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RESUMO 

 

 VASP (Vasodilator-stimulated phosphoprotein) e Zyxin são proteínas reguladoras 

de actina que controlam a adesão célula-célula. Zyxin dirige a montagem da actina através 

da interação e recrutamento da VASP a sítios específicos da adesão. A fosforilação da 

VASP ou da Zyxin altera suas atividades nas junções aderentes. PKA fosforila VASP em 

serina 157, regulando, assim, importantes funções celulares de VASP. VASP interage com 

ABL e é substrato da oncoproteína BCR-ABL. A presença da proteína BCR-ABL promove 

a oncogênese em pacientes com leucemia mieloide crônica (LMC) devido à ativação 

constitutiva da atividade tirosina quinase. Apesar de já descrita alteração da expressão de 

VASP e Zyxin em diferentes tumores epiteliais, o papel de VASP e Zyxin na LMC, na via 

de sinalização BCR-ABL e a participação destas proteínas na hematopoiese são 

desconhecidos. Desta maneira, demonstramos aqui ausência de p-VASP ser157 em células 

de medula óssea de pacientes com LMC, em contraste com a presença de p-VASP ser157 

em doadores saudáveis. Pacientes com LMC em remissão, responsivos a inibidores de 

tirosina quinase, apresentam p-VASP ser157, enquanto os pacientes resistentes não 

expressam p-VASP ser157. Utilizando células K562 inibidas para VASP ou Zyxin, 

observamos que VASP e Zyxin modulam as proteínas anti-apoptóticas BCL-2 e BCL-XL 

da via de sinalização do BCR-ABL. Em adição, células K562 silenciadas para a VASP 

apresentam diminuição na atividade de FAK y925 e demonstramos que VASP interage com 

FAK. A expressão de VASP e Zyxin e de suas formas ativas aumenta durante a 

diferenciação megacariocítica e a inibição de VASP implica em diminuição na expressão 

do marcador CD61. Identificamos no presente estudo a participação de VASP e Zyxin  na  

via  do BCR-ABL,  regulando  a expressão de proteínas efetoras anti-apoptóticas e, 



 xiv 

também, na diferenciação megacariocítica. Desta maneira, a expressão alterada da atividade 

de VASP nos pacientes com LMC pode contribuir para a patogênese da doença, seja 

afetando a diferenciação celular ou a adesão das células leucêmicas. 
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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 ser157 in CML 

bone marrow cells, in contrast to p-VASP ser157 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 é constituído por uma complexa rede de filamentos proteicos 

que se prolongam pelo citoplasma em todas as células eucarióticas, compreendendo os 

filamentos de actina, filamentos intermediários e microtúbulos. A principal proteína do 

citoesqueleto, na maioria das células, é a actina (quando polimerizada forma os filamentos 

de actina). As proteínas do citoesqueleto celular exercem as mais variadas funções como 

mobilidade, adesão, manutenção do formato celular [1], transporte de vesículas, divisão do 

ciclo celular e controle nos sinais de diferenciação [2]. Uma série de doenças oncológicas 

tem sido relacionada a alterações em proteínas citoesqueléticas. 

 

VASP- Vasodilator-stimulated phosphoprotein  

VASP é uma proteína reguladora de actina que se localiza nas junções celulares, faz 

parte da família Ena/VASP e regula a adesão célula-célula [3]. Os membros da família 

Ena/VASP contêm estruturas conservadas como o domínio EVH1 na região N-terminal 

(amino-terminal), a região central rica em prolina e o domínio EVH2 na região C-terminal 

(carboxi-terminal) [4] [5]. A representação da proteína VASP está ilustrada na Figura 1. 

EVH1 Região prolina
G

F

EVH2

 

380aa – 46kDa 

Figura 1. Representação da proteína VASP e de seus domínios. VASP apresenta domínio EVH1, 
região central rica em prolina e domínio EVH2. 
 
 
 

O domínio EVH1 se associa a outras proteínas que contém sequências específicas 

ricas em prolina (FPPPP) e direcionam as proteínas Ena/VASP para as adesões focais. A 
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região central da proteína com o domínio rico em prolina liga-se a domínios SH3 e WW de 

outras proteínas [4] [5]. O domínio EVH2 das proteínas Ena/VASP controlam a 

polimerização dos filamentos de actina G e F através de uma estrutura tetrâmera [6]. 

Regiões ricas em prolina normalmente aparecem em proteínas envolvidas na montagem e 

desmontagem de actina, principalmente em situações onde o citoesqueleto sofre mudanças 

rápidas como em locais de adesão celular [7], proliferação e diferenciação [3] [6] [7]. 

VASP está associada à formação da actina filamentosa e desempenha papel na 

adesão celular e mobilidade, VASP está envolvida nas vias de sinalização intracelular que 

regulam interações entre integrinas e matriz extracelular [8] e participa, também, de 

processos de ativação e agregação de plaquetas [9]. VASP contém três sítios de 

fosforilação: ser-157, ser-239 e thr-278. Proteína quinase dependente de AMPc (PKA) e 

proteína quinase dependente de GMPc (PKG) estão envolvidas na fosforilação da VASP 

[10] [11]. Foi observado que a fosforilação da VASP gera mudança em sua estrutura 

molecular, regulando a interação com actina e alterando sua atividade na adesão celular 

[11].  

 

Zyxin 

Zyxin é uma proteína que se concentra nas adesões focais e ao longo do 

citoesqueleto de actina [12]. Zyxin tem um domínio N-terminal rico em prolina e três 

domínios LIM na sua metade C-terminal. O domínio rico em prolina pode interagir com 

domínios SH3 de proteínas envolvidas nas vias de transdução de sinal, enquanto os 

domínios LIM provavelmente estão envolvidos em interação proteína-proteína [13]. 

Representação da proteína Zyxin está ilustrada na Figura 2. 
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Domínios LIM
Região 

prolina

 

572aa – 82kDa 

Figura 2. Representação da proteína Zyxin e de seus domínios. Zyxin apresenta domínio rico em 
prolina próximo à região amino-terminal e três domínios LIM próximos à região carboxi-terminal. 

 

Zyxin pode funcionar como um mensageiro da via de transdução de sinal que 

medeia alterações na expressão gênica estimuladas pela adesão e pode modular a 

organização do citoesqueleto de feixes de actina [14]. Zyxin dirige a montagem da actina 

através do recrutamento de VASP a sítios específicos de adesão, o domínio EVH1 da 

VASP interage com a região rica em prolina da Zyxin ou através do domínio LIM [15] 

[16]. Proteínas contendo região rica em prolina, tal como Zyxin, são necessárias para a 

localização de VASP nos contatos célula-célula [15] [17]. Assim, Zyxin provavelmente 

altera adesão celular se ligando a VASP.  

VASP e Zyxin atuam como um complexo de proteínas envolvido na transdução de 

sinal para a polimerização da actina, no controle de divisão celular e formação e 

manutenção das junções aderentes [18] [19].  Zyxin pode ser fosforilada em ser142 e essa 

fosforilação pode resultar em alterações da atividade de Zyxin nos contatos célula-célula 

[20]. A interação de Zyxin com a VASP pode, também, bloquear a atividade e a 

fosforilação de VASP [11]. 

Zyxin é expressa em altos níveis em tecidos mecano-sensíveis como bexiga, pulmão 

e vascular, indicando que Zyxin desempenha um papel fundamental na resposta ao estresse 

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

Uma série de pesquisas tem se concentrado na expressão de genes envolvidos no 

câncer, que é a causa mais frequente de morbidade e mortalidade populacional. Quando o 

câncer invade o tecido ou gera a metástase, várias etapas estão envolvidas, como a 

dissociação do tumor primário no estroma circundante e sua invasão para o sistema 

vascular [22]. Durante essas etapas, o carcinoma invasivo adquire caráter migratório 

associado à alteração da expressão de vários genes, os quais, inclusive, regulam a 

polimerização da actina [23] [24]. Portanto, é fundamental a compreensão da expressão dos 

genes que regulam a polimerização de actina na migração celular. 

Pesquisar os mecanismos moleculares relativos à remodelação da actina é 

necessário para compreender como as células regulam a adesão, migração e invasão, desta 

maneira, as proteínas associadas à actina foram estudadas mais detalhadamente nos últimos 

anos [25]. As proteínas de adesão têm importante participação na manutenção da 

integridade tecidual, proliferação e diferenciação, assim, a perda da sua função possibilita o 

desenvolvimento tumoral, com frequência células tumorais têm um comportamento 

alterado na expressão das proteínas de adesão [26]. 

Alterações no citoesqueleto de actina podem causar transformação maligna do 

tecido e progressão tumoral [27]. Estudos demonstraram aumento da expressão da VASP 

em câncer de pulmão [28] e câncer de mama [29]. VASP é pouco expressa em linhagens de 

células de câncer de mama com morfologia epitelial pouco invasiva, no entanto, está super 

expressa em células altamente invasivas, indicando um possível papel de VASP na 

progressão tumoral em neoplasias malignas [29]. 

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

fosforilada (p-VASP ser157) em células de câncer de estômago durante a mitose. A 
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localização de p-VASP muda de acordo com os diferentes estágios do ciclo celular. Na 

intérfase p-VASP foi detectada no citoplasma, já no estágio da prófase à telófase, a p-

VASP foi localizada sobre o fuso mitótico, o que sugere sua participação na divisão celular. 

A perda da função das proteínas de adesão celular interrompe a regulação do ciclo celular 

normal, possivelmente levando ao desenvolvimento tumoral. 

Em tecido carcinogênico de bexiga, Zyxin apresentou expressão reduzida em tumor 

invasivo em relação ao tumor superficial, indicando potencial função supressora na 

progressão do tumor; essa expressão reduzida pode estar relacionada com aumento da 

diferenciação e mobilidade celular [31]. Entretanto, Zyxin está mais expressa em carcinoma 

hepatocelular [32] e melanoma [33]. Os autores sugerem que Zyxin aumenta a migracão e 

invasão celular em carcinoma hepatocelular através de sua ação 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 diminuição na expressão de Zyxin 

nas amostras dos pacientes com LLA quando comparada às amostras de pacientes com 

LMA. Os autores identificaram que Zyxin apresentava o mais significante traço para 

classificação e recomendaram futuras investigações do papel de Zyxin em leucemia.  

Desta maneira, tem sido demonstrado que alterações da expressão das proteínas 

VASP e Zyxin podem estar relacionadas com o crescimento de células tumorais e de sua 

progressão maligna. Entretanto, ainda é desconhecida a participação e expressão de VASP 

e Zyxin na hematopoiese e em desordens hematológicas. 
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Leucemia Mieloide Crônica 

 Leucemia mieloide crônica (LMC) é uma desordem hematológica resultante de uma 

neoplasia mieloproliferativa clonal da célula-tronco da medula óssea.  É caracterizada por 

aberração citogenética ocasionada por translocação 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 proteína de fusão BCR-ABL (breakpoint cluster 

region-abelson). O ponto de quebra no gene BCR mais comum na LMC e o produto da 

fusão resultam em uma proteína de 210 kDa [35] [36]. A confirmação do diagnóstico de 

pacientes com LMC é obtido pela identificação do cromossomo Ph e/ou pela presença da 

proteína BCR-ABL em sangue periférico ou em medula óssea [35]. 

 A proteína ABL possui domínio capaz de adicionar grupos fosfatos aos resíduos de 

tirosina, o produto da fusão BCR-ABL possui atividade tirosina quinase constitutivamente 

ativa [35]. Esforços significativos estão sendo realizados para a compreensão dos 

mecanismos moleculares da ação do BCR-ABL através da identificação das vias de 

sinalização que são afetadas pela sua atividade tirosina quinase. Inúmeros substratos e 

ligantes de BCR-ABL têm sido identificados e os esforços atuais estão dirigidos para a 

investigação dos defeitos patológicos específicos que caracterizam a LMC [37].  

 A proteína BCR-ABL ativa uma cascata de proteínas que aceleram a divisão celular, 

inibem a apotose e a reparação do DNA celular, causando instabilidade genômica ao 

aumentar a mutagenicidade; sendo estes, provavelmente, os responsáveis pela progressão 

da doença [38]. Além disso, a proteína BCR-ABL interage com proteínas do citoesqueleto 

e as fosforilam, promovendo aumento da mobilidade, redução da adesão celular e 

prejudicando a transmissão de sinais regulatórios pelo citoesqueleto [39]. De maneira 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Transloca%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cromossoma_22_(humano)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cromossomo_Filad%C3%A9lfia
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para a fase acelerada e crise blástica está associada ao aumento da invasão de células 

imaturas que podem estar localizadas em tecidos não hematopoiéticos [42]. Os critérios 

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

 

Tabela I. Critérios Diagnósticos da Fase Acelerada da Leucemia Mieloide Crônica. 

 

Persistência ou aumento da leucometria > 10.000/µL e/ou esplenomegalia persistente ou 

aumentada não responsiva a terapia 

Trombose persistente >1.000.000/µL, não responsiva a tratamento 

Trombocitopenia persistente, ˂100.000/µL, não relacionada à terapia 

Evolução citogenética clonal (aparecimento de anomalias cromossômicas adicionadas ao 

cromossomo Philadélphia) 

Basófilos ≥ 20% no sangue periférico 

Presença de 10% a 19% de blastos no sangue periférico ou na medula óssea 

 

 

Tabela II. Critérios Diagnósticos da Crise Blástica da Leucemia Mieloide Crônica. 

 

Contagem de Blastos ≥ 20% no sangue periférico ou na medula óssea 

Presença de infiltrados extramedulares (sarcoma mieloide, denominado também de sarcoma 

granulocítico ou cloroma) 

 

 Pacientes responsivos ao tratamento são considerados pacientes em remissão e sua 

resposta é avaliada por diversos critérios indicados na Tabela III. A resposta hematológica 

completa constitui o desaparecimento dos sintomas, da esplenomegalia e a normalização do 

hemograma. A resposta citogenética é estabelecida conforme a porcentagem de células Ph 

residuais na medula óssea. A resposta molecular é estabelecida de acordo com a 

quantificação 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 

Crônica. 

 

Hematológica 

Completa (RHC) Normalização do sangue periférico com leucometria ˂10.000/µL; 

plaquetas ˂ 450.000/µL 

 Ausência de células imaturas, mielócitos, promielócitos ou blastos no 

sangue periférico 

 Ausência de sinais e sintomas da doença com desaparecimento do baço 

palpável 

Citogenética 

Completa (RCC) Ausência de Ph 

Parcial (RCP) 1 a 35% de metáfases com Ph 

Menor (RCM) 36% a 65% de metáfases com Ph 

Mínima (RCm) 66% a 95% de metáfases com Ph 

Nenhuma  > 95% de metáfases com Ph 

Molecular 

Completa (RMC) Ausência de transcritos BCR-ABL 

Maior (RMM) Redução 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 alogênico de células 

hematopoiéticas [45]. Com o aumento do conhecimento da natureza da proteína BCR-ABL, 

medicamentos têm sido desenvolvidos com especificidade inibidora da tirosina quinase 

(ITK) da proteína BCR-ABL [46]. Assim surgiu uma nova classe de medicamento com 

ação ITK, o mesilato de Imatinibe (Gleevec/Glivec, STI571, Novartis, Basel, Suíça), que 

mudou completamente a abordagem terapêutica dessa doença e tornou-se a primeira opção 

terapêutica para pacientes em fase crônica da LMC [46]. Mesilato de Imatinibe induz à 

parada da proliferação e a apoptose das células leucêmicas [47] [48], sendo o principal 
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objetivo no tratamento de LMC eliminar o clone de células BCR-ABL positivas e levar à 

remissão completa dos pacientes [49]. Entretanto, o desenvolvimento de resistência ao 

imatinibe tem emergido como um problema importante a ser estudado em pacientes com 

LMC, que na sua maioria se deve à aquisição de mutações no domínio quinase de BCR-

ABL [50] [51]. Diferentes estratégias têm sido implementadas para superar essa resistência 

por meio de outras drogas ITK como dasatinibe, nilotinibe, bosutinibe, porém a resistência 

persiste em alguns pacientes com células residuais leucêmicas resistentes quiescentes na 

medula óssea [52]. 

 

VASP e BCR-ABL  

A sinalização pela proteína ABL desempenha papel fundamental no 

desenvolvimento normal, considerando que a sua ativação inapropriada ajuda a 

desencadear o desenvolvimento de várias formas de leucemia. Vários potenciais efetores 

permitem as quinases ABL modularem a atividade do citoesqueleto, incluindo 

p190RhoGap, Abi e N-WASP. Em drosófila, Enabled (Ena), membro da família Ena/VASP 

de reguladores de actina, é alvo da proteína quinase Abl. Proteínas Ena/Vasp regulam a 

polimerização da actina, Abl regula a localização intracelular de VASP e fosforila VASP. 

Em mamíferos os homólogos de Ena, que são Mena e VASP, também são alvos da proteína 

ABL [53]. Os mecanismos bioquímicos pelos quais ABL regula a função das proteínas 

Mena/VASP ainda precisam ser elucidados em mamíferos [53]. Um recente estudo de 

fosfoproteoma demonstrou que a VASP é fosforilada em tirosina nas células BCR-ABL 

positivas [54]. Um estudo recente descreveu que VASP é fosforilada em tirosina no sítio 39 

em células leucêmicas BCR-ABL positivas, esta fosforilação diminui a afinidade da VASP 
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com a região rica em prolina da Zyxin [55]. No entanto, não é bem compreendida a função 

de VASP e Zyxin na via de sinalização BCR-ABL e a sua participação na LMC.  

 

PKA e p-VASP ser157 

PKA induz a fosforilação da VASP em serina 157 e essa fosforilação pode mediar 

sua ligação à Zyxin e regular a interação de VASP com outras proteínas [17]. Sabe-se que a 

fosforilação de VASP por PKA possibilita a localização de VASP nas junções célula-célula 

modulando a adesão e mobilidade celular  [56] [57]. A p-VASP ser157 atua como 

importante interruptor regulador da formação dos filamentos de actina, a ativação de PKA 

diminui a ligação da VASP à actina F, suprimindo a polimerização de actina [11]. Além 

disso, a adesão célula/matriz e a interação VASP-ABL é regulada por PKA [58] [59].  

 

STAT3 e LMC 

STAT3 é um transdutor de sinal e ativador de transcrição [60]. O aumento da 

ativação de STAT3 tem sido associado com transformação de células cancerígenas 

malignas e de tumores resistentes a drogas [61]. Células K562 resistentes a ITK e células de 

pacientes em crise blástica apresentaram aumento de fosforilação constitutiva de STAT3 

em tyr705 [61], mas os mecanismos que levam a isso ainda são desconhecidos. Acredita-se 

que a ativação de STAT3 pode ter um papel crítico na progressão da doença e talvez possa 

contribuir para a sobrevivência residual de células tronco leucêmicas, mesmo no caso de 

uma inibição completa do BCR-ABL [60], como pacientes que reincidiram após o 

tratamento.  
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 Desta maneira, a oncoproteína BCR-ABL induz múltiplas anormalidades na função 

do citoesqueleto, alterando a atividade das proteínas citoesqueléticas e a reorganização de 

actina. A via BCR-ABL atua em diversos processos celulares, como mobilidade celular, 

divisão celular, diferenciação celular, apoptose e estabelecimento e manutenção da adesão 

celular [62]. As funções de VASP e Zyxin já foram descritas em diversos tumores 

epiteliais, porém pouco se sabe sobre o envolvimento delas em doenças hematopoiéticas. 

Sabendo-se da interação entre VASP e BCR-ABL, observamos a importância de estudar a 

expressão de VASP e Zyxin em pacientes com LMC, a função destas proteínas na via 

BCR-ABL e a participação de VASP e Zyxin na diferenciação celular. 
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Objetivo geral 

Analisar a expressão de VASP e Zyxin em células de medula óssea de pacientes 

com LMC e observar a participação destas proteínas na diferenciação hematopoiética e na 

via de sinalização BCR-ABL. 

 

Objetivos específicos 

• Caracterizar a expressão de VASP e Zyxin em linhagens leucêmicas.  

• Analisar a expressão proteica de VASP e Zyxin em pacientes com LMC. 

• Analisar o envolvimento da VASP e Zyxin com as proteínas efetoras da via BCR-

ABL. 

• Estudar o efeito da inibição de VASP e Zyxin na apoptose, proliferação e 

crescimento clonal de células hematopoiéticas. 

• Avaliar a participação da VASP e Zyxin na diferenciação de células 

hematopoiéticas.  
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Pacientes 

Células totais de medula óssea foram coletadas e submetidas à lise de hemácias com 

tampão contendo cloreto de amônio. Estas mesmas células foram submetidas à extração de 

proteína. Amostras de medula óssea foram coletadas de 29 indivíduos sendo: 5 doadores 

saudáveis, 5 pacientes com diagnóstico de LMC, 16 pacientes em remissão responsivos ao 

tratamento com ITK e 3 pacientes resistentes ao tratamento. Características dos pacientes 

estão descritas na Tabela VI. As amostras foram coletadas entre 2011 e 2012, após 

consentimento informado e o estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 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 

crônica em crise blástica 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% 

CO2. Imatinib mesylate foi gentilmente cedido pela Novartis Pharmaceuticals, Basel, 

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

 

Extração do RNA total  

O RNA de células foi isolado utilizando Trizol (Life Technologies, USA). O 

Trizol é um reagente que apresenta uma solução monofásica de fenol e isotiocianato de 

guanidina. A extração de RNA com esse reagente é uma adaptação do método 

desenvolvido por Chomczinki e Sacchi [64]. Ao precipitado de células, contendo 5x106 
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a 1x107 células, foi acrescentado 1 mL de Trizol e a amostra foi homogeneizada até 

que se tornasse bastante fluida. A purificação do RNA foi realizada de acordo com 

instruções do fabricante. A quantificação do RNA obtido foi através da leitura da 

densidade óptica (DO) de uma alíquota da amostra em espectrofotômetro com 

comprimento de onda equivalente a 260 nm, considerando que 1 DO a 260 nm 

equivale a 40 µg/mL de RNA.  

 

Tratamento do RNA total com DNAse I  

 Dez unidades da enzima DNAse (1U/l, Promega) foram acrescentadas a 1 g de 

RNA e incubados à 37°C por 60 min com a finalidade de eliminar possível contaminação 

do material com DNA genômico. A reação foi bloqueada pela adição de solução de EDTA 

na concentração final de 2 mM. Subsequentemente, a enzima foi inativada por incubação 

de 10 minutos a 65˚C.  

 

Transcrição em DNAc 

As amostras contendo 1 µg de RNA total e tratadas com DNAse I foram transcritas 

reversamente em DNAc (híbrido RNA-DNAc) em uma reação de volume final de 20 µL 

(Fermentas). A reação foi iniciada adicionando aos 1 µg de RNA tratado 1 µL de 

oligonucleotídeo (dT) 500 µg/mL. Essa mistura foi aquecida por 5 minutos a 65ºC e, em 

seguida, incubada no gelo. Adicionou-se, então, 4 µL do tampão de reação 5x (250 mM 

Tris-HCl (pH 8,3); 375 mM KCl; 15 mM MgCl2; 0,1 M DTT), 2 µL da mistura (10 mM) de 

cada desoxinucleotídeo trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) e 200 U enzima 

transcriptase reversa Revertaid, que catalisa a reação de extensão da fita complementar. 
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Essa mistura foi incubada por 1 hora à 42ºC. A seguir, foi feita a desnaturação da reação 

por 5 minutos a 70ºC. As amostras de DNAc foram quantificadas através do 

espectrofotômetro NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer).  

 

PCR quantitativo (PCRq) 

 Amplificação 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 reação com os 

iniciadores.  A sequência dos iniciadores utilizados encontra-se na Tabela IV. Controles 

sem adição de primers também foram utilizados e todas as amostras foram processadas em 

triplicata na mesma placa de 96 poços (MicroAmp Optical 96-well reaction plate - Applied 

Biosystems). As condições de ciclagem foram: 95°C por 10 minutos, 45 ciclos de 95°C por 

15 segundos e 60°C por 1 minuto. As expressões de HPRT foram utilizadas como controle 

endógeno. Ao final da reação a curva de dissociação foi utilizada para verificação da 

especificidade da reação. A quantificação relativa das expressões de cada gene normalizado 

pelo controle endógeno foi calculada utilizando-se a fórmula 2-ΔΔCT  [65].  

Padronização e curva de eficiência de VASP e Zyxin para PCRq 

 Para a verificação da concentração ideal dos iniciadores para análise dos genes 

VASP e Zyxin por PCRq, diferentes concentrações (150nM, 300nM, 400nM e 600nM) 

foram analisadas em amostras de DNAc (DNA complementar) de linhagem K562. A 

concentração escolhida para VASP (Figura 4A) foi de 150nM e Zyxin (Figura 4B) foi de 

300nM. Os genes endógenos GAPDH e HPRT foram previamente padronizados pelo nosso 

grupo de pesquisa com a concentração de 150nM. A concentração escolhida dos iniciadores 
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 Os controles endógenos utilizados para normalização da expressão gênica foram 

GAPDH e HPRT. Ambos os endógenos apresentaram ótima cinética de reação com VASP e 

Zyxin. O gene HPRT apresentou um Ct de expressão muito próximo aos dos genes alvo e 

teve a menor variação entre as amostras, portanto, foi o gene escolhido para normalização 

de expressão relativa de VASP e Zyxin. A sequencia dos iniciadores utilizados estão 

descritos na Tabela IV. 

Tabela IV. Concentração e Sequência dos Iniciadores para Amplificação Gênica de VASP, Zyxin e 

HPRT. 

Gene Concentração Sequência dos Iniciadores 

VASP 150nM FW: 5’GCC GGG CCA CTG TGA TGC TT 3’ 

  RW: 5’GGC TGC ATC TTC CGG CCC AC 3’ 

Zyxin 300nM FW: 5’ GCA GTC CAT GCC CCA TTG TGG A 3’ 

  RW: 5’ GAC CAT GTT GGG TCC TGG GTC A 3’ 

HPRT 150nM FW: 5’ GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTG A 3’ 

  RW: 5’ TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT 3’ 

 

Transdução de lentivírus  

Células K562 foram transduzidas com lentivírus contendo short hairpin RNA 

(shRNA) controle não específico (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, 2x105 células foram 

transduzidas com lentivírus através da técnica de inoculação por centrifugação, que consiste 

em centrifugar as células por 30 minutos à 800g na presença de 3 µg/mL de polibrene 



 52 

(Sigma, St. Louis, MO, EUA). Após a transdução, as células foram selecionadas com 1,75 

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

 

Extração de proteína 

Ao precipitado celular contendo 5x106 a 1x107 células foi acrescentado tampão de 

extração de proteínas contendo 100 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150 mM NaCl, 

0,1 mg Aprotinina, 35 mg PMSF/mL, 10 mM Na3VO4, 100 mM NaF, 10 mM Na4P2O7, e 4 

mM EDTA. As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem bastante fluidas. 

Após 40 minutos a 4ºC, essas amostras passaram por um processo de centrifugação a 4ºC 

durante 20 minutos à 12000 rpm para remoção dos restos celulares.  

 

Imunoprecipitado/Western blotting  

Ao produto do extrato total proteico, adicionou-se tampão de Laemmli contendo 

100 mmol/L de ditiotreitol e aqueceu-se à 94ºC por 4 minutos. Após isso, as amostras 

foram submetidas à eletroforese em gel poliacrilamida SDS-PAGE ou armazenadas a -

80ºC. Para produção de imunoprecitado, 500 g do extrato proteico de células K562 

incubadas com 20 L anti-VASP antibody (Santa Cruz Biotechnology) ou com 

imunoglobulina IgG para controle negativo por 12 horas e adicionou-se às alíquotas a 

proteína G-Sepharose 6MB por 1 hora. Após o término da incubação e da lavagem, os 

complexos precipitados foram ressuspendidos em 20 L tampão de Laemmli contendo 100 

mmol/L de ditiotreitol e aquecidas em água fervente por 4 minutos. Em seguida, as 

proteínas imunoprecipitadas foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida 

10%-SDS-PAGE em aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, 
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Richmond, Ca). A eletrotransferência das proteínas do gel para a membrana foi realizada 

em 90 minutos a 120 V (constante) em aparelho miniaturizado de transferência da Bio-Rad. 

A ligação dos anticorpos a proteínas não-específicas foi reduzida por pré-incubação da 

membrana por 1 hora com tampão 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 então incubada 

com anticorpos específicos diluídos em tampão de bloqueio (0,3% de leite desnatado) por 

12 horas a 4°C e então lavadas 3 vezes com solução (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, 

and 0,02% Tween 20). Os anticorpos primários 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 (sc-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 576+577 (ab76244), p-FAK 861 (ab38458), p-

FAK 925 (ab38512), p-Zyxin (ab78910) e Zyxin (ab58210) foram da Abcam (Cambridge, 

MA, USA). O sistema de revelação usado foi baseado em quimioluminêscencia e realizado 

de acordo com orientações do fabricante, ECLTM Western Blot Analysis System 

(Amersham Pharmacia Biotech, UK). Em suma, as membranas foram incubadas por 1 hora 

com o anticorpo secundário, conjugado à HRP (Horseradish peroxidase), lavadas 

novamente, e então submetidas ao substrado da enzima, resultando em um produto 

luminescente, detectado por autoradiografias em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, 

Rochester, NY). Análises quantitativas da intensidade das bandas de proteínas foram 
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determinadas utilizando-se o Scion Image software (ScionCorp, Frederick, MD, USA). A 

intensidade de expressão proteica foi normalizada pela expressão da actina e a intensidade 

da fosforilação proteica foi normalizada pela expressão da proteína correspondente.  

 

Diferenciação celular 

 Células KU812 foram induzidas a diferenciação eritroide pelo tratamento com 50 

µM hemina (HE) (Sigma; St. Louis, MO, USA) e 100 µM hydroxyurea (HU) (Sigma) por 4 

dias e avaliada pela coloração com a benzidina e análise de expressão de α-globina, β-

globina and γ-globina. Células NB4 foram induzidas a diferenciação granulocítica pelo 

tratamento com 10−6 M de ácido all-trans retinoico (ATRA) (Roche; Basel, Switzerland) 

por 4 dias e avaliado pela análise morfológica e expressão de CD11b. Células K562 e HEL 

foram induzidas a diferenciação de megacariócito pelo tratamento com 20 nM phorbol-13 

myristate-12 acetate (PMA) (Sigma) por 4 dias e avaliada a análise morfológica e 

expressão de CD61. Todos os tratamentos foram realizados pelo nosso grupo de pesquisa 

como descrito por Machado-Neto e colaboradores [67] e células tratadas e não tratadas 

foram coletadas para extração de RNA e submetidas a análises de expressão proteica e 

fosforilação de VASP e Zyxin. A amostra do Dia 0 não 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 

avaliação da diferenciação celular por citometria de fluxo foi realizada através da expressão 

de marcadores de superfície celular, os quais os anticorpos foram incubados separadamente 

com as células por 30 minutos no escuro à temperatura ambiente.  As células foram lavadas 

com PBS e ressuspendidas em formaldeído 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 marcação não específica com o anticorpo IgG 
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foi subtraída do percentual de população correspondente positiva. Células K562 inibidas ou 

não para VASP e Zyxin foram submetidas aos ensaios de diferenciação para megacariócito, 

como descrito acima. 

 

Deprivação de soro 

Para ensaios de proliferação, crescimento clonal e apoptose, células inibidas e não 

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

 

Ensaio de proliferação 

 Células K562 com e sem inibição foram submetidas a este ensaio. Para isso, 5×104 

células foram cultivadas por poço em uma placa de 96 poços em meio RPMI com 10% de 

SFB na ausência ou presença de diferentes concentrações de imatinibe (0,1; 0,5 ou 1 μM) 

por 48 horas. Em cada poço, foi adicionado 10µL de uma solução de MTT 

(Methylthiazoletetrazolium 5 mg/mL em PBS, Sigma) e incubado à 37ºC por 4 horas. Após 

esse período, 100 μL de 0,1N HCl em isopropanol foi adicionado aos poços. O crescimento 

celular foi avaliado pela mensuração da absorbância à 570 nm, utilizando um leitor 

automático de placas. Todas as condições foram testadas em seis replicatas. 

 

Ensaio de crescimento clonal 

A formação de colônias foi realizada em meio semissólido de metilcelulose 

(0,5x103 células/mL; MethoCult 4230; StemCell Technologies Inc., Vancouver, BC, 

Canada). As colônias foram detectadas após 8 dias de cultura pela adição 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 formação de colônias na ausência e 

presença de imatinibe (0,1; 0,5 ou 1 μM). Todas as condições foram testadas em duplicatas. 

 

Avaliação de apoptose por marcação com anexina-V e PI  

Células shControle e  inibidas para as proteínas VASP e Zyxin foram semeadas em 

placas de 12 poços e tratadas com diferentes concentrações de imatinibe (0,1; 0,5 ou 1 μM) 

por 48 horas. As células foram então lavadas duas vezes com PBS gelado e ressuspendidas 

em tampão de ligação contendo 1 μg/mL de PI e 1 μg/mL de FITC anexina-V (Becton–

Dickinson, CA, USA). Após incubação no escuro durante 15 minutos em temperatura 

ambiente, todas as amostras foram analisadas em um FACSCalibur. Dez mil eventos foram 

adquiridos para cada amostra. 

 

Imunofluorescência 

Células K562, HEL e Jurkat foram colocadas sobre lamínulas de vidro previamente 

tratados com Poli L lisina, lavadas com PBS e fixadas em solução de paraformaldeído 4%. 

Em seguida, foi realizados o bloqueio e a permeabilização das células com uma solução 

contendo 3% de leite desnatado e 0,6% de triton.  Células foram incubadas com os 

anticorpos primários VASP e Zyxin diluídos em solução 1% de leite desnatado, em câmara 

úmida a 4˚C por 18 horas. Após 3 lavagens com PBS, foi realizada marcação com os 

anticorpos secundários com fluorocromos específicos e faloidina para visualizar a actina F 

por 1 hora à temperatura ambiente. As lamínulas foram novamente lavadas com PBS e 
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montadas em lâminas utilizando-se o meio de montagem para fluorescência (ProLong® 

Gold com DAPI, da Molecular Probes). As lâminas foram analisadas por escaneamento a 

laser em um LSM-510 montado sobre um microscópio Axioplan (Zeiss), utilizando-se a 

objetiva de 40x de imersão em óleo. Em todos os experimentos foram feitos controles 

negativos, somente com anticorpo secundário, os quais não apresentaram fluorescência. 

 

Análise Estatística 

Análise estatística foi realizada utilizando GraphPad Instat 5 (GraphPad Software, 

Inc., San. Diego, CA, USA). A comparação dos valores da quantidade relativa de expressão 

do RNAm de Zyxin e VASP entre as linhagens foi realizada através do teste estatístico de 

Mann-Whitney U. A comparação entre as amostras diferenciadas foi realizado pelo teste t 

Student’s. Nos estudos comparando células K562 submetidas ou não a inibição de VASP e 

Zyxin, as comparações entre dois grupos ou mais condições foram realizadas através dos 

testes estatísticos two-way ANOVA com pós-teste Bonferroni e valor de P < 0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo para todos os testes. 
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1. Expressão de VASP e Zyxin em linhagens leucêmicas 

 Não há dados na literatura relatando a expressão de VASP e Zyxin em diferentes 

linhagens hematopoiéticas. Para avaliar a expressão da VASP e Zyxin foram utilizadas 

quinze linhagens de células leucêmicas, 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. Três amostras de células 

mononucleares de sangue periférico de indivíduos saudáveis (CMSPIS 1, CMSPIS 2 e 

CMSPIS 3) foram utilizadas como controle.  

 

Tabela V. Descrição das Linhagens Celulares Leucêmicas. 

 

Linhagem Descrição 

  

K562 Leucemia mieloide crônica em crise blástica 

KU812 Leucemia mieloide crônica em crise blástica 

NB4 Leucemia promielocítica aguda 

HL60 Leucemia mielocítica aguda 

P39 Leucemia mielomonocítica secundária à mielodisplásia 

HEL Leucemia mieloide eritroblástica 

U937 Leucemia mieloide histiocítica 

KG1 Leucemia mieloide aguda 

THP1 Leucemia mieloide monocítica 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 expressão gênica de VASP e Zyxin nas diferentes linhagens 

hematopoiéticas estão ilustrados nas Figuras 6A e B, respectivamente. A linhagem HEL foi 

utilizada como amostra calibradora para a expressão gênica pois é uma linhagem mieloide e 

negativa para BCR-ABL. A expressão gênica de VASP nas diferentes linhagens foi 

heterogênea, com tendência a menor expressão nas linhagens linfoides (Figura 6A). Para 

Zyxin, observou-se nitidamente que nas linhagens linfoides o gene é menos expresso 

quando comparado com as linhagens mieloides (P <0,0001; teste de Mann Whitney Figura 

6B) e está de acordo com a literatura que descreve a expressão diminuída de Zyxin em 

pacientes LLA em relação a pacientes LMA [34].  

Os resultados de expressão proteica corroboraram com a expressão gênica de VASP 

e Zyxin (Figura 6C). Interessante foi notar a presença 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 é a VASP não 

fosforilada (46kDa) [68]. Observamos que a VASP fosforilada e não fosforilada estão 

diferencialmente expressas nas diversas linhagens leucêmicas, mostrando que sua atividade 

está modulando de acordo com cada linhagem. Além da análise da expressão gênica e 

proteica, foi observada a localização de VASP e Zyxin por microscopia confocal (Figura 

7A), VASP e Zyxin estão predominantemente localizadas no citoplasma das células 

leucêmicas estudadas, com diminuição da expressão de Zyxin em células linfoides Jurkat 

(Figura 7A).  
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Figura 7. (A) Imagens de confocal mostram a localização de VASP (verde), Zyxin (branco), Actina 
(vermelho) e Dapi (azul) nas células K562, HEL e Jurkat. MERGE representa a sobreposição de 
imagens. Representativo de três experimentos independentes. 
 
 

2. Expressão de VASP em pacientes com LMC 

Uma vez que alterações na rede de actina estão relacionadas com a progressão 

tumoral e que VASP ser157 tem papel na regulação de actina, foi investigada a expressão 

proteica de VASP e sua fosforilação em ser157 em células de medula óssea de pacientes 

com LMC. Assim, amostras proteicas de células de medula óssea de 29 indivíduos foram 

analisadas, sendo 5 amostras de doadores saudáveis, 5 amostras de pacientes 

diagnosticados com LMC, 16 pacientes em remissão 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 

hematológica 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 características dos pacientes estão descritas na Tabela VI. 
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Tabela VI. Caracterização Clínica dos Pacientes com Leucemia Mieloide Crônica 

 
Sexo  

 Feminino: 14 

 Masculino: 10 

Média de idade no momento do diagnóstico 
 55 anos (mínimo 33 – máximo 77)  

BCR-ABL transcrito  
 P210 b3a2: 16 

 P210 b2a2: 7 

 P210 b3a2/b2a2: 1 

Fase do estudo 
 Fase crônica: 16 

 Fase acelerada: 8 

A resposta ao tratamento no momento do estudo 
 Resposta hematológica (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 

 Diagnóstico: 5 

Com tratamento 
 Apenas imatinibe: 1 (mesmo paciente como diagnóstico e após 3 meses) 

 Hydroxyurea e imatinibe: 11 

 Imatinibe e após outros ITK (dasatinibe, nilotinibe ou bosutinibe): 5 

 Somente ITK (dasatinibe, nilotinibe ou bosutinibe): 3 

 
A Figura 8A é representativa de parte dos resultados dos pacientes. 

Interessantemente, células de doadores saudáveis apresentaram expressão de VASP e de p-
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VASP ser157, no entanto, os pacientes LMC ao diagnóstico não apresentaram a 

fosforilação na ser157 e foi observada redução na expressão de VASP (Figura 8A). Após o 

tratamento com ITK, pacientes em remissão restauraram a fosforilação de VASP ser157 e 

pacientes resistentes não apresentaram fosforilação em ser157. Devemos salientar que o 

mesmo paciente foi analisado no momento do diagnóstico (amostra 6) e após três meses de 

tratamento com imatinibe (amostra 7), a amostra deste paciente nos permitiu observar 

claramente a ausência de p-VASP ser157 no momento do diagnóstico de LMC e, após 

tratamento, quando adquire a resposta citogenética completa (RCC), passa a expressar p-

VASP ser157 (Figura 8A). As amostras 8, 9 e 10 são de pacientes com melhor resposta ao 

tratamento (RMC) e indicam semelhanças na fosforilação de VASP ser157 em relação aos 

doadores saudáveis (Figura 8A). Estes resultados se confirmam nas Figuras 8B e C, onde 

os pacientes LMC ao diagnóstico não apresentam p-VASP ser157, ao contrário dos 

doadores saudáveis e pacientes responsivos ao tratamento (Figuras 8B e C). Como a 

expressão da p-Zyxin ser142 foi semelhante entre os doadores saudáveis, diagnóstico e 

remissão, ela foi utilizada como controle da quantificação proteica das amostras (Figuras 

8B e C). Não conseguimos detectar a expressão de Zyxin total em nenhuma das amostras 

analisadas. 

 Em amostras de medula óssea de pacientes LMC há grande dificuldade de utilizar 

os controles endógenos tradicionais para western blot como Actina ou GAPDH. Desta 

maneira, utilizamos aqui a marcação por Ponceau e a detecção de p-Zyxin para demonstrar 

a quantidade de proteína em cada poço. 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 são alternativas adequadas utilizadas como 

quantificação ao invés de Actina [70] [71].  
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A

D. saudáveis (3)        Diagnóstico (3)               Remissão (4)            Resistentes (3) 

IB: p-VASP 157
(50kDa)

IB: VASP
(46kDa)

1       2       3        4        5         6        7        8       9       10   11     12    13 

Ponceau

 

B

Doadores saudáveis (5)                 Diagnóstico (4)                             RHC (4)

IB: p-VASP 157
(50kDa)

IB: p-Zyxin 142
(82kDa)

 

C

RCP (2)               RCC (3)                            RMM (3)                        RMC (3)

IB: p-VASP 157
(50kDa)

IB: p-Zyxin 142
(82kDa)

 

 
Figura 8.  (A) Análise por Western blotting da expressão de p-VASP ser157 e VASP em pacientes 
com leucemia mieloide crônica (LMC) ao diagnóstico, em remissão e resistentes a inibidores de 
tirosina quinase (ITK). As amostras 6 e 7 são do mesmo paciente em diferentes estágios da doença: 
ao diagnóstico e em remissão, respectivamente. A marcação com ponceau indica a quantidade de 
proteína em cada poço. (B) e (C) Western blotting demonstrando a expressão de p-VASP157 em 
pacientes LMC ao diagnóstico e em diferentes subtipos de remissão. A expressão de p-Zyxin não 
variou entre as amostras e indica a quantidade de proteína em cada poço. Na figura, pacientes 
responsivos ao tratamento apresentaram remissão hematológica completa (RHC), remissão 
citogenética parcial (RCP), remissão citogenética completa (RCC), remissão molecular maior 
(RMM) e remissão molecular completa (RMC). 
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3. P-VASP ser157 e BCR-ABL 

  Para analisar o possível efeito de imatinibe sobre p-VASP ser157, células K562 

foram tratadas com 1µM de imatinibe por 3 e 6 horas e foi observado aumento na 

fosforilação ser157 após tratamento (Figura 9A). Este resultado está de acordo com o 

aumento de p-VASP ser157 em pacientes LMC em remissão após o tratamento com 

imatinibe (Figura 8A). Sabendo-se que VASP se associa com ABL e VASP é fosforilada 

em tirosina por BCR-ABL, foi investigada a associação de VASP e BCR-ABL em células 

K562 e os possíveis efeitos do imatinibe nesta interação. O tratamento com imatinibe foi 

realizado como descrito anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (1). Lisados de células 

K562 tratadas e não tratadas com 1 µM de imatinibe por 3, 6, 9 e 12 horas foram 

imunoprecipitados com anti-VASP e incubados com anti-ABL. Western blot demonstrou a 

associação de VASP e BCR-ABL (210 kDa) (Figura 9B). Interessantemente, foi observado 

que ao longo do tratamento com o imatinibe há diminuição da interação da VASP e BCR-

ABL (Figura 9B). Estes resultados em conjunto indicam que o tratamento com imatinibe e 

a fosforilação de VASP podem modular a associação da VASP e BCR-ABL. 
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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 à imunoprecipitação (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 associação de VASP com BCR-ABL, 

inibimos VASP e Zyxin em células K562 e as proteínas efetoras da via BCR-ABL foram 

analisadas. Células K562 foram transduzidas com shRNA mediado por lentivírus específico 

para VASP (shVASP), Zyxin (shZyxin) e sem sequência especifica (shControle). Após a 

seleção por 15 dias, a expressão dos genes foi determinada por PCRq e Western Blot. A 

análise por PCRq evidenciou redução significativa na expressão gênica de VASP (60%) 

(Figura 10A) e Zyxin (75%) (Figura 10C) e a análise por western blot revelou redução da 

expressão 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.  Análise da expressão de VASP por PCRq (A) e western blotting (B) em células K562 
transduzidas com lentivírus mediado shRNA controle e lentivírus mediado shRNA VASP . Análise 
da expressão de Zyxin por PCRq (A) e western blotting (B) em células K562 transduzidas com 
lentivírus mediado shRNA controle e lentivírus mediado shRNA Zyxin. Os gráficos de barras 
representam a média±DP e os anticorpos usados para o imunoblotting (IB) são 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 proteínas VASP e Zyxin na apoptose 

celular, a taxa de apoptose foi avaliada por citometria de fluxo após incubação das células 

com anexina-V e PI, as células silenciadas foram submetidas ou não ao tratamento com 

imatinibe. O tratamento com a droga apresentou dois objetivos: primeiro atuando como 

controle positivo da eficiência dos métodos, já que sabidamente o imatinibe induz a 

redução da proliferação 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 indução 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 µM 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 inibição das proteínas VASP e Zyxin na ativação da via 

de apoptose (Figura 11E), células shVASP e células shZyxin foram avaliadas para a 

expressão de proteínas pró e anti-apoptóticas. Os resultados relativos ao estudo dessas 

proteínas foram semelhantes entre as células silenciadas para o gene VASP e as células 

silenciadas para Zyxin. O nível de expressão das proteínas anti-apoptóticas BCL-2 e BCL-

XL apresentou redução na expressão nas células inibidas para VASP e Zyxin (Figura 11F). 

Entretanto, não houve alteração da fosforilação da proteína pró-apoptótica BAD e da 

expressão das proteínas pró-apoptóticas BAX e BAK nas células silenciadas em relação às 

células controles. A alteração das proteínas anti-apoptóticas confirmou os resultados 

obtidos referentes aos ensaios funcionais de anexina-V e PI. 
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4.3 Proliferação celular e crescimento clonal de células com inibição de VASP e 

Zyxin 

O efeito do silenciamento de VASP e Zyxin na proliferação de células K562 foi 

avaliado por MTT após 48 horas de cultura. Células K562 shControle, shVASP e shZyxin 

foram submetidas ou não ao tratamento com imatinibe. O experimento demonstrou que 

células com inibição de VASP não apresentaram alteração na proliferação quando 

comparadas com as células controle, tratadas ou não com imatinibe (Figura 12A). Células 

inibidas para Zyxin não tratadas com o imatinibe não tiveram alteração na proliferação 

celular quando comparadas com o controle, porém ao serem tratadas com 0,5 e 1µM de 

imatinibe, houve redução significativa da proliferação (Figura 12B). Este resultado pode ser 

consequência do aumento da apoptose e morte celular. O ensaio de formação de colônia 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 colônias foram analisadas após 8 dias de cultura. O tratamento 

com imatinibe também resultou em uma inibição dose-dependente na formação de colônias 

como esperado, mas não houve alteração do número de colônias nas células shVASP 

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

Quatro vias de sinalização foram descritas na literatura como responsáveis pela 

proliferação/diferenciação dentro da via BCR-ABL, via JNK, ERK, STAT5 e P70S6K 

(Figura 12E). Nenhuma das proteínas avaliadas nestas vias foram moduladas em células 

shVASP e células shZyxin quando comparadas às células shControle, como observado na 

Figura 12F. Portanto, os resultados obtidos nos ensaios funcionais, estão de acordo com os 

resultados obtidos pela análise de expressão das proteínas. 
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 5.2. Efeito do silenciamento de VASP e Zyxin na diferenciação de 

megacariócitos 

 Para entender a importância de VASP e Zyxin na regulação da diferenciação de 

megacariócitos, células shVASP, shZyxin e shControle foram induzidas à diferenciação 

megacariocítica com tratamento de PMA. Durante o tratamento, as células foram analisadas 

de acordo com a porcentagem de células que expressa CD61 (integrina β3) na membrana 

celular. Células inibidas para VASP tiveram redução significativa da população marcada 

com CD61 (Figura 17A), já as células inibidas para Zyxin não apresentaram diferença na 

população de células marcada com CD61 em comparação às células shControle (Figura 

17B). A diminuição da expressão do marcador CD61 em células inibidas demonstrou que a 

ausência da proteína VASP afeta a diferenciação megacariocítica. 

  Como não observamos diferença na porcentagem da população marcada com CD61 

nas células shZyxin, decidimos confirmar se as células continuavam com a inibição ao 

longo da diferenciação megacariocítica. Desta maneira, realizamos a análise da expressão 

gênica de células inibidas para Zyxin durante os dias da diferenciação e observamos que a 

inibição se manteve até o último dia (Figura 17C). 
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Figura 17. (A) e (B) Porcentagem da população CD61 em células K562 shControle ou shVASP e 
shZyxin, respectivamente, durante a diferenciação megacariocítica. (C) Análise da expressão gênica 
de Zyxin em células shZyxin ao longo da diferenciação megacariocítica. Os resultados são 
apresentados como média±DP e é representativo de três experimentos independentes. Teste Two-

Way Anova e pós-teste Bonferroni. 
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 A proteína ABL desempenha papel chave na regulação de diversos processos 

celulares, incluindo a organização do citoesqueleto e adesão celular [73]. A oncoproteína 

BCR-ABL presente nos pacientes com LMC também influencia o citoesqueleto e afeta a 

adesão de células leucêmicas ao estroma da medula óssea [74]. Em Drosófila, Abl modula a 

dinâmica do citoesqueleto através de sua interação com Ena [53] e em mamíferos ABL 

interage com VASP através do conector Abi e VASP também é substrato de BCR-ABL 

[53]. A relação entre a atividade oncogênica do BCR-ABL e seu papel na LMC não é 

completamente conhecida, assim, estudamos o papel das proteínas VASP e Zyxin em 

pacientes com LMC e na via de sinalização BCR-ABL, além disso, estudamos a expressão 

destas proteínas na diferenciação hematopoiética. 

 Sabe-se que a VASP é fosforilada em tirosina por BCR-ABL em células leucêmicas 

[53], no entanto, a relação entre a fosforilação de VASP em serina 157 e células BCR-ABL 

positivas é desconhecida. VASP é um importante regulador da dinâmica do citoesqueleto 

de actina, as funções e interações de VASP com outras proteínas são reguladas pela sua 

fosforilação em serina 157 [11]. Uma vez que a fosforilação em serina 157 é essencial para 

regular funções da VASP na adesão e migração [56] [57], estudamos aqui a expressão de p-

VASP ser157 em células totais de medula óssea de pacientes com LMC e observamos que 

não há fosforilação da VASP ser157 nestes pacientes ao diagnóstico. Sabe-se que a 

ativação de PKA interrompe a interação VASP-ABL, bloqueando a ligação da VASP ao 

domínio SH3 do ABL [75]. A inibição da atividade de PKA impede a fosforilação da 

VASP ser157 e promove a associação de VASP a ABL [58]. Estes resultados sugerem que 

a ausência de p-VASP ser157 em pacientes com LMC pode promover a interação da VASP 

com a oncoproteína BCR-ABL. 
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 Em drosófila, Abl regula a localização intracelular de Ena e na ausência de Abl, Ena 

localiza-se na adesão celular [76]. Abl pode impedir Ena de se ligar à proteínas de adesão 

celular ou pode promover a ligação de Ena à proteínas que a mantêm no citoplasma [76]. 

Além disso, foi relatado que p-VASP ser157 localiza-se nas adesões focais e que o estímulo 

celular por PKA faz com que VASP vá para a adesão focal [56] [57]. Desta maneira, nossos 

resultados indicam que a ausência de p-VASP ser157 em células de pacientes com LMC 

promove a interação de VASP com BCR-ABL, mantendo, assim, VASP no citoplasma e 

prevenindo a localização de VASP na adesão celular, podendo contribuir para a alterada 

adesão das células leucêmicas. 

  Nossos resultados mostram que os pacientes com LMC tratados com ITK 

restauram a expressão de p-VASP ser157. A atividade de p-VASP ser157 foi analisada em 

dois estágios diferentes da doença em um mesmo paciente. No momento do diagnóstico, 

não havia expressão de p-VASP ser157, mas após tratamento com imatinibe, o mesmo 

paciente passa a expressar p-VASP ser157. Interessantemente, pacientes em remissão que 

fizeram tratamento com outros ITK como dasatinibe, nilotinibe, bosutinibe apresentaram, 

também, p-VASP ser157. Já foi descrito que ITK aumentam a atividade de PKA, tendo 

sido até sugerido o aumento de PKA como alvo terapêutico para LMC [77]. Após o 

tratamento com ITK, a atividade de PKA deve aumentar em pacientes responsivos, 

fosforilando, então, VASP em serina 157. De acordo com esta ideia, observamos o aumento 

na expressão de p-VASP ser157 em células K562 tratadas com imatinibe. Nossa hipótese 

seria que, em pacientes responsivos ao tratamento com ITK, a presença de p-VASP ser157 

passa a impedir a interação de VASP com BCR-ABL, translocando VASP para os sítios de 

adesão celular, restaurando, assim, a adesão das células leucêmicas. Interessante que 

alteração na via de sinalização de PKA já foi descrita em diferentes tumores [78]. Os 
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pacientes com LMC resistentes a ITK não apresentam p-VASP ser157, reforçando a idéia 

do papel da p-VASP ser157 na patogênese da LMC e no tratamento com ITK. Nossa 

hipótese está ilustrada na Figura 18.  

 

 

Figura 18. (A) Em células BCR-ABL positivas, VASP não fosforilada está associada ao BCR-ABL 
e não participa da adesão celular. (B). O tratamento com inibidores de tirosina quinase (ITK) resulta 
em aumento de PKA e consequente fosforilação de VASP em ser157. (C) Essa fosforilação induz a 
dissociação da VASP do complexo BCR-ABL. (D) Sem estar ligada ao ABL, VASP vai atuar na 
adesão celular. 
 
 Para uma melhor compreensão da via de sinalização BCR-ABL e os efeitos da 

interação da VASP e BCR-ABL, inibimos a expressão de VASP e Zyxin em células K562. 

O silenciamento de VASP e Zyxin diminuiu a expressão das proteínas anti-apoptóticas 
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BCL-2 e BCL-XL. Assim, propomos um novo papel das proteínas VASP e Zyxin na 

regulação da apoptose, além do papel destas proteínas na adesão celular. 

 Na literatura, não há informações sobre o papel de VASP na apoptose; entretanto, 

há controvérsias sobre o papel da Zyxin como proteína reguladora da apoptose [79] [80]. 

Sabe-se que uma das estratégias para o tratamento de câncer é fazer uso de quimioterápicos 

que induzam a eliminação completa de células tumorais ao estimular a apoptose celular. 

STAT-3 induz a expressão de genes anti-apoptóticos BCL-2 e BCL-XL [81] [82] [60]. A 

ativação de STAT-3 contribui para a sobrevivência de células leucêmicas mesmo com a 

completa inibição de BCR-ABL, esta ativação de STAT-3 está relacionada com à 

resistência de pacientes LMC a ITK [60]. Demonstramos que células inibidas para VASP 

apresentam aumento de p-STAT3 tyr705, indicando uma possível participação de VASP 

nesta via em pacientes com LMC. A compreensão dos mecanismos que levam a 

sobrevivência de células leucêmicas após tratamento com ITK é importante para obtenção 

de novas estratégias terapêuticas para pacientes resistentes. 

 Nós demonstramos que a VASP interage e seu silenciamento diminuiu a 

fosforilação da FAK, apontando um possível papel da VASP na hematopoiese ao controlar 

através de FAK a migração e adesão de células leucêmicas em pacientes com LMC. Na 

progressão da doença, as células leucêmicas infiltram o fígado, rim e baço, em 

consequência da alterada adesão de células leucêmicas ao estroma da medula óssea [74]. 

Além disso, a FAK tem também sido apontada como proteína anti-apoptótica [83]. Assim, 

o papel funcional de VASP em regular a atividade da FAK pode estar envolvido com a 

adesão e a apoptose de células BCR-ABL positivas. Nossos resultados demostram que 

VASP interage com FAK, mas que VASP não se associa com Zyxin em células K562.  A 

ausência de interação entre VASP e Zyxin em células K562 foi descrita recentemente por 
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Maruoka e colaboradores [55], eles demonstraram que VASP é fosforilada no sítio 39 de 

tirosina pelo BCR-ABL e que esta fosforilação resulta na ausência de interação entre o 

domínio EVH1 da VASP e a região rica em prolina da Zyxin. 

 Para descrever a participação da VASP e Zyxin na diferenciação hematopoiética, 

estudamos a expressão de VASP e Zyxin em modelos de linhagens celulares. Em pacientes 

com LMC, o processo de diferenciação hematopoiética é afetado na crise blástica [84]. O 

aumento da expressão e atividade de VASP e Zyxin durante a diferenciação 

megacariocítica sugere uma importante função dessas proteínas durante esta diferenciação. 

Utilizando o marcador CD61, demonstramos que a depleção de VASP reduz a 

diferenciação celular. Foi descrito na literatura que camundongos nocautes para a VASP 

apresentam hiperplasia de megacariócitos na medula óssea [85], mesmo tipo de alteração 

encontrada em pacientes com LMC [86]. De acordo com nossos resultados, um recente 

estudo descreveu que a diferenciação de megacariócitos é acompanhada de aumento nos 

níveis de AMPc, PKA, VASP e p-VASP ser157 e 239 [87]. Esses resultados, juntamente 

com os nossos, indicam a participação de p-VASP ser157 na maturação de megacariócitos 

e que a ausência de p-VASP ser157 em pacientes com LMC pode afetar a diferenciação de 

megacariócitos na LMC. 

  Nossos resultados indicam um possível envolvimento de p-VASP ser157 na 

patogênese da LMC e no tratamento com ITK. A falta de p-VASP ser157 em células da 

medula óssea de pacientes com LMC pode ser consequência de uma desregulação da via de 

sinalização de PKA nestes pacientes. Nossos resultados estão de acordo com a ideia de que 

p-VASP ser157 não se associa a ABL e localiza-se nas junções aderentes, enquanto a 

VASP não fosforilada em ser157 associa-se ao BCR-ABL e pode contribuir para a alterada 

adesão das células leucêmicas a células do estroma, contribuindo para a migração e invasão 
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dessas células. Além disso, VASP regula a apoptose e a diferenciação megacariocítica, 

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

conclusões: 

 

1. VASP e Zyxin são expressas nas linhagens leucêmicas, sendo que Zyxin é mais 

expressa nas linhagens mieloides que linfoides  

2. VASP está diferencialmente ativa em pacientes LMC, afetando, provavelmente, a 

diferenciação e a adesão destas células. A diferença na expressão de p-VASP ser157 

nos pacientes em diferentes estágios da LMC indica a participação desta proteína na 

patologia da doença. 

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

apoptose. 

4. VASP interage com FAK e afeta sua atividade. 

5. VASP afeta a atividade de STAT3, estando, provavelmente, envolvida na 

sobrevivência das células leucêmicas. 

6. VASP e Zyxin estão envolvidas na diferenciação de células hematopoiéticas, 

principalmente na diferenciação megacariocítica. 
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Abstract 

 Vasodilator-stimulated phosphoprotein 
(VASP) is an actin regulatory protein that controls 
cellular adhesion and motility. PKA 
phosphorylates VASP at serine 157 regulating 
VASP cellular functions. VASP interacts with 
ABL and is a substrate of BCR-ABL oncoprotein. 
The presence BCR-ABL protein drives 
oncogenesis in patients with chronic myeloid 
leukemia (CML) due to a constitutive activation 
of tyrosine kinase activity. The function of 
phospho-VASP ser157 in CML and the role of 
VASP in BCR-ABL pathway remain unknown. 
We described here an absence of phospho-VASP 
ser157 in CML bone marrow cells, in contrast to 
healthy donors. Imatinib responsive patients 
restore phospho-VASP ser157 expression and the 
resistant patients do not present this activated 
protein. In K562 cells we observed that VASP 

modulates anti-apoptotics proteins BCL-2 and 
BCL-XL. VASP depletion in K562 cells decreases 
FAKy925 activity. Levels of VASP and phospho-
VASP ser157 increases during megakaryocyte 
differentiation and VASP inhibition affects this 
differentiation. We identify here a possible 
involvement of phospho-VASP ser157 in CML 
pathogenesis, the lack of phospho-VASP ser157 
in CML cells may promote VASP/BCR-ABL 
interaction which could affect cellular adhesion of 
leukemic cells. Since VASP regulates anti-
apoptotic proteins and megakaryocyte formation; 
the lack of phospho-VASP ser157 in CML 
patients may be implicated with the aberrant 
megakaryocite differentiation found in CML. 
VASP ser157 activity appears as a new target in 
CML pathogenesis and therapeutic monitoring 
tool. 
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