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RESUMO

Gangliosidios sdo glicoesfingolipidios que possuem pelo menos um residuo de acido sialico
em sua estrutura. Localizam-se principalmente na membrana plasmatica, podendo ser
encontrados em microdominios de membrana enriquecidos em colesterol e
glicoesfingolipidios, chamados rafts - estruturas de membrana dinamicas consideradas como
plataformas de sinalizacdo. Gangliosidios t€ém sido amplamente descritos por estarem
envolvidos em processos de proliferagdo em diversos tipos celulares através da modulagao
de receptores de fatores de crescimento e suas rotas de sinalizacdo. O GM-CSF (fator
estimulador de colonias de granulocitos e macréfagos) € uma das principais citocinas que
controlam os eventos da cascata mielopoiética. Seu receptor (GMR) ¢ um heterodimero
composto de uma sub-unidade alfa (GMRa) especifica para o ligante ¢ uma sub-unidade
beta (Bc) responsavel pela transducdo dos sinais de sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacdo celular. O objetivo deste trabalho ¢ estudar a modulagdo dos gangliosidios na
resposta proliferativa induzida por GM-CSF em uma linhagem mieldide murina, FDC-P1.
Para isto, utilizamos abordagens complementares de adigdo exogena de gangliosidios
purificados e/ou deplecdo endogena através de um inibidor da enzima glicosilceramida
sintase (D-PDMP). Além disso, avaliamos se a modulacdo observada na resposta ao GM-
CSF se da via ativag@o do receptor e cascata downstream, expressao génica do GMR e fator
de transcrigdo C/EBPa, distribuigdo na membrana e da formag¢dao de complexos
macromoleculares com gangliosidios. Em resumo, os resultados demonstram que alteragdes
no conteudo de gangliosidios celulares podem modular a proliferagdo induzida por GM-CSF
através da modulagdo de vias de sinalizagdo incluindo eventos de transcri¢ao génica. Além
disso, a caracterizagdo e quantificagdo diferencial da expressdo das isoformas tmGMRa e
solGMRa na linhagem FDC-P1, constitui uma interessante ferramenta para andlise da
modulagdo da expressdo génica deste receptor em diferentes estudos envolvendo a

sinalizagdo via GM-CSF.



ABSTRACT

Gangliosides are glycosphingolipids with at least one residue of sidlico acid. They localize
mainly at plasma membrane, frequently in microdomains enriched in cholesterol and
glycosphingolipids, called rafts — dynamic membrane structures related to signaling
processes. Gangliosides have been extensively reported to be involved in proliferation in
several cell types through the modulation of growth factor receptors and signaling cascades.
GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) is one of the major cytokines
that regulate myelopoiesis. Its receptor is a heterodimer composed of a specific ligand-
binding alpha subunit (GMRa) and a beta subunit (Bc) responsible for signal transduction.
This work aimed to study the modulation of ganglioside in the GM-CSF-induced
proliferation in a murine myeloid lineage, FDC-P1. For that, we used complementary
approaches of ganglioside exogenous addition and/or endogenous depletion by the use of a
glucosylceramide synthase inhibitor (D-PDMP). Moreover, we studied if the observed
proliferative modulation was through modulation of GMR downstream signaling, GMR and
C/EBPa gene expression, membrane distribution and receptor complex formation with
gangliosides. Taken together, these results indicate that gangliosides (either those arising
from extra cellular media or endogenously expressed) modulate GM-CSF-mediated
proliferative response through modulation of signaling cascade and gene transcription.
Moreover, the characterization of and differential quantification of GMRa isoformas
(tmGMRa e solGMRa) in FDC-P1 cell lineage constitute a useful tool to study GMRa gene

expression modulation.



LISTA DE ABREVIATURAS

Cer, ceramida

CMP, célula precursora mieldide

CLP, célula precursora linfoide

DRM, microdominios resitentes a detergente

EGF, fator de crescimento epidermal

EGFR, receptor de fator de crescimento epidermal

Epo, eritropoetina

ERK, proteina quinase regulada por sinal extracelular

FBS, soro fetal bovino

FGF, fator de crescimento de fibroblasto

FGFR, receptor de fator de crescimento de fibroblasto

Gal, galactose

GalNAc-T, UDP-GalNAc:LacCer/GM3/GD3/GT3 N-acetilgalactosamiltransferase

Gal-T, UDP-Gal:glicosilceramida galactosiltransferase

GEM, microdominios enriquecidos em glicoesfingolipidios

Glc, glicose

GlcCer, glicosilceramida

G-CSF, fator estimulador de colonias de granuldcitos

GM-CSF, fator estimulador de coldnias de granuldcitos e macrofagos

GMR, receptor de fator estimulador de colonias de granuldcitos e macrofagos

GM1, B-Gal-(1-3)- B-GalNAc-(1-4)- [a-Neu5Ac-(2-3)]- B -Gal-(1-4)- B -Glc-(1-1)-Cer

GM2, B -GalNAc-(1-4)-[ a-Neu5Ac-(2-3)]- B -Gal-(1-4)- B-Glc-(1-1)-Cer

GM3, a-Neu5Ac-(2-3)- B-Gal-(1-4)- B-Gle-(1-1)-Cer

GDla, a-Neu5Ac-(2-3)- B-Gal-(1-3)- B-GalNAc-(1-4)-[ a-Neu5Ac-(2-3)]- B-Gal-(1-4)-
B-Gle-(1-1)-Cer

GD3, a-Neu5Ac-(2-8)- a-Neu5Ac-(2-3)- B-Gal-(1-4)- B-Glc-(1-1)-Cer

GT1b, a-NeuSAc-(2-3)- B-Gal-(1-3)- B-GalNAc-(1-4)-[ a-Neu5Ac-(2-8)- a-NeuSAc-(2-
3)]- B-Gal-(1-4)- B-Glc-(1-1)-Cer

GPI, glicosilfosfatidilinositol

GSL, Glicoesfingolipidios

HSC, célula tronco hematopoiética

HPTLC, cromatografia lem camada delgada de alta performance

IL-2, interleucina-2

IL-3, interleucina-3

IL-4, interleucina-4

IL-5, interleucina-5

IL-6, interleucina-6

IL-7, interleucina-7

JAK, Janus quinase

LacCer, lacotsilceramida

NeuAc, acido N-acetil-neuraminico

MAPK, proteina quinase ativada por mitégeno

PBS, solugdo de potassio tamponada

PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas

D-PDMP, D-threo-1-fenil-2-decanoilamino-3-morfolino- 1 -propanol

PI3K, fosfatidil-inositol-3-quinase

SFB, soro fetal bovino

STAT, proteina transdutora de sinal e ativadora de transcri¢do

tmGMRa, isoforma transmembrana da sub-unidade alfa de GMR

solGMRa, isoforma solavel da sub-unidade alfa de GMR

VEGF, fator de crescimento epidermal vascular

VEGFR, receptor de fator de crescimento epidermal vascular



INTRODUCAO

1 GANGLIOSIDIOS

1.1 Conceito, biossintese, transporte e reciclagem intracelular

Glicoesfingolipidios (GSL) compdem uma familia heterogénea de lipidios presentes,
principalmente, na face externa da membrana plasmatica. Sao moléculas anfipaticas
formadas por uma por¢ao glicidica hidrofilica e uma cauda lipidica hidrofobica (ceramida,
formada por uma base esfingdide e um acido graxo). Intimeras combinagdes possiveis de
bases esfingodides, acidos graxos e cadeias oligossacaridicas sdo responsaveis pela vasta
heterogeneidade de estruturas nesta classe de moléculas. Em eucariotos, a por¢ao glicidica
basica ¢ um monossacaridio (glicose ou galactose) que juntamente com a ceramida formam
glicosilceramida ou galactosilceramida (Varki et al, 1999).

Gangliosidios sdo glicoesfingolipidios complexos que contém pelo menos um
residuo de dacido sidlico na sua estrutura (4cido N-acetilneuraminico ou acido N-
glicolilneuraminico). A nomenclatura comumente utilizada foi proposta por Svennerholm
(1956; 1963) e baseia-se no numero de acidos sidlicos presentes na molécula e na sua

mobilidade cromatografica, correspondente a complexidade estrutural dos gangliosidios.
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Figura 1 — Representacio esquematica da estrutura quimica de alguns gangliosidios.
Cer: ceramida, Glc: glicose, Gal: galactose, GalNac: N-acetilgalactosamina, NeuAc: acido



N-acetil-neuraminico. GM2, GM3, GD3, GDla, GT1b: gangliosidios (Miljan & Bremer,
2002).

Os compostos sdo abreviados pela letra G, seguido pelas letras maiusculas M
(monosialo), D (disialo), T (trisialo), Q (tetrasialo), P (pentasialo), H (hexasialo) e S
(septasialo) para designar a presenca de um a sete residuos de acido sidlico, respectivamente,
€ mais um numero e/ou letra mintscula para distinguir os diferentes membros de cada grupo
(Figura 1) (Zeller & Marchase, 1992).

A sintese de novo de gangliosidios inicia-se pela conversdo de uma molécula de
glicosilceramida (GlcCer) a lactosilceramida (LacCer) na face interna do Complexo de Golgi
seguido da agdo seqiiencial de diferentes glicosil-, galactosil-, N-acetilgalactosaminil- e
sialiltransferases que dardo origem as séries o, a, b, e ¢ de gangliosidios (Maccioni et al,
1999) (Figura 2).

O transporte dos gangliosidios recém sintetizados até a membrana plasmatica ¢ feito
através de vesiculas pelo fluxo exocitico, um processo de trafego intracelular compartilhado
com proteinas, regulado para a adequada distribuicdo lipidica e protéica na membrana
plasmatica e demais organelas. A degradagdo de gangliosidios, por sua vez, ocorre através
do fluxo endocitico, na via de degradacdo endossomal-lisossomal, em compartimentos

acidicos pela agdo seqiiencial de hidrolases especificas (Tettamanti et a/, 2003).



Ceramide

J

Gie-T |
Cer-Glc
|
Gal-T! |
4 Sial-T1 Sial-T2 Sial-T3
Cer-Gle-Gal ———  Cer-Gle-Gal ———  Cer-Glc-Gal ———=  Cer-Gle-Gal
Neudc! NeuAcsy! NeuAcs!
(LacCer) (GM3) (GD3) (GT3)
GalNAc-T
Cer-Gle-Gal-GalNAc Cer-Gle-Gal-GalNAc Cer-Gle-Gal-GalNAc Cer-Gle-Gal-GalNac
NeuAc] NeuAcy! NeuAcsy!
(GA2) (GM2) (GD2) (GT2)
Gal-T2
Cer-Gle-Gal-GalNAc-Gal Cer-Gle-Gal-GalNAc-Gal Cer-Gle-Gal-GalNAc-Gal Cer-Gle-Gal-GalNac-Gal
MeuAcd NeuAcqd NeuAcy!
(GAL1) (GM1) (GD1b) (GTIc)

Sial-T4 L

Cer-Gle-Gal-GalNAc-Gal Cer-Gle-Gal-GalNAc-Gal Cer-Glc-Gal-GalMAc-Gal Cer-Gle-Gal-GalNac-Gal
NeuAcd NeuAe!  NeuAe!  NeuAcy!  NeuAc!  NeuwAcy! — NewAo!

(GM1b) (GDla) (GT1b) (GQlc)

|
Sial-T5 l l
+ + 4
Cer-Gle-Gal-GalNAc-Gal Cer-Gle-Gal-GalNAc-Gal Cer-Gle-Gal-GalNAc-Gal Cer-Gle-Gal-GalNac-Gal
NeuAcy! NeuAc! NeuAcy NeuAcy! NeuAepd NeuAcs! NeuAcy!

(GDIc) (GT1a) (GO1b) (GPIc)
serie "o" serie "a" serie "b" serie "c"
Figura 2 — Biossintese das séries o, a, b e ¢ de gangliosidios. Glc-T: glicosiltransferase,
Gal- T: galactosiltransferase, GalNAc-T: N-acetilgalactosaminiltransferase, Sial-T:
sialiltransferase. (Adaptado de Maccioni ef al., 1999).

Dependendo do estagio celular (proliferacdo, arrest celular, diferenciagdo, apoptose,
etc.), o padrao de gangliosidios na membrana pode alterar-se como resposta ou requisito para
tal funcdo celular. Em células proliferativas, estima-se que os processos de endocitose
internalizem cerca de 50% dos componentes de membrana por hora. Eventos paralelos em
endossomas de reciclagem mantém o equilibrio dindmico da composi¢do da membrana
plasmatica (Figura 3). Gangliosidios recém internalizados podem (i) seguir a via de
reciclagem direta para a membrana, (ii) sofrer reciclagem com alteracdes em sua estrutura

via rota de salvagdo ou ainda (ii1) ser degradados liberando seus constituintes glicidico, acido

graxo e base esfing6ide (Tettamanti et al, 2004).
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Figura 3 — Esquema ilustrativo das vias de sintese, degradacdo e turnover de
gangliosidios. Sintese de novo no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, reciclagem
para membrana plasmadtica, reciclagem e glicosilacdo direta no Golgi, degradagdo nos
endossomas tardios/lisossomas, rotas de salvagdo no reticulo endoplasmatico e Golgi e
alteracdes locais (glicosilagdes e deglicosilagdes) na membrana plasmatica (Tettamanti,
2004).

O fluxo metabolico de gangliosidios ¢ entdo um processo dependente da combinagao
das enzimas de sintese/degradacdo e modulagdo de suas atividades, do fluxo nas rotas exo e

endocitico associados ao metabolismo celular e da taxa de furnover de membrana, associada

ao status de proliferagdo celular (Tettamanti, 2004).

1.2 Gangliosidios e microdominios de membrana
Gangliosidios localizam-se principalmente na camada externa da membrana
plasmatica. Diversos estudos sugerem que sua distribui¢do na membrana nao seja uniforme,

encontrando-se  segregados em microdominios de membrana enriquecidos em



glicoesfingolipidios (conhecidos como GEMs ou rafts) compostos de colesterol,
fosfolipidios saturados e esfingolipidios (Figura 4) (Simons & Ikonen, 1997; Pike, 2006).
Esfingolipidios e colesterol podem organizar-se de forma transiente em fases liquidas
ordenadas. Estudos com modelos artificiais de membranas demonstram claramente que isso
ocorre pela associagdo preferencial das caudas longas e saturadas dos acidos graxos dos
esfingolipidios com colesterol, ao contrario de outros lipidios de membrana, como
glicerofosfolipidios com acidos graxos insaturados.

Entretanto, a composi¢do lipidica de membranas celulares ¢ altamente heterogénea e,
associado as inumeras proteinas nela presentes, torna-se dificil extrapolar os conceitos de
segregacdo lateral baseados em interagdes moleculares de membranas artificiais (Mukherjee
& Maxfield, 2004; Simons & Vaz, 2004; Silvius, 2006; Eididin, 2003).

Embora a existéncia desses dominios em membranas bioldgicas seja aceita por inumeros
autores, a identificacdo e caracterizacao tém sido comumente feitas por metodologia indireta
e controversa, baseada principalmente no isolamento fisico por resisténcia a diferentes
detergentes em baixas temperaturas. O uso de protocolos ndo-padronizados leva a
multiplicidade de caracterizagdes de rafts, bem como de terminologias que freqiientemente
se sobrepdem na literatura como rafts lipidicos, microdominios resistentes a detergentes
(DRM) e microdominios enriquecidos em glicoesfingolipidios (GEM) (Munro, 2003;

Babyschuk & Drager, 20006).
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Figura 4 — Modelo esquematico de um raft lipidico composto de esfingolipidios,
colesterol e proteinas. (A) representa uma proteina ancorada a membrana interna, (P)
representa uma proteina intracelular associada a membrana e (G) representa uma
glicoproteina ancorada a membrana externa. Esferas escuras correspondem a residuos
glicidicos de esfingolipidios, barras escuras representam colesterol. (Adaptado de Degroote
et al,2004).

Mais ainda, rafts sdo definidos como estruturas transientes altamente dinamicas e
possuem tamanho inferior a resolu¢do Optica atualmente disponivel, tornando a existéncia
dessas estruturas in vivo um assunto de grande debate na comunidade cientifica (Shaw,
2006). Avancos vém sendo feitos nas técnicas de andlise, associando fluorescéncia a
microscopia de alta resolucdo, tornando possivel a andlise de difusdo de moléculas
supostamente residentes em rafts na membrana (Hess ef al, 2007; Lommerse et al, 2004;
Marguet et a 21006). Recentemente, Lingwood e colaboradores (2008) demonstraram pela
primeira vez que membranas biologicas in vivo possuem microdominios metaestaveis
enriquecidos em esfingolipidios, colesterol e proteinas especificas a 37°C, que podem
coalescer em uma organizagdo supramolecular semelhante a um raff na membrana
plasmatica.

Uma das principais caracteristicas atribuidas a rafts ¢ a capacidade de incluir ou

excluir determinadas proteinas. Proteinas com afinidade por rafts lipidicos incluem, por

exemplo, as proteinas ancoradas a glicosilfosfatidilinositol (GPI), quinases da familia Src,
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subunidades alfa de proteinas G heterotriméricas e proteinas transmembrana. Rafts lipidicos
sdo considerados entdo plataformas de compartimentalizagdo de lipidios e proteinas,
formando uma rede de intera¢des que modulam transdugdo de sinal, trafego de membranas,
organizacdo de citoesqueleto, polarizagdo e entrada de patégenos (Brown & London, 1998;
Simons & Toomre, 2000).

Devido a sua localizagao preferencial em microdominios na membrana plasmatica,
gangliosidios foram relacionados ao contexto social da célula, onde as interacdes entre
ligantes e células desencadeiam eventos moleculares de controle da fungdo celular, como
proliferacdo, diferenciagao e resposta imune através de receptores. Desde o primeiro trabalho
relacionando gangliosidios a reducdo da proliferacdo e migracdo de uma linhagem celular
carcinogénica — através da modulacdo da atividade do receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR) (Bremer & Hakomori, 1982; Bemer et al, 1986) — quase todos os
receptores de fatores de crescimento até hoje estudados apresentam algum tipo de
modulagdo por gangliosidios, que varia conforme o tipo celular (Simons & Toomre, 2000;
Miljan & Bremer, 2002).

Baseados nos dados de estudos com receptores de fatores de crescimento, trés
modelos ndo-excludentes foram propostos para a acdao dos gangliosidios sobre os receptores:
(1) interacdo gangliosidio-ligante, (ii) regulacdo da dimerizacdo do receptor, e (iii)
modulagdo da localizagdo sub-celular (recrutamento para microdominios de membrana) e
atividade do receptor (Figura 5) (Mijan & Bremer, 2002).

Exemplificando, a atividade tirosina quinase do EGFR ¢ modulada negativamente
pelo gangliosidio GM3 através da interagdo do mesmo com residuos N-glicosilados do
receptor (Yoon et al, 2006). O gangliosidio GDla aumenta tanto a ligacio de EGF ao

receptor quanto a dimeriza¢do do receptor (Liu et al, 2004), modulando positivamente a
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proliferagdo e migragdo de células endoteliais (Lang et al, 2001) por aumentar a
sensibilidade do receptor aos niveis do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (Liu

et al, 2006).

A @y
(Y Ligand
l |—— Ganglioside

Receptor
W . c _
Adjacent cell Heparin sulfate b
protecglycan
GM1
Extracellular space Ligand 5\
Monomer aM3 %

Ligand l Q

i

Recaptor

Dimer

Ligand &

. Manamer

a
J

Figura 5 — Esquema ilustrativo dos modelos propostos para modulacio de gangliosidios
na sinalizacdo de fatores de crescimento. (A) Interacdo de gangliosidios com o ligante
impedindo (A) ou favorecendo (B) a associag@o ao receptor; (C) modulagdo de gangliosidios
na dimerizagao e ativagao do receptor (adaptado de Miljan & Bremer, 2002).

O gangliosidio GM3 também atua como repressor da sinalizacdo de insulina por
deslocar o receptor (IR) de caveolas na membrana (Kabayama et al/, 2007). J4 o gangliosidio
GM1 atua como co-receptor do receptor de fator de crescimento de fibroblastos (FGFR)
favorecendo a ligagdo da citocina (Rusnati et al, 2002).

Diversas metodologias foram empregadas para demonstrar o efeito dos gangliosidios
na atividade de diferentes tipos de receptores. Os métodos experimentais envolvem

saturacdo do sistema celular com gangliosidios através da adicdo exogena, deplecdo por

inibi¢do de enzimas da biossintese de gangliosidios ou pela alteragdo da expressao génica de

12



enzimas metabolicas de gangliosidios (Lang et al, 2002, Liu et al, 2006, Haga et al, 2008;

Zurita et al, 2004; Liu et al, 2008).

2 HEMATOPOIESE

2.1. Conceito e caracteristicas

A hematopoiese ¢ o processo de formagdo, desenvolvimento e maturagdo das células
sanguineas. E o sistema que mantém a renovagdo continua das células e que, sob condigdes
de estresse hematopoiético como infecgdes e/ou sangramentos, pode responder a demanda
especifica modificando a taxa e o padrdo de producdo de determinado tipo celular para
defesa e manutencao da homeostase sanguinea.

Durante a embriogénese de mamiferos, as cé€lulas sanguineas originam-se em pelo
menos dois eventos distintos: no saco vitelinico (hematopoiese primitiva) e dentro do
embrido propriamente dito (hematopoiese definitiva) (Orkin, 2000). O figado fetal, o bago ¢
a medula Ossea s3o sitios hematopoiéticos seqiienciais durante o desenvolvimento do
organismo (Cumano & Godin, 2007). Sob situagdes de estresse medular, como leucemias,
mielofibroses e infecgdes, a hematopoiese pode ser deslocada para drgdos periféricos, como
figado e bacgo, caracterizando a hematopoiese extramedular (Borojevic et al/, 1993).

Através de uma cascata de proliferagdo e diferenciagdo de células precursoras, chamadas
de células-tronco hematopoiéticas (HSC), sdo formadas as linhagens mieldide e linfoide
(Figura 6). Em individuos saudaveis, as HSC encontram-se em estado quiescente com
constante proliferacdo assimétrica. Cada HSC da origem a duas células filhas ndo idénticas,
sendo que uma mantém a identidade de célula-tronco e a outra entra em diferenciacdo, em

um processo denominado hematopoiese constitutiva. (Huang & Spangrude, 2007; Barreda et
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al, 2004). Os eventos de proliferacio das HSC ocorrem em nichos na medula o6ssea
responsaveis pela manutencdo e regulacao funcional das mesmas (Figura 7). Em mamiferos
adultos, todas as células sanguineas sdo geradas na medula 6ssea, com excecdo de linfocitos

T (cuja maturagdo ocorre no timo) e macrofagos (que se originam a partir de mondcitos

circulantes).
COMMITED
STEM CELLS PROGENITORS MATURE CELLS
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Figura 6 — Esquema ilustrativo da diferenciacio hematopoiética. Uma célula-tronco
multipotente divide-se assimetricamente em uma célula-tronco (auto-renovagdo) e uma
célula progenitora comprometida com a linhagem mieldide (CMP) ou linfoide (CLP). As
células progenitoras entram em ciclos de proliferacdo e diferenciagdo, tornando-se cada vez
mais especializadas e gerando todas as células sanguineas maduras. BFU-E CFU-E:
unidades formadoras de coldnias de eritrocitos; Meg-CFC: células formadoras de colonias de
megacariocitos; Mast-CFC: células formadoras de colonias de mastdcitos; Eo-CFC: células
formadoras de colonias de eosinofilos; GM-CFC: células formadoras de coldnias de
macrofagos e granulocitos; G-CFC: células formadoras de colonias de granuldcitos; M-CFC:
c¢lulas formadoras de colonias de macréfagos; Oc-CFC: células formadoras de colonias de
osteoclastos. (disponivel em <www.bloodlines.stemcells.com/chapters.html>).
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A diferenciacdo hematopoiética ocorre a partir do comprometimento das HSC em
células progenitoras linfoides ou mieldides que, por sua vez, passam por inimeros ciclos de
divisdo celular para amplificar o nimero de células terminais diferenciadas.

O conceito de nicho hematopoiético foi proposto por Shofield (1983) descrevendo a
relacdo de dependéncia de células-tronco hematopoiéticas com o microambiente medular. A
composicao desse microambiente ¢ de dificil defini¢do em funcao das limita¢des técnicas de
caracterizagdo dos tipos celulares e seus papéis especificos na manutengdo das HSC
(Dorshkind et al, 1990; Wilson & Trumpp, 2006).

é Osteoblast
\"“’/ HSC Blood vessels
|

7

T

f
iy
Bone
4

&

Stromal
cells

i @ -
Progenitors

& | Matrix

Figura 7 — Esquema ilustrativo do nicho hematopoiético na medula déssea. (Moore &
Lemischka, 2006).

Sabe-se que diferentes células mesenquimais (endoteliais, adipocitos, células de
musculo liso, células reticulares, osteoblastos e fibroblastos) estdo presentes produzindo
citocinas e componentes de matriz extracelular (colageno tipo I e III, elastina, fibronectina,
laminina, proteoglicanos e glicosaminoglicanos) importantes para o suporte funcional e
estrutural da hematopoiese, compondo o estroma mielossuportivo (Gupta et al, 1998;

Cumano & Godin, 2007).
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2.2. Citocinas hematopoiéticas

Tanto a homeostase hematopoiética quanto a modulagdo funcional das células
diferenciadas (em eventos de resposta imune e inflamagdo) exigem um controle bastante
complexo. A caracterizacdo da diversidade de fatores de crescimento, interferons e
interleucinas, que, em conjunto, sdo chamadas de citocinas, revela uma rede intrincada de
sinais freqlientemente redundantes, necessarios na modulacdo de multiplos eventos de
proliferagdo e diferenciacao hematopoiética conforme a demanda especifica (Metcalf, 1993).

As citocinas hematopoiéticas sdo proteinas que podem ser produzidas localmente ou
trazidas pela circulagdo ao ambiente hematopoiético, atuando de maneira autdcrina,
paracrina e/ou justacrina, através de receptores especificos expressos nas membranas de
células-alvo (Barreda et al, 2004). A familia de receptores de citocinas hematopoiéticas (ou
receptores de citocina tipo I) é composta pelos receptores de interleucina 2 (IL-2),
interleucina 3 (IL-3), interleucina 4 (IL-4), interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 7 (IL-7), fator estimulador de colonias de macrofagos e granulocitos (GM-CSF),
eritropoietina (Epo) e fator estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF). Os membros
dessa familia sdo proteinas do tipo transmembrana caracterizadas por residuos conservados
de cisteina na por¢do N-terminal extracelular ¢ um motivo composto de residuos de
triptofano (W) e serina (S): “WSXWS” na sua porcao intracelular (Myajima et al, 1992).

Os receptores de GM-CSF (GMR), IL-3 (IL-3R) e IL-5 (IL-5R) pertencem a uma
sub-familia especifica (gp140) e diferenciam-se por serem heterodimeros compostos de uma
cadeia alfa especifica para o ligante (GMRa, IL-3Ra e IL-5Ra respectivamente) e uma
cadeia beta (Bc) comum aos trés receptores e responsavel pela transdu¢ao do sinal

(Guthdridge et al, 1998, Degroot et al, 1998).
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A ativacdo dos receptores de citocina tipo I segue o modelo de dimerizagdo de
receptor seguido de fosforilagdo intracelular de residuos de tirosina. Entretanto, os receptores
desta familia ndo possuem atividade quinasica intrinseca, sendo necessaria associagdo com
uma ou mais proteinas tirosina quinase intracelulares. As principais vias descritas de
fosforilagdo e transdugdo de sinal de receptores de citocinas tipo I sdo as rotas envolvendo
JAK/STAT (Janus quinase/ proteina transdutora de sinal e ativadora de transcricao), MAPK
(quinase ativada por mitogeno) e PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase) (Figura 8) (Rane &

Reddy, 2002).

2.3 Sinalizacao via GM-CSF

A ligacdo do GMCSF a cadeia alfa de seu receptor (GMRa) dé-se inicialmente com
baixa afinidade e alta constante de dissociacdo (Kd 1 - 10nM). O complexo GMCSF:GMRa
associa-se entdo a cadeia 3 formando um receptor heterodimérico ativado de alta afinidade

(Kd 30 -100pM) capaz de desencadear a sinalizagdo intracelular (Park ez al, 1992).

i rF \
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| Differentiation | | Proliferation | [ Survival |
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Figura 8 — Representacio esquematica das vias de sinalizacio ativadas pelos receptores
de IL-3, IL-5 e GM-CSF de diferentes tipos celulares. A ativagao do receptor desencadeia
o recrutamento de diversas moléculas de sinalizagdo intracelular, levando a alteracdes
transcricionais de genes envolvidos em processos de diferenciacdo, proliferagdo e
sobrevivéncia. Linhas cheias: modulacdo positiva; linhas tracejadas: modulacdo nao
totalmente descrita (adaptado de Degroot et al, 1998).

A cadeia B do receptor e proteinas JAK encontram-se em estado latente inativo. Apds
a ativacao do receptor, ocorre a transfosforilacdo de proteinas JAK associadas e fosforilagao
de multiplos residuos de tirosina do receptor que, por sua vez, tornam-se sitios de ligagao
para uma variedade de proteinas contendo o dominio SH2, principalmente as STAT. Uma
vez fosforiladas, as STAT dimerizam-se e sdo translocadas para o ntcleo onde atuam como
reguladoras da transcri¢do génica. Existem pelo menos quatro isoformas diferentes de JAK e
oito de STAT permitindo uma alta especificidade na sinalizagdo (Degroot et al, 1998).
Recentemente, Hansen e colaboradores (2008) elucidaram a estrutura do receptor funcional
de GM-CSF demonstrando a formacao de um complexo dodecamérico — composto de dois
hexameros com estequiometria 2:2:2 (GM-CSF:GMRalfa:GMRp) — necessario para a
dimerizagao funcional, transfosforilagao via JAK2 e transdugdo do sinal.

Além desta via, rotas de sinalizagdo envolvendo ativagdo de diferentes MAPK
(proteinas quinase ativadas por mitégeno) como ERK1/2, quinase p38 e JNK/SAPK também
sdao ativadas por GM-CSF, e requerem a presenca de proteinas adaptadoras Shc. A via de
sinaliza¢do mediada por PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase) também ¢ rapidamente ativada
apos a ativacado do GMR (Degroot ef al, 1998). Mutacdes em diferentes residuos de tirosina
da cadeia B do receptor revelam um papel distinto para cada na ativag¢ao das diferentes rotas
de sinalizacao (Itoh et al, 1998).

Processos pleiotropicos de proliferagdo, sobrevivéncia e diferenciagdo celular sdo

desencadeados através do receptor de GMCSF. A especificidade da resposta a uma mesma
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citocina pode advir da expressao diferencial do receptor nos estagios de maturagdo celular,
de diferentes concentragdes da citocina bem como do tempo e intensidade do sinal (Geijsen
et al, 2001). Recentemente, Guthridge e colaboradores (2006) demonstraram que a
especificidade do sinal mediado por GM-CSF ¢ controlada pela fosforilagdo alternada de
residuos citoplasmaticos especificos de serina e tirosina de GMR (Bc). Esses sitios sdo
fosforilados de forma mutuamente excludente conforme a concentracdo de GM-CSF,
gerando uma alternancia bindria de respostas de sobrevivéncia e proliferagdo, permitindo a
regulacdo das respostas biologicas.

A expressao de GMR humano ¢ regulada ao longo da diferenciacdo hematopoiética.
Células precursoras apresentam, inicialmente, baixos niveis de GMR (fc) que vao
aumentando conforme o comprometimento com as linhagens megacariocitica, eritrocitica,
granulocitica e monocitica, € permanece aumentado nos estagios finais de diferenciacao das
duas ultimas (Militi et al, 2000). Com relagdo a cadeia alfa humana, sdo descritas isoformas
soluveis, provenientes da acdo de metaloproteinases ou splicing alternativo, que mantém a
propriedade de ligacdo ao GM-CSF, mas ndo sdo capazes de associar a cadeia B e
desencadear o sinal, atuando como antagonistas funcionais do GMCSF (Prevost et al, 2007).
Rosas e colaboradores (2007) identificaram que, em camundongos, GMRa ¢ também
polimérfica; seu gene sofre splicing alternativo, gerando trés transcritos: (i) full-lenght
(proteina transmembrana normal, tmGMRa), (ii) truncado (proteina soluvel por perda do
dominio transmembrana, solGMRa) e (iii) deletado (proteina com residuos deletados,
delGMRa), indicando que a regulacdo de sua func¢ao biolodgica pode ser tdo complexa quanto

em humanos.

19



3 GANGLIOSIDIOS E HEMATOPOIESE

O papel dos gangliosidios na regulagdo da hematopoiese vem sendo estudado por
diversos grupos e com diferentes abordagens. Em estudos sobre o envolvimento de células
tumorais na inibicdo da hematopoiese, Kaucic e colaboradores (1994) demonstraram que
tumores localizados na medula s3o capazes de modular a hematopoiese através da liberagao
de gangliosidios biologicamente ativos de sua membrana que atuariam nos progenitores
hematopoiéticos alterando seus mecanismos de diferenciagdo e proliferacao.

Um estudo com células leucémicas demonstrou que cada estagio da maturagdo e
desenvolvimento de neutrdfilos ¢ marcado por um perfil de glicoesfingolipidios especifico e
que a maturacgao ¢ acompanhada por uma perda do gangliosidio GM3 (Smolenska-Sym et al,
2004). Sabe-se que o GM3 induz a diferenciagdo monocitica das linhagens leucémicas HL-
60 e a partir disso o grupo de Hee-Jung Choi (2003) analisou a regulacdo transcricional da
GM3 sintase humana durante a diferenciacao induzida por ésteres de forbol e demonstraram
um aumento da expressdo do gene da enzima através da regulacdo via PKC e CREB.
Estudos realizados com células da linhagem leucémica multipotente K562 mostraram que o
gangliosidio GM3 estimula a diferenciacdo para megacariocitos induzida por forbol-éster e
inibe a diferenciagdo eritréide induzida por hemina (Nakamura et al., 1991). Recentemente,
descreveu-se o papel da sialidase de membrana NEU3 na modulacdo do contetdo de
gangliosidios e na diferenciacdo dessa mesma linhagem celular (Jin et al, 2008). Ja em
c¢lulas da linhagem HL-60, o GM3 estd aumentado durante a diferenciagdo monocitica, mas
nao durante a diferenciagdo granulocitica (Nakamura et al., 1992).

Sabe-se que o GMCSF ¢ uma citocina que se associa a componentes de matriz

extracelular como proteoglicanos contendo heparan-sulfato através da ligagdo em residuos

20



especificos de histidina da citocina, tendo sua atividade mitogénica e sinalizagao moduladas
(Sebollela ef al, 2005). Essa associagao fisica somente ocorre em pH acido, onde mudangas
conformacionais na molécula de GM-CSF o tornam capaz de interagir com os
glicosaminoglicanos (Alvarez-Silva ef al/, 1996). Estudos com modelos de células estromais
demonstraram que a capacidade de suporte da proliferacio de células mieldides esta
relacionada aos tipos de proteoglicanos por eles sintetizados. (Alvarez Silva et al, 1996;
Carvalho et al, 2000). Além disso, a caracterizagdo da organizagdo espacial entre células
estromais e células precursoras mieloides, realizada por microscopia eletronica (Borojevic et
al, 2003), evidenciou um extensivo deslocamento (capping) de moléculas carregadas
negativamente para a regido de contato e interface entre os dois tipos celulares,
provavelmente associado a diminuicdo do pH local. Essas moléculas carregadas
negativamente demonstraram suscetibilidade a a¢do de sialidase, sugerindo a participagdo de
glicoproteinas sialiladas e/ ou gangliosidios na forma¢do de complexos macromoleculares
que determinam as caracteristicas fisicas e quimicas necessarias para a diminui¢ao local de
pH (Wettreich et al, 1999).

A liberag¢do e incorporacdo de gangliosidios por diferentes tipos celulares foram
revisadas por Lauc & Lauc (2006) e reforcam estudos de nosso grupo que demonstraram que
gangliosidios sdo liberados por células estromais e incorporados por células precursoras
mielopoiéticas. Interessantemente, demonstramos que os perfis de expressao e liberagdao de
gangliosidios correlacionam-se com as diferentes capacidades de suporte da proliferacao de
c¢lulas mieldides apresentadas pelos diferentes estromas (Ziulkoski et al, 2006; Andrade et
al, 2006). Além disso, constatamos também que o gangliosidio GM3 foi seletivamente
incorporado na membrana das células mieldides colocalizando com a cadeia alfa do receptor

de GM-CSF das células FDC-P1 (Ziulkoski et al, 2006), sugerindo que, assim como outros
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receptores de fatores de crescimento, 0 GMR e sua sinalizagdo possam estar sob modulacao

de gangliosidios.
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OBJETIVOS

Baseado nos estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa € com o objetivo de entender o
papel dos gangliosidios na sinalizacdo via GM-CSF, este trabalho se prop0s a avaliar a modulagdo da
atividade mitogénica desta citocina bem como possiveis intera¢des entre gangliosidios e GMRa e Pc.
Como modelo experimental, utilizamos a linhagem precursora mieldide murina FDC-P1, a qual ¢

dependente de GM-CSF e/ou IL-3 para sobrevivéncia e proliferagao.

Objetivos especificos:

1. Avaliar o papel de gangliosidios exdgenos na modulacdo da atividade mitogénica de
GM-CSF através da adigdo de gangliosidios GM3, GDla ¢ GMI1 purificados ao
sistema de cultivo;

2. Avaliar o papel dos gangliosidios expressados através da redugdo do contetido
sintetizado pelo uso de inibidor especifico da enzima glicosilceramida sintase, D-
PDMP;

3. Isolar as fragcdes de membrana resistentes a detergente (GEMs ou rafts) de células
FDC-P1 e analisar a composi¢do em gangliosidios e a presenga do GMRa e PBc
nesses microdominios;

4. Imunoprecipitar GMRa e Pc e verificar a possivel co-imunoprecipitagdo de
gangliosidios;

5. Avaliar a distribuicdo dos gangliosidios GM3 ¢ GD1a na membrana e sua possivel
co-localizagdo com GMRa ¢ fc;

6. Caracterizar as células FDC-P1 quanto a expressdo de das isoformas tmGMRa e
solGMRa;

7. Avaliar a possivel modulacdo dos gangliosidios na expressao génica diferencial das
isoformas tmGMRa e solGMRa, bem como do fator de transcri¢cdo C/EBPa;

8. Avaliar a ativagdo de GMR pela fosforilagdo de Bc e a possivel modulagdo por
gangliosidios,

9. Avaliar a possivel modulagdo de gangliosidios na cascata de sinalizagdo via ERK1/2.

23



PARTE 11

24



CAPITULO 1

MANUSCRITO A SER SUBMETIDO AO PERIODICO CELL PROLIFERATION
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GANGLIOSIDES REGULATE GM-CSF-INDUCED CELL PROLIFERATION OF A

MURINE MYELOID CELL LINE.

4Gilveira-Santos, AX; 'Maia, J.E; 2Crespo, P; “Daniotti, J.L; "“Trindade, V.M.T;
3 Borojevic, R; " Guma, F.C.R.
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ABSTRACT

Objectives: Gangliosides have been extensively reported to be involved in the processes of
proliferation in various cell types by modulating growth factor receptor and signaling
pathways. However, the specific modulation of gangliosides in GM-CSF-induced
proliferation has not been described so far. In this work we attempt to study the modulation
of gangliosides on GM-CSF-induced proliferation in a murine myeloid precursor cell
lineage, FDC-P1, which is dependent of GM-CSF (or IL-3) for survival and proliferation.
Methods: For that, we cultured cells with GM-CSF (0-10ng/ml) and used the exogenous
addition of gangliosides GM3, GD1la and GM1 (20uM each) to the culture medium, as well
as endogenous ganglioside synthesis inhibition by the use of a glucosylceramide synthase
inhibitor D-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol, D-PDMP (10uM).
In order to see if there was an association of gangliosides and GMR, we performed co-
immunoprecipitation assay (co-IP), isolation of detergent resistant microdomains (DRM)
and immunocytochemistry.

Results: Exogenous additon of GM3 and GDl1a, but not GM1, enhanced the proliferation of
FDC-P1 cells induced by GM-CSF. GM3 and GDla also enhanced activation of MAPK
(ERK1/2). The reduced ganglioside synthesis by the use of D-PDMP was accompanied by a
decrease in cell proliferation, compared to untreated cells showing a role of endogenous
gangliosides in the proper cell responsiveness to the cytokine. Addition of exogenous GDla,
but not GM3, to D-PDMP-treated cells, restored their proliferative response to GM-CSF to

levels of control cells (untreated cells). We found a co-distribution of gangliosides and GMR
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in membrane microdomains by sucrose density gradient, as well as colocalization of GDla
and GMR by immunocytochemistry. However, we did not find an association of
gangliosides and GMR by co-IP.

Conclusion: Taken together, these results indicate that gangliosides (either those arising
from extracellular media or endogenously expressed) play a role on the modulation of GM-
CSF-mediated proliferative response. Gangliosides are components of membrane
microdomains, called rafts, and the role of these domains on growth factor signaling has
been extensively studied. It is possible that, alike other growth factor receptors, the GM-CSF

signaling cascade, could be under ganglioside modulation.
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INTRODUCTION

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) is a hematopoietic
and inflammatory cytokine involved in cell functions as survival, proliferation,
differentiation and functional activation, being one of the major cytokines regulating blood
homeostasis (Barreda er al, 2004). It is also therapeutically used as adjunct to
mielossupressive chemotherapy, and a potential target in leukemias (Pelley et al, 2007) and
pulmonary alveolar proteinosis (Venkateshiah et al, 2004). All functional activities of GM-
CSF are exerted through the binding on GM-CSF receptor (GMR) at the surface of target
cells. GMR is a member of the gp140 family of type I cytokine receptor superfamily. It is a
heterodimer composed of a specific ligand binding alpha chain (GMRa) and a common f3
chain (Bc), shared with IL-3 and IL-5 receptors, responsible for the signal transduction
(Miyajima et al, 1992). Binding of mouse GM-CSF to GMRa occurs firstly with low affinity
(Kd 1-100nM) leading to the recruitment of fc, generating a high aftinity GMCSF:GMRa:
Bc complex (Kd 30-100pM) which is able to trigger the intracellular signal (Paller et al,
1992). The biological function of GM-CSF on target cells is modulated by interaction with
heparin-containing proteoglycans on cell surface. This interaction requires an acidic
microenvironment to occur (Wettreich et al, 1999), and, thus, negatively charged glycolipids
present on the plasma membrane of target cells were proposed to be involved in the
functional role of GM-CSF (Borojevic et al, 2003).

Gangliosides, sialic acid-containing glicosphingolipids, are major components of the
outer leaflet of mammalian plasma membranes contributing to membrane structure and
organization (Sonnino et al, 2006). They are not homogeneously distributed on the

membrane, but rather organized in microdomains enriched in sphingolipids and cholesterol,
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often described as specialized signaling platforms (Simons and Ikonen, 1997). Gangliosides
are largely associated to cellular processes as proliferation, differentiation, adhesion,
migration, etc, through the modulation of transmembrane signaling receptors (Miljan and
Bremer, 2002; Hakamori, 2008). When exogenously added, gangliosides can insert into
membrane and alter biological outcome of several growth factors by modulating their
receptors (Bremer et al, 1986; Rusnati et al, 1999; Mitsuda et al, 2002, Liu et al, 2004). On
the other hand, studying endogenously expressed ganglioside underlines their physiological
roles in growth factor signaling (Li et al, 2000; Zurita et al, 2001; Milani et al, 2007; Liu et
al, 2008).

In the hematopoietic system, leukemic and normal cells are influenced by
gangliosides. Hematopoiesis can be abrogated by T-cell lymphoma- or neuroblastoma-
derived gangliosides (Barthi et al, 2001; Siestma et al, 1998). It has been shown that
neutrophil development is accompanied by a switch in ganglioside profile, with a loss of
ganglioside GM3 in maturation process (Smolenska-Sym et a/, 2004). In HL-60 myelocytic
differentiation induced by phorbol esters, GM3 content (Nakamura et al, 1992) and GM3
synthase activity (Momoi ef al/, 1986) are markedly increased. GM3 synthase expression is
strongly associated with differentiation of monocytic (Chung et al, 2005) and
megakaryocytic cells (Choi et al, 2004), leading to an increase of GM3 content, necessary
for differentiation. Recently, the role of membrane sialidase NEU3 was related in the
modulation of megakaryocytic K562 cells (Jin et al, 2008). Our previous studies on murine
models of stroma-mediate myelopoiesis have shown that gangliosides are required for
optimal capacity of stromal cells to support proliferation of myeloid precursor cells
(Ziulkoski et al, 2006; Andrade et al, 2006). Moreover, gangliosides from stromal cells were

shed to the supernatant and selectively incorporated into myeloid cell membranes, where it
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colocalized with the GMRa (Ziulkoski et al, 2006) suggesting that, as for most other growth
factor, GMCSF signaling could also be under ganglioside modulation.

Here, we study the putative modulation of gangliosides on GM-CSF-induced proliferation in
a murine myeloid precursor cell lineage, FDC-P1, which is dependent of IL-3 or GM-CSF
for survival and proliferation. For that, we used the exogenous addition of gangliosides
GM3, GD1a and GM1 to the culture medium, as well as endogenous ganglioside synthesis
inhibition by the use of a glucosylceramide synthase inhibitor D-threo-I-phenyl-2-
decanoylamino-3-morpholino-1-propanol, D-PDMP. In order to see if there was an
association of gangliosides and GMR, we performed co-immunoprecipitation assay (co-IP),

isolation of detergent resistant microdomains (DRM) and immunocitochemistry.

MATERIALS AND METHODS

Materials: We purchased RPMI 1640 medium and lipid standards from Sigma-Aldrich
(Saint Louis, MO, USA), fetal bovine serum (FBS) from Cultilab (Campinas, SP, Brazil), D-
[U-14C] galactose (300 mCi/mmol) from Amersham Life Science (Buckinghamshire, UK),
glucosylceramide synthase inhibitor D-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-
propanol (D-PDMP) and Fluorsave® from Calbiochem (USA). Gangliosides GM3, GDla
and GM1 from Matreya (Pleasant Gap, PA, USA), recombinant murine GM-CSF from
PeproTech (Rocky Hill, NJ, USA). Rabbit anti-mouse GMRa and rabbit anti-mouse Bc were
from Santa-Cruz Biotechnology (USA). The supernatant of DH2 hybridoma was from
Glycotech (USA). Human polyclonal serum anti-GD1a from Sigma-Aldrich (USA), FITC-
conjugated cholera toxin from Sigma-Aldrich (USA). Secondary HRP-anti-mouse and HRP-
anti-rabbit from Amersham. Secondary fluorescent antibodies anti-mouse 488, anti-rabbit

488, anti-mouse 555 and anti-rabbit 555 were from Molecular Probes and anti-human-FITC
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from Sigma Aldrich. Silicagel high performance thin layer chromatography (HPTLC) plates
from Merck (Darmstadt, Germany), plastic tissue culture dishes from Nunc (Roskilde,
Denmark). CellTiter Aqueous Solution was from Promega (USA). Chemiluminescence

detecton kit ECL from Amersham.

Cells: Murine myeloid precurosor cell lineage, FDC-P1, was obtained from Rio de Janeiro
Cell Bank (PABCAM, Federal University, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Cells were
maintained in RPMI 1640 (10%FBS) supplemented with murine GM-CSF (2ng/ml), at 37°C
in 5% CO2 humidified atmosphere. To determine the optimal cytokine concentration, cells

were incubated with 0.2 to 10 ng/mL of GM-CSF.

Proliferation assay and ganglioside treatment: 3x10* cells were seeded on 96 well plates
in 100ul RPMI (10%SFB) containing or not GM-CSF (0-10ng/ml) and 20uM of
gangliosides GM3, GD1a or GM1 for 24h. Proliferation was assessed by Cell Titer Aqueous
Assay (MTS) as a measure of absorbance in 490nm quantified by spectrophotometry in

Spectramax 190 (Molecular Devices).

Endogenous ganglioside synthesis inhibition: 5x10° cells were seeded on 6 well plate and
cultured for 48h in 3ml RPMI (10%FBS) containing GM-CSF (2ng/ml) and the
glucosylceramide synthase inhibitor, D-PDMP (10uM). Cell viability during inhibition was

accessed by hemocytometer counting with Trypan Blue exclusion dye.

Metabolic labelling and lipid extraction: D-PDMP-treated and control cells were

incubated with ['*C]galactose (0,5uCi/ml) for the last 12h of culture. Cells were washed in
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cold PBS and briefly centrifuged. Lipids were extracted from the pellet with
methanol:chloroform (2:1, v/v). Gangliosides were purified by Sepak C18 (Wiliams &
McCluer, 1980). HPTLC analysis was performed with two successive systems
chloroform:methanol (4:1, v/v) and chloroform:methanol:calcium chloride 0,25% (60:36:8).
Radioactive bands were visualized by autoradiography of chromatographic film, identified
by co-chromatographed standards and quantified by densitometry. Standards were visualized

by Resorcinol-HCI (Andrade et al, 2006).

Sucrose-density-gradient separation: Cells were washed with cold PBS and briefly
centrifuged. Pellets were treated with lysis buffer containing 150 mM NaCl, 5 mM EDTA,
1% Triton X-100, 0.1M Na2CO3, 25mM Tris/HCI, pH 7.5 (TNE buffer) and protease
inhibitors cocktail, at 4°C for 1 h. Lysates were centrifuged for 16h at 150000g at 4°C on
continuous sucrose gradient (5-35%) in TNE buffer without Triton X-100. Eleven fractions
were collected from the bottom of the tube with a fraction collector. Proteins in each fraction
were precipitated with chloroform/methanol (1:4, v/v), resuspended in Laemmli buffer and
subjected to SDS/PAGE and Western blotting. In a parallel experiment, lipids were extracted

from the fractions and subjected to analysis.

Electrophoresis and Western blotting: Proteins were resolved by electrophoresis through
SDS/PAGE gels (10%) under reducing conditions and then electrophoretically transferred to
PVDF membranes for 2h at 300 mA. For immunoblotting, nonspecific binding sites on the
PVDF membrane were blocked with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (400 mM
NaCl/100 mM Tris/HCI, pH 7.5) for 1h. Rabbit anti-mouse-GMRa polyclonal antibody and

rabbit anti-mouse-fc¢ polyclonal antibody were used at a dilution of 1:500. Bands were
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detected by secondary HRP-anti-rabbit IgG (1:10000) combined with chemiluminescence

detection kit and images were captured in a photo imager Geliance 600.

Immunoprecipitation: For immunoprecipitation of GMRa and Bc, cells were lysed for 60
min on ice with TNE buffer 1% Triton X-100. Lysates were pre-incubated with Protein A
Sepharose for 2h at 4°C under stirring to avoid non specific binding. After brief
centrifugation (500xg for 1min), the supernatant was incubated with primary antibodies:
rabbit polyclonal anti-GMRa (1:50) or rabbit polyclonal anti-Bc (1:50) for 4h at 4°C under
stirring. After brief centrifugation, the pellet of immunoprecipitate was subjected to western

blotting. Lipids from immunprecipitate and total extract were analyzed as described.

Immunofluorescence microscopy: Cells were washed twice with PBS and pelleted over
coverslips using a micro plate centrifuge, fixed in paraformaldehyde 4% for 30 min at 37°C,
washed in PBS and incubated in 3% BSA/PBS buffer for 1 h at 37°C to block non-specific
binding sites. Coverslips were then incubated overnight at room temperature with primary
antibodies, washed with PBS buffer, and exposed to secondary antibodies for 1.5 h at 37°C.
The primary antibodies were: polyclonal rabbit anti-mouse GMRa (1:50), polyclonal rabbit
anti-mouse-fc (1:50), monoclonal mouse anti-GM3 (clone DH2) 20%, human polyclonal
serum anti-GDla, Cholera toxin B-FITC 1:20. Secondary antibodies were Alexa 488- or
Alexa 555-conjugated goat anti mouse antibodies, Alexa 488- or Alexa 555-conjugated anti-
rabbit antibodies (10ug/ml). After final washes with PBS, coverslips were mounted in

Fluorsave®. Confocal images were obtained using a FV1000 Olympus microscope.

33



Statistical Analysis: Data were expressed as mean =+ standard error, p<0,05 was considered
significant. Statistical comparisons were performed by Student’s T test and, as appropriated
by ANOVA and Tukey post hoc test. All analyses were performed with the SPSS statistical

package (SPSS Inc. Chicago, I, USA).

RESULTS

GM-CSF stimulation of FDC-P1 proliferation. To determine the optimal conditions for GM-
CSF-induced proliferation, murine myeloid cells of FDC-P1 lineage were stimulated with 0
to 10ng/ml of recombinant GM-CSF for 24h. GM-CSF stimulated FDC-P1 proliferation in a
dose-dependent manner as shown in Fig.1. GM-CSF concentration of 2ng/ml was used in all
subsequent experiments.

Exogenous addition of ganglioside GM3 or GDla, but not GMI, increases GM-CSF-
induced cell proliferation. To determine whether exogenous gangliosides can modulate the
mitogenic activity of GM-CSF on FDC-P1 cells, we incubated cells with 2ng/ml of GM-CSF
and 20uM of each ganglioside for 24h. GM3 or GD1a, but not GM1, significantly enhanced
the GM-CSF-induced proliferation (p<0,05) (Fig.2). As expected, there was no independent
effect of gangliosides.

Inhibition of ganglioside synthesis by D-PDMP. To study the role of cellular gangliosides in
GM-CSF-induced cell proliferation, we modulated ganglioside metabolism by the use of a
glucosylceramide synthase inhibitor, D-PDMP (REF). FDC-P1 cells normally synthesize
gangliosides GD1a, GM1 as major glycolipids, and to a lesser extent, GM3, GM2, GD3,
GDI1b and GT1b (Ziulkoski et al, 2006). We cultured cells in medium containing 10uM D-

PDMP for 48h. During the final 12h, [14C]-galactose (0,5uCi/ml) was added to the culture
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medium. Densitometric analysis of HPTLC autoradiogram demonstrated that the exposure
of FDC-P1 cells to D-PDMP (10uM) markedly reduced ganglioside synthesis, the total
ganglioside synthesis in about 40%. Interestingly, in a differential form, the GD1a synthesis
was reduced only 25% (Table 1).

Down-regulation of GM-CSF-induced proliferation by reduced ganglioside synthesis. The
effect of inhibition of ganglioside synthesis on proliferation and viability was assessed by
cell counting in hemocytometer with Trypan Blue exclusion dye. There was a significant
decrease in cell proliferation after the 48h of ganglioside synthesis inhibition, compared to
control group (Fig.3a). To assess the possibility that such reduction was due to a toxic effect
of the inhibitor, cells were pretreated for 48h with 10uM D-PDMP, washed, fresh medium
was replaced for more 24h. Proliferation level was restored to control levels (Fig.3b)
suggesting that D-PDMP treatment is not toxic to the cells. We confirmed these findings
using an analogue of the inhibitor, PPPP, which gave similar results. Ethanol 0,1% as
vehicle had no toxic effect as well (data not shown).

Exogenous GDla addition restored proliferative response of D-PDMP treated cells. To
assess the contribution of individual gangliosides on the proliferative response to GM-CSF,
we performed an assay in which cells were pretreated with D-PDMP for 48h to reduce
endogenous ganglioside content and then maintained for additional 24h in (i) continued
inhibition medium (ii) fresh medium after wash (iii) GDla, (iv) GM3 or (v) both (Fig.4).
Interestingly, exogenous addition of GDla, but not GM3, was sufficient to overcome the
inhibitory effect of D-PDMP, suggesting that an adequate proliferative response to the GM-
CSF may be dependent of specific cellular ganglioside content.

Ganglioside GDl1a co-localizes with GMRa. and fc in FDC-PI cells. Since the response of

GM-CSF requires its association with GMR, we investigated the distribution of GDla and
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GM3 with GMRa and Be (Figure 6). In accordance with TLC analysis, FDC-P1 showed a
strong labeling with anti-GD1a, mostly present in plasma membrane. Conversely, barely
detectable labeling with DH2 (anti-GM3) was found (not shown). GMRa and fc had a
similar distribution, slightly concentrated at the plasma membrane. In merged images, there
were areas of colocalization for both receptor subunits with GD1a.

Cellular Gangliosides do not co-immunoprecipitate with GMR. To determine the ability of
gangliosides to complex with GMR, the recovery of radiolabeled gangliosides after
immunoprecipitation of GMRa or fc was assessed. Cells were incubated with GM-CSF for
24h, in which the final 12h was with addition of [14C]-galactose. The autoradiography of
HPTLC plate showed no co-immunoprecipitation of gangliosides with either GMRa or c
(data not shown). However, we cannot rule out the possibility that weak interactions could
occur at membrane level, as suggested by co-distribution of gangliosides and GMR in
sucrose gradient and immunocytochemistry assays.

Distribution of cellular gangliosides and GMRo. and fc in sucrose gradient. In order to
determine whether gangliosides and GMR could be present in rafts we performed Triton X-
100 extraction followed by sucrose gradient centrifugation and analyzed the obtained
fractions. We observed that most ganglioside distribution was uneven in the eleven fractions,
being concentrated at higher fractions. GMRa distributed equally along the gradient, with a
slight increase in these higher fractions, where Pc was also concentrated. The higher
fractions correspond to the less dense membrane fractions, which retain membrane structures
as rafts. These results suggest that GMR and gangliosides could be constituents of rafts in
FDC-P1 cells (Figure 5).

DISCUSSION
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The present study specifically addressed the influence of ganglioside content on the GM-
CSF-induced myeloid proliferation. Based on our previous observations regarding the role of
gangliosides in the mielossuportive capacity of stromal cells, we compared the GM-CSF-
induced proliferation with complementary approaches of adding exogenous gangliosides to
the GM-CSF-containing culture media as well as inhibiting endogenous synthesis by the use
of a specific glycosylceramide synthase inhibitor, D-PDMP. We found that ganglioside
enrichment with GM3 and GDla, but not GM1, synergistically stimulated the GM-CSF-
induced proliferation. Ganglioside addition is largely used to study the effects of exogenous
gangliosides on cell biology. It is a helpful approach to understand the nature of ganglioside
modulation on growth factor receptor, regarding direct association, receptor activation,
dimerization and distribution in membrane microdomains (Liu et al, 2006; Liu et al, 2004;
Kabayama et al, 2007).

In this study, specific inhibition of glucosylceramide synthase by D-PDMP treatment
caused reduction in ganglioside synthesis and retarded cell proliferation. Interestingly, the
reduction in ganglioside synthesis was not indiscriminate. Among the cellular synthesized
gangliosides, GD1a was almost unaffected by D-PDMP, suggesting an important role for
this ganglioside in FDC-P1 cell survival and proliferation. This is in accordance with the
strong restoring effect of proliferation when exogenous GD1a was added back in D-PDMP-
treated cells. While we cannot explain why GM3 addition did not reverse the low
proliferation in these cells (compared to the synergic effect observed in control cells), it is
plausible to think that exogenous addition of a ganglioside may have different effects in
“normal” cells compared to ganglioside-depleted cells, regarding membrane insertion,
internalization, microdomain organization and etc. The extent of added ganglioside insertion

into membrane and where they exerts the observed effects remain unclear and we must
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consider that ganglioside depletion may also have effects on impairment of intracellular
trafficking of several cell constituents (Nakamura et al, 2001). GM3 and GDla, when in
solution may form micelles (Sonnino et a/, 2006), and therefore, the blockage of GM3 on the
restoring effect of GD1a could be due to less GD1a molecules available to interact with the
cells.

D-PDMP is a widely used ganglioside synthesis inhibitor (Abe et al, 1995; Liour et
al, 2002). It is known to cause accumulation of ceramide and derived metabolites, which
may act as second messengers affecting cell proliferation (Bleicher, 2002; Blitterswijk et al,
2003). In the beginning of this work, we tested D-PDMP and the analogue PPPP (which
causes no ceramide accumulation), and both had similar effects on viability and proliferation
(data not shown). Even though, we cannot completely eliminate the possibility that the
observed down-regulatory effects can be attributed to side effects of D-PDMP.

Gangliosides, as components of membrane microdomains, have been extensively
associated to growth factor signaling. Depletion of cellular gangliosides plausibly interferes
in the clustering of glicosphingolipid enriched domains in plasma membrane and, on the
contrary, ganglioside enrichment by exogenous addition could enhance the formation of
such signaling domains.

Our results showed that membrane ganglioside distribution was concentrated at the
higher fractions of the sucrose gradient, as well as fc and GMRa, suggesting that GMR and
gangliosides could be constituents of rafts in FDC-P1 cells and, therefore, modulated by
ganglioside content. Moreover, gangliosides have been reported to be physically associated
to growth factor receptors (Hanai, 1988; Milani, 2007). Even though we did not find a direct
association of endogenous gangliosides with GMR by co-immunoprecipitation assay, we

cannot rule out the possibility that interactions could occur at membrane level, as suggested
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by co-distribution of gangliosides and GMR in sucrose gradient and shown by
immunocytochemistry assays.

In the last years, diverse studies considering the modulation of growth factor receptor
signaling by gangliosides have been done in a number of different cell types, with distinct
ganglioside species and experimental conditions. There is an emergent idea that gangliosides
could enhance cell sensitivity to growth factors, in that, membrane ganglioside enrichment
may facilitate cellular responses by acting as an “amplification mechanism”, especially for
suboptimal growth factor concentrations (Liu, 2006). Although several studies reported
association of ganglioside expression with hematopoietic processes of differentiation, no
study this far had described an effect of gangliosides in GM-CSF-induced myeloid
proliferation.

In the hematopoietic context, the present work is in accordance with previous studies
with stromal cells, where it was shown that the biological activity of GM-CSF-producing
stromas depends upon tissue cofactors, including capping of both heparan-sulfate
proteoglycans (Wettreich et al, 1999; Borojevic et al, 2003) and gangliosides (Andrade ef al,
2006, Ziulkoski et al, 2006) at the interface between hematopoietic and stromal cells. These
aggregates possibly generate a permissive signaling microdomain, where the increased
amount of sialic acid could be related to local decrease in pH necessary for the interaction of
heparan-sulfate and GM-CSF (Wettreich et al, 1999; Sebollela et al, 2005). The nature of
ganglioside modulation of GM-CSF-induced proliferation remains unclear and belongs to
our studies in progress. It is important to note that ganglioside modulation of GM-CSF
signaling may be of great interest not only in hematopoiesis, but also in immunological

processes, Alzheimer disease, alveolar proteinosis and wherever GM-CSF exerts its effects.
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FIGURES

Figure 1 — Induction of FDC-P1 cell proliferation. Cells were incubated with 0-10ng/ml
GM-CSF in RPMI (10% FBS) for 24h. Proliferation was measured with Cell Titer Aqueous
Solution Proliferation Assay ® (MTS). Results are expressed as absorbance in 490nm +/- SE
of quadruplicates. Seeding density was 3x 10*/well.

Figure 2 — GD1a and GM3, but not GM1 enhance FDC-P1 proliferative response to
GM-CSF. Cells were incubated in RPMI (10% FBS) containing 2ng/ml GM-CSF and 20uM
ganglioside (each) for 24h. Proliferation was measured with Cell Titer Aqueous Solution
Proliferation Assay ® (MTS). Results are expressed as absorbance in 490nm +/- SE of
quadruplicates. Seeding density for FDC-P1 was 3 x 10%well. (*) P<0,05, different from
GM-CSF group; Student’s T test.

Figure 3 — Cell proliferation during ganglioside synthesis inhibiton. (A) 1x10° cells were
maintained in RPMI (10% FBS) containing 2ng/ml GM-CSF, 2ng/ml GM-CSF and 10uM
D-PDMP, or RPMI (10% FBS) only for 48h. Proliferation and viability were assessed by
cell counting in hemocitometer with Trypan Blue. Results are mean + SE of triplicate
cultures. (B) After 48h inhibition, cells were maintained for additional 24h with inhibition
medium (10uM D-PDMP) or with fresh medium after wash (washout medium).
Proliferation was measured with Cell Titer Aqueous Solution Proliferation Assay ® (MTS).
Results are expressed as means of absorbance in 490nm + SE of quadruplicates. (*) P<0,05,
different from GM-CSF group; Student’s T test.

Figure 4 — Effect of ganglioside exogenous addition on GM-CSF-induced proliferation
in D-PDMP pretreated cells. 3 x 10° cells pretreated with 10uM D-PDMP for 48h were
washed to remove inhibitor and further incubated with 2ng/mL. GM-CSF (GMCSF,
uninhibited cells); 2ng/mL. GM-CSF and 10uM D-PDMP (DPDMP); 2ng/mL GM-CSF,
10uM D-PDMP and 20uM GD1a (DPDMP GD1a); 2ng/mL. GM-CSF, 10uM D-PDMP and
20uM GM3 (DPDMP GM3); 2ng/mL GM-CSF, 10uM D-PDMP and 20pM GM3 and
GDla each (DPDMP GDla GM3). Proliferation was measured with Cell Titer Aqueous
Solution Proliferation Assay ® (MTS). Results are expressed as absorbance in 490nm +/- SE
of quadruplicates. (*) P<0,05 different from DPDMP, DPDMP GM3 and DPDMP
GD1aGM3 groups ; ANOVA and Tukey post hoc test.

Figure 5 — Sucrose density gradient analysis of GMR and ganglioside distribution in
FDC-P1 cells. Cells were lysed in TNE 1% Triton X-100 buffer for 1h at 4°C. Lysates were
put onto continuous sucrose gradient (5-35%) in TNE buffer and centrifuged at 150000xg
for 16h at 4°C. Fractions were collected from the bottom of the tube. Proteins and lipids
were isolated from each fraction of independent experiments and analyzed by western
blotting and HPTLC, respectively, as described in methods.

Figure 6 — Subcellular location of Gdla, GM3, GMRa and fc in FDC-P1 cells. Cells
were immunostained for GD1a with human serum anti-GD1a, GM3 with DH2, GMRa and
Bc with specific antibodies. Single confocal sections (x , y) were taken parallel to the
coverslip. 600x.
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TABLES

Table 1 — Densitometric analysis of metabolically labeled gangliosides from FDC-P1
cells treated or not with D-PDMP

Proportion of ganglioside
( % of total radioactivity in control)

Gangliosides Control D-PDMP % of Inhibition

GM3 3.60 1.64 54.4
GM2 5.77 0.55 90.5
GM1 33.09 18.44 44.3
GD3 3.94 2.02 48.7
GDla 40.70 30.27 25.6
GDI1b 10.88 5.16 47.7
GTl1b 2.00 0.30 85.0
Total 100 58.38

Cells were cultured for 48h in medium containing 2ng/ml GM-CSF in the presence or not of
the glucosylceramide synthase inhibitor, D-PDMP (10uM). In the last 12h, [14C]-galactose
(1uCi/ml) was added. Lipids were extracted, purified, analyzed by HPTLC and visualized by
fluorography. Results are expressed as percentage of total radioactivity incorporated in
gangliosides in control group. Representative data from triplicate are shown. GT1b, GD1b,
GDla, GD3, GM1, GM2 and GM3 are gangliosides.
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CAPITULO 2

Gangliosidios e a modulac¢iao da sinalizacio mediada por GM-CSF: ativacido da cascata
de sinalizagao e analise da expressao génica de GMRa e do fator de transcri¢cao

C/EBPa.

(Dados complementares)
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INTRODUCAO

O GM-CSF (fator estimulador de colonias de granuldcitos e macrofagos), ¢ uma das
principais citocinas que controlam a proliferacdo, diferenciacdo e ativacdo celular na cascata
hematopoiética (Guthridge et al, 1998). A sinalizagdo mediada por GM-CSF inicia-se com a
ligacdo da citocina a GMRa, que se associa a Pc formando um complexo (GM-
CSF:GMRa:fc) capaz de desencadear o sinal. A sinalizag¢do intracelular do GM-CSF da-se
através da fosforilagdo de residuos de tirosina e serina de PBc por proteinas quinase
associadas, servindo de sitio de ligacdo para diversas vias de sinalizagdo. Uma das principais
vias que controlam o processo de proliferacdo mediado por GM-CSF ¢ a rota de ativagdo de
ERK 1/2 (proteina quinase regulada por sinal extracelular) (Chang, 2003). O efeito de
gangliosidios na ativacio de ERK ¢ bem descrito em diversos tipos celulares e com
diferentes abordagens (Zurita et al, 2001; Li et al, 2001; Yanagisawa et al, 2005).

Sabe-se que a expressao de GMR humano ¢ regulada ao longo da diferenciagdo
hematopoiética. Células precursoras apresentam baixos niveis de fc que vao aumentando
conforme o comprometimento com as linhagens megacariocitica, eritrocitica, granulocitica e
monocitica, ¢ permanece aumentado nos estagios finais de diferenciacdo das duas ultimas
(Militi et al, 2000). Com relagdo a GMRo humana, sdo descritas isoformas soluveis
(solGMRa), provenientes da acdo de metaloproteinases ou splicing alternativo do mRNA.
Estas proteinas sdo secretadas ao meio extracelular e mantém a propriedade de ligagdo ao
GM-CSF, mas nao sdo capazes de associar a cadeia beta ¢ desencadear o sinal, atuando
como antagonistas funcionais do GM-CSF (Prevost et al, 2007). Rosas e colaboradores
(2007) identificaram que, em camundongos, GMRa ¢ também polimorfica; seu gene softre

splicing alternativo, gerando trés transcritos: (i) normal ou full-length (proteina
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transmembrana, tmGMRa), (ii) truncado (proteina soluvel por perda do dominio
transmembrana, solGMRa) e (iii) deletado (proteina transmembrana com residuos deletados
no dominio extracelular, delGMRa), indicando que a regulacao de sua funcdo bioldgica pode

ser tdo complexa quanto em humanos (figura 1).
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Figura 1 — Caracterizacdo de GMRo murina. (A) Representacdo esquematica dos 11
exons codificantes para GMRa. A seqiliéncia publicada (Ensembl release 40) corresponde a
sequéncia full-length de camundongos C57BL/6. Camundongos BALB/C apresentam
polimorfismo no exon 6. Transcritos provenientes de splicing alternativo: deletado e
truncado. Setas pretas correspondem aos exons codificados, setas cinzas aos ndo codificados.
(B) Representacdo esquematica das trés isoformas protéicas preditas de GMRa murina. A
isoforma full-length (ou normal) contém uma cauda curta citoplasmatica, uma regido
transmembrana e uma regido extracelular. O transcrito deletado resulta em isoforma com
dele¢do no dominio de fibronectina III, mas retém o dominio transmembrana. A isoforma
truncada contém um sfop codon prematuro, resultando em uma proteina mais curta.
(Adaptado de Rosas et al, 2007).
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A familia de fatores de transcrigdo C/EBP ¢ composta por seis membros que exercem
papel fundamental no desenvolvimento mielocitico (C/EBPa, C/EBP, C/EBPy, C/EBPS,
C/EBPg e C/EBP(). Dentre os sitios de ligagdo deste fator de transcrigdo, destacam-se as
regides promotoras de genes que codificam para receptores de fatores de crescimento, G-
CSFR, M-CSF-R e GMR, modulando sua expressao e desempenhando papel importante na
regulacdo da hematopoiese (Hohaus et al, 1995; Rosmarin et al, 2005; Suh et al, 2006).

Os resultados anteriores deste trabalho demonstraram que gangliosidios estdo
envolvidos na modulacdo da atividade mitogénica do GM-CSF na linhagem mieldide
murina, FDCP-1. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi (i) determinar a modulagao
de gangliosidios na ativagdo do GMR (Bc) e de ERK1/2 e (ii) analisar a modulagdo de
gangliosidios na expressdo génica do fator de transcrigdo CEBPa e das isoformas tmGMRa

e solGMRa.
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METODOS

Materiais: o meio de cultivo RPMI 1640 e padroes de glicolipidios foram obtidos da Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, USA); Soro fetal bovino da Cultilab (Campinas, SP, Brasil), D-
[U-14C] galactose (300 mCi/mmol) da Amersham Life Science (Buckinghamshire, UK),
inibidor da glicosilceramida sintase D-threo-1-phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-
propanol (D-PDMP) da Calbiochem (USA). Gangliosidios GM3, GD1a e GM1 da Matreya
(Pleasant Gap, PA, USA), GM-CSF recombinante murino da PeproTech (Rocky Hill, NJ,
USA). Anticorpos rabbit anti-mouse-Bc, secundarios HRP-anti-mouse e HRP-anti-rabbit da
Amersham Life Science (Buckinghamshire, UK). Anticorpos mouse-anti-pTyr, rabbit anti-
mouse-p44/p42 (ERK1/2) e rabbit anti-mouse ERK1/2 da Cell Signaling (USA), placas
plasticas de cultura da Nunc (Roskilde, Denmark), reagente CellTiter Aqueous Solution® da
Promega (USA), Kit de detec¢dao por quimioluminescéncia da Amersham (UK), reagente de

TRIzol, M-MLV RT e Taq DNA polimerase platinum da Invitrogen (Carlsbad, USA).

Cultura das células e obtencio dos meios condicionados: A linhagem FDC-P1 foi obtida
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ — PABCAM, HUCFF, UFRJ, Rio de Janeiro,
Brasil). As culturas foram mantidas em meio RPMI 1640, contendo 2ng/ml GM-CSF a
37°C, em atmosfera umida com 5% de CO2. Para os experimentos, as células FDC-P1 foram
cultivadas em presenca de 2ng/ml de GM-CSF recombinante murino e /ou de 20uM dos

gangliosidios GM3, GD1a ou GM1.

Avaliacio da fosforilacao de GMR (Bc): 1x10° células foram mantidas em 1ml de meio
RPMI em privagdo de soro e citocina por 4h, e, apos este periodo, foram estimuladas com

GM-CSF (2ng/ml, concentragdo final) por 0, 5, 10 ¢ 15min. As células foram lavadas em
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PBS frio e lisadas em tampao TNE 1% Triton X-100. As proteinas foram precipitadas por
C:M (1:4) submetidas a eletroforese, seguida de transferéncia para membrana PVDF
(300mA, 2h). A membrana foi bloqueada com T-TBS (Tween-20; 0,1%) contendo 5% de
leite sem gordura (M-T-TBS) por 1h, lavada 3x com T-TBS e incubada overnight com
anticorpo primario mouse-anti-p-Tyr (1:2000) em M-T-TBS a 4°C sob agitacdo. A
membrana foi lavada 3x com T-TBS e incubada com anti-mouse-HRP (1:10000) por 1h a
temperatura ambiente. A membrana foi lavada 3x com T-TBS e 1x com TBS. O
imunocontetdo foi visualizado por quimioluminescéncia (ECL) em um fotodocumentador
(Geliance 600, PerkinElmer) e quantificado pelo software do mesmo. Os resultados foram
normalizados pelo imunocontetido correspondente a banda de Pc, usando-se anticorpo

rabbit-anti-mouse-fc.

Avaliacio da fosforilacio de ERK1/2: 1x10° células foram incubadas em RPMI (10%SFB)
contendo 2ng/ml de GM-CSF e 20uM de GM3 ou GD1a por 24h. As células foram lavadas
em mantidas em privagao de citocina por 4h. Apoés, foram estimuladas com 2ng/ml de GM-
CSF por 10min. As proteinas foram precipitadas por C:M (1:4) e quantificadas pelo método
de Lowry. Cerca de 30ug de proteina foi utilizado para SDS-PAGE e western como
anteriormente descrito. A fosforilagdo de ERK1/2 foi determinada pelo uso de anticorpo
especifico anti-p-ERK1/2 (p44/p42). Os resultados foram normalizados pelo uso de

anticorpo especifico anti-ERK1/2. A quantificagdo foi realizada como ja descrito.

Extracdo de RNA, sintese de cDNA e PCR em tempo real: O mRNA total das células foi
extraido utilizando o reagente Trizol de acordo com instru¢des do fabricante (Invitrogen). O

cDNA foi sintetizado a partir do RNA total por transcri¢ao reversa usando 1 ug de oligo(dT),
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primer T23V (5 TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTV3’) e enzima transcriptase reversa
M-MLV conforme instrugdes (Invitrogen). A reacdo foi feita por 60 min a 42°C. O PCR
quantitativo foi realizado pelo sistema real-time PCR ABI PRISM 7500 sequence detector.
SybrGreen foi utilizado como marcador fluorescente de dupla fita de DNA. Os primers
utilizados estdo listados na tabela 1. A reagdo era composta de um ciclo inicial de
desnaturacao a 94°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 10 seg a 94°C, 15 seg a 60°C e 15
seg a 72°C. As amostras foram mantidas a 40°C por 2 min para renaturagdo e aquecidas de
55°C a 90°C (1°C/seg) para gerar a curva de desnaturagdo dos produtos amplificados. A
reagao foi feita em um volume final de 20ul composto de 0,4ul. do par de primers diluidos,
1,2uL de MgCl 50mM, 0,4ul de dANTPs 5SmM, 0,2ul de tampao para PCR 10x, 1uL de
SYBR Green (1:10000), 4,95uL. de agua e 0,05ulL (0,25U/ul) da enzima Taq DNA
polimerase Platinum. Todos os resultados foram analisados conforme o método 2-AACT

(Livak et al, 2001) usando B-actina como controle interno.

Quantificacdo de proteinas: A determinacdo do conteudo de proteinas foi realizadas pela

técnica descritas por Peterson(1977).

Analise estatistica: Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo, p<0,05 foi
considerado significante. Comparagdes entre grupos foram realizadas por Test t de Student
e, quando apropriado, ANOVA e teste pos hoc de Tukey. Todas as analyses foram realizadas

com o programa SPSS 14.0 (SPSS Inc. Chicago, 11, USA).
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Tabela 2 — Primers utilizados para amplificacio dos repectivos cDNAs

Primer Forward

Primer Reverse

GMRa N1 5’- GAC GAC GTG GTG GCT ACG -3’ 5’- CCA CTG GAC CTC AAA CTG GA -3°
GMRa N2 5’- GCT ACG AAG GCG CTC GAG -3’ 5’- CCA CTG GAC CTC AAA CTG GA -3’
GMRa TRUNC 5’- CGG GAA TTG TGA GTG ACA GC -3’ 5’- CCA CTG GAC CTC AAA CTG GA -3’
C/EBPa 5’- CCG ACT TCT ACG AGG TGG AG -3’ 5’- GTC GAT GTA GGC GCT GAT GT -3’
b-actina 5’- TAT GCC AAC ACA GTT CGT GTCTGG -3 5 TAC TCC TGC TTG CTG ATC CAC AT -3’
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados no capitulo 1 demonstraram que os gangliosidios GM3 e
GD1a, exogenamente adicionados, modulam positivamente a proliferacao induzida por GM-
CSF em células FDC-P1. Também demonstramos que gangliosidios € GMR podem estar
presentes nos mesmos microdominios de membrana. Além disso, por imunocitoquimica
apresentamos evidéncias de que o gangliosidio GD1a endogenamente expresso colocaliza-se
com GMRa e Bc.

A influéncia de gangliosidios na atividade de diversos receptores de fatores de
crescimento tem sido amplamente descrita (Miljan % Bremer, 2002; Hakomori, 2008). A
ligacdo do GM-CSF ao GMR desencadeia a fosforilagdo de residuos citoplasmaticos de
tirosina do receptor (Myajima, 1992). Para determinar o tempo ideal de ativagdo do receptor
induzida por GM-CSF, as células foram mantidas em privagao de soro e citocina e entdo
estimuladas com GM-CSF por diferentes tempos (Figura 2). A maior ativacao foi verificada
apos cinco minutos de estimulo. Para determinar o possivel efeito modulador do
gangliosidio GD1a na ativacao de Pc, as células foram pré-incubadas por 24h com GDla,
lavadas e mantidas em privagdo de soro e citocina e estimuladas com GM-CSF (Figura 3). O
pré-tratamento com o gangliosidio ndo alterou significativamente o grau de fosforilagdo de
residuos tirosina do receptor, sugerindo que a modulagdo observada na proliferacdo possa
ndo ocorrer em nivel de ativagdo do GMR. Porém, devido falta de especificidade do
anticorpo (anti-p-Tyr), que dispomos, € a conseqiiente baixa resolugdo das imagens obtidas
para quantificacdo, consideramos a possibilidade de que a auséncia de diferenga seja

resultado de questdes metodoldgicas.
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Figura 2 — Analise da fosforilacido de fc em células FDC-P1 estimuladas com GM-CSF.
As células foram mantidas em meio RPMI sem soro por 4h e entdo estimuladas com GM-
CSF (2ng/ml) por 0, 5, 10 e 15min e colocadas imediatamente em gelo. As proteinas foram
submetidas a SDS-PAGE, transferidas para membranas de PVDF. Foram utilizados
anticorpos anti-fosfotirosina e anti-Bc para quantificagdo relativa. O imunoconteudo foi
detectado por ensaio de quimiluminescéncia, as imagens obtidas por fotodocumentagcao e
analisadas por software de quantificacdo. Resultados sdo expressos com Média +/- EP de
triplicatas.
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Figura 3 - Efeito do gangliosidio GD1a na ativacido de GMR (Bc). As células foram
mantidas em meio RPMI (10%SFB) contendo GM-CSF (2ng/ml) e GD1a (20uM) por 24h.
Foram lavadas 3x com CMF, mantidas em RPMI sem soro por 4h e entdo estimuladas com
GM-CSF (2ng/ml) por 10min e colocadas imediatamente em gelo. As proteinas foram
submetidas a SDS-PAGE e transferidas para membranas de PVDF. Foram utilizados
anticorpos anti-fosfotirosina e anti-Bc para quantificagdo relativa. O imunoconteudo foi
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detectado por ensaio de quimiluminescéncia, as imagens obtidas por fotodocumentacao e
analisadas por software de quantificagdo. Resultados sdo expressos com Média +/- EP de
quadruplicatas.

A ligacdo do GM-CSF ao receptor, desencadeia uma cascata de eventos de
sinalizagdo mediada por proteinas quinases intracelulares, dentre as quais, destaca-se, em
processos de proliferagdo, a de ERK (Okuda, 1992). Para avaliar se a modulacdo da
atividade mitogénica de GM-CSF por gangliosidios ocorre via aumento de ativagao de ERK,
nds analisamos a ativagdo de ERK1/2 (p44/p42) por GM-CSF em células previamente
incubadas com 20uM de GD1la ou GM3. Baseado na curva de tempo de ativacdo do GMR,
as células foram estimuladas por 10min com 2ng/ml GMCSF. A adi¢do exdgena de GDla
ou GM3 aumentou significativamente a ativagdo de ERK1/2 induzida por GM-CSF (Figura
4), sugerindo que a modulacao positiva da proliferagdo possa ser dependente da ativagdo de
ERK via a estimulagdo do receptor de GM-CSF. Uma vez que as células FDC-P1 sao
dependentes da adicao exdgena de IL-3 e/ou GM-CSF ao meio de cultivo para sobrevivéncia
e proliferacdo, ndo podemos testar a ativagdo dessa rota em células ndo tratadas com GM-
CSF. Dessa forma, ndo podemos descartar a possibilidade de que os gangliosidios estejam
modulando vias secundarias de ativacdao de proliferagdo, através de fatores de crescimento

presentes no soro fetal bovino.

62



3,0 4

2.5 1

2,0 4

1.5 1

pERKERF

1,0 4

0.5 1

0,0
GMCSF GMCSF + GM3 GMCSF + GD1a

Figura 4 — Adicao exdgena de gangliosidios aumenta a ativacio de ERK1/2 por GM-
CSF. As células foram mantidas em meio RPMI (10%SFB) contendo GM-CSF (2ng/ml) e
GM3 ou GD1a (20uM) por 24h. Foram lavadas 3x com CMF, mantidas em RPMI sem soro
por 4h e entdo estimuladas com GM-CSF (2ng/ml) por 10min e colocadas imediatamente em
gelo. As proteinas foram submetidas a SDS-PAGE e transferidas para membranas de PVDF.
Foram utilizados anticorpos anti-p-MAPK (p44/p42) e anti-MAPK para quantificagdo
relativa. O imunoconteudo foi detectado por ensaio de quimiluminescéncia, as imagens
obtidas por fotodocumentagdo e analisadas por software de quantificacdo. Resultados sao
expressos com Média +/- EP de quadruplicatas. (*) diferente de GM-CSF (p<0,05), Teste t
de Student.

A regulacdo dos processos de proliferacio e diferenciacdo hematopoiética
desencadeados pelo sinal de uma citocina ocorre através de uma rede integrada de ativagao
de enzimas de sinalizagdo e ativacdo de fatores de transcri¢do especificos, que redefinem o
perfil de expressdo génica associado a determinado processo. O C/EBPa ¢ um dos principais
fatores de transcricdo associados a mielopoiese, € um de seus sitios de ligagdo € a regido
promotora do gene para o GMRa (Rosmarin, 2005). A analise quantitativa da expressao
génica do C/EBPa demonstrou que o tratamento com o gangliosidio GD1a, resulta em niveis

aumentados de mRNA deste fator de transcricdo, sugerindo que a expressao de genes

sujeitos a sua regulacdo também possa estar modulada por gangliosidios (Figura 5).
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Figura 5 — Expressao relativa de C/EBPa no tratamento com diferentes gangliosidios
qRT-PCR. As células foram mantidas em meio RPMI (10%SFB) contendo GM-CSF
(2ng/ml) e gangliosidios GM3, GD1a e GM1 por 24h. O RNA total foi extraido, sintetizado
o cDNA ¢ a reacdo de amplificagdo realizada com uso do primers C/EBPa, descrito na
tabela 1. B-actina foi utilizada como gene constitutivo (primer na tabela 1). Resultados sao
Me¢dia +/- EP de triplicatas. (*) diferente de GM-CSF (p<0,05), Teste T de Student.

Sao descritas pelo menos 3 variantes murinas de GMRa provenientes de splicing
alternativo: normal, truncada e deletada (Rosas, 2007). Com o objetivo de caracterizar a
expressao génica das isoformas de GMRa nas células FDC-P1, desenvolvemos um par de
primers capaz de amplificar os trés transcritos simultaneamente. Interessantemente, somente
os transcritos condizentes com o tamanho esperado para tmGMRa e solGMRa foram
detectados (Figura 5), sendo posteriormente amplificados isoladamente pelo uso de primers
especificos (Figura 6). A quantificagdo relativa demonstrou que os tratamentos com GM-
CSF e os gangliosidios GDla ou GM3 nao afetam a expressdo génica de tmGMRa. A
expressdo génica de solGMRa também encontra-se inalterada, entretanto, devido a variagao

interna no grupo GM-CSF (controle), o desvio padrdo calculado dificulta a comparagdo

acurada com os tratamentos com gangliosidios.
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Em resumo, estes resultados demonstram que o conteido de gangliosidios
especificos, neste caso GM3 e GDla, pode modular vias de sinalizagdo na proliferagdo
induzida por GM-CSF, incluindo eventos de transcricdo génica. Além disso, caracterizamos
a expressdo das isoformas tmGMRa e solGMRa na linhagem FDC-PI, além de
desenvolvemos primers especificos para quantificagdo diferencial de ambas, constituindo
uma interessante ferramenta para analise de modulacdo da expressdo génica deste receptor

em diferentes estudos envolvendo a sinalizagao via GM-CSF.

500ph

100ph

Figura 5 — Identificacdo da expressao das isoformas tmGMRalfa, solGMRalfa, mas
nio delGMRa nas células tratadas com GMCSF por RT-PCR. As células foram
mantidas em meio RPMI (10%SFB) contendo GM-CSF (2ng/ml) por 24h. O RNA total foi
extraido, sintetizado o cDNA e a reagdao de amplificagdo realizada com uso do primer NI,
descrito na tabela 1. Setas indicam dois produtos amplificados nos tamanhos aproximados de
153bp e 312bp, correspondentes as isoformas Normal e Truncada. Quadruplicatas.
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Figura 6 — Identificacdo especifica das isoformas tmGMR e solGMR nas células
tratadas com GMCSF por RT-PCR. As células foram mantidas em meio RPMI
(10%SFB) contendo GM-CSF (2ng/ml) por 24h. O RNA total foi extraido, sintetizado o
cDNA e a reacdo de amplificagdo realizada com uso dos primers N2 e TRUNC, descritos na
tabela 1. Setas indicam dois produtos amplificados nos tamanhos aproximados de 151bp e
171bp, correspondentes as isoformas Normal e Truncada. Quadruplicatas.
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Figura 7 — Expressao relativa das isoformas tmGMRalfa e solGMRalfa no tratamento
com diferentes gangliosidios qRT-PCR. As células foram mantidas em meio RPMI
(10%SFB) contendo GM-CSF (2ng/ml) e gangliosidios GM3, GDla e GM1 por 24h. O
RNA total foi extraido, sintetizado o cDNA e a reacdo de amplificacdo realizada com uso
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dos primers N2 e TRUNC, descritos na tabela 1. B-actina foi utilizada como gene
constitutivo. Resultados sao Média +/- EP de triplicatas.
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DISCUSSAO

O GM-CSF ¢ uma das principais citocinas envolvidas nos processos de proliferagao e
diferenciacio de células hematopoiéticas. E uma glicoproteina de 14kDa que atua através de
um receptor (GMR) composto de uma subunidade especifica para o ligante (GMRa) e uma
subunidade responsavel pela transducdo do sinal (Bc) (Miyajima et al, 1992). O
envolvimento de gangliosidios na proliferacdo mediada por fatores de crescimento ¢ bem
descrito para diversos tipos celulares, ocorrendo através da modulagdo dos respectivos
receptores na membrana das células-alvo (Simons & Toomre, 2000; Miljan & Bremer, 2002;
Yoon et al, 2006; Liu et al, 2004; Liu et al, 2006; Kabayama et a/, 2007). Curiosamente, até
o momento nao ha trabalhos descrevendo o papel de gangliosidios na resposta proliferativa
ao GM-CSF.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que a capacidade de
diferentes células estromais em sustentar a proliferacdo de células mieldides esta relacionada
ao perfil de gangliosidios expressos ¢ liberados ao meio de cultura pelos estromas (Ziulkoski
et al, 2006; Andrade et al, 2006). No presente trabalho, nds estudamos o efeito dos
gangliosidios na resposta proliferativa mediada por GM-CSF na linhagem miel6ide murina
FDC-P1. Para isso, utilizamos abordagens de enriquecimento através da adi¢dao exdgena de
gangliosidios, bem como, da inibi¢ao da sintese endogena pelo uso de inibidor D-PDMP. O
conjunto de dados aqui apresentados demonstra que gangliosidios modulam a resposta
proliferativa mediada por GM-CSF nas células FDC-P1. Essas células expressam
principalmente os gangliosidios GDla e GM1, e em menor quantidade, GM3, GM2, GD3,
GT1b e GDI1b (Ziulkoski et al, 2006). Quando adicionados exogenamente, os gangliosidios
GM3 e GDla aumentaram significativamente a proliferacdo induzida por GM-CSF. De

acordo, quando a sintese de gangliosidios foi inibida pelo uso de D-PDMP, observou-se uma
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reducdo da proliferacdo; e a adicdo de GD1a foi capaz de retomar a proliferacao a niveis do
controle. Estes resultados sugerem um papel importante deste gangliosidio na resposta
mediada por GM-CSF nestas células.

Gangliosidios localizam-se principalmente na camada externa da membrana
plasmatica, podendo ser encontrados em microdominios de membrana enriquecidos em
glicoesfingolipidios (conhecidos como GEMs ou rafts) compostos de colesterol,
fosfolipidios saturados e esfingolipidios (Pike, 2006; Simons & Ikonen, 1997). Uma das
principais caracteristicas atribuidas a rafts ¢ a capacidade de incluir ou excluir determinadas
proteinas, como receptores de fatores de crescimento. Rafis lipidicos sdo considerados
plataformas de compartimentalizacdo de lipidios e proteinas, que modulam transducao de
sinal, trafego de membranas, organizacdo de citoesqueleto, polarizagdo e entrada de
patogenos. Suas caracteristicas de alto grau de empacotamento lipidico, associado a alta
razdo de lipidios/proteinas conferem a essas estruturas de membrana a caracteristica de
insolubilidade a detergentes ndo-ionicos, a 4°C (Babiychuk et al, 2006).

Nas células FDC-P1, ja se havia demonstrado a presenca de gangliosidios GM3,
GDla e GM1 na fragdo resistente ao tratamento de lise com o detergente Triton X-100 (1%),
considerada a fragdo que retém os rafts (Ziulkoski et al, 2006). Neste trabalho, confirmamos
por fracionamento em gradiente de sacarose que os gangliosidios distribuem-se
preferencialmente nas fragdes resistentes ao tratamento com detergente, e que, GMRa e fc
também se encontram distribuidas nestas fragdes, sugerindo que tanto GMR quanto os
gangliosidios localizam-se em rafts nas células FDC-P1.

A revelagdo por imunocitoquimica dos gangliosidios GM3 e GDla foi condizente
com o perfil encontrado nas andlises por HPTLC; encontramos uma intensa marcagao para

GD1a e apenas um débil sinal para o GM3. Estes resultados, obtidos por técnicas diferentes,
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confirmam os conteudos celulares desses glicolipidios Ja a analise das imagens obtidas por
microscopia confocal mostra que o GDla distribui-se preferencialmente na membrana
plasmatica, e a sobreposicao das imagens com GMRa e fc, sugere a existéncia de pontos
de co-localizagdo entre este gangliosidio ¢ GMR. Embora ndo tenhamos encontrado
associacdo fisica entre gangliosidios e GMR através do ensaio de imunoprecipitacdo, os
resultados aqui apresentados permitem sugerir que gangliosidios e GMR interajam através
de complexos macromoleculares na membrana plasmatica, organizados na forma de rafts,
como regides com alta densidade de cargas negativas necessarias para atividade do GM-
CSF.

A modulagdo por gangliosidios de eventos dowstream de cascatas de sinaliza¢do de
diferentes tipos de receptores ¢ bem demonstrada (Zurita et al, 2001; Li et al, 2001;
Yanagisawa et al, 2005). Em células hematopoiéticas, o estimulo proliferativo induzido por
GM-CSF via GMR desencadeia ativacdao da via das MAPK (Kanakura et al, 1991; Okuda,
1992). A analise da ativacao de ERK1/2 revelou que a adigdo exdgena de gangliosidios GM3
e GDla aumenta a fosforilagdo de ERK1/2, sugerindo que a modulagdo positiva observada
na prolifera¢do induzida por GM-CSF seja dependente de da via das ERK.

O sinal desencadeado por uma citocina, transmitido através de uma rede integrada de
enzimas de sinalizacdo, termina por ativar fatores de transcri¢ao especificos que redefinem o
perfil de expressdo génica necessario para a resposta bioldgica ao sinal. O C/EBPa é um dos
principais fatores de transcri¢do associados a mielopoiese, € um de seus sitios de ligacao ¢ a
regido promotora do gene para 0 GMRa (Rosmarin ef al, 2005). A anélise quantitativa da
expressao génica do C/EBPa demonstrou que o tratamento com os gangliosidios GD1a ou
GM3, resulta em niveis aumentados de mRNA deste fator de transcri¢do, sugerindo que a

expressao de genes sujeitos a sua regulagdo também possa estar modulada.
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Isoformas soluveis provenientes de splicing alternativo de GMRo murina foram
descritas (Rosas et al, 2007), bem como para a cadeia alfa do receptor de interleucina-5 (IL-
S5Ra) (Tavernier et al, 2000). No caso de IL-5Ra, a expressdo génica diferencial entre as
duas isoformas parece estar sob regulacdo da propria citocina, favorecendo a expressao da
isoforma transmembrana em detrimento da isoforma soluvel. Nas FDC-P1 ndo conseguimos
demonstrar a relagdo entre tratamentos com diferentes doses de GM-CSF e a expressdo das
isoformas do GMR (dados nao mostrados). Ja os gangliosidios GD1a e GM3 parecem afetar
a expressao génica de solGMRa, mas nao a de tmGMRa.

Em resumo, estes resultados demonstram que o conteudo de gangliosidios pode
modular a proliferacdo induzida por GM-CSF através da modulagdo de vias de sinalizacao
incluindo eventos de transcrigdo génica. Além disso, a caracterizacdo e quantificagdo
diferencial da expressdo das isoformas tmGMRa e solGMRa na linhagem FDC-P1, constitui
uma interessante ferramenta para analise da modulacdo da expressdao génica deste receptor
em diferentes estudos envolvendo a sinalizagao via GM-CSF.

Estudos anteriores (Borojevic et al, 2003; Ziulkoski et al, 2006; Andrade et al, 2006)
e os resultados relatados acima sugerem que a interagdo entre GM-CSF ¢ GMR nas células
FDC-P1 ¢ controlada por complexos macromoleculares, incluindo o receptor, gangliosidios
e proteoglicanos contendo heparam sulfato, localizados em microdominios de membrana,
chamados de rafts, O efeito modulador desencadeado no nivel da membrana seria entdo
mantido ao longo da cascata de sinalizagdo intracelular, resultando na modulacdo da
maquinaria de transcricdo génica da célula, resultando na alteracdo da resposta biologica ao

sinal modulado.
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PERSPECTIVAS

Com o objetivo de elucidar os mecanismos pelos quais os gangliosidios modulam a
sinalizagdo via GM-CSF, as perspectivas deste trabalho sdo avaliar a ativagdo de
componentes da rota de sinalizagdo de GM-CSF (GMR, JAK2, STAT, PI3K, AKT,
ERK1/2) através de abordagens experimentais de adicdo exdgena de gangliosidios e
deplecao endogena através do uso de inibidor da enzima-chave da rota de biossintese
(glicosilceramida sintase), o D-PDMP. O uso de inibidores especificos de PI3K, AKT e
ERK para confirmar a participagao desses componentes ativados na sinalizagdo de GM-CSF
contribuird para o esclarecimento da dependéncia de determinada rota para a amplificacao

do sinal mitogénico neste e outros tipos celulares nos quais o GM-CSF atue.
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ANEXO 1 - LISTA DE FIGURAS
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Figura 1 — Representagdo esquematica da estrutura quimica de alguns gangliosidios.

Figura 2 — Biossintese das séries o, a, b e ¢ de gangliosidios.

Figura 3 — Esquema ilustrativo das vias de sintese, degradagdo e turnover
de gangliosidios.

Figura 4 — Modelo esquematico de um raft lipidico composto de esfingolipidios,
colesterol e proteinas.

Figura 5 — Esquema ilustrativo dos modelos propostos para modulagao de
gangliosidios na sinalizagdo de fatores de crescimento.

Figura 6 — Esquema ilustrativo da diferenciacdo hematopoiética.

Figura 7 — Esquema ilustrativo do nicho hematopoiético na medula 6ssea.

Figura 8 — Representacdo esquematica das vias de sinalizagao ativadas pelos

receptores de IL-3, IL-5 e GM-CSF de diferentes tipos celulares.

CAPITULO 1

Figure 1 — Induction of FDC-P1 cell proliferation.

Figure 2 — GD1a and GM3, but not GM1 enhance FDC-P1 proliferative response
to GM-CSF.

Figure 3 — Cell proliferation during ganglioside synthesis inhibiton.

Figure 4 — Effect of ganglioside exogenous addition on GM-CSF-induced
proliferation in D-PDMP pretreated cells.

Figure 5 — Sucrose density gradient analysis of GMR and ganglioside distribution
in FDC-P1 cells.

Figure 6 — Subcellular location of Gdla, GM3, GMRa and ¢ in FDC-P1 cells.

CAPITULO 2

Figura 1 — Caracterizagdo de GMRa murina.

Figura 2 — Analise da fosforilacdao de fc em células FDC-P1 estimuladas
com GM-CSF.

Figura 3 — Efeito do gangliosidio GD1a na ativagao de GMR (fc¢).
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Figura 4 — Adicao exogena de gangliosidios aumenta a ativacao de (ERK1/2)
por GM-CSF.
Figura 5 — Expressao relativa de C/EBPa no tratamento com diferentes
gangliosidios qRT-PCR.
Figura 5 — Identificagdo da expressdo das isoformas tmGMRalfa, solGMRalfa,
mas ndo delGMRa nas células tratadas com GMCSF por RT-PCR.
Figura 6 — Identificagdo especifica das isoformas tmGMR e solGMR nas células
tratadas com GMCSF por RT-PCR.
Figura 7 — Expressao relativa das isoformas tmGMRalfa e solGMRalfa no

tratamento com diferentes gangliosidios qRT-PCR.
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