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RESUMO

VASP (Vasodilator-stimulated phosphoprotein) e Zyxin sdo proteinas reguladoras
de actina que controlam a adesdo célula-célula. Zyxin dirige a montagem da actina através
da interagdo e recrutamento da VASP a sitios especificos da adesdo. A fosforilagdo da
VASP ou da Zyxin altera suas atividades nas jungdes aderentes. PKA fosforila VASP em
serina 157, regulando, assim, importantes funcdes celulares de VASP. VASP interage com
ABL e € substrato da oncoproteina BCR-ABL. A presenca da proteina BCR-ABL promove
a oncogénese em pacientes com leucemia mieloide cronica (LMC) devido a ativagdo
constitutiva da atividade tirosina quinase. Apesar de ja descrita alteracdo da expressdo de
VASP e Zyxin em diferentes tumores epiteliais, o papel de VASP e Zyxin na LMC, na via
de sinalizacio BCR-ABL e a participacdo destas proteinas na hematopoiese sao
desconhecidos. Desta maneira, demonstramos aqui auséncia de p-VASP ser157 em células
de medula 6ssea de pacientes com LMC, em contraste com a presenca de p-VASP ser157
em doadores sauddveis. Pacientes com LMC em remissdo, responsivos a inibidores de
tirosina quinase, apresentam p-VASP serl57, enquanto os pacientes resistentes nao
expressam p-VASP serl57. Utilizando células K562 inibidas para VASP ou Zyxin,
observamos que VASP e Zyxin modulam as proteinas anti-apoptéticas BCL-2 e BCL-XL
da via de sinalizacdo do BCR-ABL. Em adicdo, células K562 silenciadas para a VASP
apresentam diminui¢do na atividade de FAK y925 e demonstramos que VASP interage com
FAK. A expressio de VASP e Zyxin e de suas formas ativas aumenta durante a
diferenciacdo megacariocitica e a inibi¢do de VASP implica em diminuicdo na expressao
do marcador CD61. Identificamos no presente estudo a participacdo de VASP e Zyxin na

via do BCR-ABL, regulando a expressdao de proteinas efetoras anti-apoptéticas e,
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também, na diferenciagdo megacariocitica. Desta maneira, a expressdo alterada da atividade
de VASP nos pacientes com LMC pode contribuir para a patogénese da doenca, seja

afetando a diferenciacao celular ou a adesao das células leucémicas.
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ABSTRACT

VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein) and Zyxin are actin regulatory
proteins that control cell-cell adhesion. Zyxin directs actin assembly by interacting and
recruiting VASP to specific sites of adhesion. The phosphorylation of VASP and Zyxin
modifies their activity in cell-cell junctions. PKA phosphorylates VASP at serine 157
regulating VASP cellular functions. VASP interacts with ABL and VASP is a substrate of
BCR-ABL oncoprotein. The presence of BCR-ABL protein drives oncogenesis in patients
with chronic myeloid leukemia (CML) due to a constitutive activation of tyrosine kinase
activity. It has been described an altered expression of VASP and Zyxin in different types
of tumor; however the function of VASP and Zyxin in CML, in BCR-ABL pathway and in
hematopoiesis remains unknown. We describe here the absence of p-VASP serl157 in CML
bone marrow cells, in contrast to p-VASP serl57 expression in healthy donors. Patients
responsive to tyrosine kinase inhibitors present p-VASP ser157, while resistant patients do
not have p-VASP ser157. In K562 cells we observed that VASP and Zyxin modulate anti-
apoptotic proteins BCL-2 and BCL-XL. VASP depletion in K562 cells decreases FAK
y925 activity and VASP interacts with FAK. Expression of VASP, p-VASP, Zyxin and p-
Zyxin increases during megakaryocyte differentiation and VASP inhibition affects this
differentiation through reduced CD61 expression in VASP depleted cells. We identify here
the participation of VASP and Zyxin in BCR-ABL pathway affecting anti-apoptotic
proteins and, also, in megakaryocyte differentiation. Then, the altered expression of VASP
activity in CML patients may contribute to CML pathogenesis, affecting cellular

differentiation or leukemic cell adhesion.
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O citoesqueleto celular € constituido por uma complexa rede de filamentos proteicos
que se prolongam pelo citoplasma em todas as células eucaridticas, compreendendo os
filamentos de actina, filamentos intermedidrios e microtibulos. A principal proteina do
citoesqueleto, na maioria das células, € a actina (quando polimerizada forma os filamentos
de actina). As proteinas do citoesqueleto celular exercem as mais variadas fun¢des como
mobilidade, adesdo, manuten¢do do formato celular [1], transporte de vesiculas, divisdo do
ciclo celular e controle nos sinais de diferenciacdo [2]. Uma série de doengas oncoldgicas

tem sido relacionada a alteracdes em proteinas citoesqueléticas.

VASP- Vasodilator-stimulated phosphoprotein

VASP € uma proteina reguladora de actina que se localiza nas juncdes celulares, faz
parte da familia Ena/VASP e regula a adesdo célula-célula [3]. Os membros da familia
Ena/VASP contém estruturas conservadas como o dominio EVHI na regido N-terminal
(amino-terminal), a regido central rica em prolina e o0 dominio EVH2 na regido C-terminal

(carboxi-terminal) [4] [5]. A representacdo da proteina VASP estd ilustrada na Figura 1.

Regiao prolina

380aa —46kDa

Figura 1. Representacdo da proteina VASP e de seus dominios. VASP apresenta dominio EVHI,
regido central rica em prolina e dominio EVH2.

O dominio EVHI se associa a outras proteinas que contém sequéncias especificas

ricas em prolina (FPPPP) e direcionam as proteinas Ena/VASP para as adesdes focais. A
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regido central da proteina com o dominio rico em prolina liga-se a dominios SH3 e WW de
outras proteinas [4] [5]. O dominio EVH2 das proteinas Ena/VASP controlam a
polimerizacdo dos filamentos de actina G e F através de uma estrutura tetramera [6].
Regides ricas em prolina normalmente aparecem em proteinas envolvidas na montagem e
desmontagem de actina, principalmente em situacdes onde o citoesqueleto sofre mudangas
rdpidas como em locais de adesdo celular [7], proliferacdo e diferenciacao [3] [6] [7].
VASP esta associada a formacdo da actina filamentosa e desempenha papel na
adesdo celular e mobilidade, VASP esta envolvida nas vias de sinalizacdo intracelular que
regulam interagdes entre integrinas e matriz extracelular [8] e participa, também, de
processos de ativacdo e agregacdo de plaquetas [9]. VASP contém trés sitios de
fosforilagdo: ser-157, ser-239 e thr-278. Proteina quinase dependente de AMPc (PKA) e
proteina quinase dependente de GMPc (PKG) estdo envolvidas na fosforilacio da VASP
[10] [11]. Foi observado que a fosforilagio da VASP gera mudanca em sua estrutura
molecular, regulando a interacdo com actina e alterando sua atividade na adesdo celular

[11].

Zyxin

Zyxin é uma proteina que se concentra nas adesOes focais e ao longo do
citoesqueleto de actina [12]. Zyxin tem um dominio N-terminal rico em prolina e trés
dominios LIM na sua metade C-terminal. O dominio rico em prolina pode interagir com
dominios SH3 de proteinas envolvidas nas vias de transducdo de sinal, enquanto os
dominios LIM provavelmente estdo envolvidos em interacdo proteina-proteina [13].

Representacao da proteina Zyxin estd ilustrada na Figura 2.
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Regiao

prolina Daminios LIM

572aa — 82kDa

Figura 2. Representacdo da proteina Zyxin e de seus dominios. Zyxin apresenta dominio rico em
prolina préximo a regido amino-terminal e trés dominios LIM préximos a regido carboxi-terminal.

Zyxin pode funcionar como um mensageiro da via de transducdo de sinal que
medeia alteracdes na expressdo génica estimuladas pela adesdo e pode modular a
organiza¢do do citoesqueleto de feixes de actina [14]. Zyxin dirige a montagem da actina
através do recrutamento de VASP a sitios especificos de adesdo, o dominio EVH1 da
VASP interage com a regiao rica em prolina da Zyxin ou através do dominio LIM [15]
[16]. Proteinas contendo regido rica em prolina, tal como Zyxin, s@0o necessdrias para a
localizagdo de VASP nos contatos célula-célula [15] [17]. Assim, Zyxin provavelmente
altera adesdo celular se ligando a VASP.

VASP e Zyxin atuam como um complexo de proteinas envolvido na transducgdo de
sinal para a polimerizacdo da actina, no controle de divisdo celular e formacgdo e
manutencdo das jungdes aderentes [18] [19]. Zyxin pode ser fosforilada em ser142 e essa
fosforilagdo pode resultar em alteracOes da atividade de Zyxin nos contatos célula-célula
[20]. A interacdo de Zyxin com a VASP pode, também, bloquear a atividade e a
fosforilagdo de VASP [11].

Zyxin € expressa em altos niveis em tecidos mecano-sensiveis como bexiga, pulmado
e vascular, indicando que Zyxin desempenha um papel fundamental na resposta ao estresse

mecanico, devido a um rearranjo na dinamica do citoesqueleto de actina [21].
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VASP, Zyxin e Neoplasias

Uma série de pesquisas tem se concentrado na expressdao de genes envolvidos no
cancer, que € a causa mais frequente de morbidade e mortalidade populacional. Quando o
cancer invade o tecido ou gera a metéstase, vdrias etapas estdo envolvidas, como a
dissociagdo do tumor primdrio no estroma circundante e sua invasdo para o sistema
vascular [22]. Durante essas etapas, o carcinoma invasivo adquire cardter migratério
associado a alteracdo da expressdo de vdrios genes, os quais, inclusive, regulam a
polimerizacdo da actina [23] [24]. Portanto, ¢ fundamental a compreensao da expressao dos
genes que regulam a polimerizagdo de actina na migracao celular.

Pesquisar os mecanismos moleculares relativos a remodelacdo da actina §é
necessdrio para compreender como as células regulam a adesdo, migracao e invasdo, desta
maneira, as proteinas associadas a actina foram estudadas mais detalhadamente nos tltimos
anos [25]. As proteinas de adesdo tém importante participacdo na manutencdo da
integridade tecidual, proliferacdo e diferenciacdo, assim, a perda da sua funcdo possibilita o
desenvolvimento tumoral, com frequéncia células tumorais tém um comportamento
alterado na expressao das proteinas de adesao [26].

Alteragdes no citoesqueleto de actina podem causar transformacdo maligna do
tecido e progressao tumoral [27]. Estudos demonstraram aumento da expressdao da VASP
em cancer de pulmao [28] e cancer de mama [29]. VASP € pouco expressa em linhagens de
células de cancer de mama com morfologia epitelial pouco invasiva, no entanto, estd super
expressa em células altamente invasivas, indicando um possivel papel de VASP na
progressao tumoral em neoplasias malignas [29].

Além disso, foi estudado por Tao e colaboradores [30] a localizacio da VASP

fosforilada (p-VASP ser157) em células de cancer de estdmago durante a mitose. A
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localizagdo de p-VASP muda de acordo com os diferentes estdgios do ciclo celular. Na
intérfase p-VASP foi detectada no citoplasma, j4 no estdgio da préfase a telofase, a p-
VASP foi localizada sobre o fuso mitético, o que sugere sua participacdo na divisao celular.
A perda da funcdo das proteinas de adesdo celular interrompe a regulagcao do ciclo celular
normal, possivelmente levando ao desenvolvimento tumoral.

Em tecido carcinogénico de bexiga, Zyxin apresentou expressdo reduzida em tumor
invasivo em relacdo ao tumor superficial, indicando potencial fungdo supressora na
progressdo do tumor; essa expressdo reduzida pode estar relacionada com aumento da
diferenciac@o e mobilidade celular [31]. Entretanto, Zyxin estd mais expressa em carcinoma
hepatocelular [32] e melanoma [33]. Os autores sugerem que Zyxin aumenta a migracao e
invasdo celular em carcinoma hepatocelular através de sua ac@o no citoesqueleto de actina
[32].

Em 2005, Wang e colaboradores [34] publicaram um resultado de microarranjos de
DNA comparando diversos genes em dois tipos de leucemia: leucemia linfoide aguda
(LLA) e leucemia mieloide aguda (LMA). Foi observada diminui¢do na expressao de Zyxin
nas amostras dos pacientes com LLA quando comparada as amostras de pacientes com
LMA. Os autores identificaram que Zyxin apresentava o mais significante traco para
classificac@o e recomendaram futuras investigacdes do papel de Zyxin em leucemia.

Desta maneira, tem sido demonstrado que alteragdes da expressdo das proteinas
VASP e Zyxin podem estar relacionadas com o crescimento de células tumorais e de sua
progressdo maligna. Entretanto, ainda € desconhecida a participac@o e expressao de VASP

e Zyxin na hematopoiese e em desordens hematoldgicas.
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Leucemia Mieloide Crdnica

Leucemia mieloide cronica (LMC) € uma desordem hematoldgica resultante de uma
neoplasia mieloproliferativa clonal da célula-tronco da medula 6ssea. E caracterizada por
aberragdo citogenética ocasionada por translocagcdo entre os cromossomos 9 e 22; t(9;22),
resultando em um cromossomo 22 mais encurtado, chamado de cromossomo Filadélfia
(Ph). O gene BCR do cromossomo 22 se funde ao gene ABL do cromossomo 9, formando
um cromossomo alterado que codifica a proteina de fusao BCR-ABL (breakpoint cluster
region-abelson). O ponto de quebra no gene BCR mais comum na LMC e o produto da
fusdo resultam em uma proteina de 210 kDa [35] [36]. A confirmacdo do diagndstico de
pacientes com LMC ¢ obtido pela identificacdo do cromossomo Ph e/ou pela presenga da
proteina BCR-ABL em sangue periférico ou em medula 6ssea [35].

A proteina ABL possui dominio capaz de adicionar grupos fosfatos aos residuos de
tirosina, o produto da fusao BCR-ABL possui atividade tirosina quinase constitutivamente
ativa [35]. Esforcos significativos estdo sendo realizados para a compreensdo dos
mecanismos moleculares da acdo do BCR-ABL através da identificacdo das vias de
sinalizacdo que sdo afetadas pela sua atividade tirosina quinase. Inimeros substratos e
ligantes de BCR-ABL té€m sido identificados e os esforcos atuais estdo dirigidos para a
investigacao dos defeitos patoldgicos especificos que caracterizam a LMC [37].

A proteina BCR-ABL ativa uma cascata de proteinas que aceleram a divisao celular,
inibem a apotose e a reparacdo do DNA celular, causando instabilidade gendmica ao
aumentar a mutagenicidade; sendo estes, provavelmente, os responsdveis pela progressao
da doenca [38]. Além disso, a proteina BCR-ABL interage com proteinas do citoesqueleto
e as fosforilam, promovendo aumento da mobilidade, reducdo da adesdo celular e

prejudicando a transmissdo de sinais regulatérios pelo citoesqueleto [39]. De maneira
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resumida, a via BCR-ABL pode ser dividida em trés partes: proliferagdao/diferenciagao,
apoptose e adesdo. As proteinas efetoras da via de proliferacao/diferenciacdo sdo JNK,
ERK, STATS e P70S6K; as proteinas efetoras da apoptose sio BAD, BAX, BAK, BCL-2 e
BCL-XL; e as efetoras da adesdo sdo CAS, FAK e CRKL [40] [41]. A Figura 3 ilustra de

maneira resumida a via de sinalizagdo BCR-ABL.

Via de sinalizacao BCR-ABL

Proliferacao/Diferenciacao

Mitocondria

Apoptose

Figura 3. Representacio esquematica da via de sinalizacio do BCR-ABL, dividida de forma
resumida em trés partes: proliferacdo/diferenciacio, apoptose e adesdo (modificado: [40] [41]).

A LMC € uma doenca bifésica ou trifasica, constituida por uma fase inicial chamada
de fase cronica que pode evoluir espontaneamente para a crise bldstica com ou sem uma
fase intermedidria, denominada de fase acelerada. A fase cronica € caracterizada pela
hiperplasia da medula, com o aumento do nimero de células mieloides circulantes, porém

sdo minimamente invasivas, localizadas mais em tecidos hematopoiéticos. A progressao
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para a fase acelerada e crise blastica estd associada ao aumento da invasdo de células
imaturas que podem estar localizadas em tecidos ndo hematopoiéticos [42]. Os critérios

utilizados para identificacdo das fases dos pacientes estdo indicados nas Tabelas I e II [43].

Tabela I. Critérios Diagndsticos da Fase Acelerada da Leucemia Mieloide Cronica.

Persisténcia ou aumento da leucometria > 10.000/uL e/ou esplenomegalia persistente ou
aumentada ndo responsiva a terapia

Trombose persistente >1.000.000/uL, ndo responsiva a tratamento

Trombocitopenia persistente, <100.000/pL, ndo relacionada a terapia

Evolugdo citogenética clonal (aparecimento de anomalias cromossOmicas adicionadas ao
cromossomo Philadélphia)

Basofilos > 20% no sangue periférico

Presenca de 10% a 19% de blastos no sangue periférico ou na medula dssea

Tabela II. Critérios Diagnésticos da Crise Bléstica da Leucemia Mieloide Cronica.

Contagem de Blastos > 20% no sangue periférico ou na medula 6ssea
Presenca de infiltrados extramedulares (sarcoma mieloide, denominado também de sarcoma

granulocitico ou cloroma)

Pacientes responsivos ao tratamento sdo considerados pacientes em remissdo € sua
resposta € avaliada por diversos critérios indicados na Tabela III. A resposta hematoldgica
completa constitui o desaparecimento dos sintomas, da esplenomegalia e a normalizacdo do
hemograma. A resposta citogenética € estabelecida conforme a porcentagem de células Ph

residuais na medula éssea. A resposta molecular € estabelecida de acordo com a

quantificagdo de transcritos BCR-ABL por PCR em tempo real [44].
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Tabela III. Tipos de Respostas ao Tratamento de Pacientes com Leucemia Mieloide

Cronica.
Hematoldgica
Completa (RHC) Normalizacdo do sangue periférico com leucometria <10.000/pL;
plaquetas < 450.000/uL
Auséncia de células imaturas, mieldcitos, promielécitos ou blastos no
sangue periférico
Auséncia de sinais e sintomas da doenca com desaparecimento do baco
palpavel
Citogenética
Completa (RCC) Auséncia de Ph
Parcial (RCP) 1 a 35% de metafases com Ph
Menor (RCM) 36% a 65% de metifases com Ph
Minima (RCm) 66% a 95% de metifases com Ph
Nenhuma > 95% de metéfases com Ph
Molecular
Completa (RMC) Auséncia de transcritos BCR-ABL
Maior (RMM) Reducdo RNAm BCR/ABL > 3 log

No final da década de 90 foi publicada uma diretriz para o tratamento da LMC
utilizando quimioterapia convencional, alfa-interferon e transplante alogénico de células
hematopoiéticas [45]. Com o aumento do conhecimento da natureza da proteina BCR-ABL,
medicamentos t€m sido desenvolvidos com especificidade inibidora da tirosina quinase
(ITK) da proteina BCR-ABL [46]. Assim surgiu uma nova classe de medicamento com
acdo ITK, o mesilato de Imatinibe (Gleevec/Glivec, STI5S71, Novartis, Basel, Suica), que
mudou completamente a abordagem terapéutica dessa doenca e tornou-se a primeira op¢ao
terapéutica para pacientes em fase cronica da LMC [46]. Mesilato de Imatinibe induz a

parada da proliferacdo e a apoptose das células leucémicas [47] [48], sendo o principal
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objetivo no tratamento de LMC eliminar o clone de células BCR-ABL positivas e levar a
remissdo completa dos pacientes [49]. Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia ao
imatinibe tem emergido como um problema importante a ser estudado em pacientes com
LMC, que na sua maioria se deve a aquisicdo de mutacdes no dominio quinase de BCR-
ABL [50] [51]. Diferentes estratégias tém sido implementadas para superar essa resisténcia
por meio de outras drogas ITK como dasatinibe, nilotinibe, bosutinibe, porém a resisténcia
persiste em alguns pacientes com células residuais leuc€micas resistentes quiescentes na

medula éssea [52].

VASP e BCR-ABL

A sinalizacdo pela proteina ABL desempenha papel fundamental no
desenvolvimento normal, considerando que a sua ativacdo inapropriada ajuda a
desencadear o desenvolvimento de vdrias formas de leucemia. Varios potenciais efetores
permitem as quinases ABL modularem a atividade do citoesqueleto, incluindo
p190RhoGap, Abi e N-WASP. Em droséfila, Enabled (Ena), membro da familia Ena/VASP
de reguladores de actina, € alvo da proteina quinase Abl. Proteinas Ena/Vasp regulam a
polimerizacdo da actina, Abl regula a localizacdo intracelular de VASP e fosforila VASP.
Em mamiferos os homdlogos de Ena, que sdao Mena e VASP, também sao alvos da proteina
ABL [53]. Os mecanismos bioquimicos pelos quais ABL regula a funcdo das proteinas
Mena/VASP ainda precisam ser elucidados em mamiferos [53]. Um recente estudo de
fosfoproteoma demonstrou que a VASP ¢ fosforilada em tirosina nas células BCR-ABL
positivas [54]. Um estudo recente descreveu que VASP ¢ fosforilada em tirosina no sitio 39

em células leucémicas BCR-ABL positivas, esta fosforilacdo diminui a afinidade da VASP
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com a regido rica em prolina da Zyxin [55]. No entanto, ndo é bem compreendida a funcdo

de VASP e Zyxin na via de sinalizagdo BCR-ABL e a sua participacdo na LMC.

PKA e p-VASP serl157

PKA induz a fosforilagdo da VASP em serina 157 e essa fosforilacdo pode mediar
sua ligacdo a Zyxin e regular a interacdo de VASP com outras proteinas [17]. Sabe-se que a
fosforilagcdo de VASP por PKA possibilita a localizagdo de VASP nas juncdes célula-célula
modulando a adesdo e mobilidade celular [56] [57]. A p-VASP ser157 atua como
importante interruptor regulador da formacao dos filamentos de actina, a ativacdo de PKA
diminui a ligagdo da VASP a actina F, suprimindo a polimerizacdo de actina [11]. Além

disso, a adesao célula/matriz e a interacdio VASP-ABL ¢ regulada por PKA [58] [59].

STAT3 e LMC

STAT3 € um transdutor de sinal e ativador de transcricio [60]. O aumento da
ativacdo de STAT3 tem sido associado com transformacdo de células cancerigenas
malignas e de tumores resistentes a drogas [61]. Células K562 resistentes a ITK e células de
pacientes em crise blastica apresentaram aumento de fosforilagdo constitutiva de STAT3
em tyr705 [61], mas os mecanismos que levam a isso ainda sdo desconhecidos. Acredita-se
que a ativagao de STAT3 pode ter um papel critico na progressio da doenca e talvez possa
contribuir para a sobrevivéncia residual de células tronco leucémicas, mesmo no caso de
uma inibicdo completa do BCR-ABL [60], como pacientes que reincidiram apds o

tratamento.
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Desta maneira, a oncoproteina BCR-ABL induz multiplas anormalidades na funcdo
do citoesqueleto, alterando a atividade das proteinas citoesqueléticas e a reorganizacio de
actina. A via BCR-ABL atua em diversos processos celulares, como mobilidade celular,
divisdo celular, diferenciacio celular, apoptose e estabelecimento e manuten¢do da adesao
celular [62]. As fungdes de VASP e Zyxin ji foram descritas em diversos tumores
epiteliais, porém pouco se sabe sobre o envolvimento delas em doencas hematopoiéticas.
Sabendo-se da interacdo entre VASP e BCR-ABL, observamos a importancia de estudar a
expressdo de VASP e Zyxin em pacientes com LMC, a funcdo destas proteinas na via

BCR-ABL e a participagdao de VASP e Zyxin na diferenciacdo celular.
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Objetivo geral

Analisar a expressdo de VASP e Zyxin em células de medula dssea de pacientes
com LMC e observar a participagdo destas proteinas na diferenciacdo hematopoiética e na

via de sinalizagcdo BCR-ABL.

Obijetivos especificos

» Caracterizar a expressdo de VASP e Zyxin em linhagens leucémicas.

* Analisar a expressao proteica de VASP e Zyxin em pacientes com LMC.

* Analisar o envolvimento da VASP e Zyxin com as proteinas efetoras da via BCR-
ABL.

* Estudar o efeito da inibicdo de VASP e Zyxin na apoptose, proliferacio e
crescimento clonal de células hematopoiéticas.

e Avaliar a participacio da VASP e Zyxin na diferenciacdo de células

hematopoiéticas.
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Pacientes

Células totais de medula dssea foram coletadas e submetidas a lise de hemdacias com
tampao contendo cloreto de amonio. Estas mesmas células foram submetidas a extragao de
proteina. Amostras de medula 6ssea foram coletadas de 29 individuos sendo: 5 doadores
sauddveis, 5 pacientes com diagndstico de LMC, 16 pacientes em remissao responsivos ao
tratamento com ITK e 3 pacientes resistentes ao tratamento. Caracteristicas dos pacientes
estdo descritas na Tabela VI. As amostras foram coletadas entre 2011 e 2012, apds
consentimento informado e o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de

Campinas.

Cultura de células e imatinibe

Utilizamos como modelo de LMC, linhagem celular K562. A linhagem celular
K562 foi estabelecida a partir do cultivo de células de paciente com leucemia mieloide
cronica em crise bldstica onde o cromossomo Ph estava presente [63]. As células foram
cultivadas em meio RPMI contendo 10% de soro fetal bovino e mantida a 37 °C com 5%
CO,. Imatinib mesylate foi gentilmente cedido pela Novartis Pharmaceuticals, Basel,

Switzerland, e preparado na concentragdo de 50 mM em DMSO.

Extracido do RNA total

O RNA de células foi isolado utilizando Trizol (Life Technologies, USA). O
Trizol é um reagente que apresenta uma solu¢do monoféasica de fenol e isotiocianato de
guanidina. A extracdo de RNA com esse reagente é uma adaptacdo do método

desenvolvido por Chomezinki e Sacchi [64]. Ao precipitado de células, contendo 5x10°
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a 1x10’ células, foi acrescentado 1 mL de Trizol e a amostra foi homogeneizada até
que se tornasse bastante fluida. A purificacdo do RNA foi realizada de acordo com
instrucdes do fabricante. A quantificacio do RNA obtido foi através da leitura da
densidade o6ptica (DO) de uma aliquota da amostra em espectrofotdmetro com
comprimento de onda equivalente a 260 nm, considerando que 1 DO a 260 nm

equivale a 40 pg/mL de RNA.

Tratamento do RNA total com DNAse I

Dez unidades da enzima DNAse (1U/ul, Promega) foram acrescentadas a 1 pg de
RNA e incubados a 37°C por 60 min com a finalidade de eliminar possivel contaminacao
do material com DNA gendmico. A reacdo foi bloqueada pela adicdo de solucao de EDTA
na concentracdo final de 2 mM. Subsequentemente, a enzima foi inativada por incubagdo

de 10 minutos a 65°C.

Transcricio em DNAc

As amostras contendo 1 ug de RNA total e tratadas com DNAse I foram transcritas
reversamente em DNAc (hibrido RNA-DNAc) em uma reagcdo de volume final de 20 pL
(Fermentas). A reacdo foi iniciada adicionando aos 1 pg de RNA tratado 1 pL de
oligonucleotideo (dT) 500 pg/mL. Essa mistura foi aquecida por 5 minutos a 65°C e, em
seguida, incubada no gelo. Adicionou-se, entdo, 4 uL. do tampao de reagdo 5x (250 mM
Tris-HCI (pH 8,3); 375 mM KCI; 15 mM MgCl,; 0,1 M DTT), 2 uLL da mistura (10 mM) de
cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) e 200 U enzima

transcriptase reversa Revertaid, que catalisa a reagdo de extensdo da fita complementar.

48



Essa mistura foi incubada por 1 hora a 42°C. A seguir, foi feita a desnaturacdo da reacao
por 5 minutos a 70°C. As amostras de DNAc foram quantificadas através do

espectrofotometro NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer).

PCR quantitativo (PCRq)

Amplificacdo em tempo real foi realizada no aparelho ABI 7500 Sequence Detector
System (Applied Biosystems) utilizando-se SyberGreen PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Quarenta ng de cada amostra de DNAc foram utilizados na reacdo com os
iniciadores. A sequéncia dos iniciadores utilizados encontra-se na Tabela IV. Controles
sem adi¢cdo de primers também foram utilizados e todas as amostras foram processadas em
triplicata na mesma placa de 96 pogos (MicroAmp Optical 96-well reaction plate - Applied
Biosystems). As condi¢des de ciclagem foram: 95°C por 10 minutos, 45 ciclos de 95°C por
15 segundos e 60°C por 1 minuto. As expressdes de HPRT foram utilizadas como controle
enddgeno. Ao final da reacdo a curva de dissociacdo foi utilizada para verificagdo da
especificidade da reacdo. A quantificacdo relativa das expressoes de cada gene normalizado

pelo controle endégeno foi calculada utilizando-se a férmula Q-AACT [65].

Padronizacdo e curva de eficiéncia de VASP e Zyxin para PCRqg

Para a verificagdo da concentracdo ideal dos iniciadores para andlise dos genes
VASP e Zyxin por PCRq, diferentes concentracdes (150nM, 300nM, 400nM e 600nM)
foram analisadas em amostras de DNAc (DNA complementar) de linhagem K562. A
concentracdo escolhida para VASP (Figura 4A) foi de 150nM e Zyxin (Figura 4B) foi de
300nM. Os genes endégenos GAPDH e HPRT foram previamente padronizados pelo nosso

grupo de pesquisa com a concentracdo de 150nM. A concentragdo escolhida dos iniciadores

49



foi a que apresentou o menor Ct (ciclo de amplifica¢do) e o maior ARn (intensidade de

fluorescéncia), conforme ilustrados na Figura 4. As rea¢des de PCRq foram realizadas no

7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems).
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Figura 4. Amplificacdo de VASP (A) e Zyxin (B) por PCRq, respectivamente. O eixo vertical
indica a intensidade de fluorescéncia (ARn) e o eixo horizontal indica ciclos de amplificagdo do
gene.

A eficiéncia dos iniciadores de VASP e Zyxin foi verificada através da curva de
dilui¢do na ordem de 1:2. O experimento foi realizado em duplicata e as concentragdes
analisadas foram 240ng, 120ng, 60ng, 30ng e 15ng. Os genes tiveram Otima eficiéncia

ilustrada na Figura 5.
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Figura 5. Curvas de eficiéncia de VASP a 150nM (A) e Zyxin a 300nM (B). O eixo vertical indica
o Ct e o eixo horizontal a concentragdo do DNAc utilizado. Todos os iniciadores apresentaram
100% de eficiéncia.
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Os controles endogenos utilizados para normalizacdo da expressdao génica foram
GAPDH e HPRT. Ambos os endégenos apresentaram 6tima cinética de reacdo com VASP e
Zyxin. O gene HPRT apresentou um Ct de expressd@o muito proximo aos dos genes alvo e
teve a menor variagdo entre as amostras, portanto, foi o gene escolhido para normaliza¢do
de expressdo relativa de VASP e Zyxin. A sequencia dos iniciadores utilizados estdo

descritos na Tabela IV.

Tabela IV. Concentracdo e Sequéncia dos Iniciadores para Amplificacdo Génica de VASP, Zyxin e

HPRT.

Gene Concentracao Sequéncia dos Iniciadores

VASP 150nM FW:5°GCC GGG CCACTGTGATGCTT ¥’
RW: 5°GGC TGC ATC TTC CGG CCC AC 3’

Zyxin 300nM FW: 5 GCA GTC CAT GCC CCATTGTGG A 3
RW: 5> GAC CAT GTT GGG TCC TGG GTC A 3’

HPRT 150nM FW: 5 GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTGA ¥

RW: 5 TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT ¥’

Transducédo de lentivirus

Células K562 foram transduzidas com lentivirus contendo short hairpin RNA
(shRNA) controle nao especifico (sc-108080), shRNA alvo para o gene VASP (sc-29516-
V) ou shRNA alvo para o gene Zyxin (sc-36370-V) obtidos da Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Resumidamente, 2x10° células foram
transduzidas com lentivirus através da técnica de inoculag@o por centrifugacao, que consiste

em centrifugar as células por 30 minutos a 800g na presenca de 3 pug/mL de polibrene
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(Sigma, St. Louis, MO, EUA). Ap6s a transdugao, as células foram selecionadas com 1,75

pg/mL de puromicina (Sigma, St. Louis, MO, EUA) por 15 dias [66].

Extracao de proteina

Ao precipitado celular contendo 5x10° a 1x10” células foi acrescentado tampdo de
extracdo de proteinas contendo 100 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150 mM NaCl,
0,1 mg Aprotinina, 35 mg PMSF/mL, 10 mM Na3;VO,, 100 mM NaF, 10 mM NasP,07, e 4
mM EDTA. As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem bastante fluidas.
Ap06s 40 minutos a 4°C, essas amostras passaram por um processo de centrifugagdo a 4°C

durante 20 minutos a 12000 rpm para remocao dos restos celulares.

Imunoprecipitado/Western blotting

Ao produto do extrato total proteico, adicionou-se tampao de Laemmli contendo
100 mmol/L de ditiotreitol e aqueceu-se a 94°C por 4 minutos. Apds 1sso, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel poliacrilamida SDS-PAGE ou armazenadas a -
80°C. Para produgdo de imunoprecitado, 500 pg do extrato proteico de células K562
incubadas com 20 upL anti-VASP antibody (Santa Cruz Biotechnology) ou com
imunoglobulina IgG para controle negativo por 12 horas e adicionou-se as aliquotas a
proteina G-Sepharose 6MB por 1 hora. Apds o término da incubacdo e da lavagem, os
complexos precipitados foram ressuspendidos em 20 puLL tampao de Laemmli contendo 100
mmol/L. de ditiotreitol e aquecidas em agua fervente por 4 minutos. Em seguida, as
proteinas imunoprecipitadas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida

10%-SDS-PAGE em aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories,
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Richmond, Ca). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada
em 90 minutos a 120 V (constante) em aparelho miniaturizado de transferéncia da Bio-Rad.
A ligacdo dos anticorpos a proteinas ndo-especificas foi reduzida por pré-incubacdo da
membrana por 1 hora com tampao de bloqueio (5% leite desnatado, 10 mmol/L Tris, 150
mmol/L NaCl, e 0,02% Tween 20) a 4°C. A membrana de nitrocelulose foi entdo incubada
com anticorpos especificos diluidos em tampao de bloqueio (0,3% de leite desnatado) por
12 horas a 4°C e entdo lavadas 3 vezes com solucdo (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl,
and 0,02% Tween 20). Os anticorpos primérios utilizados da Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA) foram: ABL (sc-23), p-ERK (sc-7383), P70S6K (sc-8418), CRKL
(sc-319), BAX (sc-20067), Actina (sc-1616), p-P70S6K (sc-7984), BCL-XL (sc-8392),
BCL2 (5¢-492), p-BAD (sc-7999), BAD (sc-943), p-STAT 5 (C11C5), STAT 5 (SC-835),
FAK (SC-558), BAK (SC-G23) e VASP (sc-1853). Os anticorpos utilizados da Cell
Signaling Technology (Cell Signaling, Danvers, MA, USA) foram p-CRKL (3181), p-130
CAS (4011), p130 CAS (12015), p-VASP (3111) e da Zymed (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) foi Anti-ERK1/2 (13-6200). Anticorpos p-JNK (44690G) e JNK (446826) foram da
Invitrogen e p-FAK 397 (ab4803), p-FAK 5764577 (ab76244), p-FAK 861 (ab38458), p-
FAK 925 (ab38512), p-Zyxin (ab78910) e Zyxin (ab58210) foram da Abcam (Cambridge,
MA, USA). O sistema de revelacao usado foi baseado em quimioluminéscencia e realizado
de acordo com orientagcdes do fabricante, ECLTM Western Blot Analysis System
(Amersham Pharmacia Biotech, UK). Em suma, as membranas foram incubadas por 1 hora
com o anticorpo secunddrio, conjugado a HRP (Horseradish peroxidase), lavadas
novamente, e entdo submetidas ao substrado da enzima, resultando em um produto
luminescente, detectado por autoradiografias em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak,

Rochester, NY). Andlises quantitativas da intensidade das bandas de proteinas foram
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determinadas utilizando-se o Scion Image software (ScionCorp, Frederick, MD, USA). A
intensidade de expressdo proteica foi normalizada pela expressdo da actina e a intensidade

da fosforilacao proteica foi normalizada pela expressao da proteina correspondente.

Diferenciacio celular

Células KU812 foram induzidas a diferenciagdo eritroide pelo tratamento com 50
UM hemina (HE) (Sigma; St. Louis, MO, USA) e 100 uM hydroxyurea (HU) (Sigma) por 4
dias e avaliada pela coloracdo com a benzidina e andlise de expressdao de a-globina, [-
globina and y-globina. Células NB4 foram induzidas a diferencia¢do granulocitica pelo
tratamento com 10 ® M de 4cido all-trans retinoico (ATRA) (Roche; Basel, Switzerland)
por 4 dias e avaliado pela analise morfolégica e expressdao de CD11b. Células K562 e HEL
foram induzidas a diferenciacdo de megacaridcito pelo tratamento com 20 nM phorbol-13
myristate-12 acetate (PMA) (Sigma) por 4 dias e avaliada a andlise morfolégica e
expressdao de CD61. Todos os tratamentos foram realizados pelo nosso grupo de pesquisa
como descrito por Machado-Neto e colaboradores [67] e células tratadas e ndo tratadas
foram coletadas para extragdo de RNA e submetidas a andlises de expressdo proteica e
fosforilacdo de VASP e Zyxin. A amostra do Dia 0 ndo recebeu tratamento e as amostras
do Dia 1, Dia 2, Dia 3 e Dia 4 foram tratadas com PMA e coletadas nos respectivos dias. A
avaliacdo da diferenciacdo celular por citometria de fluxo foi realizada através da expressao
de marcadores de superficie celular, os quais os anticorpos foram incubados separadamente
com as células por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. As células foram lavadas
com PBS e ressuspendidas em formaldeido 1%. Dez mil eventos foram adquiridos com um
FACSCalibur (Becton—Dickinson, CA, USA) e analisados através do CellQuest Software

(Becton-Dickinson, San Jose, CA, EUA). A marcacdo nao especifica com o anticorpo IgG
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foi subtraida do percentual de populagdo correspondente positiva. Células K562 inibidas ou
ndo para VASP e Zyxin foram submetidas aos ensaios de diferenciacdo para megacaridcito,

como descrito acima.

Deprivacio de soro

Para ensaios de proliferagc@o, crescimento clonal e apoptose, células inibidas e nao

inibidas foram submetidas a privacdo de soro fetal bovino (SFB) a 0,5% por 12 horas.

Ensaio de proliferacio

Células K562 com e sem inibicdo foram submetidas a este ensaio. Para isso, 5%x10*
c€lulas foram cultivadas por poco em uma placa de 96 pocos em meio RPMI com 10% de
SFB na auséncia ou presenca de diferentes concentra¢des de imatinibe (0,1; 0,5 ou 1 pM)
por 48 horas. Em cada pogo, foi adicionado 10uL de uma solucdo de MTT
(Methylthiazoletetrazolium 5 mg/mL em PBS, Sigma) e incubado a 37°C por 4 horas. Apds
esse periodo, 100 pL de 0,IN HCI em isopropanol foi adicionado aos pogos. O crescimento
celular foi avaliado pela mensuracdo da absorbancia a 570 nm, utilizando um leitor

automdtico de placas. Todas as condi¢des foram testadas em seis replicatas.

Ensaio de crescimento clonal

A formagdo de coldonias foi realizada em meio semissélido de metilcelulose
(0,5x103 células/mL; MethoCult 4230; StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC,

Canada). As colonias foram detectadas apds 8 dias de cultura pela adi¢do de 1 mg/mL de
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reagente  MTT e as contagens foram realizada com o auxilio do Image J quantification
software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Células shControle e
shVASP e shZyxin foram submetidas ao ensaio de formacdo de col6nias na auséncia e

presenca de imatinibe (0,1; 0,5 ou 1 uM). Todas as condi¢des foram testadas em duplicatas.

Avaliacao de apoptose por marcacido com anexina-V e PI

Células shControle e inibidas para as proteinas VASP e Zyxin foram semeadas em
placas de 12 pocos e tratadas com diferentes concentracdes de imatinibe (0,1; 0,5 ou 1 uM)
por 48 horas. As células foram entdo lavadas duas vezes com PBS gelado e ressuspendidas
em tampdo de ligacdo contendo 1 pg/mL de PI e 1 pg/mL de FITC anexina-V (Becton—
Dickinson, CA, USA). Apds incubacdo no escuro durante 15 minutos em temperatura
ambiente, todas as amostras foram analisadas em um FACSCalibur. Dez mil eventos foram

adquiridos para cada amostra.

Imunofluorescéncia

Células K562, HEL e Jurkat foram colocadas sobre laminulas de vidro previamente
tratados com Poli L lisina, lavadas com PBS e fixadas em solugdo de paraformaldeido 4%.
Em seguida, foi realizados o bloqueio e a permeabilizacdo das células com uma solugao
contendo 3% de leite desnatado e 0,6% de triton. Células foram incubadas com os
anticorpos primérios VASP e Zyxin diluidos em solucido 1% de leite desnatado, em camara
umida a 4°C por 18 horas. Apos 3 lavagens com PBS, foi realizada marca¢do com os
anticorpos secundarios com fluorocromos especificos e faloidina para visualizar a actina F

por 1 hora a temperatura ambiente. As laminulas foram novamente lavadas com PBS e
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montadas em laminas utilizando-se o meio de montagem para fluorescéncia (ProLong®
Gold com DAPI, da Molecular Probes). As laminas foram analisadas por escaneamento a
laser em um LSM-510 montado sobre um microscopio Axioplan (Zeiss), utilizando-se a
objetiva de 40x de imersdo em 6leo. Em todos os experimentos foram feitos controles

negativos, somente com anticorpo secunddrio, os quais nio apresentaram fluorescéncia.

Analise Estatistica

Andlise estatistica foi realizada utilizando GraphPad Instat 5 (GraphPad Software,
Inc., San. Diego, CA, USA). A comparacio dos valores da quantidade relativa de expressao
do RNAm de Zyxin e VASP entre as linhagens foi realizada através do teste estatistico de
Mann-Whitney U. A comparagdo entre as amostras diferenciadas foi realizado pelo teste ¢
Student’s. Nos estudos comparando células K562 submetidas ou ndo a inibicdo de VASP e
Zyxin, as comparagdes entre dois grupos ou mais condicdes foram realizadas através dos
testes estatisticos two-way ANOVA com p0s-teste Bonferroni e valor de P < 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo para todos os testes.
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RESULTADOS
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1. Expressao de VASP e Zyxin em linhagens leucémicas

Nao ha dados na literatura relatando a expressao de VASP e Zyxin em diferentes
linhagens hematopoiéticas. Para avaliar a expressdo da VASP e Zyxin foram utilizadas
quinze linhagens de células leucémicas, sendo nove linhagens mieloides (K562, KU812,
NB4, HL60, P39, HEL, U937, KG1 e THP1) e seis linhagens linfoides (Jurkat, MOLT4,
Daudi, Raji, Namalwa e Karpas 422), como descritas na Tabela V. Trés amostras de células

mononucleares de sangue periférico de individuos saudaveis (CMSPIS 1, CMSPIS 2 e

CMSPIS 3) foram utilizadas como controle.

Tabela V. Descri¢do das Linhagens Celulares Leucémicas.

Linhagem Descricao

K562 Leucemia mieloide cronica em crise blastica
KUS812 Leucemia mieloide cronica em crise bléstica
NB4 Leucemia promielocitica aguda

HL60 Leucemia mielocitica aguda

P39 Leucemia mielomonocitica secunddria & mielodispldsia
HEL Leucemia mieloide eritroblastica

U937 Leucemia mieloide histiocitica

KG1 Leucemia mieloide aguda

THP1 Leucemia mieloide monocitica aguda

Jurkat Leucemia Linfoide Aguda T

MOLT4 Leucemia Linfoide Aguda T

Daudi Leucemia Linfoide Aguda B/Linfoma de Burkitt
Raji Leucemia Linfoide Aguda B/Linfoma de Burkitt
Namalwa Leucemia Linfoide Aguda B/Linfoma de Burkitt
Karpas 422  Leucemia Linfoide Aguda B/Linfoma de Burkitt
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Os resultados da expressdao génica de VASP e Zyxin nas diferentes linhagens
hematopoiéticas estdo ilustrados nas Figuras 6A e B, respectivamente. A linhagem HEL foi
utilizada como amostra calibradora para a expressdo génica pois € uma linhagem mieloide e
negativa para BCR-ABL. A expressdao génica de VASP nas diferentes linhagens foi
heterogénea, com tendéncia a menor expressio nas linhagens linfoides (Figura 6A). Para
Zyxin, observou-se nitidamente que nas linhagens linfoides o gene € menos expresso
quando comparado com as linhagens mieloides (P <0,0001; teste de Mann Whitney Figura
6B) e estd de acordo com a literatura que descreve a expressao diminuida de Zyxin em

pacientes LLLA em relacdo a pacientes LMA [34].

Os resultados de expressdo proteica corroboraram com a expressao génica de VASP
e Zyxin (Figura 6C). Interessante foi notar a presenca de duas bandas ou de apenas uma
banda para VASP nas diversas linhagens (Figura 6C). A banda superior é descrita na
literatura como sendo a p-VASP ser157 (50kDa) e a banda inferior € a VASP nao
fosforilada (46kDa) [68]. Observamos que a VASP fosforilada e ndo fosforilada estdo
diferencialmente expressas nas diversas linhagens leucémicas, mostrando que sua atividade
estd modulando de acordo com cada linhagem. Além da andlise da expressdao génica e
proteica, foi observada a localizacdo de VASP e Zyxin por microscopia confocal (Figura
7A), VASP e Zyxin estdo predominantemente localizadas no citoplasma das células
leucémicas estudadas, com diminuicdo da expressao de Zyxin em células linfoides Jurkat

(Figura 7A).
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Figura 6. Expressdo génica de VASP (A) e Zyxin (B) em células hematopoiéticas de individuos
sauddveis, em linhagens leucémicas mieloides e linfoides. O eixo vertical representa a expressao
relativa do RNAm normalizada pelo endégeno HPRT e o eixo horizontal representa as diferentes
linhagens celulares. (C) Expressdo proteica de VASP e Zyxin em células hematopoiéticas de
individuos sauddveis, em linhagens mieloide e linfoide. A amostra calibradora foi a linhagem
celular HEL. Representativo de trés experimentos independentes.
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Figura 7. (A) Imagens de confocal mostram a localizagdo de VASP (verde), Zyxin (branco), Actina
(vermelho) e Dapi (azul) nas células K562, HEL e Jurkat. MERGE representa a sobreposicao de
imagens. Representativo de trés experimentos independentes.

2. Expressao de VASP em pacientes com LMC

Uma vez que alteracdoes na rede de actina estdo relacionadas com a progressao
tumoral e que VASP ser157 tem papel na regulacao de actina, foi investigada a expressao
proteica de VASP e sua fosforilacdo em ser157 em células de medula 6ssea de pacientes
com LMC. Assim, amostras proteicas de células de medula éssea de 29 individuos foram
analisadas, sendo 5 amostras de doadores sauddveis, 5 amostras de pacientes
diagnosticados com LMC, 16 pacientes em remissao responsivos ao tratamento com ITK e
3 pacientes resistentes ao tratamento. Os 16 pacientes responsivos foram divididos em
subgrupos, conforme estabelecido pelo LeukemiaNet [44], sendo 4 com resposta
hematolégica completa (RHC), 2 com resposta citogenética parcial (RCP), 4 com resposta
citogenética completa (RCC), 3 com resposta molecular maior (RMM) e 3 com resposta

molecular completa (RMC). As caracteristicas dos pacientes estdo descritas na Tabela VI.
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Tabela VI. Caracterizacao Clinica dos Pacientes com Leucemia Mieloide Cronica

Sexo
Feminino: 14
Masculino: 10

Média de idade no momento do diagnéstico
55 anos (minimo 33 — maximo 77)

BCR-ABL transcrito
P210 b3a2: 16

P210 b2a2: 7
P210 b3a2/b2a2: 1

Fase do estudo
Fase cronica: 16

Fase acelerada: 8

A resposta ao tratamento no momento do estudo
Resposta hematoldgica (RHC): 4

Resposta citogenética parcial (RCP): 2
Resposta citogenética completa (RCC): 4
Resposta molecular maior (RMM): 3
Resposta molecular completa (RMC): 3
Resistentes: 3

Sem Tratamento
Diagnéstico: 5

Com tratamento

Apenas imatinibe: 1 (mesmo paciente como diagnéstico e apés 3 meses)

Hydroxyurea e imatinibe: 11
Imatinibe e apds outros ITK (dasatinibe, nilotinibe ou bosutinibe): 5

Somente ITK (dasatinibe, nilotinibe ou bosutinibe): 3

A Figura 8A € representativa de parte dos resultados

Interessantemente, células de doadores saudédveis apresentaram expressao de VASP e de p-
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VASP serl57, no entanto, os pacientes LMC ao diagndstico ndo apresentaram a
fosforilagdo na ser157 e foi observada reducio na expressdao de VASP (Figura 8A). Apds o
tratamento com ITK, pacientes em remissao restauraram a fosforilacdo de VASP ser157 e
pacientes resistentes ndo apresentaram fosforilagdo em ser157. Devemos salientar que o
mesmo paciente foi analisado no momento do diagndstico (amostra 6) e apds trés meses de
tratamento com imatinibe (amostra 7), a amostra deste paciente nos permitiu observar
claramente a auséncia de p-VASP serl57 no momento do diagndstico de LMC e, apds
tratamento, quando adquire a resposta citogenética completa (RCC), passa a expressar p-
VASP ser157 (Figura 8A). As amostras 8, 9 e 10 s3o de pacientes com melhor resposta ao
tratamento (RMC) e indicam semelhangas na fosforilagao de VASP ser157 em relacdo aos
doadores saudédveis (Figura 8A). Estes resultados se confirmam nas Figuras 8B e C, onde
os pacientes LMC ao diagndstico ndo apresentam p-VASP serl57, ao contrario dos
doadores sauddveis e pacientes responsivos ao tratamento (Figuras 8B e C). Como a
expressdo da p-Zyxin serl42 foi semelhante entre os doadores saudaveis, diagnostico e
remissao, ela foi utilizada como controle da quantificagdo proteica das amostras (Figuras
8B e C). Nao conseguimos detectar a expressdo de Zyxin total em nenhuma das amostras
analisadas.

Em amostras de medula 6ssea de pacientes LMC ha grande dificuldade de utilizar
os controles enddgenos tradicionais para western blot como Actina ou GAPDH. Desta
maneira, utilizamos aqui a marcagao por Ponceau e a detec¢do de p-Zyxin para demonstrar
a quantidade de proteina em cada pogo. Na literatura estudos com amostras de pacientes
LMC descreveram o uso de coomassie blue como indicador da quantidade proteica [69] e
foi demonstrado que Ponceau e coomassie blue sdo alternativas adequadas utilizadas como

quantificac@o ao invés de Actina [70] [71].
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IB: p-VASP 157
(50kDa)

IB: VASP
(46kDa)

Ponceau

B

Doadores saudaveis (5) Diagnostico (4) RHC (4)
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Figura 8. (A) Anilise por Western blotting da expressdo de p-VASP ser157 e VASP em pacientes
com leucemia mieloide cronica (LMC) ao diagndstico, em remissdo e resistentes a inibidores de
tirosina quinase (ITK). As amostras 6 e 7 sdo do mesmo paciente em diferentes estidgios da doenca:
ao diagnéstico e em remissdo, respectivamente. A marcagdo com ponceau indica a quantidade de
proteina em cada poco. (B) e (C) Western blotting demonstrando a expressdao de p-VASP157 em
pacientes LMC ao diagnéstico e em diferentes subtipos de remissdo. A expressdo de p-Zyxin ndo
variou entre as amostras e indica a quantidade de proteina em cada poco. Na figura, pacientes
responsivos ao tratamento apresentaram remissdo hematoldgica completa (RHC), remissio
citogenética parcial (RCP), remissdo citogenética completa (RCC), remissdo molecular maior
(RMM) e remissdo molecular completa (RMC).
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3. P-VASP ser157 e BCR-ABL

Para analisar o possivel efeito de imatinibe sobre p-VASP serl57, células K562
foram tratadas com 1uM de imatinibe por 3 e 6 horas e foi observado aumento na
fosforilagdo ser157 apds tratamento (Figura 9A). Este resultado estd de acordo com o
aumento de p-VASP serl57 em pacientes LMC em remissdo apds o tratamento com
imatinibe (Figura 8A). Sabendo-se que VASP se associa com ABL e VASP ¢ fosforilada
em tirosina por BCR-ABL, foi investigada a associacdo de VASP e BCR-ABL em células
K562 e os possiveis efeitos do imatinibe nesta interacdo. O tratamento com imatinibe foi
realizado como descrito anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (1). Lisados de células
K562 tratadas e ndo tratadas com 1 pM de imatinibe por 3, 6, 9 e 12 horas foram
imunoprecipitados com anti-VASP e incubados com anti-ABL. Western blot demonstrou a
associacdo de VASP e BCR-ABL (210 kDa) (Figura 9B). Interessantemente, foi observado
que ao longo do tratamento com o imatinibe ha diminui¢do da interagdo da VASP e BCR-
ABL (Figura 9B). Estes resultados em conjunto indicam que o tratamento com imatinibe e

a fosforilagdo de VASP podem modular a associacdo da VASP e BCR-ABL.

A B
Tratamento com imatinibe Tratamento com imatinibe
oh 3h 6h K562 Oh  3h 6h oh 12h 1ge IP:VASP
IB: p-VASP 157 IB: BCR- ABL
S s | (50KDa) . r - e -+ =« (210kDa)
. 8 ad
IB: VASP — S — — 1B: VASP
e B Je— (46kDa) -— —— (46kDa)
IB: Actina
- IR (42KDa)

Figura 9. (A) Western blotting usando o anticorpo anti-p-VASP ser157 e anti-VASP em células
K562 tratadas com imatinibe por 3 e 6 horas. (B) Extrato total de células K562 tratadas com
imatinibe foi submetido a imunoprecipitacdo (IP) com o anticorpo anti-VASP e, em seguida,
analisado por western blotting usando anticorpo anti-ABL e anti-VASP.
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4. Papel de VASP e Zyxin na via BCR-ABL
4.1 Silenciamento de VASP e Zyxin em células K562

Na tentativa de compreender os efeitos da associagdo de VASP com BCR-ABL,
inibimos VASP e Zyxin em células K562 e as proteinas efetoras da via BCR-ABL foram
analisadas. Células K562 foram transduzidas com shRNA mediado por lentivirus especifico
para VASP (shVASP), Zyxin (shZyxin) e sem sequéncia especifica (shControle). Apds a
selecdo por 15 dias, a expressdo dos genes foi determinada por PCRq e Western Blot. A
andlise por PCRq evidenciou reducdo significativa na expressdo génica de VASP (60%)
(Figura 10A) e Zyxin (75%) (Figura 10C) e a anélise por western blot revelou reducio da
expressdo proteica de VASP (81%) (Figura 10B) e Zyxin (99%) (Figura 10D) quando
comparadas com shControle. O silenciamento de VASP e Zyxin em células BCR-ABL

positivas permitiu analisar seus efeitos em estudos funcionais.
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Figura 10. Analise da expressao de VASP por PCRq (A) e western blotting (B) em células K562
transduzidas com lentivirus mediado shRNA controle e lentivirus mediado shRNA VASP . Andlise
da expressdo de Zyxin por PCRq (A) e western blotting (B) em células K562 transduzidas com
lentivirus mediado shRNA controle e lentivirus mediado shRNA Zyxin. Os gréaficos de barras
representam a média+DP e os anticorpos usados para o imunoblotting (IB) s@o indicados.
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4.2 Efeito do silenciamento de VASP e Zyxin na apoptose em células K562

Para investigar os efeitos do silenciamento das proteinas VASP e Zyxin na apoptose
celular, a taxa de apoptose foi avaliada por citometria de fluxo apds incubagdo das células
com anexina-V e PI, as células silenciadas foram submetidas ou ndo ao tratamento com
imatinibe. O tratamento com a droga apresentou dois objetivos: primeiro atuando como
controle positivo da eficiéncia dos métodos, j& que sabidamente o imatinibe induz a
reducdo da proliferacdo celular e aumento da apoptose [66] e, segundo, para aumentar a
sensibilidade das células silenciadas [72]. Conforme esperado, o imatinibe teve efeito dose-
resposta na inducio da apoptose (Figura 11A-D). Células silenciadas para o gene VASP
(Figura 11A e B) e Zyxin (Figura 11C e D) tiveram maior taxa de apoptose quando
comparadas com as células controle ao serem tratadas com 1 uM de imatinib em 48horas
(P <0.05), demonstrando que o silenciamento de VASP e Zyxin tem um efeito adicional ao
tratamento com imatinibe, aumentando a apoptose em células BCR-ABL positivas.

Para o estudo do efeito da inibi¢do das proteinas VASP e Zyxin na ativacdo da via
de apoptose (Figura 11E), células shVASP e células shZyxin foram avaliadas para a
expressdo de proteinas pro e anti-apoptoticas. Os resultados relativos ao estudo dessas
proteinas foram semelhantes entre as células silenciadas para o gene VASP e as células
silenciadas para Zyxin. O nivel de expressao das proteinas anti-apoptoticas BCL-2 e BCL-
XL apresentou reducdo na expressao nas células inibidas para VASP e Zyxin (Figura 11F).
Entretanto, ndo houve alteracdo da fosforilacio da proteina pré-apoptética BAD e da
expressao das proteinas pré-apoptdticas BAX e BAK nas células silenciadas em relagdo as
células controles. A alteracdo das proteinas anti-apoptdticas confirmou os resultados

obtidos referentes aos ensaios funcionais de anexina-V e PL.
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Figura 11. (A e B) e (C e D) Andlise da apoptose por citometria de fluxo em células controle e
inibidas para VASP e Zyxin, respectivamente, incubadas na auséncia ou presenca de imatinibe (0,1;
0,5 e 1uM por 48 horas), utilizando marcacdo com anexina-V e PL. (A) e (C) O quadrante inferior
indica a porcentagem de células apoptdticas. (B) e (D) Os grificos de barras representam a
médiaxDP. Representativo de trés experimentos independentes. Teste Two-Way Anova e pos-teste
Bonferroni. (E) Diagrama simplificado representando a via de sinalizacdo BCR-ABL e proteinas
apoptoticas efetoras. (F) Andlise de Western Blotting de extratos proteicos de células shControle,
shVASP e shZyxin para avaliacdo da expressio de BCL-2, BCL-XL p-BAD, BAX e BAK; as
membranas foram re-incubadas com o anticorpo para deteccdo da proteina total respectiva ou da

actina como controle.
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4.3 Proliferacao celular e crescimento clonal de células com inibicao de VASP e

Zyxin

O efeito do silenciamento de VASP e Zyxin na proliferacdo de células K562 foi
avaliado por MTT apds 48 horas de cultura. Células K562 shControle, shVASP e shZyxin
foram submetidas ou ndo ao tratamento com imatinibe. O experimento demonstrou que
células com inibicio de VASP ndo apresentaram alteracdo na proliferacio quando
comparadas com as células controle, tratadas ou ndo com imatinibe (Figura 12A). Células
inibidas para Zyxin ndo tratadas com o imatinibe ndo tiveram alteracdo na proliferacao
celular quando comparadas com o controle, porém ao serem tratadas com 0,5 e 1uM de
imatinibe, houve reducdo significativa da proliferacao (Figura 12B). Este resultado pode ser
consequéncia do aumento da apoptose e morte celular. O ensaio de formagdo de coldnia foi
utilizado para determinar se o silenciamento de VASP e Zyxin altera o crescimento clonal
de células K562. Células controle e inibidas para os genes respectivos foram cultivadas em
meio de metilcelulose e as colonias foram analisadas apds 8 dias de cultura. O tratamento
com imatinibe também resultou em uma inibi¢do dose-dependente na formacao de coldnias
como esperado, mas ndao houve alteracio do nimero de coldnias nas células shVASP

(Figura 12C) e shZyxin (Figura 12D) comparado com as células shControle.

Quatro vias de sinalizacdo foram descritas na literatura como responsaveis pela
proliferagao/diferenciagdo dentro da via BCR-ABL, via JNK, ERK, STATS5 e P70S6K
(Figura 12E). Nenhuma das proteinas avaliadas nestas vias foram moduladas em células
shVASP e células shZyxin quando comparadas as células shControle, como observado na
Figura 12F. Portanto, os resultados obtidos nos ensaios funcionais, estdo de acordo com os

resultados obtidos pela andlise de expressao das proteinas.
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Figura 12. (A) e (B) Proliferacdo celular analisada por MTT depois de 48 horas de incubagdo de
células shControle ou shVASP e shZyxin, respectivamente, tratadas e ndo tratadas com imatinibe
(0,1;0,50u 1 uM). Os valores normalizados pelas células shControle. Os resultados sdo
apresentados como médiazDP de seis replicatas e é representativo de trés experimentos
independentes. (C) e (D) coldnias vidveis foram detectadas por MTT depois de oito dias de
incubagdo de células shControle ou shVASP e shZyxin, respectivamente, tratadas e ndo tratadas
com imatinibe (0.1; 0.5 or 1 uM) e valores normalizados pelas células shControle ndo tratadas. Os
resultados sdo apresentados como médiatDP e sdo representativos de trés experimentos
independentes. Teste Two-Way Anova e poés-teste Bonferroni. (E) Representacdo da via de
sinalizacdo BCR-ABL para a proliferacio e diferenciacdo celular. (F) Andlise de Western Blotting
de extratos proteicos de células shControle, shVASP e shZyxin para avaliagdo da expressio de p-
JNK, p-ERK, p-STATS e p-70S6K em células K562. As membranas contendo o extrato proteico
foram re-incubadas com o anticorpo total para detec¢do da proteina.
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4.4 Efeito do silenciamento de VASP e Zyxin na adesao celular

Dentre as proteinas de adesdo envolvidas na via de sinalizacdo BCR-ABL (Figura
13A), células shVASP apresentaram diminui¢do na expressdo de p-FAK y925, esta
alteracdo ndo € observada em células shZyxin (Figura 13B). A atividade das proteinas de
adesdo pl30CAS e CRKL ndo foi alterada em células shVASP e shZyxin quando
comparadas com as células shControle (Figura 13B).

Ao imunoprecipitar VASP observamos que VASP interage com FAK, mas
observamos que FAK ndo interage com Zyxin (Figura 13C). Estes resultados sugerem que
a VASP pode regular a adesdo de células hematopoiéticas leucémicas através da atividade
da p-FAK y925. Neste mesmo imunoprecipitado podemos observar que em células K562

VASP nio interage com Zyxin (Figura 13C).
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Figura 13. (A) Representacio das proteinas de adesdo celular da via de sinalizagdo BCR-ABL. (B)
Andlise por western blotting de extrato celular shControle ou shVASP e shZyxin para p-FAK y925,
p-FAK y397, p-FAK y576+577, p-FAK y861, FAK, p-p130 CAS, p130CAS, p-CRKL e CRKL.
(C) Western blotting do imunoprecipitado de VASP e Zyxin e marcagdo com anticorpos anti-VASP,
anti-Zyxin e anti-FAK. Os resultados demonstram interacdo de VASP e FAK e, também, que VASP
ndo interage com Zyxin em células K562.
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4.5 STAT3 e células silenciadas para VASP e Zyxin

Células silenciadas para a VASP apresentaram aumento da fosforilacdo em tirosina
no sitio 705 de STAT3, enquanto que células com inibicio de Zyxin ndo mostraram

alteracdo desta proteina (Figura 14).

shControle shVASP shControle shZyxin

 — IB: p-STAT3
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o oy - IB: STAT3
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Figura 14. Andlise de western blotting de extrato celular shControle ou shVASP e shZyxin
utilizando anticorpos anti-p-STAT3 y705 e anti-STAT3.
5. Expressao génica e proteica de VASP e Zyxin ao longo da diferenciacio celular

Para avaliar o papel de VASP e Zyxin na hematopoiese, foi analisada a expressao de
VASP e Zyxin durante a diferenciacdo eritroide, granulocitica e megacariocitica, usando
modelos de linhagem celular que se diferenciam nestas células. A expressdo génica e
proteica de VASP e Zyxin ndo modularam em células KU812 diferenciadas para eritrocitos
(Figura 15A, B e C). Células NB4 diferenciadas para granuldcito apresentaram aumento da
expressdo genica de VASP e aumento da expressdo proteica de Zyxin (Figura 15D e F).
Células K562 diferenciadas para megacaridcito apresentaram aumento da expressdao génica
(8,7 vezes maior, P = 0,0115 e aumento de 3,6 vezes, P = 0,015, respectivamente) e

proteica de VASP e Zyxin (Figura 15G e H).
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5.1 Expressao de VASP e Zyxin ao longo da diferenciacio megacariocitica

Devido ao aumento significativo da expressdo génica e proteica de VASP e Zyxin na
diferenciacdo para megacaridcitos, foi investigado se a presenca da proteina BCR-ABL
afeta a participacdo de VASP e Zyxin ao longo desta diferencia¢do celular. Para isso,
células K562 (células positivas BCR-ABL) e HEL (células negativas BCR-ABL) foram
diferenciadas para megacaridcitos. O resultado observado foi o aumento da expressao da
proteina VASP e Zyxin ao longo da diferenciacdo megacariocitica nas células K562 e Hel
(Figura 16A e B, respectivamente), bem como o aumento na forma ativa dessas proteinas
(p-VASP serl157 e p-Zyxin ser142). O comportamento proteico indicou que a ativagdo e
expressdao de VASP e Zyxin desempenha papel na diferenciacdo de megacariocitos e que a

presenca de BCR-ABL ndo afeta este processo.

Células K562 Células HEL
Dia 0 Dia1 Dia 2 Dia3 Dia4 Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia3 Dia4
L IB: p-VASP ser157 IB: p-VASP ser157
o eite - - | oo
IB: VASP IB: VASP
o eS| 0 -
- IB: p-Zyxin ser142 - - . IB: p-Zyxin ser142
. . . | (82kDa) (82 kDa)
_.‘.m IB: Zyxin IB: Zyxin
(82 kDa) - (82 kDa)
IB: Actina “. IB: Actina

Figura 16. Anadlise de Western blotting apresentando a expressdo de p-VASP serl57, VASP, p-
Zyxin serl42 e Zyxin durante diferenciagdo megacariocitica de células K562 (A) e HEL (B). Os
dias de inducgdo de diferenciacio e as linhagens celulares estdo indicados na Figura. As membranas
foram re-blotadas com anti-Actina como controle.
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5.2. Efeito do silenciamento de VASP e Zyxin na diferenciacio de

megacariocitos

Para entender a importancia de VASP e Zyxin na regulacdo da diferenciacdo de
megacaridcitos, células shVASP, shZyxin e shControle foram induzidas a diferenciacdo
megacariocitica com tratamento de PMA. Durante o tratamento, as células foram analisadas
de acordo com a porcentagem de células que expressa CD61 (integrina f3) na membrana
celular. Células inibidas para VASP tiveram reduc¢do significativa da populagdo marcada
com CD61 (Figura 17A), ja as células inibidas para Zyxin ndo apresentaram diferenca na
populacdo de células marcada com CD61 em comparacdo as células shControle (Figura
17B). A diminui¢do da expressdao do marcador CD61 em células inibidas demonstrou que a
auséncia da proteina VASP afeta a diferenciacdo megacariocitica.

Como ndo observamos diferenca na porcentagem da populacdo marcada com CD61
nas células shZyxin, decidimos confirmar se as células continuavam com a inibi¢do ao
longo da diferenciacdo megacariocitica. Desta maneira, realizamos a andlise da expressao
génica de células inibidas para Zyxin durante os dias da diferenciacdo e observamos que a

inibicdo se manteve até o ultimo dia (Figura 17C).
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Figura 17. (A) e (B) Porcentagem da populacdo CD61 em células K562 shControle ou shVASP e
shZyxin, respectivamente, durante a diferenciacdo megacariocitica. (C) Andlise da expressdo génica
de Zyxin em células shZyxin ao longo da diferenciacio megacariocitica. Os resultados sdo
apresentados como médiatDP e € representativo de trés experimentos independentes. Teste Two-
Way Anova e pés-teste Bonferroni.
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A proteina ABL desempenha papel chave na regulacdo de diversos processos
celulares, incluindo a organizagdo do citoesqueleto e adesdo celular [73]. A oncoproteina
BCR-ABL presente nos pacientes com LMC também influencia o citoesqueleto e afeta a
adesdo de células leucémicas ao estroma da medula 6ssea [74]. Em Drosoéfila, Abl modula a
dinamica do citoesqueleto através de sua interagdo com Ena [53] e em mamiferos ABL
interage com VASP através do conector Abi e VASP também é substrato de BCR-ABL
[53]. A relacdo entre a atividade oncogénica do BCR-ABL e seu papel na LMC nao é
completamente conhecida, assim, estudamos o papel das proteinas VASP e Zyxin em
pacientes com LMC e na via de sinalizagdo BCR-ABL, além disso, estudamos a expressao
destas proteinas na diferencia¢do hematopoiética.

Sabe-se que a VASP € fosforilada em tirosina por BCR-ABL em células leucémicas
[53], no entanto, a relagdo entre a fosforilacao de VASP em serina 157 e células BCR-ABL
positivas € desconhecida. VASP € um importante regulador da dinamica do citoesqueleto
de actina, as fungdes e interacOoes de VASP com outras proteinas sdo reguladas pela sua
fosforilagdo em serina 157 [11]. Uma vez que a fosforilagdo em serina 157 € essencial para
regular fungdes da VASP na adesdo e migracao [56] [57], estudamos aqui a expressdo de p-
VASP ser157 em células totais de medula 6ssea de pacientes com LMC e observamos que
ndo hd fosforilagcio da VASP ser157 nestes pacientes ao diagndstico. Sabe-se que a
ativacdo de PKA interrompe a interacdo VASP-ABL, bloqueando a ligacao da VASP ao
dominio SH3 do ABL [75]. A inibi¢do da atividade de PKA impede a fosforilagdo da
VASP ser157 e promove a associacdo de VASP a ABL [58]. Estes resultados sugerem que
a auséncia de p-VASP ser157 em pacientes com LMC pode promover a interacao da VASP

com a oncoproteina BCR-ABL.
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Em droséfila, Abl regula a localizacao intracelular de Ena e na auséncia de Abl, Ena
localiza-se na adesdo celular [76]. Abl pode impedir Ena de se ligar a proteinas de adesio
celular ou pode promover a ligacdo de Ena a proteinas que a mantém no citoplasma [76].
Além disso, foi relatado que p-VASP ser157 localiza-se nas adesdes focais e que o estimulo
celular por PKA faz com que VASP va para a adesao focal [56] [57]. Desta maneira, nossos
resultados indicam que a auséncia de p-VASP serl57 em células de pacientes com LMC
promove a interagdo de VASP com BCR-ABL, mantendo, assim, VASP no citoplasma e
prevenindo a localizacdo de VASP na adesdo celular, podendo contribuir para a alterada
adesdo das células leucémicas.

Nossos resultados mostram que os pacientes com LMC tratados com ITK
restauram a expressao de p-VASP ser157. A atividade de p-VASP ser157 foi analisada em
dois estagios diferentes da doenga em um mesmo paciente. No momento do diagndstico,
ndo havia expressdo de p-VASP serl57, mas apds tratamento com imatinibe, 0 mesmo
paciente passa a expressar p-VASP serl57. Interessantemente, pacientes em remissao que
fizeram tratamento com outros ITK como dasatinibe, nilotinibe, bosutinibe apresentaram,
também, p-VASP serl57. J4 foi descrito que ITK aumentam a atividade de PKA, tendo
sido até sugerido o aumento de PKA como alvo terapéutico para LMC [77]. Apds o
tratamento com ITK, a atividade de PKA deve aumentar em pacientes responsivos,
fosforilando, entdo, VASP em serina 157. De acordo com esta ideia, observamos o aumento
na expressdo de p-VASP ser157 em células K562 tratadas com imatinibe. Nossa hip6tese
seria que, em pacientes responsivos ao tratamento com ITK, a presenca de p-VASP ser157
passa a impedir a interagdo de VASP com BCR-ABL, translocando VASP para os sitios de
adesdo celular, restaurando, assim, a adesdo das células leucémicas. Interessante que

alteracdo na via de sinalizacdo de PKA ja foi descrita em diferentes tumores [78]. Os
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pacientes com LMC resistentes a ITK ndo apresentam p-VASP ser157, reforcando a idéia
do papel da p-VASP ser157 na patogénese da LMC e no tratamento com ITK. Nossa

hipétese estd ilustrada na Figura 18.

A - VASP e LMC B - VASP e LMC
Afeta aadesdodecélulacom LMC

C- VASP e LMC D - VASP e LMC
Ajudando na adesdo celular

Figura 18. (A) Em células BCR-ABL positivas, VASP nio fosforilada esta associada ao BCR-ABL
e nao participa da adesdo celular. (B). O tratamento com inibidores de tirosina quinase (ITK) resulta
em aumento de PKA e consequente fosforilacdo de VASP em ser157. (C) Essa fosforilagdo induz a
dissociagdo da VASP do complexo BCR-ABL. (D) Sem estar ligada ao ABL, VASP vai atuar na
adesdo celular.

Para uma melhor compreensdo da via de sinalizacdo BCR-ABL e os efeitos da
interacdo da VASP e BCR-ABL, inibimos a expressdao de VASP e Zyxin em células K562.

O silenciamento de VASP e Zyxin diminuiu a expressdo das proteinas anti-apoptéticas
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BCL-2 e BCL-XL. Assim, propomos um novo papel das proteinas VASP e Zyxin na
regulacdo da apoptose, além do papel destas proteinas na adesdo celular.

Na literatura, nao ha informagdes sobre o papel de VASP na apoptose; entretanto,
ha controvérsias sobre o papel da Zyxin como proteina reguladora da apoptose [79] [80].
Sabe-se que uma das estratégias para o tratamento de cancer é fazer uso de quimioterdpicos
que induzam a eliminagdo completa de células tumorais ao estimular a apoptose celular.
STAT-3 induz a expressdo de genes anti-apoptéticos BCL-2 e BCL-XL [81] [82] [60]. A
ativacdo de STAT-3 contribui para a sobrevivéncia de células leucémicas mesmo com a
completa inibicdo de BCR-ABL, esta ativacio de STAT-3 estd relacionada com a
resisténcia de pacientes LMC a ITK [60]. Demonstramos que células inibidas para VASP
apresentam aumento de p-STAT3 tyr705, indicando uma possivel participacio de VASP
nesta via em pacientes com LMC. A compreensio dos mecanismos que levam a
sobrevivéncia de células leucémicas apds tratamento com ITK € importante para obtencao
de novas estratégias terapéuticas para pacientes resistentes.

No6s demonstramos que a VASP interage e seu silenciamento diminuiu a
fosforilagdo da FAK, apontando um possivel papel da VASP na hematopoiese ao controlar
através de FAK a migracdo e adesdo de células leucémicas em pacientes com LMC. Na
progressdao da doenca, as células leucémicas infiltram o figado, rim e baco, em
consequéncia da alterada adesdo de células leucémicas ao estroma da medula éssea [74].
Além disso, a FAK tem também sido apontada como proteina anti-apoptética [83]. Assim,
o papel funcional de VASP em regular a atividade da FAK pode estar envolvido com a
adesdo e a apoptose de células BCR-ABL positivas. Nossos resultados demostram que
VASP interage com FAK, mas que VASP nao se associa com Zyxin em células K562. A

auséncia de interacdo entre VASP e Zyxin em células K562 foi descrita recentemente por
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Maruoka e colaboradores [55], eles demonstraram que VASP ¢€ fosforilada no sitio 39 de
tirosina pelo BCR-ABL e que esta fosforilacdo resulta na auséncia de intera¢do entre o
dominio EVH1 da VASP e a regido rica em prolina da Zyxin.

Para descrever a participacdo da VASP e Zyxin na diferenciacio hematopoiética,
estudamos a expressdo de VASP e Zyxin em modelos de linhagens celulares. Em pacientes
com LMC, o processo de diferenciacdo hematopoiética é afetado na crise blastica [84]. O
aumento da expressio e atividade de VASP e Zyxin durante a diferencia¢do
megacariocitica sugere uma importante funcdo dessas proteinas durante esta diferenciacdo.
Utilizando o marcador CD61, demonstramos que a deplecdo de VASP reduz a
diferenciacdo celular. Foi descrito na literatura que camundongos nocautes para a VASP
apresentam hiperplasia de megacaridcitos na medula 6ssea [85], mesmo tipo de alteragdo
encontrada em pacientes com LMC [86]. De acordo com nossos resultados, um recente
estudo descreveu que a diferenciacdo de megacaridcitos € acompanhada de aumento nos
niveis de AMPc, PKA, VASP e p-VASP serl57 e 239 [87]. Esses resultados, juntamente
com 0s nossos, indicam a participacdo de p-VASP ser157 na maturagdo de megacaridcitos
e que a auséncia de p-VASP ser157 em pacientes com LMC pode afetar a diferenciacao de
megacariocitos na LMC.

Nossos resultados indicam um possivel envolvimento de p-VASP serl57 na
patogénese da LMC e no tratamento com ITK. A falta de p-VASP ser157 em células da
medula dssea de pacientes com LMC pode ser consequéncia de uma desregulacio da via de
sinalizacdo de PKA nestes pacientes. Nossos resultados estdo de acordo com a ideia de que
p-VASP serl57 ndo se associa a ABL e localiza-se nas jung¢des aderentes, enquanto a
VASP nio fosforilada em ser157 associa-se ao BCR-ABL e pode contribuir para a alterada

adesdo das células leucé€micas a células do estroma, contribuindo para a migrac¢ao e invasao
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dessas células. Além disso, VASP regula a apoptose e a diferenciagcdo megacariocitica,

indicando papel importante da VASP na hematopoiese leucémica.
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O conjunto de resultados apresentados neste trabalho permite as seguintes

conclusoes:

1. VASP e Zyxin sdo expressas nas linhagens leucémicas, sendo que Zyxin € mais
expressa nas linhagens mieloides que linfoides

2. VASP esté diferencialmente ativa em pacientes LMC, afetando, provavelmente, a
diferenciacdo e a adesdo destas células. A diferenca na expressdo de p-VASP serl157
nos pacientes em diferentes estdgios da LMC indica a participacdo desta proteina na
patologia da doenca.

3. VASP e Zyxin participam da via BCR-ABL modulando proteinas relacionadas com
apoptose.

4. VASP interage com FAK e afeta sua atividade.

5. VASP afeta a atividade de STAT3, estando, provavelmente, envolvida na
sobrevivéncia das células leucémicas.

6. VASP e Zyxin estdo envolvidas na diferenciacdo de células hematopoiéticas,

principalmente na diferenciacdo megacariocitica.
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PARECER PROJETO: N® 114/2005
LIDENTIFICACAD:

PROJETO:  “INVESTIGACAO FUNCIONAL E CARACTERIZACAO DO
ENVOLVIMENTO DE NOVOS GENES ALVO E NOVAS TERAPEUTICAS NAS
SINDROMES MIELODISPLASICAS E EM LINHAGENS LEUCEMICAS™
PESOQUISADOR RESPONSAVEL. Sara Terezinha (lalla Snnd

INSTITUIC AQ: Centro de Hematologin & Hemoterapia - UNICAMF

APRESENTAL ACH A0 CEP: 05v05/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 24/05/06

11 - OBJETIVOS

0 projete visn a investigagie funcienal de novos geies alve & novas TETApEOticaS nas
mielodisplasins. Fm vista de nfio haver modelos de células ou animais com miclodisplasias, para
cumprimento de alguns objetives serlo utilizados linhagens leucémicas, Analisar a regulagio da
expressio dos genes ARHGAPLD, MASK em linhagens leacémicas submetidas a diferentes
agentes ferapéutices culiivadas em suspensdo. Anplisar & expressio diferencipl dos gemes
ARFHGAP10 ¢ MASK em células de pacientes com SMDs cultvadas em suspensdo e um
ambiente de células estromais submetidas a diferentes terapias anti-umomis. Huperkpressar
MASK ¢ ARHGAPLO em células hemetopoéticas ¢ verificar o perfil de expressio génica por
microamay. Induzir Res e verificar a expressio de MASK, ARHEGAP1O, formim, APAF e
FLIP. Verificar a expressio das isofarmas de APAF ¢ FLIP em células de medula gssea de
pacientes com mielodisplasias e comelacionar com subgrpe e PS5 Verificar a expressiio de
fiormita em células linfndes de pacientes com SMD e comelacionar com padrio de celulanidade
da medula dssen, grau de anemia, subgrupo de SMD & PSS, Yerificar o expressdo de WT1 =
PRAME ¢ comclacionar cem subampe de SMD ¢ IPSS, Verificar o crescimento de colénias 2
partir de célulss precursoras de medufa ossea de pacientes com SMD, em culturas de longs
durag@o, submesidas a tritamento com difesentes drogas. Verificar 2 expressdio de citocinas ¢
moléculas de adesio em celulas aderente da cultura de longa dursgdo. Veaficar o pedil de
expressio ghnica de célules CD34 + de pacientes co ST utilizando comjunin de genes
conhecidos & ranscritos humanos novos, imohilizades em liminas de microarmays. Verificar a
capacidade da célula dendritica de SMD, derivada de célula mononuclesr, induzif
imuncgenicidnde guando transformada com mBENA de WT1. Inveshigar mutaghes nos geass
PTPNLL. AML-1, FLT3 & GATA-1 & verificara se estas mutapdes se relscionam com subgrupo
de SMD, TPSS, progressio pam lescemia.
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111 - SUMARIO

Parn esse esudo paticipardo, oo minimo, 34 pacentes, 23 mulheres, 11 homens. com
idade enire 18 & 89 anos; sendo que pacientes novos admitidos no servigo serio convidados a
participar, $erfio incluidos no estudo os pacientes com diagnéstics de Sindrome Mielodisplasica,
acompanhados no Ambulatario d¢ Hematologia 4o Hemocentre da Unicamp par pelo menas b
meses. o diagndstico serd feito com base em critérios clinicos e marfoldwces, wilizados no
servigo ha pelo menas 15 anos, com exclusio de ceusas como canéneias vitaminicas, doengas
inflamatdrios, infeccicdas, hepaficas, rendis, enddcrinas ¢ outrs neopiasias. Os poaenies e
controles que aceitarem voluniatiamente em participar do estudo serlo submetidos a coleta de
Sml de medula dssen para extragio de mRNA; cilometriade fluxe pars sndlise de PRAME,
formnina em beucocitos e células dendriticas; cultivi de células estromeds (apenas em pacientes
com idade acima de &5 anos), tratamento i v de células em suspensio com agentes
terapéuticos (apenas pacienies com idade acima de 65 amos), TEEMEnt fr witne COM agentcs
terapéuticos em ambiente de células estromais {apenas pacientes com idade acima de &5 anos),
exiragio de INA pars investigagio das mulagiies

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

E um projete bem claborado, condizente com as nommns do CEP e do CONEP. Aprescita
bibliografia atualizada; o orgaments tem como fonte financiadors a FAPESP, no valor de B3
150 000,00, Apds medificagbes o TOLE Seeu adequndo

V- PARECER IM) CEF

0 Comité de Etica em Pesquisa di Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apis
acatar o5 parcceres dos membros-relatores previamente designados para o presente cash @
sendendo todos o8 dispositivos das Resolug@es 196/%6 ¢ complementares, bem como tes
aprovade o Terma da Consenfimento Livre ¢ Esclarecido, assim como todos 08 anevos incluidas
ni Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocole de Pesquisa supracitade

1 comtendo e s conclusbes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusva do
CEFCMUNIC AMP & n@o representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinns nem
A comprometen

VI = INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se  panticipar ou de retirar seu
consentimento em gualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma ¢ sem prejuizo ao sen
cuidade (Res. CNS 196/96 — Tem IV 1 f) ¢ deve receber uma copia do Terma de Consentimento
| jvre @ Esclarecido, na inteigra, por ele assinado (e TV.2d).

Pesquisador deve desenvolver & pesquisa conforme delineada ne protecolo aprovado &
descontinuar o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pefo CEF que o
aprovou (Res CNS Tem 111 z), exceto quando perceber nsco ou dano no prevists ad sujeito
participante ow guands constatar 8 superondade do regime oferecide a um dos grupos de
pesguizs (em V.30

0 CEP deve serinformado de todes os efeitos adversos ou fatos relevantes que alerem &
curen nomial do estudo (Res. CNS Tem W 4) E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocomido (mesmo que tenba sido em outro
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centro) e enviar nofificac#o so CEP ¢ 4 Agéneia Macional de Vigilincia Sanitira — ANVISSA -
Junio com se posiclonamento

Fventusis madificactes ou emendas a0 protocolo devem ser apresentadns ao CEP. de
formn clam e sucints, ddentificando a pane do promocolo & ser modificada € suas justficativas,
Em caso de projeta do Grupo [ow Il apresentados anteriormente & ANVESA, 0 pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesms junto com o parecer aprovattdo do CEP, pam
serem juntadas ao profocele inicizl (Res, 231097, Tiem T2 =)

Relatorios parciais & Bnal devem ser apresentados ao CEP. de agordo com o2 prazos
estabelecidos na Resclugiio CNE-MS 196/94.

VII - DATA DA REUNTAD

Homologedo na % Reunifo Ordinana 4o CERFCM, em 24 de maio de 2005,

iy

L R
Frofa. Dra. €armen Eﬂr Bertuzo
PRESIDENTE DO COMITE DE A EM PESOLISA
FCM ¢ UNICAMP
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ANEXO II

Resumo Projeto Tematico - processo n® 03751681-1

Titule: “Investigagao funcional e caracterizagdo do envolvimento de novos
genes alve e novas terapeuticas nas sindromes mielodisplasicas e em linhagens
leucemicas”

As sindromes mislodisplasicas (SDMs) constituern um grupo heterogéneo de
desordens hematoocieticas, que exibem hematopoiese ineficaz. Pouco se sabe a respeio
da patogéness das SMDs e dos processos que medeiam a sua freglents 1mn5f-::rrnag.a|:|
&m leucemias. MNos Otimes anos tem se tomado evidente gue alteracies Na COMposican
&'ou funcdo do microambiente celular podem ser implcadas na pr:rgrEisa-: de diversas
desordens hematologicas. particularmente em SMDs. Novas terapias tém sido propostas
a partir das caracteristicas bll:-ll:-; cas deste fipo de tumar, porem os eventos moleculares
responsaveis pela manutengao ou propagacic da  populagde conal  andmala
permanecem ainda desconhecidos, sendo que muitas vezes 05 agentes terapéuticos
utifzados n3o sdo alvo-especifico. Sendo assim, a caracterizagao de alvos moleculares
mportantes para os processos de diferenciacdo e progressac tumoral migldide p-:-:lem
fornecer mformagdes que podem contribuir para a geracac de novas drogas com maior e
mehor E‘SFIE..JFGIdEdE de agdo. A partir do F'ru::et-:-mGF enoma Humano, dversos genss
novos tém sido identificados, muitos deles mreaerﬂand-:- grande potencial para alvos
teraputicos. A proposta deste projeto € a caracterzacdo da regulagdo da expressio de
nowos genes, especificamente; ARHGAP21, MASK e Formina, assim como de oufras
proteings, nas melodisplasias, frente a diferentes fratamentos, visando investigar
miecanismos moleculares destz tipo de tumor e o deservolimento de novas estralégias
para terapia ant-tumeral. Em wvista de nac haver modslos de células cu animas com
melodisplasia, para cumprimento de alguns objetivos utfizaremos Inhagens leucémicas
como modelos. Alem dsso mutacdes ser3c pesguisadas em genes que podem se
associar com evolugdo para leucemia como PTPNTT, FLT2, AML-1. GATA-1 .

PALAVRAS- CHAVES: meodisplasia, MASK, ARHGAP 21, Formina, esfroma |
APBFA
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ANEXO III -Artigo

Absence of phospho-VASP ser157 in chronic myeloid leukemia patients and VASP
involvement in BCR-ABL pathway
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Abstract

Vasodilator-stimulated ~ phosphoprotein modulates anti-apoptotics proteins BCL-2 and
(VASP) is an actin regulatory protein that controls BCL-XL. VASP depletion in K562 cells decreases
cellular  adhesion and  motility. PKA FAKy925 activity. Levels of VASP and phospho-
phosphorylates VASP at serine 157 regulating VASP serl57 increases during megakaryocyte
VASP cellular functions. VASP interacts with differentiation and VASP inhibition affects this
ABL and is a substrate of BCR-ABL oncoprotein. differentiation. We identify here a possible
The presence BCR-ABL protein  drives involvement of phospho-VASP ser157 in CML
oncogenesis in patients with chronic myeloid pathogenesis, the lack of phospho-VASP serl57
leukemia (CML) due to a constitutive activation in CML cells may promote VASP/BCR-ABL
of tyrosine kinase activity. The function of interaction which could affect cellular adhesion of
phospho-VASP ser157 in CML and the role of leukemic cells. Since VASP regulates anti-
VASP in BCR-ABL pathway remain unknown. apoptotic proteins and megakaryocyte formation;
We described here an absence of phospho-VASP the lack of phospho-VASP serl57 in CML
ser157 in CML bone marrow cells, in contrast to patients may be implicated with the aberrant
healthy donors. Imatinib responsive patients megakaryocite differentiation found in CML.
restore phospho-VASP serl157 expression and the VASP serl57 activity appears as a new target in
resistant patients do not present this activated CML pathogenesis and therapeutic monitoring
protein. In K562 cells we observed that VASP tool.
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