecer a proteina nativa por
imunofluorescéncia no nucleo das células. Imunofluorescéncia de células FHN, Hela,
A172 e T98G, evidenciando a presenca de ARHGAP21 na regidao nuclear e peri-
nuclear (verde). Faloidina-TRITC (vermelha) foi utilizada para marcar a actina
filamentar (F-actina). As laminas foram analisadas por escaneamento a laser em um
LSM-510 (Zeiss) montado sobre um microscopio Axioplan (Zeiss), utilizando a objetiva
de 40X (FHN, A172 e T98G) ou 63X de imersao em 6leo (HelLa).
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Atualmente sabe-se que ha basicamente dois tipos de sinais de localizagdo nuclear
(do inglés, “Nuclear Localization Signal”’) e, portanto ¢é possivel prever
computacionalmente a existéncia destas sequéncias. O primeiro a ser identificado
corresponde a um bloco de cinco aminoacidos contiguos positivamente carregados,
enquanto que o segundo tipo consiste em dois blocos de aminoacidos carregados
positivamente separados por 10-12 aminoacidos (NLS bipartido). Estas duas variantes
de NLS sédo reconhecidas pela familia de proteina a-importina que sdo responsaveis
pelo transporte das mesmas através dos poros nucleares (PARK, et al., 2000).

A capacidade do banco de dados de sequéncias de direcionamento nuclear da
Universidade de Columbia, ao qual nossa sequéncia foi submetida, esta de acordo com
43% das proteinas sabidamente nucleares e ndo se sobrepde a proteinas nao-
nucleares conhecidas (NAIR et al., 2003).

A figura 8 apresenta a seqiéncia de aminoacidos de ARHGAP21 submetida a
andlise estando destacado em vermelho o NLS encontrado (RKRKK). O programa
utilizado ainda menciona que 100% das proteinas conhecidas que apresentam estes
aminodcidos constituindo seu NLS s&o nucleares.

O NLS encontrado compreende os aminoacidos de 1418 ao 1422, o que
corresponde ao fragmento que vai de 4690 a 4709 na sequUéncia de nucleotideos de
ARHGAPZ21, de modo que este sinal encontra-se no penultimo éxon da proteina
ARHGAP21 (éxon 25), justamente o éxon que codifica o peptideo utilizado na

confeccao do anticorpo policlonal que possuimos.
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MATRRTGLSEGDGDKLKACEVSKNKDGKEQSETVSLSEDETFSWPGPKTVTLKRTSQG
FGFTLRHFIVYPPESAIQFSYKDEENGNRGGKQRNRLEPMDTIFVKQVKEGGPAFEAGL
CTGDRIIKVNGESVIGKTYSQVIALIQNSDTTLELSVMPKDEDILQVLQFTKDVTALAYSQD
AYLKGNEAYSGNARNIPEPPPICYPWLPSAPSAMAQPVEISPPDSSLSKQQTSTPVLTQP
GRAYRMEIQVPPSPTDVAKSNTAVCVCNESVRTVIVPSEKVVDLLSNRNNHTGPSHRTE
EVRYGVSEQTSLKTVSRTTSPPLSIPTTHLIHQPAGSRSLEPSGILLKSGNYSGHSDGISS
SRSQAVEAPSVSVNHYSPNSHQHIDWKNYKTYKEYIDNRRLHIGCRTIQERLDSLRAAS
QSTTDYNQVVPNRTTLQGRRRSTSHDRVPQSVQIRQRSVSQERLEDSVLMKYCPRSAS
QGALTSPSVSFSNHRTRSWDYIEGQDETLENVNSGTPIPDSNGEKKQTYKWSGFTEQD
DRRGICERPRQQEIHKSFRGSNFTVAPSVVNSDNRRMSGRGVGSVSQFKKIPPDLKTLQ
SNRNFQTTCGMSLPRGISQDRSPLVKVRSNSLKAPSTHVTKPSFSQKSFVSIKDQRPVN
HLHQNSLLNQQTWVRTDSAPDQQVETGKSPSLSGASAKPAPQSSENAGTSDLELPVSQ
RNQDLSLQEAETEQSDTLDNKEAVILREKPPSGRQTPQPLRHQSYILAVNDQETGSDTT
CWLPNDARREVHIKRMEERKASSTSPPGDSLASIPFIDEPTSPSIDHDIAHIPASAVISAST
SQVPSIATVPPCLTTSAPLIRRQLSHDHESVGPPSLDAQPNSKTERSKSYDEGLDDYRED
AKLSFKHVSSLKGIKIADSQKSSEDSGSRKDSSSEVFSDAAKEGWLHFRPLVTDKGKRV
GGSIRPWKQMYVVLRGHSLYLYKDKREQTTPSEEEQPISVNACLIDISYSETKRKNVFRL
TTSDCECLFQAEDRDDMLAWIKTIQESSNLNEEDTGVTNRDLISRRIKEYNNLMSKAEQL
PKTPRQSLSIRQTLLGAKSEPKTQSPHSPKEESERKLLSKDDTSPPKDKGTWRKGIPSIM
RKTFEKKPTATGTFGVRLDDCPPAHTNRYIPLIVDICCKLVEERGLEYTGIYRVPGNNAAI
SSMQEELNKGMADIDIQDDKWRDLNVISSLLKSFFRKLPEPLFTNDKYADFIEANRKEDP
LDRLKTLKRLIHDLPEHHYETLKFLSAHLKTVAENSEKNKMEPRNLAIVFGPTLVRTSEDN
MTHMVTHMPDQYKIVETLIQHHDWFFTEEGAEEPLTTVQEESTVDSQPVPNIDHLLTNIG
RTGVSPGDVSDSATSDSTKSKGSWGSGKDQYSRELLVSSIFAAASRKRKKPKEKAQP
SSSEDELDNVFFKKENVEQCHNDTKEESKKESETLGRKQKIIAKENSTRKDPSTTKDEKI
SLGKESTPSEEPSPPHNSKHNKSPTLSCRFAILKESPRSLLAQKSSHLEETGSDSGTLLS
TSSQASLARFSMKKSTSPETKHSEFLANVSTITSDYSTTSSATYLTSLDSSRLSPEVQSV
AESKGDEADDERSELISEGRPVETDSESEFPVFPTALTSERLFRGKLQEVTKSSRRNSE
GSELSCTEGSLTSSLDSRRQLFSSHKLIECDTLSRKKSARFKSDSGSLGDAKNEKEAPSL
TKVFDVMKKGKSTGSLLTPTRGESEKQEPTWKTKIADRLKLRPRAPADDMFGVGNHKYV
NAETAKRKSIRRRHTLGGHRDATEISVLNFWKVHEQSGERESELSAVNRLKPKCSAQDL
SISDWLARERLRTSTSDLSRGEIGDPQTENPSTREIATTDTPLSLHCNTGSSSSTLASTN
RPLLSIPPQSPDQI NGESFQNVSKNASSAANAQPHKLSETPGSKAEFHPCL

Figura 8: Posicao da Sequéncia de Localizacdo Nuclear (NLS) da proteina ARHGAP21
humana (NM 020824). A sequéncia de aminoacidos de ARHGAP21 foi analisada por
uma ferramenta criada na Universidade de Columbia e disponivel no sitio
http://cubic.bioc.columbia.edu/db/NLSdb/.

Ainda para comprovar a localizagdo nuclear de ARHGAP21 in vivo, realizamos
fracionamento sub-celular, como descrito em material e métodos, e pudemos
evidenciar a presenca desta proteina principalmente na fracdo nuclear de células A172
e T98G e nas fracbes nuclear e membranar de células HelLa (Figura 9). Estes
resultados corroboram a localizagao nuclear e peri-nuclear de ARHGAP21.
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Figura 9: Fracionamento de células Hela, T98G e A172 e western blotting
corroborando a localizagdo nuclear de ARHGAP21. A eficiéncia do fracionamento foi
verificada pela presenca do receptor de transferrina (Tr) nas fragdes citoplasmatica e

membranar e de Histona H1 na fracdo nuclear.

4.2. Cultivo de A172 e T98G em diferentes substratos de matriz extracelular e
analise da expressao génica e protéica de ARHGAP21

As células de glioblastoma humano A172 e T98G foram cultivadas em gel de
colageno tipo | ou em extrato de membrana basal (EMB- Matrigel™ — BD Bioscience)
por 3 ou 7 dias com o objetivo de verificar se o gene ARHGAPZ21 estaria envolvido no
processo invasivo de T98G em extrato de membrana basal, completo apds 7 dias de
cultivo (NAKAGAWA et al., 1996).

Pudemos notar as diferencas morfolégicas entre as duas linhagens (Figura 10): alto
grau de polarizacdo de A172 em relagdo a T98G, que sdo células de fendtipo
epiteliéde; grande dificuldade de dispersédo das ceélulas A172 quando cultivadas sobre
EMB (Figura 10A, setas), enquanto que as células T98G formam pontos em que
parecem penetrar pelo mesmo substrato (Figura 10B, setas). Estes fen6tipos condizem
com o que ja fora descrito para as duas linhagens (NAKAGAWA et al., 1996).
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Figura 10: Morfologia das linhagens A172 (A) e T98G (B) cultivadas em diferentes
substratos por 3 dias ou 7 dias. A172 sdo ceélulas altamente polarizadas e apresentam
alteracdo do padrdao de espalhamento na superficie dificultado quando cultivada em
EMB (setas). Enquanto T98G, de morfologia epitelidide, apresenta-se bem distribuida
em todas as condicdes e forma pequenos pontos em que parece estar penetrando no
substrato (setas), condizendo com sua ja relatada capacidade invasiva em membrana
basal. As imagens foram adquiridas com objetiva de 20X em microscopio de campo
claro Nikon. EMB = extrato de membrana basal Matrige

BD — Bioscience).
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Com relacao a expressao do gene ARHGAPZ21 os resultados de PCR em tempo
Real (Figura 11) de amostras de RNA de células cultivadas nas diferentes condi¢des
nos mostraram que os niveis de expressao génica nao sao alterados por fatores da

matriz extracelular (MEC).

A1723d X A1727d T98G 3d X T98G 7d
16 16
k) k)
§ 1,2 m § 1,2
!g 018’ 1§ 0387
o EHEE -
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g o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ g o
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Figura 11: Avaliacdo da expressdo do gene ARHGAP21 em relacdo ao controle
enddgeno B-actina por reacdo de PCR em tempo real em amostras das linhagens de
gliomas humanos A172 e T98G (ATCC) cultivadas em diferentes substratos. As células
foram cultivadas por 3 dias ou 7 dias, os RNAs foram extraidos com o reagente Trizol®
(Invitrogen), quantificados e 1 ug foi transcrita reversamente. Legenda: P = plastico, C

= gel de colageno tipo | e M = extrato de membrana basal Matrigel™ (BD).

Apesar dos niveis de RNA de ARHGAPZ21 ndo serem alterados pelo cultivo
diferencial, a analise da expressao protéica revelou alteracdo de ARHGAP21 de acordo
com as condicoes de cultivo das células, mostrando que o controle da expressao deste
gene é pos-transcricional. Ficou evidente também que os niveis de ARHGAP21 séo
maiores em células da linhagem A172 do que em células da linhagem T98G cultivadas
em plastico e colageno do tipo | (grafico de quantificacdo). Interessantemente, houve
aparente deplecdo da banda de 200 KDa que corresponde a ARHGAP21 quando as
células de ambas as linhagens foram cultivadas em extrato de membrana basal por 3 e
7 dias (Figura 12, setas pretas).
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Figura 12: Expressdo protéica de ARHGAP21 analisada por Western Blotting de
amostras das linhagens de gliomas humanos A172 e T98G (ATCC) cultivadas em
diferentes substratos. As células foram cultivadas por 3 dias ou 7 dias, os extratos
protéicos foram preparados como descrito em Material e Métodos, quantificados e 100
ug de cada amostra foram fracionadas em gel SDS-PAGE 8%. Apds o fracionamento
as amostras foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond) e seguiu-se
a incubagdo com um anticorpo primario anti-ARHGAP21 (Bethyl), em seguida com um
anticorpo secundario anti-coelho e utilizou-se ECL (GE) para revelar o western.
Legenda: P = plastico, C = gel de colageno tipo | e M = extrato de membrana basal
Matrigel™ (BD Bioscience). Setas vermelhas = possivel isoforma de ARHGAP21. A =
extratos de células A172; B = extratos de células T98G.

Suspeitamos que possa nao ter ocorrido a real deplecao de nossa proteina, mas sim
que o cultivo em extrato de membrana basal estimule alguma via que acione processos
de clivagem de nossa molécula, de modo que a proteina resultante nesta situacao
apresente menor massa molecular (Figura 12, setas vermelhas).

Corroborando a hipdtese acima, experimentos de imunofluorescéncia de células
A172 e T98G cultivadas em laminulas recobertas com Matrigel mostraram que a
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proteina ARHGAP21 continua sendo expressa nestas células (Figura 13). Isso fez-nos
fundamentar a hipotese de uma possivel alteracdo pés-traducional de ARHGAP21, que
resultaria em uma isoforma de menor peso molecular ou em uma isoforma de maior
peso molecular (250 KDa) pela adicdo moléculas tais como proteinas da familia das
ubiquitinas.

ARHGAP21

F-actina
-

A172

Figura 13: ARHGAP21 continua sendo expressa no nucleo de células A172 e T98G
cultivadas sobre EMB Matrigel™ (BD - Bioscience). Imunofluorescéncia de células
cultivadas por 7 dias sobre laminulas recobertas com 30 uL de 5 mg/mL EMB. As
laminas foram analisadas por escaneamento a laser em um LSM-510 (Zeiss) montado
sobre um microscépio Axioplan (Zeiss), utilizando a objetiva de 40X de imersdo em

Oleo.

A investigacdo da ocorréncia de modificacbes pds-traducionais da proteina
ARHGAP21 faz-se necessaria frente aos resultados apresentados acima.
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4.3. As bandas protéicas de pesos moleculares 160, 200 e 250 KDa sao
isoformas de ARHGAP21

Com a colaboragéo do Prof. Dr. José Camillo Novello e de seu aluno de doutorado
Daniel Martins, conseguimos realizar a espectrometria de massas das bandas de 160,
200 e 250 KDa, possiveis isoformas da proteina ARHGAP21.

Extratos de células A172 e T98G foram fracionados em 8% SDS-PAGE de uma
dimensao, o gel foi corado em solugcao de coomassie e as bandas de interesse foram
extraidas do gel e submetidas a um protocolo de lavagem e tripsinizagao das proteinas
contidas em cada banda. Ao final da preparagdo, os peptideos foram eluidos
diretamente para uma placa de MALDI para que as massas dos peptideos fossem
medidas no Espectrémetro de Massas Applied Biosystems Voyager DE-PRO MALDI-
TOF (“Matrix Assorpted Laser Desorption lonization - Time of Flight”).

Foram realizados dois experimentos independentes nos quais peptideos de
ARHGAP21 apareceram nos trés fragmentos digeridos (Figura 14 e Tabela 3).
Portanto, as trés bandas reconhecidas freqtientemente pelo anticorpo anti-ARHGAP21
sao isoformas dessa proteina. Nossa hipétese € de que a forma de 250 KDa seja
resultante de alguma modificacdo pds-traducional (tal como fosforilagdo, glicosilagao
ou sumoilagcdo) que resultaria no aumento do peso predito de 217 KDa. A banda que
estamos chamando de 200 KDa seria a forma predita jA& que a fidelidade dos
marcadores de peso molecular utilizados em gel é baixa, e a isoforma de 160 KDa
seria, possivelmente, resultante de uma quebra da proteina. Todas estas hipdteses
serdo testadas futuramente.
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Figura 14: Identificacdo de proteinas contidas nas bandas de peso molecular 160, 200
e 250 KDa por espectrometria de massas. A, Os graficos representam MALDI-MS
fingerprintings dos peptideos resultantes da digestdo triptica das proteinas contidas no
gel. Os picos circundados representam massas de peptideos que pertencem a
ARHGAP21.
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Tabela 3: Massas dos peptideos gerados apds a digestdo e MALDI-MS das proteinas
contidas nas bandas de 160, 200 e 250 Kda que pertencem a ARHGAP21.

Banda 160 KDa

Massa predita o i:sjg;j: da Posicao L;::;?if: Sequencia do peptideo
549,2515 550,6182| 1200-1204 0 GESEK
687,4372 686,4166| 1245-1249 2 SIRRR
791,3893 790,4046| 909-915 0 ESETLGR
978,4374 977,4289 & 15 0 TGLSEGDGDK
1318,7841 1318,7257]) 1101-1111 2 LFRGKLOQEWTK
1582,7707 1581,8223] 1159-1173 2 FKSDSGSLGDAKMNEK
1620,8261 1619,7766| 446-459 i SWVEQERLEDSVLIMK
1870,9069 1869,8975| 158-173 0 DEDILQVAYSQDAYLK
1915,9845 1914,7775| 270-286 i WYOLLSNRMNMHTGPSHR
2332,1779 2332,9923] 1190-1210 2 STGSLLTPTRGESEKQEPTWK

Banda 200 KDa

Massa predita o f;;:g:sg da Posigao gg_‘;?i;ss Sequencia do peptideo
532,2548 533,2818 1292-1295 8] WIEPR,
561,2991 561,4401 24-28 1 MNEKDGK
606,2842 605,4161 1475-1479 8] ENSTR
6545,3566 644 0123 1170-1174 0 L'VEER,
649,2787 650,0062 1101-1105 0] EESER
692,3396 6593,4579 785-789 ! MEERK
§54,4777 854,9991 399-405 ! RLHIGCR
§77,4261 876,993 1282-1289 0 TWAENSEK
1111,5630 1110,6427 302-311 0 YGEWSEQTSLK
1217,6848 1216,6347 1739-1750 i GKESTGSLLTPTR
1699 9741 1699 8684 575-590 2 GVGESYSQFKKIPPDLK
1994 9890 1995,0292 1931-1950 1 NASSAANAQPHKLSETPGSK
APADDMFGYGNHKWNAETAK
2356,1826 2356,1721 1774-1795 3 RK

Banda 250 KDa

Massa predita o 1;;12:52 da Posigao L;g_‘;?i?: Sequencia do peptideo
968,5887 971,5208 §98-906 ! HWYSSLKGIK
1379,7430 1379,6642 966-976 2 GHSLYLYKDKR
1400,8220 1400,6536 1468-1479 2 QKITAKENSTR
14127492 1414 6661 229-241 0 QOTSTRVLTOPGR
15348774 1533,7645 1124-1136 3 KGIFSIMRKTFEK
1562,8020 1561,8705 * 1741-1755 ! STGSLLTPTRGESEK
1588,8693 1588,7524 * §90-903 2 EDAKLSFKHWSSLK
1764,8722 1763,8579 904-920 2 GIKIADSQKSSEDSGSR.
1890,8351 1891,009 878-893 2 SKEYDEGLDDYREDAK
2297 ,2360 2297,2435 1401-1420 3 DOYSRELLWYSSIFARASRKR
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4.4. ARHGAP21 sofre sumoilacao

As proteinas chamadas SUMO (SUMO-1, SUMO-2 e SUMO-3; do inglés “Small
Ubiquitin-like Modifiers”) pertencem a familia das proteinas similares a ubiquitina e se
ligam covalentemente e desligam-se de proteinas substrato. A associagdo a SUMO-1 é
a mais estudada até o presente e parece alterar a localizagdo intra-celular e a
estabilidade de proteinas. Enquanto que a modificagdo por SUMO-2/-3 parece estar
relacionada ao estresse celular.

Interessou-nos investigar se a proteina ARHGAP21 seria sumoilada, pois testes de
de-fosforilagao in vitro, utilizando fosfatase alcalina, evidenciaram n&o ser fosforilacdo o
evento responsavel pelo aumento de peso molecular (resultados ndo mostrados) e,
também outras modificacbes pds-traducionais possiveis, tais como glicosilacéo,
claramente ndo ocorrem (auséncia de arraste de bandas entre as bandas de 200 e 250
kDa).

Logo, na tentativa de desvendar qual modificagdo pds-traducional sofreria a proteina
ARHGAP21 que pudesse explicar a isoforma de 250 kDa submetemos a sequiéncia de
aminoacidos desta proteina ao programa SUMOsp. Os resultados estdo apresentados
na figura 15, que corresponde a tela de saida do programa, e demonstram a existéncia

de cinco sitios consenso e um sitio ndo-consenso passiveis de sofrer sumoilagéo.

Predicted sites
Position | Pepiide Scare Cutoff Type
158 | VMPKDED 0,682 017 Typel: W-K-%E
1089 LGAKSEP 1,839 017 Typel: Y-K-%-E
1101 HSPKEES 0512 017 Typel W-IC%E
1443 VFFIKEN 0,995 017 Typel W-K-%E
1459 EESKKES 375 333 Typell: Non-cansensus
1722 GDAKMEK 0773 017 Typel W-K-%-E

Enter sequence(s) in FASTA format

MMATRRTGLSEGDGDKLKACEVSKNKDGKEQSETYSLSEDETF SWPGPKTYTLKRTSAGFGFTLRHFIVY
PPESAIGFSYKDEENGNRGGKARNRLEPMDTIFVKAVKEGGPAFEAGLCTGDRIIKVNGESVIGKTYSAY
IALIGNSDTTLELSYMPKDEDILQYLAFTKDVTALAYSQDAYLKGNEAYSGNARNIPEPPPICYPWLPSA |
PSAMAQPVEISPPDSSLEKQATSTPVLTAP GRAYRMEIQVPPSPTDVAKSNTAVCVCNESVRTVIVPSEK
VVDLLSNRMMNHTGPSHRTEEVRYGYSEQTSLKTYVSRTTSPPLSIPTTHLIHAPAGSRSLEPSGILLKSGN
Y8GHESDGISSSREQAVEAPSVEVNHYSPNSHQHIDWKNYKTYKEYIDNRRLHIGCRTIGERLDSLRAASQ
ISTTDYNAWWPNRTTLAGRRRSTSHDRVPOSVAIRQRSYSQERLEDSYLMKYCPRSASQGALTSPSYVSFSN
HRTRSWDYIEGADETLENVMSGTPIPDSNGEKKQTYKWSGFTEQDDRRGICERPRAGEIHKSFRGSNFTV
|APSVYNSDNRRMSGRGYGSYSAFKKIPPDLKTLASNRNFATTCGMSLPRGISODRSPLYKVRSNSLIKAPS
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Figura 15: Predicdo de sitios de sumoilagdo na proteina ARHGAP21. A seqiéncia de
aminoacidos de ARHGAP21 foi submetida a ferramenta de predicdo SUMOsp
disponivel no sitio (http:/bicinformatics.lcd-ustc.org/sumosp/) (Xue et al., 2006 e Ren et

al., submetido).
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Para corroborar a predicdo computacional de sitios de sumoilagdo, realizamos
ensaios de imunoprecipitagdo utilizando anticorpos anti-SUMO-1 e anti-SUMO-2/-3.
Confirmamos que a proteina ARHGAP21 co-imunoprecipita com o anticorpo que
reconhece as proteinas SUMO-2/-3 somente (Figura 16), o que permitiria 0 aumento de

peso molecular de 217 para > 250 kDa.

1P

M IgG Sumo Sumo
(kDa) T98G 1 2/3

250 — A
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Figura 16: ARHGAP21 sofre modificacdo por SUMO-2/-3. Co-imunoprecipitacdo da
proteina ARHGAP21 com SUMO-2/-3. Extratos celulares de T98G coletados em
condi¢oes denaturantes foram imunoprecipitados com IgG normal de coelho (controle)
e anticorpos anti-SUMO-1 e anti-SUMO-2/-3. Os extratos foram fracionados em gel de
poliacrilamida 8%, transferidos para membrana e esta foi incubada com anticorpo anti-
ARHGAP21. Uma banda de ARHGAP21 de peso molecular aproximado 200 kDa co-
imunoprecipitou especificamente com anti-SUMO-2/-3. IgG = imunoglobulina normal de
coelho; IP = imunoprecipitacao; IB = immunoblot; M = padrao de peso molecular.

4.5. Verificacao do envolvimento de ARHGAP21 na via de integrinas

O similar padrdo de expressdao de ARHGAP21 em A172 e T98G cultivadas em
Matrigel por 3 ou 7 dias levou-nos a descartar a hipétese de envolvimento de nossa
proteina no processo invasivo de T98G, que € completo apenas apds 7 dias segundo
Nakagawa et al., 1996. Porém, a deplecao da banda de 200 kDa de ARHGAP21 apds
cultivo das linhagens em EMB indicou um possivel papel desta proteina na sinalizacao
entre as células e a matriz extracelular. Dessa forma, fomos investigar se ARHGAP21
estaria associando-se a proteinas da via das integrinas, que sdo 0s principais

receptores envolvidos na transducdo de sinais extracelulares para o interior celular
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(BRAKEBUSCH et al.,, 2002) e que poderiam ser responsaveis pela regulacao dos
niveis de ARHGAP21.

Por western blotting verificamos os niveis da quinase de adesao focal (FAK) nas
duas linhagens cultivadas como ja descrito no item 4.2. De maneira geral, 0os niveis de
FAK parecem maiores na linhagem T98G do que em A172 (Figura 17). Em tumores
humanos o aumento da expressdo de FAK esta relacionado com a progressao a
fenotipos altamente malignos e metastaticos, e isto é condizente com o carater invasivo
de T98G, diferentemente de A172 (SCHLAEPFER e MITRA, 2004).

Foi realizado experimento de imunoprecipitacdo para verificar uma possivel
interacao entre ARHGAP21 e FAK em células de glioblastoma, devido aos relatos da
interacdo de FAK com outras RhoGAPs e ja que encontramos previamente a
associagao entre estas proteinas em cardiomidcitos de ratos (BORGES et al., 2008). A
interacao entre ARHGAP21 e FAK parece nao ocorrer na linhagem A172 (resultados
nao apresentados). Suspeitamos que isso se deva a baixa expressao de FAK nesta
linhagem e, portanto, fomos investigar se ARHGAP21 e FAK poderiam interagir em
outras duas linhagens de glioblastoma (T98G e U138MG).

3 dias 7 dias
F-C M F C M
IB: FAK - - A1T2
— — o e T80

Figura 17: Deteccdo da quinase de adesao focal (FAK) nas linhagens A172 e T98G
cultivadas em diferentes substratos. As células foram cultivadas por 3 dias ou 7 dias, 0s
extratos protéicos foram preparados, quantificados e 100 ug de cada amostra foram
fracionadas em gel SDS-PAGE 8%. Apds o fracionamento as amostras foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond) e seguiu-se a incubacao com
um anticorpo anti-FAK, em seguida com um anticorpo secundario anti-coelho e utilizou-
se ECL (Amershan) para revelar o western. Legenda: P = plastico, C = gel de colageno
tipo | e M = extrato de membrana basal Matrigel™ (BD - Biosciences).
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Em U138MG e T98G foi verificada a interacao entre ARHGAP21 e FAK por ensaio
de co-imunoprecipitagdo (Figura 18) e por reacdo de imunofluorescéncia em T98G
(Figura 17).

IB: ARHGAP21

IB: FAK

1gG

U138 MG T98G

Figura 18: ARHGAP21 interage com a quinase de ades&o focal (FAK) nas linhagens
de glioblastoma U138MG e T98G. Extratos de células coletados em tampao de NP-40
foram imunoprecipitados com anticorpos anti-ARHGAP21, anti-FAK ou com IgG normal
de coelho (controle negativo). As proteinas co-imunoprecipitadas foram analisadas por
western blotting com os anticorpos indicados na figura. IP = imunoprecipitacao, 1gG =

imunoglobulina normal de coelho, IB = immunoblot.

Foi evidenciado que estas duas proteinas interagem na porgéo peri-nuclear (quarto
quadro da Figura 19, indicando maxima regido de co-localizagdo em branco, de acordo
com a ferramenta Colocalization Finder — ImagedJ - NIH). Os coeficientes de Correlacao
de Pearson (Rr) e de sobreposicao (R) estdo mostrados na figura e seus valores

corroboram a interacao entre ARHGAP21 e FAK.
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Figura 19: Imunofluorescéncia de células T98G utilizando anticorpos anti-ARHGAP21
(reconhecido pelo secundario AlexaFluor488, verde) e anti-FAK (reconhecido pelo
secundario anti-camundongo AlexaFluor555, vermelho), mostrando que a interacao
entre ARHGAP21 e FAK ocorre na regidao peri-nuclear. O quarto quadro mostra em
branco a regido maxima de co-localizagdo entre as proteinas obtida pelo programa
Colocalization Finder do Imaged (NIH). Imagens de confocal foram capturadas em
Microscépio Zeis LSM510, utilizando a objetiva de imersdao em agua, aumento de 40x.
Rr = coef. de correlacdo de Pearson; R = coef. de sobreposicao.
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A proteina FAK é uma quinase composta por trés principais regides: (1) uma regiao
N-terminal na qual reside o dominio FERM, responsavel pela interacdo de FAK com
varios receptores (ex. EGFR, PDGFR) e com proteinas adaptadoras tais como ezrina,
que facilita o aumento da ativacdo de FAK; (2) um dominio quinase central e (3) uma
regido C-terminal onde se localiza o dominio FAT, que promove a co-localizagdo de
FAK com integrinas nos contatos focais (MITRA et al., 2005).

Com o intuito de corroborar os resultados de co-imunoprecipitacdo e
imunofluorescéncia e, ainda, na tentativa de verificar com qual por¢do de FAK se da a
interacdo com ARHGAP21 realizamos ensaios de pulldown utilizando as construcdes
representadas na figura 20A, que correspondem as trés porgcbes de FAK. A eficiente
producdo das proteinas de fusdo a GST foram verificadas em gel de SDS-
poliacrilamida 8%, corado com Coomassie Briliant Blue (Figura 20 B, colunas das
amostras “P”).

O ensaio de pulldown mostrou que a interagcdo de ARHGAP21 & especifica com a
regidao C-terminal da proteina FAK (Figura 20C), regido esta que apresenta o dominio
FAT e os residuos de tirosina T861 e T925. Como controle da eficacia das construcoes
expressas, realizamos incubacdo da mesma membrana com anticorpo anti-Src, cuja
interacdo com a tirosina 397 (presente, neste caso, na construcédo “Ferm”) de FAK ja

fora descrita.
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Figura 20: ARHGAP21 interage especificamente com a porgdo C-terminal de FAK. A,
Esquema da estrutura dos dominios da proteina FAK, mostrando as por¢des clonadas
em vetor de expressao em bactérias, pGEX. B, Gel de poli-acrilamida 8% corado com
Coomassie, evidenciando a producgéo eficiente dos dominios Ferm, Cat e C-term de
FAK fusionados a GST (colunas “P”, altura da seta preta). C, ensaio de pulldown
utilizando as construcdes de FAK para co-precipitar ARHGAP21 em extratos de células
T98G, evidenciando a interacdo especifica com a porcao C-terminal. Legenda: S =
extrato bacteriano sonicado, P = extrato bacteriano sonicado e purificado com

Glutationa Sepharose® (GE).
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Além do mapeamento da regido de FAK em que ARHGAP21 se liga nos interessava
mapear qual seria a regiao de ARHGAP21 responsavel pela interagdo. Utilizamos as
construgcdes das regides N e C-terminais de ARHGAP21 (esquema Figura 21A)
clonadas em vetor de expressdo em células de mamiferos, pcDNA 3-V5™ (Invitrogen)
para transfectar células T98G. Foram selecionados diversos clones transfectados
estavelmente pela utilizagdo do antibiético neomicina (G418). Dois clones
representativos obtidos pela transfeccdo de cada construgcédo tiveram suas proteinas
extraidas e realizamos ensaio de co-imunoprecipitacdo. Como as construcdes
apresentam o alvo de V5, utilizamos anticorpo monoclonal anti-V5 para imunoprecipitar
e a incubagédo das membranas com anticorpo anti-FAK possibilitou a comprovacéo da
interacao entre ambas as por¢cdes de ARHGAP21 e a proteina FAK endbgena (Figura
21B). Isto talvez indique que em sua conformacao nativa, ARHGAP21 deve ser uma

proteina de estrutura globular.
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Figura 21: As porgbes N e C-terminais de ARHGAP21 interagem com FAK. A,
Distribuicdo dos dominios PDZ, PH e RhoGAP na sequéncia de ARHGAP21 e
respectivas porgcdes N e C-terminais que foram expressas em células T98G. B,
Imunoprecipitagdo com anticorpo anti-V5 de extratos protéicos de dois clones
transfectados com fragmentos amino e carboxi terminais conforme indicado em A. IP =

imunoprecipitagao, 1B: immunoblot.

4.6. Inibicao da expressao de ARHGAP21 por shRNAi

Os resultados apresentados a seguir sumarizam os resultados obtidos em trés
transfecgdes estaveis independentemente realizadas em células T98G, com duas
sequéncias especificas para a inibicdo do gene ARHGAP21 humano clonadas no vetor

Inc

pSilencer™ da empresa Ambion® (Sh1 e sh2), como apresentado em Material e
Métodos. Foi utilizada uma sequéncia sem homologia aos genes humanos como
controle negativo (NC). Varios clones foram selecionados (nomeados “#”). A deplecao

do gene ARHGAPZ21 obtida pela transfeccdo das duas sequéncias inibitérias em
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relacdo ao controle negativo foi maior que 50% (Figura 22 A). Em nivel protéico a
inibicdo foi praticamente total em quatro clones selecionados (Figura 22 B). Como
controle do total de proteina aplicado em cada pog¢o do gel realizamos imunoblot com
anticorpo anti-B-actina, e como controle da especificidade das sequéncias inibitérias
(sh1 e sh2) realizamos imunoblot com anticorpo anti-a-catenina, ja que esta proteina
interage com ARHGAP21 (SOUSA et al., 2005).

A inibicdo de ARHGAP21 nas células T98G (células ARHGAP21 KD) resulta em
alterac6es morfolégicas similares a transicao epitelial-mesenquimal (Figura 23 A), e o
citoesqueleto de actina marcado com faloidina-TRITC mostrou ter suas fibras de actina-
cortical desarranjadas (Figura 23 B e C), evidenciando acumulo de actina na regiao
peri-nuclear e a formacao de protrusbes membranares (Figura 23 B e C, areas em

maior aumento).
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Figura 22: Inibicdo da Expressdao de ARHGAP21. A, analise por PCR em tempo real
da inibicdo do gene ARHGAPZ21. Vérios clones obtidos da transfecgdo com as duas
sequéncias inibitérias (sh1 e sh2) e grau de inibigdo maior ou igual a 50% sao
mostrados. B, Analise da reducdo da expressao protéica de ARHGAP21 em dois
clones obtidos da transfeccdo usando cada uma das sequéncias inibitdérias. A
normalizagdo da quantidade de proteina aplicada foi feita pela analise da expresséao da
proteina B-actina, e a confirmagédo da inibicdo especifica de ARHGAP21 pdde ser

evidenciada pela ndo deplecdo de uma proteina associada a ela, a-catenina.
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Figura 23: Inibicdo da Expressdo de ARHGAP21 resulta em altera¢cées morfoldgicas e
rearranjo do citoesqueleto de actina. A, Micrografias de células T98G NC (controle) e
T98G nas quais ARHGAP21 fora inibida (KD), evidenciando as alteracdes morfolégicas
de células com padréao epitelidide para fibroblastdide (aumento 20x). B e C, Imagens de
microscopia confocal mostrando o citoesqueleto de actina marcado com faloidina-
TRITC (Sigma) evidenciando diferente padréo de organizagéo entre células T98G NC e
T98G KD.
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4.7. Investigacao sobre os efeitos da deplecao de ARHGAP21

FAK apresenta uma série de sitios de fosforilagdo em residuos de tirosina (ex. T397,
T576/577, T861e T925). Dentre estes sitios os que mais nos interessaram investigar
foram as tirosinas 397 e 925. O sitio 397 é o primeiro sitio a ser fosforilado e este
evento promove o recrutamento da proteina c-Src. c-Src, por sua vez, fosforilara os
demais sitios de tirosina de FAK levando a total ativacdo da molécula. J& a tirosina 925
nos interessou por estar localizada na porcao C-terminal de FAK, que é a por¢cao de
interacdo com ARHGAP21. Imunoblot dos extratos dos clones de T98G com anticorpos
anti-c-Src fosforilada na tirosina 418 e anti-FAK fosforilada nos residuos de tirosina 397
e 925, demonstraram que, células nas quais ARHGAP21 fora depletada, c-Src e FAK
apresentaram aumento dos niveis de fosforilagcdo, quando comparadas com as células
controle (NC) (Figura 24A). Estas alteragdes podem ter ocorrido devido ao aumento da
fosforilacdo do sitio 397, que aumenta a fosforilagdo de c-Src, que entdo fosforila os
demais residuos de FAK, incluindo a tirosina 925.

Também foi examinado o padrao de fosforilacdo da proteina p130CAS

, que atua a
jusante de FAK, nos clones em que ARHGAP21 fora depletada. Esta avaliacao foi
realizada através de imunoprecipitacdo dos extratos protéicos com anticorpo anti-
p130°S, seguido de imunoblot com anticorpo anti-tirosina fosforilada (P-Tyr). A
quantidade de p130°*® fosforilada foi normalizada em relagdo ao total de p130°A°
precipitado pelo anticorpo e a quantidade de proteina aplicada em cada poco foi
controlada pela quantidade de imunoglobulinas (IgGs). Foi evidenciado um aumento da
fosforilacdo de p130°"S da ordem de duas a quatro vezes nas células em que
ARHGAP21 fora depletada (Figura 24 B), indicando que vias de sinalizagdo de

migracao celular a jusante de FAK estao mais ativas devido a deplecao de ARHGAP21.
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Figura 24: Deplecdo de ARHGAP21 aumenta os estados de fosforilagdo de FAK e Src
e do efetor a jusante p130°*S. A, Imunoblot de T98G NC e quatro clones selecionados
nos quais ARHGAP21 fora depletada, utilizando os anticorpos anti-P-FAK Y397, anti-P-
FAK Y925 e anti-P-Src Y418, demonstrando o aumento da fosforilacdo de sitios de

0°*S e incubacdo da membrana com anticorpo

tirosina. B, Imunoprecipitagcdo de p13
anti-tirosina fosforilada (P-Tyr). A quantificacdo do conteudo de p130CAS fosforilada em
tirosina foi normalizada em relacdo ao total de p130°*® precipitada (IB: p130°*) e
mostrou aumento da fosforilagdo desta proteina quando ARHGAP21 foi depletada. IP=
imunoprecipitagdo, IgG= imunoglobulina, IB= imunoblot, NC = T98G controle, u.a.=

unidades arbitrarias.

Além dos resultados apresentados acima, imunofluorescéncias de células T98G NC
e ARHGAP21 KD, corroboraram o aumento da fosforilagdo de FAK na tirosina 925
(Figura 25) e, ainda, evidenciaram o acumulo nuclear de FAK quando fosforilada neste

residuo.
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Figura 25: Aumento da quantidade de FAK fosforilada em tirosina 925 e translocagéo
nuclear nas células T98G depletadas de ARHGAP21 (KD). Micrografias de
imunofluorescéncia mostrando grupos de células ou células individualizadas foram
capturadas em microscopio confocal LSM510 (Zeiss). Mostra-se o aumento da
quantidade de FAK fosforilada na tirosina 925 em clones representativos de T98G
ARHGAP21 KD em relacao as células controle (T98G NC), e o acumulo nuclear de
FAKY925 (setas brancas) versus nucleos vazios para FAKY925 (cabecas de setas
brancas). As setas amarelas chamam atencgéo para a presenca de FAK na membrana
das células em que ARHGAP21 fora depletada. As imagens foram capturadas

utilizando-se objetiva de 63X, imersao em éleo.
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4.7.1- Deplecao de ARHGAP21 aumenta a atividade das RhoGTPases Cdc42 e
RhoA e altera a distribuicao intracelular de Cdc42

ARHGAP21 é uma RhoGAP com atividade regulatéria negativa sobre Cdc42 e RhoA
(DUBOIS e CHAVRIER, 2005; SOUSA et al., 2005). Entao, resolvemos verificar o
estado de ativacao da RhoGTPases Cdc42 e RhoA apds deplegcdo de ARHGAP21.
Para avaliar a atividade destas RhoGTPases utilizamos um ensaio de atividade ja bem
caracterizado, no qual sao utilizados dominios de ligacdo de proteinas a jusante de
Cdc42 e RhoA, quando estas estdo em sua conformacdo ativa (ou seja, ligadas a
GTP), fusionados a GST para imunoprecipitar as proteinas ativas (respectivamente,
GST-WBD, que vem de Wiskott-Aldrich syndrome protein-binding domain para
atividade de Cdc42 e, GST-RBD, que vem de rhotekin-binding domain para atividade
de RhoA). Estas proteinas de fusdo foram expressas em bactérias e a eficiente
produgéo e purificagcdo das mesmas com glutationa-Sepharose esta representada no
gel da Figura 26 A. Nossos resultados indicam que tanto a atividade de Cdc42 quanto
de RhoA foi aumentada nos clones de células T98G em que ARHGAP21 fora
depletada (Figura 26 B e C).
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Figura 26: Deplecdo de ARHGAP21 resulta em aumento de atividade de Cdc42 e
RhoA. A, Gel de poliacrilamida evidenciando a eficiente expressao e purificacdo das
proteinas de fusdo GST-RBD e GST-WBD. B e C, ensaio de atividade de Cdc42
utilizando a proteina de fusdo GST-WBD para precipitar Cdc42-GTP (forma ativa) e
ensaio de atividade de RhoA utilizando a proteina de fusdo GST-RBD para precipitar
RhoA-GTP (forma ativa), respectivamente, de extratos de células T98G NC e T98G
ARHGAP21 KD.
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Figura 27: Deplecado de ARHGAP21 resulta em alteracao da distribuicado de Cdc42. A,
Micrografias de imunofluorescéncia capturadas em microscopio confocal LSM510
(Zeiss) mostrando as alteragcées no padrédo de marcagao de Cdc42, com acumulo na
regidao peri-nuclear (setas amarelas) e nas protrusbes membranares, em um clone
representativo de T98G ARHGAP21 KD, em relagéao as células controle (T98G NC). As
imagens foram capturadas utilizando-se objetiva de 40X, imersdo em Oleo. Setas
brancas evidenciam o padrdo de marcacao normal de Cdc42 em células T98G. B,
Quantificagdo do acumulo de Cdc42 na regido peri-nuclear de células T98G NC
(controle) e dois clones representativos transfectados com sh1 e sh2, mostrando o
aumento deste acumulo nos clones em que ARHGAP21 fora inibida. O grafico mostra
as médias e os valores maximos e minimos da distribuicdo. A variancia das medianas

foi analisada pelo Teste ndo paramétrico de Kruscal Wallis.
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Também foi evidenciada uma alteracdo na localizagdo de Cdc42 para protrusdes
membranares e regido peri-nuclear em clones representativos nos quais ARHGAP21
fora depletada (células ARHGAP21 KD), o que provavelmente seguiu-se as alteragdes
da F-actina ja evidenciadas acima e corroboradas aqui (Figura 27, setas brancas
versus setas amarelas). O acumulo de Cdc42 na regido peri-nuclear foi quantificado
pela contagem do numero de células com este padrdo em relacdo ao total de células,
em 16 campos diferentes para cada clone. Os resultados evidenciaram o aumento
deste padrao em clones representativos da transfeccdo com as duas moléculas de
shRNA contra ARHGAP21 (Figura 27B).

4.7.2- A deplecao de ARHGAP21 aumenta a secrecao de metaloprotease 2 e 9
(MMP-2 e MMP-9) e a capacidade de migracao das células

Sabe-se que FAK promove a producdo das metaloproteases gelatinoliticas 2 e 9
(MMP-2 e MMP-9) quando esta fosforilada nos residuos de tirosina 397 e 925 (DANG
et al., 2006; MON et al., 2006), sitios estes que estao hiper-fosforilados nas células em
que ARHGAP21 fora depletada. Em vista da atividade de Cdc42 estar ligada a ativacao
de MMP-2 (ISPANOVIC et al., 2008) nos interessou verificar se a deplecao de
ARHGAP21 alteraria a secrecdao de MMPs gelatinoliticas (MMP-2 e MMP-9) .

Através de experimentos de zimografia utilizando sobrenadante de cultura das
células T98G NC e ARHGAP21 KD, cultivadas por 48 horas em meio sem soro, nao
encontramos secrecdao de MMP-9, porém ficou evidente que nas células em que
ARHGAP21 fora depletada houve maior secrecdo de MMP-2, tanto em sua forma pro
(isoforma 72 KDa) quanto em sua forma ativa (isorforma 64 KDa) (Figura 28 A).

Corroborando nossos resultados que posicionam a proteina ARHGAP21 como
mediadora da sinalizagdo membrana basal- meio intracelular, pudemos evidenciar que
o cultivo de células T98G NC em substrato de membrana basal (Matrigel™ — BD
Bioscience, Figura 28B, M) resulta em um aumento de aproximadamente 40% na
secrecdo da isoforma pro MMP-2 e de 120% na secrecao da isoforma ativa (Figura 28
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B, quantificacdo). J& nos clones com silenciamento da ARHGAP21 (KD)(#3-sh1 e #2-
sh2) os aumentos na secrecao de MMP-2 entre células cultivadas em plastico versus
Matrigel sdo mais brandos, porém é notavel o aumento da secrecao de ambas as
isoformas em qualquer situacdo em relagdo a T98G NC (Figura 28 B, quantificagdo). E
possivel que o excesso de ativagcdo da via de FAK quando ARHGAP21 é depletada
provavelmente ative algum mecanismo de feedback negativo nestas células

impossibilitando 0 aumento de secrecdo de MMP-2.
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Figura 28: Deplecdo de ARHGAP21 resulta em aumento de secre¢cdo de MMP-2 e
indugdo da secre¢cdo de MMP-9. A, Zimografia gelatinolitica de sobrenadantes de
células T98G NC e ARHGAP21 KD e B, zimografia gelatinolitica de sobrenadantes de
culturas apés cultivo em placas comuns ou recobertas com Matrigel por 48 hs,
evidenciando o aumento da secrecdo de MMP-2 e MMP-9 devido a deplecao de
ARHGAP21.
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Interessantemente, a secrecdo de MMP-9 ocorreu apenas nas células cultivadas
sobre Matrigel (Figura 28B). Porém, ainda assim a inibicdo de ARHGAP21 possibilitou
as células estimuladas pelas proteinas presentes no Matrigel um aumento médio de
130% da secrecao tanto da isoforma ativa de 92 kDa quanto do dimero de MMP-9-
lipocalina (130 kDa) (KJELDSEN et al., 1993) (Figura 28B, gréfico).

Como o movimento celular através dos tecidos desempenha um papel crucial na
progressao tumoral, avaliamos se a deplecdo de ARHGAP21 alteraria a capacidade de
migracao de células T98G. Os experimentos de migracao celular foram realizados em
placas Transwell (Costar) contendo filtros com poros de 8 um em triplicatas. Os
resultados apresentados sdo meédias e desvios padrdes de ao menos dois
experimentos independentes. Células T98G NC demonstraram uma razdo média
migratoria (mr) de 30,67% = 11,22, enquanto os clones resultantes da inibicdo de
ARHGAP21 com a sequéncia sh1, #3 e #15, demonstraram mr de 62,78 + 26,09% e mr
de 46,4 + 6,78%, respectivamente; e os clones resultantes da inibicdo com a sequéncia
sh2, #2 e #16, demonstraram mr de 51,83 = 7,52% e mr de 77,83 + 4,07%,
respectivamente (Figure 29). As figuras acima do grafico sdo exemplos de filtros
corados com azul de toluidina apds a migracdo dos clones correspondentes. Estes
resultados de aumento da capacidade de migragdo das células em que ARHGAP21
fora depletada mostraram-se estatisticamente significativos (p<0,05), indicando que
ARHGAP21 desempenha importante papel no controle da migracdo de células de

glioblastoma.
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Figura 29: Migracao celular € aumentada devido a deplecdo de ARHGAP21. T98G NC
e células ARHGAP21 KD (sh1: #3 e #15, sh2: #2 e #16) foram submetidas a
experimentos de migracdo em placas Transwell (Costar) por 48 horas, e apresentaram
aumento de sua capacidade migratéria. Os aumentos de taxas de migracao de células
depletadas em relagdo ao controle (NC) sédo estatisticamente significativos (Wilcoxon
Rank Sum Test ; * = p < 0,05).

4.8. Avaliacao da expressao do gene e proteina ARHGAP21 em astrocitomas

Como a proteina ARHGAP21 demonstrou ter um papel importante na manutencao
de um fendtipo menos transformado in vitro, resolvemos analisar a expressao deste
gene em amostras de pacientes com diversos graus de astrocitomas (graus | a IV,
sendo o grau |V os glioblastomas). Estes resultados foram realizados em colaboracao
com a Prof. Dra. Suely Marie do Laboratério de Investigacdo em Neurologia, da
Faculdade de Medicina — USP.

A casuistica utilizada estad apresentada na tabela 4. As amostras de cDNA de 22
pacientes com astrocitoma grau I, 25 pacientes com astrocitoma grau Il, 17 pacientes
com astrocitoma grau Ill e 83 pacientes com astrocitoma grau IV (GBM) foram
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utilizadas para avaliacdo da expressdao de ARHGAP21 em relagcdo a 21 amostras de

pacientes que ndo apresentavam neoplasias cerebrais.

Tabela 4: Amostras de astrocitomas utilizada para avaliar a expressdo do gene

ARHGAP21.

Grupo Numero de casos

Nao neoplasicos 21
Astrocitoma grau | 22
Astrocitoma grau Il 25
Astrocitoma grau lll 17

Astrocitoma grau IV (GBM) 83

Os resultados de expressdo de ARHGAPZ21 foram obtidos de forma relativa em
comparagao a quatro diferentes genes utilizados como controles endégenos (HPRT,
Gus-B, B-actina e BCRP). A expressdo de ARHGAPZ21 mostrou-se aumentada em
média oito vezes nos astrocitomas em relagdo aos tecidos normais quando foi utilizado
HPRT como controle (Figura 30 A), mostrou-se diminuida 3,5 e 7,5 vezes nos
astrocitomas quando foram utilizados Gus-B e [-actina, respectivamente, como
controles (Figura 30 B e C), e pareceu nao variar quando foi utilizado BCRP como
controle end6geno.
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Figura 30: Avaliagdo da expressdo do gene ARHGAP21 em casuistica de
astrocitomas. RNAs de amostras de pacientes foram transcritos e utilizados em reacéo
de PCR em tempo-real para avaliagcdo da expressdo de ARHGAP21. A expresséo
relativa de ARHGAP21 foi calculada em relacdo a HPRT (A), GUS-B (B), B-actina (C) e
BCRP (D).
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Estes dados foram normalizados pelo programa GeNorm que reavalia a expressao
génica relativa utilizando a média geométrica dos melhores controles enddgenos
utilizados (definidos como aqueles que menos variam dentro da amostragem). Apéds a
normalizagdo a expressao relativa do RNAm de ARHGAP21 demonstrou nao variar
significativamente nos diferentes graus de astrocitomas em relagdo aos tecidos
normais, apesar de haver varios casos de astrocitomas graus Il e Ill em que a

expressao relativa de ARHGAP21 € menor (Figura 31).
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Figura 31: Normalizacdo da expressao relativa de ARHGAPZ21. Para a normalizagao
foi utilizado o programa GeNorm que calcula uma média dos melhores controles

enddgenos analisados e a utiliza para relativizar a expressao do gene de interesse.

Muito provavelmente, portanto, o RNAm de ARHGAP21 €& expresso
constitutivamente tanto em tecidos normais como neoplasicos € o controle de sua
expressao é poés-traducional.

Com o objetivo de avaliar esta ultima hipétese analisamos a expresséo da proteina
ARHGAP21 por imunohistoquimica em dois casos de astrocitomas graus Il e IV.

Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 5 e exemplificados nas fotos da
figura 32. Os parametros analisados foram a frequiéncia média de positividade para
ARHGAP21 (F+%), a extensdo da positividade total e percentual (A(um) e A%,
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respectivamente), e a densidade Optica média das areas positivas. Estes parametros
demonstraram que apesar da densidade Optica média ser constante nos graus Il e |V,
os demais fatores sdo maiores nos casos de astrocitoma grau IV, indicando que ha
uma maior expressao da proteina ARHGAP21 nos caso de maior malignidade.

Tabela 5: Resumo dos resultados obtidos das imunohistoquimicas para ARHGAP21 de
dois casos de astrocitomas graus Il e IV. F+(%) = freqiéncia média de positividade; A
(um) = area total de positividade; A% = area percentual de positividade e DOM =

densidade éptica média das regides positivas.

CASO GRAU F+ (%) A (um) A% DO M
725 Astrocitoma grau Il 12 179,09 1,3 129,278
9370 Astrocitoma grau |l 4 399,5 2,9 161,966
9053 Astrocitoma grau IV 43 1446,5 10,5 159,383
9270 Astrocitoma grau IV 37,5 812,79 5,9 147,847
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Figura 32: Fotos ilustrativas do
padrao de expressao de
ARHGAP21 em cortes
histolégicos de amostras de
pacientes com  astrocitomas
Graus Il e IV em comparacao ao
tecido cerebral normal. As
imagens foram capturadas em
microscopio Nikon utilizando-se
a objetiva de 40X.
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4.9 Avaliacao da expressao de ARHGAP21 em tecido cerebral normal

Com o intuito de melhor caracterizar em que regides do sistema nervoso central o

MmRNA de ARHGAPZ21 era expresso utilizamos uma membrana comercial, obtida da

empresa Clontech™, contendo RNAs de vérias regides. A sonda produzida para

hibridizacdo reconhece uma porcdo de 900 pb na regido carboxi-terminal de

ARHGAP21 (Figura 33A).

Os resultados evidenciaram que o mRNA de ARHGAPZ21 ¢é altamente expresso em

cerebelo e cortex, e mais fracamente em cordao espinhal (Figura 33B), regides de

elevada especializacao.

Figura 33: Regides do

sistema nervoso central em
| | que ARHGAP21 é mais

expresso. A, esquema de
sonda

ARHGAP21 com seus

dominios e a regido
reconhecida pela sonda
utilizada na hibridizag&o. B,
Northern  blotting  multi
tecidual (Clontech)
B AT: J::Z 1 evidenciando a alta
| expressao de ARHGAPZ21
(7,5 Kb) em cerebelo e
cortex, e uma expressao

mais fraca em cordao

espinhal.

A extracao de células do cértex de camundongos embrionarios (E16 e E18) ou péds-

natos (P0O) nos permitiu evidenciar localizagéo intracelular diferencial de ARHGAP21 de

acordo com o tipo celular. ARHGAP21 localiza-se no nucleo de astrécitos obtidos de
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animais PO, e no nucleo e nas projegcdes celulares de neurdnios obtidos de animais
embrionarios de 16 ou 18 dias (N16 e N18, respectivamente) e cultivados sobre
astrécitos para melhor manutencdo dos mesmos (Figura 34). A localizagdo diferencial

de ARHGAP21 pode indicar fungbes diferentes desta proteina em astrécitos e
neurénios.

ARHGAP21 'F-actina __ GFAP.-'.:': RHGAP21/F-actina

Astrocitos PO

l1I-tubulina ARHGAP21 DAPI

ARHGAP21

ARHGAP21/[111/DAPI

Neurdnio N16

N18

neurdnios

Co-cultura astrocitos PO

Figura 34: Culturas primarias de astrocitos (PO) e neurbnios (N16 e N18) de
camundongos evidenciando localizagdo intracelular distinta de ARHGAP21 nestas
células. Setas brancas, indicam neur6nios nas co-culturas. GFAP = proteina fibrilar

glial, presente somente em astrécitos; Blll-tubulina = marcador de neurénios.

Resultados
98



Em co-culturas de neurdnios N18 também pudemos evidenciar a interacdo entre
ARHGAP21 e FAK (Figura 35). Este resultado indica que em sistema nervoso normal

ARHGAP21 possa modular as mesmas vias de sinalizacdo que em tecido neoplasico.

B 0 um

NF-L/FAK/

Figura 35: Imunofluorescéncia de cultura de neurénios N18 secionada por microscopia
confocal, mostrando detalhe em zoom da regido de co-localizagdo entre ARHGAP21 e

FAK. NF-L = proteina neurofilamentar, marcadora de neurénios.

4.10. Avaliacao da expressao de ARHGAP21 ao longo do desenvolvimento
embrionario de camundongos.

Na tentativa de investigar se haveria variacao da expressao do gene ARHGAP21 em
camundongos coletamos amostras de RNA de cérebro de camundongos Balb-c em
diferentes fases de desenvolvimento (embrionério (E): E15, E17 e E18 e pds-natos (P):
P1, P7, P14 e P28). As amostras dos hemisférios direito e esquerdo para cada idade
foram coletadas de trés animais. Estas coletas foram realizadas em colaboragcdo com a

aluna de doutorado da Dra. iscia Lopes-Cendes, Patricia Ribeiro.
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Analisamos a expressdo do gene ARHGAPZ21 por PCR em tempo real utilizando
iniciadores especificos para este gene de camundongo, de modo a avaliar sua
expressao em relagdo ao controle endégeno Gapdh.

Pela analise dos resultados obtidos na realizacdo de duas reacdes independentes
pudemos evidenciar que em ambos os hemisférios a expressdo de ARHGAP21 é bem
mais elevada em animais embriondrios. A expressdo deste gene mostrou-se
especificamente elevada no dia E17 em hemisfério direito (média de 225 + 100 folds
maior que em animais adultos) (Figura 36A). Ja nas amostras de hemisfério esquerdo a
maxima expressao nas amostras de embrides foi 8 vezes maior, mas ndo houve um dia
especifico em que a expressado fosse significativamente maior, como em hemisfério
direito (Figura 36 B).
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Figura 36: Curva de expressdo de ARHGAP21 em diferentes fases do
desenvolvimento embrionario (E) e pés-nato (P) de camundongos. RNAs dos
hemisférios direito (A) e esquerdo (B) de trés animais de cada idade foram coletados,
transcritos e a reagcdo de PCR em tempo real foi realizada utilizando-se iniciadores
especificos para o gene ARHGAPZ21 de camundongo e para o controle endégeno
Gapadh.
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Devido ao envolvimento de metaloproteases durante a formacédo do encéfalo,
principalmente as metaloproteases 2 e 9 que sao intensamente produzidas por células
endoteliais neurais estimulando a migragcdo de progenitores neurais da zona
subventricular ao cértex e sub-cortex (WANG et al., 2006), e, também, devido a
deplecdo de ARHGAP21 resultar em aumento da secregdo de MMP-2 em células
T98G, resolvemos investigar a expressao dos genes Mmp-2 e Mmp-9 nas amostras de
tecido cerebral de camundongos.

Os resultados demonstraram que em hemisfério direito ha elevada expressao,
principalmente de Mmp-2 em E15 e apds este dia de desenvolvimento os niveis de
expressao destes genes caem mantendo-se praticamente constante até o individuo
adulto (Figura 37A). J& no hemisfério esquerdo ha elevada expressdo de Mmp-9
também em E15 e apds este dia os niveis de expressao deste gene caem e se mantém
constantes. Nao detectamos expressao de Mmp-2 nas amostras de hemisfério

esquerdo (Figura 37B).
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Figura 37: Curva de expressdao de Mmp-2 e Mmp-9 em diferentes fases do

desenvolvimento embrionario (E) e péds-nato (P) de camundongos. RNAs dos

hemisférios direito (A) e esquerdo (B) de trés animais de cada idade foram coletados,

transcritos e a reacdo de PCR em tempo real foi realizada utilizando-se iniciadores

especificos para o gene ARHGAPZ21 e o controle endégeno Gapdh de camundongo.
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4.11. Avaliacao do envolvimento de ARHGAP21 na diferenciacao neural de
células tronco embrionarias de camundongo.

A partir de 2006 foram disponibilizadas a comunidade cientifica milhares de células
tronco embrionarias murinas com mutagdes insercionais em diversos genes (NORD et
al., 2006), geradas pelos laboratorios pertencentes ao consorcio internacional
intitulado “Gene Trap”. As linhagens AK0286, RR629 e AP0884, (Tabela 6) que
adquirimos, apresentam bloqueio da transcricdo do gene ARHGAP21.

Tabela 6: Células tronco embrionarias contendo insergbes no gene ARHGAPZ21

adquiridas para geracao de camundongos nocaute para este gene.

Clone Laboratério de origem
AK0286 Sanger Institute — UK
AP0884 Sanger Institute — UK
RRR629 BayGenomics - USA

Como o RNAm de ARHGAP21 mostrou-se mais expresso em idades embrionarias
de camundongo, resolvemos investigar se este gene teria algum papel na diferenciacéo
neuronal de células tronco embrionarias. Para isto diferenciamos a linhagem AK0286
derivada da linhagem E14Tg2a.4 cuja inibicdo do gene ARHGAPZ21 fora confirmada
(Figura 38A), seguindo protocolo sugerido na literatura (Bibel et al., 2007).

O fendtipo das células parental (E14Tg2a.4) e AK0286 sao similares e o padrao de
agregacao quando estas células foram mantidas em placas ndo aderentes também foi
muito similar (Figura 38B, indiferenciada e corpos embridnicos). Apos quatro dias em
placas ndao aderentes adicionamos acido retindico ou DMSO (células controle) e
mantivemos por mais quatro dias. Apds este periodo, os corpos embridnicos foram
desagregados e a células foram semeadas em placas previamente tratadas com poli-
lisina e laminina. Apos dois dias pudemos encontrar células com fendtipo neuronal
tanto na célula parental como na célula que nao expressa ARHGAP21 tratadas com
acido retinbico em comparagédo as células controle (Figura 38, dois dias laminina), e

apos 5 dias houve uma redugé@o dramatica do numero de células.
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E14 Tg2a.4 AK0286
(WT ES) (-ARHGAP21 ES)

indiferenciada

Control

Figura 38: Células tronco embrionarias (ES) que nao expressam o gene ARHGAP21
diferenciam-se em linhagens neuronais normalmente. A, western blotting evidenciando
a auséncia da proteina ARHGAP21 na linhagem AK0286. B, As linhagens E14Tgl1a.4 e
AK0286 foram difrenciadas com acido-trans-retinéico segundo o protocolo apresentado
em Material e Métodos. Apos o término da diferenciagéo, células com fenétipo neuronal
puderam ser observadas em ambas as linhagens. C.E. = corpos embribnicos; ES =
célula tronco embrionaria; ATRA = &cido All-Trans-retindico.
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Com isto, pudemos concluir que a auséncia de ARHGAP21 nao afeta a

diferenciacao neuronal de células tronco embrionarias.

4.12. Producao de um animal nocaute para o gene ARHGAP21

As linhagens de células tronco embriondrias obtidas do Consércio Internacional
Gene Trap foram utilizadas para geracdo de animais nocautes para o gene
ARHGAP21.

Os procedimentos de injecdo das células em blastocistos foram realizados no
laboratério de Transgénicos, CEDEME, Universidade Federal de Sao Paulo, sob
responsabilidade da Dra. Heloisa Allegro Baptista e do Dr. Joao Bosco Pesqueiro.

Até o momento foram obtidos dois animais quiméricos originarios da injecado da
linhagem AK0286: um macho, com baixo grau de quimerismo, e uma fémea, altamente
quimérica (Figura 39). Como as células que tém inibicdo de ARHGAP21 s&o originarias
da linhagem de camundongos H129 e elas foram injetadas em blastocistos
provenientes de animais C57BL/6, os animais quiméricos terdo de ser cruzados por
cinco geracbes, sendo cada prole genotipada quanto ao nocaute, para limpeza do
background genético da linhagem H129, antes de podermos cruzar dois animais
heterozigotos para obtengdo de um animal nocaute homozigoto.

Até o momento apenas o macho foi capaz de cruzar com uma fémea selvagem. A
prole é constituida por 5 animais pretos e 1 animal aguti, o que indica que o macho,
apesar do baixo grau de quimerismo, foi capaz de transmitir a prole as caracteristicas
da célula H129 (Figura 39). Os proximos passos sao a genotipagem da prole e
cruzamentos dos filhotes identificados como heterozigotos com animais selvagens para
dar continuidade a limpeza do background genético, e a analise do fendtipo da fémea

quimérica (Figura 39) para compreender o0 porqué da aparente esterilidade da mesma.
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Fémea quimeérica

Cruzamento
fémea selvagem
C57BL/6

Figura 39: Animais quiméricos obtidos pela injecao de células AK0886 em blastocistos
de animais C57BL/6. A cor aguti na pelagem, conferida pela linhagem AK0886, indica o
quimerismo. A fémea apresenta nivel de quimerismo bem maior que o macho (seta
branca indicando a mancha na pelagem). O macho foi capaz de transmitir a cor aguti

na pelagem para um filhote.
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5. Discussdo




A caracterizacao inicial do gene (ARHGAP21 NM_020824), que codifica a proteina
ARHGAP21, foi realizada por nosso grupo de pesquisa e ficou demonstrada a elevada
expressao deste gene em sistema nervoso (BASSERES et al., 2002). Este resultado
originou o interesse de investigar o papel de ARHGAP21 neste tecido altamente
diferenciado e cujas neoplasias tém péssimo progndstico.

Na presente tese demonstramos que a proteina ARHGAP21, ainda pouco
caracterizada, apresenta localizacdo nuclear e peri-nuclear em diversas linhagens
celulares tumorais e em culturas primarias de fibroblastos, e também encontra-se
localizada nos prolongamentos celulares de neurdnios primarios. Recentemente, nosso
grupo de pesquisa caracterizou a ocorréncia de translocacdo de ARHGAP21 do nucleo
para a membrana plasmatica em células cardiacas de ratos submetidos a coarctagéo
da aorta (BORGES et al., 2008), porém em linhagens de glioblastoma multiforme in
vitro ndo encontramos nenhum estimulo capaz de induzir esta translocacdao, o que
hipotetizamos ser devido ao carater maligno destas células.

Dentre os tumores astrociticos (graus I, I, 1l e IV), os glioblastomas (astrocitoma
grau V) sdo os tumores primarios mais frequentes e mais malignos que atingem o
encéfalo humano (OHGAKI e KLEIHUES, 2007). Os glioblastomas podem se originar a
partir de astrocitomas de baixo grau (glioblastomas secundarios) ou de novo
(glioblastomas primarios). Estes dois tipos sdo molecularmente bem distintos. Um
exemplo importante de diferenca entre eles sdo as mutagdes do gene TP53 que
ocorrem mais frequentemente nos glioblastomas secundarios (FURNARI et al., 2007).
Pacientes com glioblastomas primarios recém diagnosticados tém em média uma
sobrevida de um ano, geralmente com péssima resposta as modalidades terapéuticas
(MISCHEL e CLOUGHESY, 2003) sendo portanto, o descobrimento de novos alvos
terapéuticos imperativo.

As linhagens de glioblastoma humano A172 e T98G utilizadas em experimentos de
cultivo sobre diferentes proteinas de matriz extracelular apresentam diferentes status
de p53: A172 apresenta o gene TP53 normal (MIRZAYANS et al., 2005) enquanto
T98G apresenta TP53 mutado e inativo. Esta diferenca pode ser a responsavel pela
menor expressao de FAK encontrada em A172 em relagdo a T98G, ja que na regido
promotora do gene Ptk2 (que codifica a proteina FAK) ha regides de ligagdo a p53,
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sendo esta ligacdo responsavel pelo bloqueio da transcricio deste gene
(GOLUBOVSKAYA V. et al, 2004; GOLUBOVSKAYA V. M. e CANCE, 2007;
GOLUBOVSKAYA V. M. et al., 2008). Sao também exemplos de linhagens de
glioblastoma que apresentam status oposto de TP53: U138MG, que apresenta TP53
mutado, e U87MG, que apresenta TP53 normal.

Durante a padronizacao da utilizagédo do anticorpo anti-ARHGAP21 pela técnica de
western blotting notamos que eram reconhecidas trés bandas expressas
diferencialmente de acordo com a linhagem celular considerada (com pesos
aproximados de 150, 200 e 250 kDa). No presente estudo observamos deplegcédo da
banda de 200 kDa de ARHGAP21 no cultivo em Matrigel, tanto em T98G como em
A172, indicando que esta proteina nao esta relacionada com o processo invasivo de
T98G. Porém, a deplecao desta banda sugeriu o envolvimento de ARHGAP21 em vias
de transmissao de sinal, desencadeadas por integrinas. Consequentemente iniciamos
nossa busca por possiveis proteinas transdutoras dos sinais das integrinas ao interior
celular que interagissem com ARHGAP21 e demonstramos a ocorréncia de interagao
com a porcao C-terminal da quinase de adesao focal — FAK - na regido peri-nuclear
das linhagens de glioblastoma T98G e U138MG.

Em tumores humanos o aumento da expressdo de FAK estd relacionado com a
progressao a fenédtipos altamente malignos e metastaticos (SCHLAEPFER e MITRA,
2004), isto é condizente com o carater invasivo de T98G, diferentemente de A172
(NAKAGAWA et al.,, 1996). FAK é atualmente proposta como proteina adaptadora
chave por sequestrar proteinas pro-apoptéticas, tais como p53, que mediam a
sobrevivéncia celular (CANCE e GOLUBOVSKAYA, 2008). Interessantemente, nunca
fomos bem sucedidos na deplecdo de ARHGAP21 por shRNAi em linhagens de
glioblastoma que apresentam p53 funcional (tais como A172 e U87MG), o que
hipotetizamos ser devido a atuacdo de ARHGAP21 junto ao complexo FAK-p53,
mediando o fino balanco entre apoptose e sobrevivéncia, eventos estes regulados por
estas proteinas (CANCE e GOLUBOVSKAYA, 2008). Deste modo, a deplecdo de
ARHGAP21 em células com p53 funcional provavelmente libera p53 do complexo com
FAK possibilitando a ativagdo de proteinas pro-apoptéticas tais como p21 e Bax
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(GOLUBOVSKAYA V. M. et al., 2005) resultando, em dultima instadncia, em morte
celular.

Por outro lado, sabe-se que a proteina FAK promove migracao celular pela ativacao
de diversas vias de sinalizacdo. Uma destas vias utiliza as proteinas da familia “CAS”
(substratos associados a Crk), que inclui a proteina p130°*S. O dominio SH3 de
p130°® medeia sua associacdo com as regides ricas em prolina 2 e 3 (PR-2 e PR-3)
de FAK. Esta associagdo promove a fosforilagao de p130°"S pela proteina Src. p130°AS
fosforilada recruta as proteinas adaptadoras Crk, resultando na ativagdo de Raci,
Cdc42 ou JNK (Jun quinase) o que, em dultima instancia, promove a formagédo de
protrusbes membranares e migracado celular (COX et al., 2006; HSIA et al., 2003).
Portanto, a interacdo de ARHGAP21 com a porcao C-terminal de FAK provavelmente

impede a associacdo de p130°AS

as regides ricas em prolinas de FAK e,
consequentemente bloqueia a ativagdo de sinais a jusante desta via de sinalizagao

(figura 40A).
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| Figura 40:

Representacao
esquematica do
mecanismo de
atuacéao de

ARHGAP21.
ARHGAP21 localiza-
se no nucleo e na
regido  peri-nuclear.
Sua interagdo com
FAK e seu controle
negativo sobre Cdc42

blogqueiam a

nucleagdo de actina
pelo complexo Arp2/3
no  Golgi. B, a
deplecao de
ARHGAP21  resulta:
(1) na fosforilacdo de
FAK com a
consequente ativagao
de p130%4S,
culminando na
ativacao da
transcricdo de mmp-2;
(2) no aumento da
atividade de Cdc42,

em paralelo a FAK, resultando na ativacdo de Arp2/3 e aumento da nucleagao de

actina; e (3) no aumento de Cdc42 ativa agindo na formagdo de protrusdes

membranares.
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A deplecao de ARHGAP21 em células T98G mostrou alterar drasticamente a
morfologia celular desta linhagem e resultar em alteragbes do citoesqueleto de actina
(Figura 40B). Foram caracterizados a perda da actina cortical, o acumulo de pontos de
actina peri-nuclear, a formacado de protrusdes celulares e a ativacdo de Cdc42
paralelamente a FAK. O acumulo peri-nuclear de Cdc42 e de actina se deve
provavelmente ao aumento da nucleagédo de actina nas membranas do Golgi quando
ARHGAP21 é depletada, como descrito por Dubois e colaboradores (2005). Ainda, a
atividade de Cdc42 foi relatada como sendo dependente de FAK, ja que o nocaute de
FAK reduz a ativagao de p130°S que, por sua vez, reduz a ativacdo de Cdc42 (COX
et al., 2006; HSIA et al., 2003). Logo, ARHGAP21 pode exercer um controle duplo
sobre Cdc42: através de sua atividade RhoGAP e pelo bloqueio da ativacdo de
p130°"S, a jusante de FAK. Além disso, a agdo negativa de ARHGAP21 sobre Cdc42
foi previamente relatada como sendo importante para o controle do complexo
nucleador de actina Arp2/3, que atua na dindmica de actina filamentar nas membranas
do Golgi (DUBOIS e CHAVRIER, 2005). Interessantemente, o dominio FERM de FAK
se liga ao complexo Arp2/3 e a fosforilacdo do residuo de tirosina 397 de FAK induz a
dissociacdo do complexo dindmico FAK-Arp3, resultando na ativacdo de Arp3 que é
necessaria ao desenvolvimento de protrusdes celulares (SERRELS et al., 2007). Por
outro lado, foi sugerido que o complexo FAK/Arp2/3 é desfeito quando Arp3 é ativada
por Cdc42-GTP (ativa), o que entdo permite a ativacdo de FAK. Nossos resultados
corroboram as hipéteses anteriores, ja& que a perda de ARHGAP21 aumenta Cdc42
ativa, que € entdo capaz de ativar Arp3 e, consequentemente, libera-la do complexo
com FAK possibilitando a fosforilacdo da tirosina 397 observada por nés (Figura 40B,
itens 1 e 2).

Além do exposto acima e conforme observado em nosso estudo, como a interagéo
entre ARHGAP21 e FAK ocorre na regido peri-nuclear e como a deplecdo de
ARHGAP21 aumenta os niveis de FAK fosforilada na tirosina Y925 resultando em sua
translocacao para o nucleo (Figura 40, item 1), nossa hip6tese é de que ARHGAP21
sequestre FAK em seu estado inativo na regido peri-nuclear. O relato da translocacao
ao nucleo de uma constru¢ao contendo o dominio FAT, no qual reside a tirosina 925
corrobora estes dados (KOVACIC-MILIVOJEVIC et al., 2001). Sabe-se também que

Discussdo
113



estimulos de estresse ou rompimento da adeséo celular desencadeiam o0 aumento de
FAK nuclear (LIM et al., 2008). Portanto, como a deple¢édo de ARHGAP21 é capaz de
alterar a composicao das juncoes aderentes em células epiteliais (SOUSA et al., 2005)
e nossos dados evidenciaram que em células tumorais ha clara alteracao da morfologia
do citoesqueleto de actina, a alteragdo da localizagdo de FAK era esperada.

Sabe-se também, que nos tumores cerebrais astrociticos ha elevada expresséo de
FAK (GIRAULT et al., 1999). A invasao de tecidos cerebrais adjacentes por células
transformadas é mediada principalmente pela secrecdo de metaloproteases de matriz
(MMPs), uma familia de enzimas capaz de degradar varios componentes da matriz
extracelular, tais como colageno, fibronectina e proteoglicanas (RAO et al., 1993). Ha
relatos da capacidade de angiopoetina Il induzir, em linhagens de glioblastoma, o
aumento da expressdo de metaloprotease-2 (MMP-2) através da ativacdo da
sinalizacdo FAK—p130°* (HU et al., 2006). Ainda, a deple¢do de FAK em linhagens
de tumores escamosos de cabecga e pescogo leva a reducdo da invasibilidade celular
via reducdo da expressao de MMP-2 (CANEL et al., 2008). Dado que a deplecao de
ARHGAP21 induz um aumento significativo da secrecao de MMP-2 e que, com 0s
devidos estimulos de proteinas da matriz, ha aumento da secrecdo de MMP-9,
ARHGAP21 pode exercer um papel essencial na modulagdo da progressao do
glioblastoma multiforme através da inativacdo de Cdc42 e FAK.

Nossos estudos da expressao do gene ARHGAP21 na casuistica de astrocitomas e
em cortes histoldégicos de amostras de dois pacientes com astrocitomas graus Il e IV
demonstraram que o controle da expressdao deste gene € pods-transcricional. Além
disso, a expressdao de ARHGAP21 pareceu ser tanto maior quanto maior o grau do
tumor. Tendo em vista nossos dados sobre os efeitos da deplecdo de ARHGAP21 in
vitro, a maior expressdo de ARHGAP21 em glioblastoma pode indicar ainda um
possivel ultimo controle negativo de ARHGAP21 sobre a transformacdo destes
tumores.

Com relacao as isoformas da proteina ARHGAP21 identificadas por espectrometria
de massas pudemos evidenciar que a isoforma de 250 kDa sofre sumoilagdo por
SUMOZ2/3. Atualmente sabe-se que os niveis de SUMOZ2/3 nas células sao superiores
aos de SUMO-1, sugerindo que a modificacdo de proteinas por SUMO2/3 seja um
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evento mais freqiente (SAITOH e HINCHEY, 2000). Além do mais, a conjugacao de
cadeias poliméricas de SUMO-2 e SUMO-3 ja foi constatada como chave em estados
patologicos cerebrais tais como na sumoilagdo massiva de proteinas ocorrida apés
isquemia cerebral transitoria (YANG et al., 2008) e a reducdo da conversao de APP
em peptideo AR na patologia da doenca de Alzheimer devido ao aumento da
sumoilagdo por SUMO2/3 (LI et al., 2003). Sendo assim, a sumoilacdo de ARHGAP21
em células T98G pode estar relacionada com a tumorigénese destas células, devendo
ser verificada sua ocorréncia em tecido cerebral normal.

Nosso grupo havia caracterizado também o aumento da expressdo do RNAm de
ARHGAP21 ao longo da diferenciagcédo de células tronco hematopoiéticas (BASSERES
et al., 2002). Portanto, apds investigar a expressao do gene ARHGAPZ21 em diferentes
porcbes do sistema nervoso central como também em algumas fases do
desenvolvimento embrionario e pds-nato de camundongos e evidenciar sua elevada
expressao em embriées de 17 dias, apenas no hemisfério direito, resolvemos avaliar se
a deplecdo de ARHGAP21 em células tronco embrionarias murinas poderia afetar a
diferenciacdo neuronal destas células. Nossos resultados, diferentemente do que
esperavamos, demonstraram que a deplecdo deste gene em células tronco
embrionarias murinas em nada interferiu em sua diferenciagdo neuronal, o que nao
inviabiliza o potencial papel de ARHGAP21 na diferenciagéo de outros tipos de tecidos,
como por exemplo, seu envolvimento na diferenciacdo hematopoiética.

Sabe-se que ao longo do desenvolvimento do sistema nervoso murino a
neurogénese ocorre entre os dias E11 e E17 e que o periodo de gliogénese sobrepde-
se, pois em E15 ja existem precursores astrogliais. Também é sabido que em E17
ocorre a migracao dos precursores astrogliais da zona ventricular para as zonas
corticais e sub-corticais (YUASA, 2001). Portanto, o aumento da expressado de
ARHGAP21 em E17 pode estar relacionado ao final do periodo de migracdo dos
precursores neurogliais (YUASA, 2001). A expressdo do gene Mmp-2, que atua no
remodelamento do tecido cerebral através do controle da migracdo de precursores
neuronais, demonstrou queda de sua expressdao exatamente em E17, dia de
desenvolvimento em que ha maior expressdo de ARHGAP21. Portanto, corroborando
nossos dados sobre a deplecdo de ARHGAP21 in vitro com o conseqUente aumento da
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secrecdo de MMP-2 e da migracao celular in vivo, 0 aumento da expressdao do gene
ARHGAPZ21 coincide com a reducdo da expressdo de Mmp-2 e com o término da
migragcao dos precursores neurogliais. Nao sabemos ainda o porqué deste aumento de
expressao génica ocorrer somente no hemisfério direito mas sabe-se que os
hemisférios cerebrais apresentam algumas funcdes distintas. Na espécie humana, por
exemplo, o hemisfério direito percebe e comanda fungdes globais, encarregando-se do
controle emocional e das capacidades artisticas e espaciais (LENT, 2001). Em
roedores ha relatos de alteracbes do controle motor do animal devido a
hemisferectomia unilateral direita (FILGUEIRAS et al., 2006). Portanto, podemos
especular que o gene ARHGAP21 murino pode estar relacionado ao controle da
movimentacao de roedores.

Pelos motivos expostos acima, o modelo de animal nocaute para o gene ARHGAP21
gerado neste estudo € de grande interesse para uma melhor caracterizacao de
ARHGAP21 que, como demonstrado em nosso trabalho e nos trabalhos de outros
autores (BORGES et al., 2008; DUBOIS e CHAVRIER, 2005; SOUSA et al., 2005),

tem importante papel em diversas vias de sinalizagao intracelular .
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6. Conclusoes




Por todos os dados apresentados acima conclui-se que:

1) ARHGAP21 é uma proteina localizada no nucleo e na regido peri-nuclear de
varias linhagens, entre elas, linhagens de glioblastomas humanos;

2) A expressdo génica de ARHGAPZ21 é constitutiva tanto em linhagens de
glioblastoma in vitro como em amostras de pacientes com astrocitomas (graus | a 1V);

3) A proteina ARHGAP21 apresenta trés isoformas de pesos moleculares
aproximados: 150, 200 e 250 kDa. Quando células de glioblastoma A172 e T98G sao
cultivadas em Matrigel por 7 dias ocorre transicao da banda de 200 kDa para a de 150
kDa. A isoforma de 250 kDa corresponde a ARHGAP21 sumoilada por SUMO2/3, o
que pode ser devido ao carater maligno de células T98G ja que a adicdo de SUMO2/3
relaciona-se a isquemia cerebral e a outras patologias cerebrais;

4) ARHGAP21 interage com a porcao C-terminal de FAK, seqlestrando-a em um
estado inativo na regido peri-nuclear;

5) Os resultados da deple¢cdo de ARHGAP21 por moléculas de shRNAI indicaram
que ARHGAP21 inibe a migracdo de células derivadas de glioblastoma multiforme in
vitro. Esta inibicao é mediada pelo controle negativo de ARHGAP21 sobre Cdc42, pela
inativacdo da sinalizagdo FAK—p130°*S, e pelo controle da secrecdo de
metaloproteases-2 e 9.

6) A expressdo da proteina ARHGAP21 correlaciona-se com o grau tumoral de
astrocitomas in vivo, indicando a existéncia de um possivel controle negativo de
ARHGAP21 sobre a transformacdo destas células, ja que sua deplecao in vitro
demonstrou correlagdo negativa ja que resultou em aumento do grau tumoral das
células T98G;

7) O gene ARHGAPZ21 apresenta elevada expressdo em coértex e cerebelo
humanos e durante o desenvolvimento embrionério murino, principalmente no 17° dia
embrionario em hemisfério direito, justamente quando hda uma queda de expresséo do
gene que codifica a metaloprotease 2 (Mmp-2). Estes eventos coincidem com o término
da migracdo dos precursores neurogliais e, portanto, ARHGAP21 demonstra, em
sistema nervoso normal, correlacdo semelhante com a expressdo do gene mmp-2 ao

observado em linhagens de glioblastoma.
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8) ARHGAP21 nao somente exerce papel importante no controle da agressividade
dos glioblastoma, mas nossos resultados indicam que a proteina ARHGAP21 pode ser
uma poderosa reguladora da migracao celular em diferentes tecidos e, assim, ter papel
crucial no controle da progressao de diferentes tipos tumorais.
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ARHGAP21 associates with FAK and PKC{ and is redistributed after cardiac
pressure overload
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
Received 1 July 2008
Available online 26 July 2008

ARHGAP21 is highly expressed in the heart, which demonstrates activity over Cdc42 and interacts with
proteins of the cytoskeleton and adherent junctions. The main cause of cardiac hypertrophy is mechanical
stimulus; therefore we analyzed ARHGAP21 expression after acute mechanical stress in the myocardium
and its association with FAK and PKC{. We demonstrated that ARHGAP21 is relocated to Z-lines and
costameres after pressure overload, and interacts with PKC{ and FAK in control rats (sham), rats submit-
ted to aortic clamping and spontaneously hypertensive rats (SHR). Co-transfection using ARHGAP21 and
PKCZ constructions demonstrated that ARHGAP21 associates with PKC{-GST and endogenous FAK. Pull-
down assay showed that ARHGAP21 binds to the C-terminal region of FAK. Moreover, ARHGAP21 binds
to PKC{ phosphorylated on Thr410 in sham and SHR. However, ARHGAP21 only binds to FAK phosphor-
ylated on Tyr925 of SHR. Additionally, PKC{ is phosphorylated by mechanical stimuli. These results sug-
gest that ARHGAP21 may act as a signaling or scaffold protein of FAK and PKC{ signaling pathways,
developing an important function during cardiac stress.

Keywords:

ARHGAP21
Cardiomyocyte

Acute mechanical stress
Rat

Cell signaling

The recently described member of RhoGAPs, ARHGAP21, codes
for 1957aa protein with PDZ, pleckstrin homology (PH) and Rho-
GAP domains [1]. Although this gene is highly expressed in brain,
skeletal, and cardiac muscles, there are few reports regarding ARH-
GAP21, and none regarding function in the heart. ARHGAP21 is lo-
cated in nucleus, juxtanuclear, and adherent junctions of several
cell lines, acting preferentially upon Cdc42 and RhoA, which have
a fundamental participation during cardiac hypertrophy [2,3].
Moreover, ARHGAP21 interacts with ARF1, ARF6, and =-catenin,
important proteins in cytoskeleton and adherent junctions [4,5],
suggesting that this protein may play a crucial role in the signaling
cascade activated by cardiac hypertrophic stimuli.

Cardiac hypertrophy involves different stimuli, e.g., neurohu-
moral activation, growth factors, cytokines, and mechanical stress
|6]. A primary event that triggers cardiac hypertrophy is pressure

Abbreviations: LV, left ventricle; NWR, normal Wistar rats; SHR, spontaneously
hypertensive rats: RhoGAP, Rho GTPase activating protein: PKCL. zeta isotype of
protein kinase C: FAK, focal adhesion kinase; FAT, focal adhesion targeting; FERM,
band 4.1, ezrin, radixin, moesin; MAPK, mitogen-activated protein kinase; PIP3,
phosphatidylinositol phosphate-3.4,5-triphosphate; NFxB, nuclear factor kappa B.

* Corresponding author. Address: Hemocentro—UNICAMP, R. Carlos Chagas, 480,
Cidade Universitaria “Zeferino Vaz", CEP 13083-970, Campinas/SP, Brazil. Fax: +55
19 3289 1089.

E-mail address: sara@unicamp.br (5.T.0. Saad).

0006-291X/5 - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbre.2008.07.085

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

overload, which imposes a mechanical stress on cardiac walls
affecting pathways such as proliferation, differentiation, growth,
and cellular survival. Protein complexes involved in these events
engage members of the small GTPases, such as RhoA, Racl, and
Cdc42. Focal adhesion kinase (FAK) controls the cardiac hypertro-
phic genetic program, growth and cardiac cell survival, with phos-
phorylation state and activity tightly linked to cardiac stress after
pressure overload [7-9]. PKCL is a regulator of cardiomyocyte myo-
filament protein phosphorylation [10], but PKC. participation in
cardiac remodeling process is controversial. However, PKCC
involvement in MAPK and NFkB pathways [11,12], well-known
proteins implicated in cardiac hypertrophy, indicates that PKCZ
might play an im ortant role during the hypertrophic process.

Herein, we demonstrated that ARHGAP21 relocates from the
nucleus to cardiomyocyte Z-lines and costameres after pressure
overload, implying a possible role of ARHGAP21 in mechanical
stress. Additionally, ARHGAP21 interacts with PKC. and the car-
boxyl-terminal portion of FAK in NWR, SHR, and animals submit-
ted to aortic clamping (AoCo).

Materials and methods

Experimental animal model. Male Wistar rats (160-200 g) under-
went acute pressure overload induced by controlled constriction of
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ARHGAP21 modulates FAK activity and impairs glioblastoma cell migration
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 8 September 2008

Received in revised form 8 January 2009
Accepted 13 February 2009

Available online xxxx

Glioblastoma multiforme is highly aggressive and is the most common glial tumor type. Although there have
been advances in treatment, the average survival expectancy is 12-15 months. Several genes have been
shown to influence glioblastoma progression. In the present work, we demonstrate that the RhoGTPase
Activating Protein 21 (ARHGAFP21) is expressed in the nuclear and perinuclear regions of several cell lines. In

T98G and U138MG, glioblastoma derived cell lines, ARHGAP21 interacts with the C-terminal region of Focal

Adhesion Kinase (FAK). ARHGAP21 depletion by ShRNAi in T98GC cells alters cellular morphology and

mgl increases: FAK phosphorylation states and activation of downstream signaling; the activity state of Cdc42;
Glioblastoma multiforme (GEM) the production of metalloproteinase 2 (MMP-2) and cell migration rates. These modifications were found to
FAK be mainly due to the loss of ARHGAP21 action on FAK and, consequently, the activation of downstream
Migration effectors. These results suggest not only that ARHGAP21 might act as a tumor suppressor gene, but also

indicate that ARHGAP21 might be a master regulator of migration having a crucial role in controlling the
progression of different tumor types.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The Rho-family GTPases are the main regulators of actin
cytoskeleton dynamics [1]. These molecules cycle between an active
GTP-bound form and an inactive GDP-bound form; This cycle is
controlled by guanine nucleotide exchange factors (RhoGEFs), positive
regulators that promote the release of bound GDP and facilitate GTP
binding [2], guanine nucleotide dissociation inhibitors (RhoGDIs),
which sequester the GDP-bound form of RhoGTPase and may also
regulate their intracellular localization [3], and by GTPase activating
proteins (RhoGAPs), negative regulators that increase the intrinsic
GTPase activity of the RhoGTPase [4],

Currently, over 70 RhoGAP proteins encoded by the human
genome have been described [5]. An important member is ARHGAP21,
a protein identified in a Brazilian cancer EST database that contains, in
addition to its RhoGAP domain, a Pleckstrin Homology domain (PH)
and a PSD-95/Discs-large/Z0-1 (PDZ) domain |6]. As PDZ domains are
commonly conserved protein-protein interaction domains found in
organisms ranging from bacteria to humans [7] and as the modular
structures of GAPs are important for their interaction with other

* Corresponding author. Department of Internal Medicine, Hematology and
Hemotherapy Center, University of Campinas, Rua Carlos Chagas 480, Cidade
Universitiria Zeferino Vaz, Bario Geraldo, CEP 13083-970, Caixa Postal 6198,
Campinas-SP, Brazil. Fax: +55 19 3289 1089,

E-muail addresses: carolbiga@yahoo.com.br (CL Bigarella), sara@unicamp.br
(S.T.0. Saad),

0167-4889/5 - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbamcr.2009.02.010

proteins [5], ARHGAP21 is thought to have additional functions other 56
than the negative control of RhoGTPases. In fact, recently, ARHGAP21 57
was shown not only to have preferential GAP activity over Cdc42, but 58
also to bind to ARF1-GTPase to control vesicular trafficking on Golgi 50
membranes, and to interact with c-catenin, recruiting this protein to 6o
endothelial sites of bacterial invasion [8]. Thus, ARHGAP21 is being 61
characterized as a controller of actin cytoskeleton dynamics. 62

Glioblastoma multiforme (GBM; astrocytoma WHO grade 4) is a 63
highly malignant brain tumor that accounts for over 50% of all glial 64
tumor types, with a median survival rate of under 1 year [9]. Current &5
treatments of these tumors include surgery followed by radiation and 66
chemotherapy with highly toxic, non-specific agents [10]. The key 67
contributor to treatment failure is the high capacity of malignant ss
gliomas to infiltrate and invade adjacent brain structures, which g9
renders surgical removal difficult [11]. Therefore, if novel targets for 70
therapy design are to be identified, a better understanding of the 71
molecular mechanisms that control glioblastoma cell migration is 72
imperative. 73

Given the importance of RhoGAPs in inhibiting actin dynamics and 74
the high levels of ARHGAP21 in the normal human brain [6], we 75
postulated that ARHGAP21 might play an important role in glioblas- 76
toma cell migration. In agreement with our hypothesis, we found that 77
ARHGAP21 interacts with the Focal Adhesion Kinase (FAK) in 78
glioblastoma cell lines (T98G and U138MG), and that its knockdown 79
in T98G cells leads to increased cellular migratory properties; so
furthermore, the pathways leading this event are mediated by FAK 81
and Cdc42 increased activity states. Our results identify ARHGAP21 as s2

Acta (2009), doi:10.1016/j.bbamcr.2009.02.010
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