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Resumo

O Cryptococcus neoformans & o agente etiolégico da criptococose, um patdégeno
fungico encapsulado oportunista que vem assumindo um papel de destaque por
acometer, principalmente, pacientes imunocomprometidos. A infeccdo por esse
fungo ocorre apos a inalagdo de basidiosporos ou leveduras dessecadas e pouco
encapsulada encontradas principalmente nas excretas de pombos e em arvores,
podem ultrapassar as barreiras de defesa no tecido pulmonar, atingir a circulagao,
atravessar as barreiras endoteliais e chegar ao cérebro, causando um quadro letal
de meningite criptococcica. A capsula polissacaridica, principal fator de viruléncia
desse fungo, tem como componente majoritario a glucuronoxilomanana (GXM) onde
uma vez fagocitado pelos macréfagos, induz apoptose. Devido a estreita relagao
entre a apoptose e produgdo de energia, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar os efeitos GXM sobre a principal enzima da via glicolitica, fosfofrutocinase
(PFK). Essa enzima utiliza a frutose-6-fosfato como substrato gerando frutose-1,6-
bifosfato. Em nossos experimentos, a GXM inibe a atividade da PFK em macrofagos
murinos de maneira dose e tempo dependente o que ocorre em paralelo com a
diminui¢cao da viabilidade celular. A inibicao também é observada na PFK purificada,
seguido de uma diminuigdo da afinidade da enzima pelo seu substrato. Esses dados
sugerem que a GXM, quando internalizada pelas células, interage diretamente com
a PFK. O mecanismo de inibicdo ocorre através da dissociacdo da PFK da forma de
tetrameros, bastante ativos, em dimeros inativos, como revelado por espectro de
fluorescéncia intrinseca da enzima. Além disso, moduladores alostéricos da enzima,
0S quais sao capazes de estabilizar sua conformacao tetramérica, sdo atenuados
pela inibicdo promovida pela GXM. Em conjunto, nossos resultados sugerem que o
mecanismo de morte celular induzida pela GXM envolve a inibicdo do fluxo

glicolitico.

Palavras-chave: Cryptococcus neoformans. Glucuronoxilomanana. Fosfofrutocinase.



Abstract

The encapsulated fungi Cryptococcus neoformans is the causative agent of
cryptococosis, an opportunistic life-threatening infection that gained a prominent role
for affect mainly immunocompromised patients. Infection by this fungus occurs after
inhalation of basidiospores or desiccated yeast and some encapsulated mainly found
in the pigeon droppings and trees. The fungus can overcome the defense barriers of
lung tissue, reaching the circulation, crossing the endothelial barrier and arriving at
the brain causing a lethal meningoencephalitis. The polysaccharide capsule, which is
the main virulence factor of this fungus, is majorly formed by glucuronoxylomannan
(GXM) that, once uptaken by macrophages, induces apoptosis. Due to the close
relationship between apoptosis and energy production, the present work aimed at
evaluating the effects GXM on the key glycolytic enzyme, phosphofructokinase
(PFK), a key enzyme in the glycolytic pathway. This enzyme uses fructose-6-
phosphate as substrate generating fructose-1,6-bisphosphate. GXM inhibits PFK
activity in cultured murine macrophages in a dose- and time-dependent manner,
which occurs in parallel to the decrease of the cell viability. The inhibition is also
observed on purified PFK, followed by the decrease on the enzyme affinity for its
substrates. These data suggest that GXM, which is uptaken by cells, directly
interacts with PFK. The mechanism of inhibition is through the dissociation of PFK
active tetramers into quite inactive dimers, as revealed by fluorescence
spectroscopy. Moreover, allosteric modulators of the enzyme able to stabilize its
tetrameric conformation attenuate the inhibiton promoted by GXM. Altogether, our
results suggest that the mechanism of GXM induced cell death involves the inhibition

of the glycolytic flux.

Keywords: Cryptococcus neoformans. Glucuronoxylomannan. Phosphofructokinase.
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1- Introducgao:

1.1- Infecgodes fungicas e Cryptococcus neoformans:

Estudos epidemioldgicos revelam um aumento de infecgdes fungicas nas duas
ultimas décadas. Esse aumento vem sendo associado ao crescimento no numero de
pacientes imunocomprometidos. Fato que esta relacionado as doencgas ou tratamentos
que diminuem as defesas do organismo, como por exemplo, a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), transplante de érgéos e terapias imunossupressoras.
Essas infecgdes fungicas vém despertando atengdo na comunidade cientifica por
diferentes motivos: (i) pela ineficiéncia no tratamento das micoses sistémicas, a forma
mais grave das infecgdes fungicas, (i) pelo aumento de cepas resistentes aos
antifungicos correntes e (iii) pela emergéncia de novos géneros e espécies capazes de
infectar o homem (Juang, 2007). Isso vem aumentando a busca de novos alvos e de
novos agentes antifungicos. Alternativamente, o conhecimento dos mecanismos
regulatérios promovidos pelo fungo invasor ou moléculas derivadas pode gerar novas
alternativas para o combate dessas infecgdes.

Dentre os fungos emergentes, o Cryptococcus neoformans é considerado um
dos mais letais acometendo, principalmente, individuos imunocomprometidos. O C.
neoformans, um patégeno fungico intracelular facultativo, encapsulado e de morfologia
esférica, € o agente etioldgico da criptococose podendo ser facilmente visualizado pela

contra-coloragdo com tinta nanquim (Figura 1).

Parede celular

Capsula

Figura 1 — Cryptococcus neoformans polissacaridica
(microscopia optica com tinta nanquim

demonstrando a capsula polissacaridica).
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A taxa de incidéncia para a criptococose nesses ultimos anos é de 0,4 a 1,3
casos a cada cem mil pessoas na populagdo em geral. Em pacientes com AIDS a
incidéncia anual €& de 2 a 7 pessoas a cada mil casos
(http://www.cdc.gov/nczved/dfbmd/disease_listing/cryptococcus_ti.html).

O C. neoformans tem distribuicdo mundial e carater oportunista. A infecgao se da
apos a inalagdo de basidiosporos ou leveduras dessecadas e pouco encapsuladas
encontradas no meio ambiente, principalmente nas excretas de pombos e em arvores.
Os basidiosporos sédo facilmente aerolizados e muito resistentes a dessecacgao.
Apresentam-se com um didametro em torno de 1,8 a 2 ym, sendo pequenos o bastante
para atingir os alvéolos pulmonares. A infeccdo, na maioria dos casos, pode ser
assintomatica. Porém, o fungo pode ultrapassar as barreiras de defesa no tecido
pulmonar, atingindo a circulagdo, e atravessar as barreiras endoteliais e chegar ao
cérebro, causando um quadro letal de meningite criptocécica (Rodrigues et al., 1999;
Lin e Heitman 2006). Apds tratamento com agentes antifungicos a infecgdo pode ser
controlada, embora mesmo em individuos que n&o apresentam qualquer
comprometimento imunolégico esse tratamento nem sempre é eficiente. Muitas vezes,
em infecgdes assintomaticas, os fungos permanecem dormentes e se por algum motivo
a imunidade do hospedeiro € comprometida, a forma dormente pode ser ativada e levar
a uma disseminagao sistémica. Isso também pode ocorrer quando a infecgao existente
é controlada e o fungo permanece no hospedeiro (Lin & Heitman 2006). Segundo
estudos de Garcia-Hermoso e colaboradores (1999) os individuos podem abrigar
leveduras na forma latente por um periodo longo de até 13 anos antes da infeccéo ser

ativada.
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1.1.1- A capsula polissacaridica do Cryptococcus neoformans

A céapsula polissacaridica (Figura 1), principal fator de viruléncia desse fungo, é
composta por uma rede contendo glucuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomana
(GalXM). A GXM é o componente majoritario da capsula do C. neoformans (~90% de
toda capsula) (Nimrichter, et al, 2007; Bose, 2003). Ela apresenta massa entre 1700 a
7000 KDa e é composta por uma cadeia linear de manose com ligagdes a (1,3) com
substituicdes de xilose B (1,2) e B (1,4) e residuos de acido glucurdnico (GIcA) B (1,2)
(Figura 2 A) (McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006; McFadden, De Jesus &
Casadevall, 2006; Rodrigues et al., 2009). A GalXM tem uma massa de
aproximadamente 100 KDa sendo formada por um core central de galactose contendo
ligacdes a (1,6) e ramificagbes de galactose 8 (1,3), manose a (1,4) e a (1,3) e de xilose
B (1,3) e B (1,2) (McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006; Zaragoza et al., 2009)
(Figura 2 B).

A B
- i =

¢l ¢
Bl! Bl Bl i e K
ﬁ@%@%ﬁ@L o~a
o Q-

N Jn ). );

CQ?Q?QT’QD

W =

0-0

n

Figura 2 — Estrutura dos polissacarideos de C. neoformans. A GXM (A) ¢é formada por um
“core” central de manose (Man - Azul) contendo ramificagdes de xilose (Xyl - Vermelho) e acido
glucurénico (GIcA - Cinza) (sorotipo B). A GalXM (B) formada por um “core” central de

galactose contendo ramificagbes de Xyl, Man e Gal (Adaptado de Bose, et al., 2003).
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Tanto a composigédo quanto a estrutura da capsula do C. neoformans pode variar
de acordo com a cepa. Com base na reatividade com anticorpos o C. neoformans é
dividido em cinco sorotipos: A, B, C, D e AD. Os sorotipos A e D sdo os mais
comumente associados com doengas humanas (McFadden, Zaragoza & Casadevall,
2006).

Uma vez que a capsula € a primeira estrutura do C. neoformans a interagir com
células do hospedeiro ela vem sendo alvo de estudos de diferentes grupos na literatura.
A capacidade de multiplas combinacées de tamanho e estrutura da capsula torna a
rede capsular muito versatil além de contribuir para a viruléncia do fungo, conforme sera
discutido adiante (Feldmesser et al., 2000a; Tucker & Casadevall, 2002; Zaragoza et al,
2006). Além de compor a capsula, os polissacarideos sdo constitutivamente secretados
para o meio extracelular tanto in vitro quanto in vivo (McFadden, Zaragoza & Casadevall,
2006). Dessa forma, eles ndo apenas participam das etapas iniciais de interagao do
fungo com células hospedeiras, mas também sua forma n&o associada estaria em
contato constante com as células do individuo infectado. Nesse contexto, niveis
aumentados de GXM no soro de pacientes sdo correlacionados com um prognéstico
negativo, indicando a evolugao da doenga (McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006).

A capsula polissacaridica ndo € apenas crucial para a patogénese. Existem
relatos na literatura demonstrando que essa capsula também tem um importante papel
na sobrevivéncia do C. neoformans, promovendo a protecdo do fungo no meio
ambiente. A expressao da capsula aumenta a resisténcia desse fungo contra a
dessecagdo e o efeito de radiagbes solares (Zaragoza et al.,, 2009; Martinez, &
Casadevall, 2005).

A importancia da capsula como principal fator de viruléncia e a complexidade
dessa estrutura na superficie do C. neoformans vem despertando o interesse no
minucioso processo de sintese, expressdao e montagem dessa estrutura na superficie
do fungo. Em geral, os sinais que induzem o crescimento da capsula sdo muito
heterogéneos, tais como pH, concentragbes de ferro livre, disponibilidade de CO,
osmolaridade do meio, concentragao de nutrientes, temperatura e soro (Zaragoza et al.,
2009). As condicdes alcalinas facilitam o crescimento da capsula, embora o pH basico

nao seja suficiente para mediar este efeito. Baixa concentracdo de ferro também
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estimula o crescimento da capsula. Alta osmolaridade do meio pode bloquear o
crescimento da capsula, uma vez que altas concentragcbes de glicose inibem o seu
crescimento. Embora este efeito ndo se aplique a qualquer soluto, cloreto de sodio
produz o mesmo efeito. Finalmente, a temperatura parece ter um efeito sobre o
tamanho da célula, mas somente quando associada a outros fatores que induzem o
crescimento. (Zaragoza & Casadevall, 2004; McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006;
Lin, 2009).

Algumas diferencas sdo observadas in vitro e in vivo com relagdo ao tempo
necessario para crescimento da capsula e seu tamanho. Segundo estudos de Rivera e
colaboradores (1998) a expressdo da capsula in vitro, sob condicbes padrdes, é
pequena, chegando a 1 ou 2 microns. O aumento do tamanho da capsula pode ser
detectado in vitro depois de quatro a seis horas apds a indugdo. (McFadden, Zaragoza
& Casadevall, 2006). Por outro lado, in vivo o crescimento da capsula parece ser mais
rapido e as diferengcas no seu tamanho sdo perceptiveis e aparentes apds cinco
minutos de infecgdo. A capsula pode chegar até 30 microns, ultrapassando em mais de
dez vezes o tamanho do corpo celular (McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006).

A elevada quantidade produzida e secretada do material capsular e a sua
correlacdo com mecanismos de sobrevivéncia levantaram a hipétese de que as
moléculas envolvidas na formacédo da capsula sejam de alguma forma reguladas de
acordo com o meio onde a levedura se encontra. De fato, o tamanho da capsula do C.
neoformans pode variar dependendo das condi¢cdes de crescimento e da cepa utilizada
(Rodrigues et al.,1999). Essa caracteristica tem sido associada com a viruléncia, uma
vez que a capsula protege o fungo contra os mecanismos de defesa do hospedeiro, tal
como, a fagocitose, inibicdo da migragdo de leucécitos e modulagdo de diferentes
citocinas (Zaragoza et al., 2006).

Diferente de todos os demais polissacarideos microbianos, os polissacarideos
capsulares desse fungo sao sintetizados no citoplasma e transferidos em vesiculas
para o espacgo extracelular (Yoneda & Doering, 2006, Rodrigues et al., 2007, Rodrigues
et al., 2008, Oliveira et al., 2009). Presumivelmente, as vesiculas se rompem liberando
0os componentes capsulares que, em seguida, sdo associados a parede celular e

utilizados para o aumento da capsula.
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Conforme visualizado anteriormente na Figura 1, a capsula forma um grande
complexo na superficie do C. neoformans. Essa rede capsular é formada pela auto-
associagao das moléculas e o emaranhado das fibras estad representada de forma
esquematica na Figura 3 (McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006). A montagem da
capsula na superficie do C. neoformans é um processo complexo e ainda sob
investigagdo. Segundo estudos de Zaragoza e colaboradores (2006), a analise do
crescimento da capsula utilizando complemento como marcador revelou que o material
capsular antigo continua préximo a parede celular durante o aumento da capsula
enquanto as fibras mais novas se associam a parte mais externa (Figura 3). Os
primeiros estudos sugerem que a rede capsular esta associada a parede celular através
de uma estreita interagcdo com o 1,3 mananas (Doering, 2009). Mais recentemente,
Rodrigues e colaboradores (2008) demonstraram que oligbmeros de quitina também
participam desse processo e que o crescimento distal ocorre através da auto-agregacéao
da GXM na superficie (Nimrichter et al., 2007).

Citoplasma

Parede Celular

Fibras do Novo

Fibras do Polissacarideo 5 = {1
Antigo Polissacarideo Crescimento distal

do Polissacarideo

Figura 3 — Esquema mostrando auto-associagao das moléculas de GXM e o crescimento distal
da capsula polissacaridica. O novo polissacarideo (vermelho) é associado ao polissacarideo

existente (azul) (Adaptado de McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006).
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Nimrichter e colaboradores (2007) demonstram que a formagao das pontes por
cations divalentes apresentam uma correlagdo estequiométrica entre os ions e a unica
carga negativa do GIcA. Neste sentido, as condigdes ideais para a agregacdo GXM
exigem dois GIcA para cada atomo do metal divalente. Essa associagao gera ligagdes
cruzadas entre as cadeias do polissacarideo levando ao aumento do tamanho da
capsula polissacaridica (Figura 4). Os mecanismos que contribuem para a auto-
agregacao da GXM podem interferir sobre a viscosidade dos polissacarideos
capsulares. Na presenca de um aumento da concentracdo dos ions divalentes, a
viscosidade diminui em fungdo da saturagdo unilateral dos residuos do GIcA com
cations divalentes, reduzindo a agregagcdo das moléculas de GXM. A adigdo de
quantidades excessivas de cations divalentes a leveduras de C. neoformans tem como
resposta um desequilibrio e uma consequente reducdo no tamanho da capsula
(Nimrichter et al., 2007).

Portanto, as pontes de cations divalentes sdo as responsaveis pela alta
densidade do filme contendo GXM, mas em concentragdes compativeis com os
residuos de GIcA. Essa propriedade nos levou a um método de purificagao eficiente e
rapido, onde a GXM é obtida sem as alteragdes estruturais observadas em protocolos
utilizados previamente na literatura (Nimrichter et al., 2007). As informacgdes obtidas na
literatura com relacdo a organizagcdo estrutural da capsula polissacaridica esta
representada na Figura 4.
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Figura 4 — Modelo proposto para a montagem da capsula do Cryptococcus neoformans. As
fibras de GXM estdo unidas a parede celular pelas glucanas por meio de interagbes nao
covalentes. Para mostrar que a capsula polissacaridica diminui a densidade em funcédo do
crescimento distal, foi utilizado tinta nanquim como um marcador do comprimento da capsula,
onde também demonstra que a fibras nao se ligam uniformemente. A interacdo das fibras de
GXM sao mediadas através da formacdo de pontes de cations divalentes. Uma pequena
populacdo de fibras, de maior comprimento servem para aumentar o diametro efetivo da
capsula passado pela zona de exclusdo de tinta nanquim. Embora o diagrama mostra as
interacbes GXM-GXM limitado apenas a camada interna, supde-se que esta interagao pode
ocorrer em todo o didametro da capsula com a ressalva de que elas sdo mais freqlientes nas
camadas internas da capsula, onde representam a maior densidade dessas regides (Adaptado
de Frases et al., 2008).
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Apods o crescimento, existem diferencas de densidade no interior da capsula. As
regides mais densas se encontram adjacentes a parede celular e tem sua densidade
diminuida gradualmente para o exterior. Apesar do aumento capsular ser uma resposta
comum de C. neoformans aos estimulos do ambiente, uma capsula grande poderia ser
problematica para uma das mais importantes fung¢des vitais das células, a replicagéao
(McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006). Todavia, a separagao da célula-filha ndo é
interferida pela densa rede de fibras da capsula. No brotamento, o rearranjo capsular
inicialmente se manifesta como uma ondulacédo na borda da capsula que é direcionada
para o broto. Os dados na literatura sugerem que a capsula sofre rearranjo local
durante o brotamento, possivelmente produzindo um tunel para o broto surgir (Bose et
al., 2003; McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006). Esse processo sugere um
mecanismo elaborado que tem como base o controle durante a formacéao e a ruptura da
rede capsular (McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006). Alternativamente, a
separagao pode ser um processo puramente fisico, com a forga que esta sendo gerada
pelas fibras da capsula da célula mae, movendo-se para a fenda de separacéao, ou pela
célula filha quando a capsula aumenta. Isso também permitiria uma separacao rapida
dessas leveduras (McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006).

Conforme discutido, a GXM que ndo se associa a superficie fungica fica livre
para interagir com as células do hospedeiro, onde é reconhecidamente uma molécula
imunossupressora (Monari, Bistoni & Vecchiarelli, 2006). Por esses motivos o papel da
GXM na infeccéo pelo C. neoformans vem sendo estudado em detalhes por diferentes
grupos na literatura. Uma modulagcdo negativa da resposta imune do hospedeiro, bem
como o envolvimento desse polissacarideo na adesdo do C. neoformans a diferentes
tipos celulares vem sendo demonstrado e algumas das informag¢des contidas na

literatura serdo discutidas adiante (Rodrigues et al., 2007).
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1.1.2 - Infecgao por C. neoformans: células hospedeiras e resposta a GXM

O estabelecimento da criptococose depende da sobrevivéncia do fungo nos
alvéolos pulmonares, fato que precede sua disseminagao para outros tecidos. Nessa
regiao o fungo interage com dois tipos celulares principais, os macrofagos alveolares e
as células epiteliais alveolares. Embora as particulas fungicas que chegam aos alvéolos
tenham sua expressdo capsular reduzida pelas condigdes encontradas no solo, em
poucas horas esse fungo ja expressa uma capsula compacta e capaz de influenciar de
forma decisiva nos mecanismos de defesa do hospedeiro. Além de proteger contra
fagocitose, o material presente na capsula é secretado constantemente e interage com
as células do hospedeiro modulando suas atividades. Muitos estudos vém analisando a
interacdo do C. neoformans e da GXM com diferentes células hospedeiras.

1.1.2.1- Interacado de C. neoformans com as Células Epiteliais Alveolares

Uma interagao efetiva do fungo com células epiteliais alveolares é provavelmente
essencial para o estabelecimento da infeccao pulmonar (Barbosa et al., 2005) sendo a
primeira barreira encontrada pelo fungo durante a instalagdo da infecgcdo. Uma vez que,
o C. neoformans se estabelece no pulméo, ele se prolifera no local e provoca uma
lesdo primaria, que geralmente € assintomatica e contida pela formagéo de granulomas
(Barbosa et al., 2007). Os componentes do C. neoformans, que sao importantes para a
adesao a células epiteliais alveolares tipo Il humano sdo adesinas, fosfolipase B e a
GXM (Barbosa et al.,, 2007; Bicanic & Harrison, 2005, Rodrigues et al., 2009,
Feldmesser, Tucker & Casadevall, 2001).

| - Adesinas: facilitam a adesao e penetragao através do tecido infectado;

Il - Fosfolipase B: hidrolisa componentes lipidicos da membrana do fagossoma
dando acesso ao fungo para o ambiente citoplasmatico de macréfagos.

[l - Glucuronoxilomanana: fornece uma barreira fisica, que interfere com a

fagocitose promove evasao imune e a sobrevivéncia no hospedeiro.
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Em estudos realizados em nosso laboratério observou-se que as células
epiteliais expressam receptores para a GXM. Barbosa e colaboradores (2007)
demonstraram que o receptor usado pelas células epiteliais alveolares para ligacéo da
GXM é a molécula CD14 (Barbosa et al., 2007). A internalizagdo da GXM tem como
consequéncia a ativagao da producéao de interleucina (IL)-8, uma molécula envolvida na
resposta inflamatéria (Rodrigues et al., 2009) e que também é induzida por
lipopolissacarideos (LPS) bacterianos nesse mesmo tipo celular (Reddi et al., 2003).
Embora a GXM isolada ndo tenha nenhum efeito citotdéxico sobre essas células, o fungo
€ capaz de provocar a sua morte. Nesse processo, o fungo adere ao epitélio alveolar
por intermédio da sua capsula, ocorre a internalizacdo e ele pode ficar por até 18
meses nos granulomas intersticiais (Bicanic, 2003) e isso culminaria com a morte das
células hospedeiras e a passagem do fungo para o intersticio pulmonar (Barbosa et al.,
2007) podendo cair na corrente sanguinea ou linfatica e atingir diferentes érgaos e
tecidos. Assim como a GXM, a endotoxina LPS também tem como receptor, nas células
epiteliais alveolares, a molécula CD14. Em ensaios de inibicdo foi observado que a
incubacao prévia com LPS reduz significativamente a associacdo do C. neoformans

com células epiteliais alveolares (Barbosa et al., 2006).

1.1.2.2- Interacao de C. neoformans com os Macréfagos

Estudos recentes demonstram que o C. neoformans é um patégeno tanto
intracelular como extracelular e € capaz de sobreviver e se reproduzir dentro dos
macrofagos (Bicanic & Harrison, 2005; Del Poeta, 2004).

No espaco alveolar, as células fungicas inaladas s&o confrontadas pelos
macrofagos onde sdo internalizadas por um mecanismo de fagocitose, ainda néao
totalmente conhecido (Chang et al., 2006). Os C. neoformans sao totalmente
englobados por essas células de defesa evitando a exposi¢cao e, consequentemente o
ataque completo do sistema imunoldgico (Ma et al., 2006). Porém, essa associagao do
principal componente da capsula, a GXM com os macrofagos parecem envolver
diferentes ligantes, como, por exemplo, TLR4, TLR2, CD18, CD14 e FcyRIl (Chang et
al., 2006).
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Porém para sobreviver e proliferar intracelularmente, os microrganismos
precisam desenvolver mecanismos para evitar sua destruicdo por vias degradativas,
que podem incluir o escape do fagossoma no citosol do hospedeiro, a prevengao da
fusdo do fagolisossoma ou mesmo a capacidade de sobreviver dentro de fagolisossoma
(Del Poeta, 2004). No caso de C. neoformans, o que parece ocorrer € a fusdo do
fagolisossomo e esse processo ocorre dentro de duas horas de infecgdo (Feldmesser,
Tucker & Casadevall, 2001), com transferéncia do polissacarideo capsular para dentro
dos lisossomas (Ma et al., 2006). Além desses mecanismos criados pelo fungo ele
apresenta alguns fatores de viruléncia, tais como: Fosfolipase B, Melanina e a GXM os
quais ajudaram na sua sobrevivéncia.

Dentro do fagolisossomo ocorre a proliferagdo do fungo (Ma et al., 2006) e em
algumas horas a GXM se acumula. O trafico lisossomal desordenado, resultante da
presenca do polissacarideo, leva ao acumulo de vacuolos citoplasmaticos, com
subsequente rompimento da célula hospedeira e liberagdo de organismos
extracelulares (Del Poeta, 2004) que poderdo infectar novas células (Feldmesser,
Tucker & Casadevall, 2001). Como consequéncia observa-se uma resposta celular que
envolve o complexo CD14/TLR4 e que leva ao aumento na expressao de moléculas
chave na resposta imune, tais como FasL, CD40, CD86, CD14, TLR4, CD18 e FcyRII.
Além disso, a exposi¢cao de macréfagos ao polissacarideo resulta na produgao de I1L-10
e diminuicdo da expressao de moléculas de MHC de classe Il. No entanto, embora
tenha receptores similares ao LPS, a GXM é capaz de reverter a produgao de citocinas
em macrofagos estimulados por LPS (Monari et al., 2005a e Monari et al., 2005b).

Uma vez que, os macréfagos podem liberar grandes quantidades de metabdlitos
téxicos o qual podem promover danos no tecido durante as respostas de defesa
antimicrobianas, eles também podem iniciar um processo de resposta imune de auto-
destruicdo, ou seja, eles podem induzir a apoptose das células. Portanto, os
macrofagos sao células extremamente importantes na defesa, mas também estédo
envolvidos em processos que causam dano ao tecido do hospedeiro (Monari et al.,
2005b).

Os macrofagos sédo responsaveis por apresentar antigenos (Ags) em sua

superficie para os linfécitos T, ativando célula apresentadora de antigeno (APC) a qual
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desempenha um importante papel, como exemplo, iniciam a resposta da célula T. Os
linfocitos T sdo ativados se a APC expressa molécula co-estimulatéria, tal como CD80 e
CD86 e apresenta anergia se a APC n&o expressa moléculas co-estimulatoria, ou
apoptose se a APC expressa Fas ligante (Fas L). Fas é um receptor transmembranar
do tipo | e a sua expresséo pode ser estimulada pelas citocinas, tal como IFN-y, TNF e
também pela ativagédo de linfocitos. Apoptose mediada por Fas ocorre pelo seu ligante
natural, Fas L que é uma proteina de membrana do tipo Il. Ao contrario de Fas, que é
expresso na superficie de diferentes populagdes de células, a expressao de FasL na
superficie parece ser mais restrita e, muitas vezes requer ativagao celular (Monari et al.,
2005b; Villena et al, 2008 ).

O C. neoformans também pode levar a um processo de apoptose, pois a GXM é
um potente imunomodulador e através de estudos de Monari e seus colaboradores
constatou-se que ocorre uma super expressdao de Fas L quando o macrofago tem o
contato com o polissacarideo capsular e que essa expressdao ocorre através da
interacdo GXM -TLR4 (Monari et al., 2005b).

Outra alternativa que o C. neoformans tem e que ocorre em alguns macrofagos €
0 processo de extrusdo apos a replicagcdo dos fungos no fagolisossomo. Como
consequéncia, os fungos presentes no fagolisossomo sao liberados para o meio
extracelular sem nenhum tipo de dano para as células hospedeiras, que, em seguida,
se dividem normalmente. Esse mecanismo de extrusdao parece ser dependente,
principalmente, da presenca de capsula e independente do funcionamento do
citoesqueleto (Alvarez & Casadevall, 2006; Ma et al., 2006). Esses dados sugerem que
o fungo é o responsavel direto por esse evento.

Recentemente, um novo mecanismo de disseminagao do fungo foi descrito. Este
mecanismo permite ao microrganismo escapar de componentes antimicrobianos do
espago extracelular como anticorpos, complemento e drogas que tenham penetragcao
limitada nas células. Essa nova estratégia descoberta seria de uma passagem lateral
do fungo de uma célula para outra, evitando, portanto o espago extracelular e
escapando do reconhecimento e agdo da resposta imune. Esse novo mecanismo de
disseminagao direta de uma célula infectada para uma nao infectada requer contato

entre as células e depende da motilidade das mesmas, ou seja, seu citoesqueleto deve
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estar funcionando normalmente. Portanto, o estudo desse mecanismo de disseminacao
pelo C. neoformans €& importante porque a passagem do patdogeno de um fagdcito fragil
para um saudavel permite a persisténcia intracelular do patégeno mesmo se a célula
hospedeira comegar a morrer. Além disso, os macréfagos infectados podem viajar
através do sistema circulatorio e linfatico do hospedeiro onde podem interagir entre si e
com outros tipos celulares. Especula-se também que C. neoformans internalizado pode
usar esse contato para atravessar a barreira hematoencefalica por passagem direta
célula a célula (Alvarez & Casadevall, 2007; Ma et al., 2007).

O fato de C. neoformans sobreviver dentro de fagocitos e de nem sempre leva-
los a lise, pode ter uma grande influéncia na patologia causada por este fungo. O
macrofago poderia servir como uma espécie de “veiculo” para o fungo, ja que através
desta célula do hospedeiro o patégeno pode se disseminar para outros 6rgaos e tecidos

escapando da resposta imune do hospedeiro (Alvarez & Casadevall, 2006).

1.1.2.3- Interacado de C. neoformans com os Neutroéfilos

Em neutrdfilos, outra célula envolvida no combate a criptococose, a GXM é
internalizada ap6és um periodo de 1 hora, podendo ser posteriormente eliminada.
Nessas ceélulas a GXM promove uma diminuicdo da atividade anti-criptocéccica (Monari
et al., 2003) e bloqueia a interagcao dos neutrofilos com o endotélio. Tal processo resulta
na inibicdo da migracdo de leucdcitos para os sitios de combate ao patégeno. O
bloqueio da interagdo entre neutréfilos e endotélio mediado por GXM poderia ser
explicado pela interagao do polissacarideo com moléculas indispensaveis ao processo,

como selectinas e seus receptores de superficie no neutrdfilo (Ellerbroek et al., 2004).
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1.1.3- C. neoformans, GXM e Fosfofrutocinase (PFK):

Se por um lado a resposta imunologica derivada da interagdo entre o C.
neoformans e a GXM com células do sistema imunoldgico vem sendo detalhadamente
estudada, seus efeitos na modulacdo de enzimas metabdlicas nessas mesmas células
ainda sao totalmente desconhecidos.

Considerando que todas as alteragbes mediadas pela GXM nos diferentes tipos
celulares descritos acima dependem de um gasto de energia, nosso interesse tem
como foco a enzima fosfofrutocinase (PFK), a principal enzima reguladora da via
glicolitica.

Vale ressaltar que a glicdlise é a principal via para o catabolismo de carboidratos
em todos os tipos celulares, requerendo um alto grau de regulagdo para o bom
funcionamento celular. Além disso, a glicdlise produz intermediarios biossintéticos para
outras vias, alimentando as vias de biossintese de acidos graxos, aminoacidos e
colesterol, entre outras (El-Bacha & Sola-Penna, 2002). Nesse contexto, entender o
efeito da GXM na regulacdo de PFK pode ser utii no entendimento da potente
modulacdo mediada pelo polissacarideo.

Embora ndo exista nenhum estudo na literatura que envolva GXM e regulagédo da
PFK, alguns estudos contrastantes vém mostrando o envolvimento indireto do LPS na
regulacédo dessa enzima. De acordo com Markov e colaboradores (1981) o LPS
promove a inibicdo de PFK em modelo canino por desencadear uma acidose
metabdlica. Como consequéncia observa-se uma redugcdo na formacgdo do produto
dessa enzima, a frutose-1,6-bisfosfato (F1,6BP) (Markov et al., 1981). A reposi¢cao da
F1,6BP, por sua vez, é capaz de reverter o efeito do LPS. Isso se deve, aparentemente,
a restauragao da via glicolitica. No entanto, a dificuldade do transporte transmembranar
de acgucares fosforilados questiona a teoria proposta por esses autores. Além disso, o
tratamento com F1,6BP se mostrou capaz de prevenir isquemia em diferentes 6rgéos e
tecidos (Hardin e Roberts, 1994, Didlake et al., 1989, Lazzarino et al., 1991, Sano et al.,
1995, Sola et al.,, 1996) em um mecanismo que pode envolver a inibicdo da produgao

de oxidantes, o sequestro de calcio extracelular (Galzigna et al., 1989) a estabilizacao
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da membrana plasmatica (Galzigna et al., 1989) e a inibicdo da NO sintase (Markov et
al., 1981, Edde et al., 1998).

Por outro lado, em 1992, Ceppi e colaboradores demonstraram que células de
figado de ratos tratadas com LPS apresentaram um aumento da atividade de PFK e
uma reducdo na atividade da frutose-1,6-bisfosfatase (F1,6BFase). A modulagédo dessa
atividade foi mediada pela estimulagdo da produgdo de F2,6BP, um ativador da PFK, e
na reducao do fosfoenolpiruvato (PEP), um regulador negativo da enzima produtora de
F2,6BP (Fosfofrutocinase-2 - PFK-2).

Esses resultados contraditérios sugerem que estudos adicionais devem ser
realizados com a finalidade de se entender a influéncia de microrganismos e moléculas
deles derivadas em enzimas relacionadas ao metabolismo energético. Novas
estratégias para o combate de infecgbes podem surgir através da compreensdo da

relagao entre tais estruturas e o controle metabdlico.
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1.2 - Via Glicolitica

A via central do catabolismo da glicose nos seres vivos é conhecida como Via de
Embden-Meyerhof ou glicolise. A glicdlise converte a molécula de glicose em duas
moléculas de piruvato através das ag¢des sequenciais de 10 enzimas citosodlicas. Neste
processo ha geracéo liquida de 2 moléculas de ATP e NADH.

Inicialmente a glicose é fosforilada no seu carbono 6 pela enzima HK. Nesta
reagao ocorre a transferéncia do fosfato gama do ATP para a molécula de glicose, que
€ convertida em G6P. Esta reacao € irreversivel nas condigdes fisioldgicas, sendo um
dos pontos de controle da via. Com excec¢ao do figado, das células B pancreaticas e
dos rins que, possuem a enzima glicose 6-fosfatase capaz de converter a G6P em
glicose livre, a G6P gerada pela HK ndo € capaz de sair da célula, sendo
necessariamente metabolizada pela mesma. Isso ocorre porque a membrana
plasmatica € impermeavel a G6P. Na etapa seguinte da via glicolitica ocorre uma
isomerizagdo da G6P em frutose-6-fosfato (F6P), através da enzima glicose fosfato
isomerase. A F6P posteriormente pode ser fosforilada no carbono 1, sendo assim
convertida em frutose-1,6-bifosfato (F1,6BP). Esta reacdo consome ATP sendo
catalisada pela enzima fosfofrutocinase (PFK). Esta € a segunda reacéao irreversivel
desta via, sendo descrita como o principal ponto de controle de todo o fluxo glicolitico. A
conversdao da F6P em F1,6BP compromete esta ultima a ser metabolizada na via
glicolitica. A préxima reacédo, catalisada pela aldolase, converte este composto de 6
carbonos em dois outros compostos, cada um com 3 carbonos: gliceraldeido-3-fosfato
(G3P) e diidroxiacetona-3-fosfato. A enzima triose fosfato isomerase interconverte este
dois compostos, sendo que apenas o G3P segue o fluxo glicolitico. Até esta etapa
foram consumidos 2 moles de ATP por mol de glicose. Entretanto, as duas moléculas
de G3P geradas até o momento serdo metabolizadas, através de 5 reacgdes
sequenciais, em 2 moléculas de piruvato. As enzimas que catalisam estas reagdes em
sequéncia sdo: (gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase, fosfoglicerato cinase,
fosfogliceratomutase, enolase, e piruvato cinase.

A piruvato cinase é a terceira e ultima reagao irreversivel em condig¢des fisioldgicas

da via glicolitica. Neste processo 4 moles de ADP serédo convertidos em 4 moles de
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ATP, e concomitantemente, ocorrera a reducdo de 2 moles de NAD' em 2 moles de
NADH. Assim, o rendimento liquido da metabolizagdo de 1 mol de glicose em 2 moles
de piruvato passa a ser: 2 moles de ATP e 2 moles de NADH. A oxidac&o parcial da

glicose pela via glicolitica pode ser sumarizada pela seguinte equacgao (Esquema 1).

Glicose + 2 ADP + 2 NAD" + 2 Pi — 2 piruvato + 2 ATP + 2 NADH + 2 H" + 2 H,0O

Esquema 1: Equagao de conversao de glicose a piruvato, ATP e NADH.

Como vimos, a via glicolitica pode gerar para cada mol de glicose metabolizada
dois moles de piruvato. O piruvato formado pode seguir diferentes vias metabdlicas
dependendo da célula em questado e do perfil metabdlico em que ela se encontra. Por
exemplo, o piruvato pode ser translocado para a matriz mitocondrial através do
transportador de monocarboxilato (MCT - monocarboxylate transporters) (Gladden,
2004). No interior da mitocdndria o piruvato sofre a agcdo do complexo multienzimatico
piruvato desidrogenase (PDH). Este complexo catalisa uma reac&o irreversivel,
possuindo como substratos o piruvato, NAD* e coenzima A livre, liberando, como
produtos da reagao o acetil-CoA, CO, e NADH. O acetil-CoA gerado nesta etapa é
condensado com uma molécula de oxalacetato formando citrato, que pode ser oxidado
no ciclo de Krebs. Em cada “ciclo” completo de reagdes do ciclo de Krebs sdo gerados
quatro co-substratos reduzidos: trés NADH e uma flavina adenina dinucleotideo
reduzida (FADH,). Além disso, ha a sintese de uma molécula de guanosina 5’trifosfato
ou ATP.

O NADH e o FADH; liberam os seus elétrons na cadeia de transporte de elétrons
onde, em ultima analise, ocorrera a sintese de ATP e a redu¢do do oxigénio (O2) em
agua pela fosforilagao oxidativa.

Por outro lado, células com grande demanda energética como as fibras
musculares esqueléticas durante exercicios intensos, células cancerigenas com
elevadas taxas de sintese de proteinas entre outras, devem adaptar seu metabolismo

para uma rapida produgao de energia. Nessas condigbes uma boa parcela do piruvato
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sintetizado nao sera totalmente oxidado a CO, e H;0, sendo reduzido pela enzima
lactato desidrogenase (LDH) gerando lactato (fermentacao latica). A visado geral da via

glicolitica esta demonstrada na Figura 5.
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g™
ATP == - 2ATP e
7 Mg ’\\I Piruvato cinase
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v
a-D-Glicose-6-fosfato Fosfoenalpiruvato
r 3 »
Fosfoglicose H,0 (“N
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Figura 5 - Visao geral da via glicolitica. As enzimas hexocinase, PFK e piruvato cinase sdo os

principais pontos de controle do fluxo glicolitico.
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1.2.1 - Regulagao do Fluxo Glicolitico

Para manter a sua homeostasia, a célula tem que se adaptar a possiveis
perturbacdes agudas ou crdnicas que possam ocorrer no seu meio interno e/ou externo.
Tais adaptacdes passam necessariamente por modificagdes das suas vias metabdlicas,
ou seja, na atividade das enzimas envolvidas. A via glicolitica ndo é diferente, devendo
se adaptar a necessidade celular a cada momento. Dentre os grandes sinalizadores
que modulam a atividade da glicolise podemos destacar os hormdnios, como por
exemplo, a insulina, a adrenalina e o glucagon. Estes horménios ligam-se inicialmente
aos seus receptores de membrana plasmatica e ativam uma série de cascatas
intracelulares que irdo, em ultima analise, induzir a resposta celular frente ao hormonio
em questdo. Vale ressaltar que nem todos os hormdnios conseguem agir em todos os
tipos celulares. Por exemplo, ndo € descrito que exista um receptor de glucagon no
musculo esquelético.

Podemos considerar que a via glicolitica possui duas grandes fungdes: degradar
a glicose para geragcdo de ATP e fornecer elementos para a biossintese de
macromoléculas celulares. Nesse sentido, a velocidade da glicolise é regulada para
atender a essas duas necessidades. Isso se da através de regulagcdes alostéricas, ou
ainda por modificagdes covalentes. Em processos envolvendo tantas etapas, certas
reacdes catalisadas por enzimas estdo, essencialmente, em equilibrio: as taxas dessas
reacdes dependerdo das concentragdes de seus substratos. Outras reagdes estao fora
de equilibrio entre substrato e produto, sendo entdo limitadas pelas enzimas envolvidas.
Essas reagdes sao altamente exergdnicas e irreversiveis, sendo pontos onde o fluxo
através da via é regulado. Na via glicolitica, essas etapas sao representadas pelas
reacdes catalisadas pelas enzimas HK, PFK e piruvato cinase (Philips et al.,1981).

Com excegao da sua isoforma IV, que € modulada por outros fatores, a HK é
inibida diretamente pelo seu produto G6P. Outro modo de controlar a sua atividade é
modulando a sua localizagao intracelular.

Ha muito ja foi demonstrado que ao estar associada a mitocdndria a HK tem sua
atividade aumentada (Southard & Hultin, 1972). A piruvato cinase € inibida por ATP e

alanina e ativada por F1,6BP (Devlin, 2002). Dentre as 3 enzimas regulatérias do fluxo
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glicolitico, a PFK € a que apresenta a maior complexidade de mecanismos regulatorios,
sendo por este motivo, considerada o ponto chave da regulacdo do metabolismo
glicolitico (Passonneau & Lowry 1962; Uyeda 1979; Kemp & Foe, 1983). Um resumo da

regulacao do fluxo glicolitico pode ser visto na Figura 6.

GLICOSE

l - G6P

GLICOSE 6-FOSFATO
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H+
FRUTOSE-1.6-BIFOSFATO
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ATP
~  ALANINA
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Figura 6 - Visao geral da regulagao do fluxo glicolitico. Em verdes moduladores positivos, e em

vermelho moduladores negativos da via glicolitica.

1.2.2 - Fosfofrutocinase

A fosfofrutocinase (ATP: D-frutose-6-fosfato-1-fosfo-transferase, PFK, EC
2.7.1.11) catalisa a terceira reagéo da via glicolitica e funciona como a principal enzima
reguladora desta via metabdlica (Kemp & Foe, 1983). A transferéncia do grupo fosfato
gama terminal do MgATP? para F6P, formando F1,6BP e ADP, é muito favorecida em

condi¢gbes metabdlicas normais (Figura 7).
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Figura 7 - Reagédo da enzima fosfofrutocinase. A fosforilagdo da frutose-6-fosfato gerando
frutose-1,6-bifosfato através da catalise enzimatica pela fosfofrutocinase. (Adaptado de
Lehninger, Nelson & Cox, 2000).

Em mamiferos, sdo descritos trés isoformas da PFK, com um peso molecular
para os monémeros em torno de 85.000 Da que sao capazes de formar
heteroligbmeros. Vora e Francke (1981) estabeleceram a existéncia de 3 loci estruturais
para PFK: PFKM, PFKL e PFKP, codificando distintas isoformas de PFK no musculo, no
figado e em plaquetas, respectivamente. Dependendo do tecido, pode haver a
expressao de um, dois, ou dos trés genes. Os produtos destes genes podem associar-
se randomicamente, formando heteroligbmeros ou homoligbmeros. No caso particular
do musculo esquelético maduro a isoforma da enzima encontrada é exclusivamente
PFKM. Em procariotos a PFK possui um peso molecular menor e a sua regulagao é
menos complexa.

De fato, evidéncias demonstram que a PFK de eucariotos surgiram apos uma
duplicagédo e fusdo de um gene ancestral de algum procarioto. Desta forma a PFK de
eucariotos possui outros sitios regulatorios inexistentes em procariotos (Poorman et
al.,1984; Martinez-Costa et al.,2004).

A PFK é regulada por uma variedade de ligantes, incluindo substratos, produtos
de reacdes, e varios metabdlitos celulares, entretanto, diferentes isoformas da PFK
podem responder de maneiras distintas aos efetores alostéricos (Uyeda, 1979;
Goldhammer & Paradies, 1979; Kemp & Foe, 1983). Além de substrato, o ATP também
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€ um efetor alostérico negativo da enzima, diminuindo a afinidade da PFK por F6P.
Altas concentracbes de ATP (acima de 1 mM), sdo capazes de inibir fortemente a
enzima (Passonneau & Lowry, 1962). Esta inibicdo pode ser potencializada pela
presenca de altas concentragbes de H*, citrato ou isocitrato, mas n&o por outros
intermediarios do ciclo de Krebs (Parmeggiani & Bowman, 1963). O grau de inibicdo
provocado pelo ATP, entretanto, varia entre os diferentes tecidos e organismos. Em
mamiferos, a isoforma de figado é mais fortemente inibida que a de musculo, e esta,
por sua vez sao mais sensiveis a inibicao que a isoforma de cérebro (Vora & Francke
1981; Knobler et al.,1997). Da mesma maneira que a inibicao por ATP, a sensibilidade
a inibicdo por citrato também varia entre os tecidos (Passonneau & Lowry, 1962).
Outros compostos fosforilados podem inibir a PFK, como a fosfocreatina, 3-
fosfoglicerato, 2-fosfoglicerato, 2,3-bifosfoglicerato e fosfoenolpiruvato. A inibicdo da
PFK promovida por estas moléculas é mais pronunciada em baixo pH e em altas
concentracdes de ATP (Uyeda, 1979).

Uma das moléculas capazes de regular a atividade da PFK mais
significativamente foi descoberta em 1980 por Van Schaftingen e Hers: a frutose 2,6-
bifosfato (F2,6BP). A F2,6BP é um potente efetor alostérico positivo da PFK. Esta
molécula € um produto da fosforilagédo da F6P pela enzima bifuncional fosfofrutocinase-
2/frutose 2,6 bifosfatase. Para tal, a atividade cinasica desta enzima precisa estar ativa
e a fosfatasica, que converte a F2,6BP em FG6P e fosfato inorganico, inibida. No
musculo esquelético e cardiaco a atividade cinasica desta enzima bifuncional & ativada
pela fosforilagdo da enzima. Esta fosforilagcdo ocorre apds estimulos hormonais como
os promovidos pela adrenalina. Porém, no tecido hepatico existe outra isoforma desta
enzima, onde, a fosforilacdo da enzima fosfofrutocinase-2/frutose 2,6 bifosfatase ativa a
porcao fosfatasica e inibe a cinasica, diminuindo (1) a sintese de F2, 6BP e (2) o fluxo
glicolitico. O resultado metabdlico da fosforilagdo da enzima bifuncional no figado € a
interrupcao da estimulacao alostérica da PFK e a desinibicdo alostérica da frutose-1,6-
bifosfatase, que converte a F1,6BP em F6P. Desta forma, o fluxo da frutose através
destas enzimas € gliconeogénico, produzindo F6P e eventualmente, glicose.

A F2,6BP atua de maneira sinérgica com o ADP e AMP, ambos efetores

alostéricos positivos da PFK, sendo capaz de contrapor a inibicdo da PFK causada por
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altas concentracbes de ATP, aumentando sua afinidade pelo substrato, F6P, porém
sem efeitos sobre a atividade maxima da enzima (Pilkis et al.,1981; Van Schaftingen et
al.,1981; Uyeda, Furuya & Sherry, 1981).

Outros moduladores positivos da PFK também ja foram descritos: P;, K*, NH,",
F6P, glicose 1,6-bifosfato e F1,6BP. Esses moduladores sdo capazes de reverter a
inibicdo promovida por ATP e citrato (Passonneau & Lowry, 1962; Uyeda, 1979; Liling
&Beitner, 1990; Chen-Zion, Livnat & Beitner 1992; Magen et al.,1995; Ashkenazy-
Shazar & Beitner, 1997). A propria PFK pode ser modificada covalentemente em
residuos de serina e treonina pela proteina cinase A (PKA) (Alves & Sola-Penna, 2003),
pela proteina cinase C, (Nettelblad et al.,1986), e pela proteina cinase dependente de
Ca?*-calmodulina (Mahrenhoz Lan & Mansour, 1991). Além disso, foi demonstrado que
a PFK assim como outras enzimas glicoliticas, € substrato para a atividade tirosina
cinasica do receptor de insulina (Sale, White & Kahn, 1987), o que altera a atividade e a
distribuigao intracelular da enzima (Zancan e Sola-Penna, 2005a).

Interacdo da PFK com proteinas do citoesqueleto, como os filamentos de F-
actina também s&o capazes de incrementar a sua atividade. Por outro lado,
associagdes com microtubulos, mais especificamente as tubulinas, podem inibir a sua
atividade enzimatica. Outra forma importante capaz de modular a atividade da PFK é
alterando o seu estado oligomérico.

Entretanto, a cristalografia da PFK de mamiferos ainda nao foi resolvida, desse
modo, uma melhor compreensao de como os diferentes moduladores interagem com a

enzima ainda estao por serem elucidados.
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1.2.3 - Interacao da PFK com o Citoesqueleto

A PFK pode associar-se, formando complexos protéicos, com algumas enzimas
citosdlicas, como a aldolase e a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (Rais et al., 2000;
Campanella, Chu & Low, 2005), com elementos do citoesqueleto, como a actina
filamentosa e microtubulos (Liou & Anderson, 1980; Andrés, Carreras & Cusso, 1996;
Alves & Sola-Penna 2003; El-Bacha, Freitas & Sola-Penna, 2003) (Figura 8), e também
com proteinas de membrana plasmatica, como o canal aniénico banda 3 presente na
membrana plasmatica de eritrécitos (Kaul & Kohler, 1983; Campanella, Chu & Low,
2005; Zancan & Sola-Penna, 2005b) e membranas de midcitos durante o infarto (Hazen
et al.,1994).

Enzimas da Via Glicolitica

'. "/L\T-"

} Glicolise t Glicolise

Figura 8 — Associagdo da fosfofrutocinase com filamentos de actina alterando a atividade
catalitica da enzima. Os filamentos de actina estdo representados em laranja, enquanto que as

enzimas glicoliticas estdo representadas como simbolos coloridos.

A associagao da PFK com estas proteinas ocorre de forma muito dindmica e é
capaz de alterar a atividade catalitica da enzima (Liou & Anderson, 1980; Andrés,

Carreras & Cusso, 1996). Recentemente, nosso laboratério demonstrou que esta
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associagao esta envolvida na regulagdo do fluxo glicolitico modulada por horménios,
como a adrenalina (Alves & Sola-Penna, 2003) e a insulina (Silva et al., 2004; Zancan
& Sola-Penna, 2005a e 2005b).

Em outro trabalho, El-Bacha, Freitas & Sola-Penna (2003) demonstram um
aumento do fluxo glicolitico em células altamente proliferativas e indiferenciadas, como
no caso de células tumorais, onde ocorre aumento da associagdo da enzima com o
citoesqueleto. Em tumores, é possivel correlacionar a dissociacdo da enzima do
citoesqueleto (o que promove uma diminuigdo na atividade catalitica da PFK) com o
aumento da morte destas células. Este estudo nos permitiu propor novas drogas no
combate da doenga (Meira et al., 2005). Alteragcbes na associagdo da PFK com
proteinas também foram vistas em quadros de diabetes mellitus, e podem ser um
possivel alvo na redugdo dos efeitos danosos, em longo prazo, causados por esta
disfuncdo metabdlica (Corry et al., 2002; Zancan & Sola-Penna, 2005a). Assim, o
estudo da associacdo da PFK com elementos celulares tem aberto novas perspectivas
no entendimento da regulagdo do metabolismo glicolitico, e prevé novas aplicagdes

para o estudo da enzima.

1.2.4 - Oligomerizagao da PFK

Estudos sugerem um modelo de associacdo que pode ser mais bem descrito
pelo esquema 2, mostrado abaixo (Uyeda, 1979; Hesterberg & Lee, 1982). O equilibrio
entre formas diméricas (inativas) e tetraméricas (ativos) é consideravelmente afetado
pela concentragdo da enzima, pH, e temperatura (Bock e Frieden, 1974). Em valores
baixos de pH (< 6,5), a inativagdo da enzima pode ser correlacionada com a mudanca
de uma forma ativa para uma forma inativa de menor peso molecular, acompanhada
pela variagdo na concentragdo de ions H*. Estudos conduzidos por Bock & Frieden
(1974) mostraram que esta inativacdo envolve a protonagdo de alguns residuos no
tetramero, provavelmente histidinas, seguida de uma mudanga conformacional, levando
a uma forma inativa e, entao, a dissociacdo em dimeros. Este efeito pode ser revertido
com o aumento do pH e/ou pela adigdo de ligantes, como F2,6BP e ATP, fazendo,

novamente, uma correlacdo entre o aumento da atividade e a formagao de uma enzima
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ativa. Esta inativacdo € mais pronunciada em temperatura e concentracao de PFK mais
baixas (Bock & Frieden, 1974).

M 1 (i) <> M2(|) < M4(a) Aand M1 6(3)

Esquema 2 - Equilibrio entre os diferentes oligbmeros da PFK. M1; e M2 representam
respectivamente as formas monomeéricas e diméricas da PFK consideradas como inativas (i).
M4, M16, sdo as formas tetraméricas e hexaméricas, respectivamente as quais s&o

consideradas ativas (a).

O esquema 2 representa o equilibrio entre os diferentes oligbmeros da PFK.
Monémeros da PFK (Mi) sdo capazes de associar-se reversivelmente formando
dimeros (M;). Os dimeros da PFK também podem ser dissociados em mondémeros
(Uyeda, 1979). Estes dimeros podem associar-se, formando tetrameros (M4). Por sua
vez, os tetrameros sao capazes de associar-se, formando hexadecameros (M4s). Neste
esquema as letras a e i indicam a atividade catalitica em cada forma oligomérica, sendo
(a) ativo e (i) inativo.

Nas ultimas décadas, diversos estudos tém relatado a capacidade da PFK de se
associar reversivelmente a elementos estruturais da célula. A associagdo da PFK com
filamentos de actina é capaz de aumentar significativamente sua atividade enzimatica e
diminuir seu Kops para F6P (Liou & Anderson, 1980; Andrés et al., 1996), além de
estabilizar formas oligoméricas mais ativas (Roberts & Somero, 1987).

A associagao e a dissociagao da PFK tem sido objeto de diversas investigagbes
(Aaronson & Frieden, 1972; Luther, Hesterberg & Lee, (1985); Cai et al., 1990; Berland
et al., 1996; Drozdov-Tikhomirov, Skurida & Alexandrov, 1999; Rais et al., 2000;
Berchanski & Eisenstein, 2003; Faber-Barata & Sola-Penna, 2005). A importancia
fisiologica desse equilibrio decorre da influéncia direta que a estrutura quaternaria da
PFK exerce sobre a sua atividade enzimatica (Parmeggiani et al.,1966; Paetkau &

Lardy, 1967). A ligagao das formas diméricas e monoméricas da PFK com a tubulina e
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microtubulos deslocam o equilibrio entre oligbmeros, resultando em uma diminuigdo
significativa da atividade enzimatica (Lehotzky et al., 1993; Vértessy et al.,1997). De
forma reciproca, a associacdo com a actina filamentosa estabiliza os tetrameros,
ativando a enzima (Clarke et al., 1983; Alves & Sola-Penna, 2003; Silva et al., 2004)
(Figuras 8 e 9). Curiosamente, a forma dimérica da PFK, originalmente inativa, quando
associada com a aldolase apresenta atividade similar a forma tetramérica, e € capaz de

reverter a inibicdo promovida pela associacdo com microtubulos (Orész, Christova &
Ovadi, 1987; Vértessy et al.,1997) (Figura 9).

F&P + ATP
F&F + ATF
i F1,6P, + ADP
ADP
PFK F6P + ATP

R R e B F1,6P: + ADP

Figura 9 — Modelo proposto para a associagdo da PFK com f-actina.
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2- Objetivos

2.1- Objetivo Geral

Tendo como base as informagdes disponiveis na literatura podemos afirmar que
o volume de dados que avaliam o papel de moléculas derivadas de microorganismos na
regulacao direta ou indireta de PFK é reduzido e conflitante. A maioria dos estudos que
envolvem a GXM, um potente imunomodulador produzido pelo C. neoformans, é focada
na caracterizagdo da resposta imunoldgica do hospedeiro, sem levar em conta o
funcionamento de enzimas envolvidas com o metabolismo energético. Muitos dos
mecanismos de regulagdo da prdpria resposta imunoldgica contra esse agente e seu
principal fator de viruléncia ainda precisam ser elucidados e o controle metabdlico
celular pode ser relevante nesse sentido. Diante disso temos como objetivos principais
avaliar a influéncia da GXM na regulagdo da enzima PFK em linhagem tumoral de
macrofago murino e definir a importancia da enzima durante a modulagéo da resposta

microbicida do macréfago.

2.2- Objetivos Especificos

1) Avaliar o efeito da GXM na atividade da PFK;

2) Avaliar o mecanismo de acdo da GXM sobre a inibicdo da PFK.
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3- Material e Métodos

3.1- Cultivo de células fungicas e animais:

3.1.1- Células fungicas: Para obtencdo da GXM as células fungicas foram cultivadas
em meio minimo, conforme descrito previamente (Rodrigues et al., 2000), por 72h em
temperatura ambiente, sob agitagdo. As células foram removidas por centrifugagéo e a
purificacdo da GXM foi realizada conforme descrito adiante (Nimrichter et al., 2007). A
cepa de C. neoformans utilizada foi H99 de alta expressao de capsula.

3.1.2- Células animais: A linhagem murina de macrofagos RAW 246.7 foram cultivados
em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e

estreptomicina e glutamina 2mM a 37°C e 5% de COs.

3.2- Purificagcao da GXM de C. neoformans: O sobrenadante de cultivo da cepa H 99
foi obtido apdés 3 dias de cultivo a 30°C. As leveduras foram separadas por
centrifugacdes sucessivas a 4000 e 15000g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
entdo concentrado utilizando-se um sistema Amicon de ultrafiltracdo sob presséao
positiva de N,. Para tal foi utilizada uma membrana com cutoff de 100 KDa. O filme
translucido contendo GXM purificada foi removido da fracdo nao filtrada e dosada
através de técnica de ELISA utilizando o anticorpo 18B7, monoclonal especifico para
GXM de C. neoformans.

3.3- Purificagdo da PFK: A PFK de musculo esquelético de coelho foi purificada
segundo o protocolo proposto por Kemp (1975), adaptado do original descrito por

Parmeggiani et al. (1966).

3.3.1- Extragao: O coelho foi sacrificado por deslocamento cervical, seguido de
sangramento por corte dos vasos do pescogo, sendo os musculo da regido dorsal e das
patas traseiras removidos, limpos e mantidos em gelo. A massa muscular foi entdo

processada em um moedor de carne até formar uma pasta que € depois pesada e
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triturada em liquidificador com 3 volumes do tampéao 1 (30 mM NaF, 4 mM EDTA e 15
mM B-mercaptoetanol, pH 7,5) por 30 segundos para homogeneizagdo. A mistura foi
entdo centrifugada a 14.000 g por 10 minutos a 4°C (Hitachi-Himac). O sobrenadante foi
filtrado através de gaze para a remocao dos residuos lipidicos e o pH é ajustado para
6,8 com adic&o de 1,5 M Tris (pH 8,8).

3.3.2- Precipitagao com Isoproponol: A mistura foi mantida em constante agitagdo em
gelo com sal grosso mantendo a temperatura entre -5°C e 0°C. Adicionou-se alcool
isopropilico gelado (1/5 do volume total do extrato) gota a gota em constante agitagao
que foi mantida por mais 20 minutos. O precipitado foi coletado por centrifugacao a
14.000 g por 30 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C e dissolvido em 1/15 da fragéo
inicial 19 em tampéo 2 (0,1 M Tris-fosfato, 0,2 mM EDTA, 0,2 mM frutose 1,6-bifosfato,
1 mM B-mercaptoetanol, 5mM de pirofosfato de sodio, pH 8,0). Esta suspensao foi
dialisada por 20 horas contra 0 mesmo tampado para a remocdo do isopropanol

remanescente.

3.3.3- Tratamento Quente: A suspensdo dialisada foi transferida para um becker e
colocada em banho maria a 70°C. Sob agitacédo, a temperatura foi mantida entre 57 e
59°C por 3 minutos quando, entdo, foi retirada e condicionada em banho de gelo,
também sob agitacéo, até atingir a temperatura de 5°C. Depois disto, a suspensao foi
centrifugada por 10 minutos (23.500 g) a 4°C. O sobrenadante foi reservado e o pellet
foi resuspenso em tampao 2 e centrifugado novamente. O segundo sobrenadante

obtido foi adicionado ao primeiro.

3.3.4- Fracionamento por Sulfato de Amoénio: Ao sobrenadante mantido em banho de
gelo sob agitacao foi adicionado sulfato de aménio sélido até atingir 38% de saturacéo
(21,3 g / 100 ml da solugao inicial). Apés 30 minutos, o precipitado foi removido por
centrifugacdo a 14.000 g por 15 minutos a 4°C, e ao sobrenadante foi adicionado
sulfato de aménio até atingir 55% de saturacao (30,8 g / 100 ml da solugao inicial). O

sedimento foi coletado por centrifugacdo a 14.000 g por 20 minutos e dissolvido em
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tampédo 3 (50 mM Tris-fosfato, 0,2 mM EDTA, 1 mM B-mercaptoetanol, 5mM de
pirofosfato de sodio, pH8,0).

3.3.5- Cristalizagao: A solugéo foi dialisada em banho de gelo contra o tampao 3
adicionado sulfato de amoénio até 38% de saturagdo (21,3 g / 100 ml). Apds 24 horas o
tampao de dialise foi trocado pelo mesmo volume de tampao 3 e, entdo, sulfato de
amoénio foi adicionado até atingir 40% de saturacao (22,6 g / 100 ml). A cristalizacéo se
inicia apos aproximadamente uma semana. Depois da didlise, a suspensao foi
centrifugada a 1.500 g por 10 minutos em centrifuga clinica a 4°C. O precipitado foi

dissolvido em tamp&o 3 e mantido em isopor com gelo dentro da geladeira.

3.4- Dosagem de proteina: A dosagem de proteina foi feita pelo método de Lowry et

al. (1951). O padrao utilizado em todas as dosagens foi a albumina de soro bovino.

3.5- Medida da Atividade da PFK: A atividade da fosfofrutocinase foi medida através
do método direto radiométrico desenvolvido por Sola-Penna e colaboradores (2002),
com as modificagbes introduzidas por Zancan e Sola-Penna (2005a e 2005b).
Resumidamente, o método consiste na incubacdo de frutose-6-fosfato e [y->2P] ATP na
presenca de fosfofrutocinase e demais reagentes. Durante a reagdo catalisada pela
enzima, os produtos liberados sdo ADP e [1-*?P ] frutose-1,6-bisfosfato, que é separada
do [y->?P ]ATP no reagido através da adsorsdo deste Ultimo em carv&o ativado em HCI
0,1N (25 g/100 ml) e manitol 0,5 M. Apds centrifugagéo, a radioatividade remanescente
no sobrenadante contada por cintilagdo liquida e atribuida a [ 1-*?P ] frutose-1,6-

bisfosfato.

3.6- Método do sistema acoplado de enzima: A atividade da PFK purificada de
musculo esquelético de coelho foi avaliada em um leitor de microplaca (Victor 3 Perkin
Elmer) através da oxidagdo de NADH (340 nm) por um sistema acoplado de enzimas,
como previamente descrito (Sola-Penna et al., 2002; Meira et al., 2005). O sistema
consistiu de diferentes concentragées de GXM (1, 10 e 100 pug/ml) em um meio de
reacao contendo 50 mM de Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM NADH, 10 mM MgClz, 1 mM ATP e
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1 mM de frutose-6-fosfato mais as enzimas aldolase (2 mU/ml), triose fosfato isomerase
(2 mU/ml) e a-glicerofosfato desidrogenase (2 mU/ml). A reacgéo foi iniciada pela adicao

de 5 pg/ml de PFK purificada.

3.7- Influéncia da GXM na atividade da PFK: Os macrofagos foram cultivados na
presenca de diferentes concentracées de GXM (1; 10 e 100 pg/ml). A incubacéao foi
realizada em diferentes tempos (1, 3, 6, 24 e 48 horas) e a atividade enzimatica foi
determinada conforme descrito no item anterior. Os controles foram realizados na

auséncia dos produtos microbianos.

3.8- Sintese de ATP radioativo: O [y->’P] ATP foi preparado de acordo com Maia e
colaboradores (1983). A sintese do [y->?P] ATP acontece em um meio contendo 0.115
mM Tris-HCI pH 9,0, 0,0276 mM MgClI2, 0,0138 mM DTT, 0,276 uM L-a-glicerofosfato,
1,15 uM B-NAD, 0,115 pM ADP e 2,3 pM Piruvato pela adicdo de 1 ml [*?P]Pi e 40 pl de
um coquetel enzimatico de marcacédo. Esse coquetel de enzimas contém glicerol-3-
fosfato desidrogenase, triose-fosfato isomerase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
3- fosfoglicerato quinase e lactato desidrogenase. Durante 90 minutos esse meio de
reacgdo foi incubado em temperatura ambiente. Apds este periodo, o [*?P] Pi livre foi
retirado da mistura através de uma coluna DOWEX 1 x 10 Mesh ativada em 1 M de
HCI. Em seguida o [y-**P] ATP formado foi aliquotado e avaliado através de contagem

em cintilagao liquida e depois mantido a -20°C.

3.9- Espectro de fluorescéncia: As medidas de fluorescéncia foram feitas em cubeta
com caminho 6ptico de 1,0 X 1,0 cm usando-se a enzima e titulando diferentes ligantes.

As medidas foram feitas em fluorimetro Spectra Manager.

3.9.1. Espectroscopia de emissao de fluorescéncia da enzima: Para podermos
quantificar a interacdo da PFK com a GXM, esse ensaio foi realizado em diferentes
condi¢des: As amostras foram colocadas em cubetas de quartzo com caminho 6ptico
de 1,0 x 1,0 cm e excitadas em 280 nm em meio de reagao contendo 100 mM Tris- HCI
pH 7,4; PFK 1 pg/ml e diferentes concentragbes de GXM ( 0,1; 1; 10; 100 pg/ml). A
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emissao de fluorescéncia foi medida entre 300 e 400 nm. O centro de massa espectral

(c.m.) foi calculado pela equagao:

Equacao 1:

Onde : ¥ = somatorio
[» = intensidade de fluorescéncia em um dado comprimento de onda (A)

A = comprimento de onda

3.10- Microscopia de Fluorescéncia: Os macréfagos RAW 246.7 foram cultivados em
placas de 24 pocos sobre laminulas por 24 horas a 5% de CO, Apds esse tempo foi
adicionada GXM na concentragdo de 10 ug/ ml e as células incubadas por 6 ou 24
horas. Apds os periodos de incubacao as células foram fixadas com paraformaldeido
4% por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com
PBS e bloqueadas com PBS 5% BSA por 60 minutos a temperatura ambiente. As
células foram incubadas com anticorpos anti-GXM (18 B7) e anti-PFK. Apds essa
incubagado, as células foram lavadas novamente e incubadas com anticorpos anti-
Imunoglobulina (Ig) de camundongo conjugada a Alexa Fluor 568 para a GXM e anti-Ig
de rato para PFK conjugado Alexa Fluor 488 (Invitrogen). A presenca e a localizagéo da
GXM e da PFK foram visualizadas em microscépio de fluorescéncia Axioplan Il (Zeiss,

Alemanha).

3.11- Ensaio de viabilidade dos macréfagos (lactato-desidrogenase): (Collins, Yang
& Schnaar, 2000): Para determinagdo da citotoxicidade das drogas moduladoras da
PFK, os sobrenadantes de cultura dos macréfagos incubados com a GXM foram
transferidos para uma outra placa de 96 pocgos. Deste sobrenadante foram retirados 80
uL, o qual foi misturado a 120 uL de solu¢do contendo piruvato (0,5 ng/mL de PBS) e
NADH (0,5 ug/mL de PBS). O consumo de NADH foi medido, no comprimento de onda

de 340 nm, através da diminuigdo da absorbancia observada no leitor de microplaca. As



51

leituras foram realizadas a cada dez segundos. Uma curva padrao foi obtida através do

uso de diferentes concentragdes celulares lisadas sob as mesmas condi¢des.

3.12- Determinagao da Viabilidade dos macroéfagos (MTT): os macréfagos foram
cultivados na presenca de diferentes concentragdes de GXM (1; 10 e 100 ug/mL) por
24h a 37°C sob atmosfera de 5% CO, O sobrenadante foi removido, em seguida
adicionou-se 20 pl/pogo de solugdo de MTT na concentracgao final de 5 mg/ml em PBS.
As amostras foram incubadas por 3 hora na auséncia de luz. Apds esse periodo, o
sobrenadante foi descartado e 200 ul de DMSO foram adicionados. Os sistemas foram
incubados por 5 min sob agitagao (150 rpm). A leitura foi realizada no comprimento de
onda de 560 nm com background de 670 nm em leitor de microplaca. A densidade

optica foi diretamente correlacionada com a quantidade de célula.

3.13- Dosagem do consumo de glicose: Os sobrenadantes obtidos no experimento
anterior foram utilizados para dosagem do consumo de glicose durante o cultivo na
presenca de GXM. As amostras foral diluidas em agua (1:9, v/v) e aliquotas de 10 pl
incubadas com o 190 pul do reagente de glucox 500. As mostras foram incubadas por 15

min e a leitura realizada no comprimento de onda de 492 nm em leitor de microplaca.

3.14- Analise estatistica dos resultados: Todos os resultados foram tratados a partir
de testes especificos para cada caso, escolhendo testes de Student e/ou de multiplas
variancias (ANOVA). Todos os testes serdo realizados através do aplicativo SigmaStat
3.1 (Systat Co. CA, USA) de acordo com o descrito por Zancan e Sola-Penna (2005 a e
b).

Parametros cinéticos para o efeito do ATP na PFK onde foram calculados
considerando os dois componentes da modulagdo PFK por este metabdlito. O primeiro
componente é o elemento estimulador para a curva de saturagcéo do substrato, na qual

a PFK exibe um padrao alostérico que é descrito pela equacéo:
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V= Vmaxa, X [ATP]M
Kor +[ ATP]™
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Onde V ¢ a atividade da PFK em uma dada concentracédo de ATP ([ATP]), Vmax

app € a velocidade maxima aparente calculado, Ko.5 € a constante de afinidade para

este componente e ns é o indice de cooperatividade para este componente. O segundo

componente é o componente inibitério que podem ser ajustados pela equacgao:

Equacao 3:

Onde V é a atividade de PFK em uma dada concentragcdo de ATP ([ATP]), 10.5 é

a constante de afinidade para este componente, ni € o indice de cooperatividade para

este componente e Vsat é a atividade da PFK quando o primeiro componente esta

saturado. Assumindo que esta declaracao, V sat € uma fungao do primeiro componente

da curva e pode ser substituida pela equagao 2 a resultar na seguinte equacgao:

Equacao 4:

V=

Vmax,,, X[ATP]™

Kos +[ ATPI™

n;

n; i
| o5 + [ATP] "

Os dados experimentais foram ajustados através de regressao nao-linear para o efeito

do ATP na atividade PFK. Parametros cinéticos para os efeitos da F6P na PFK foram

calculados através de regressdo nao-linear utilizando os dados experimentais para

ajustar os parametros da equacao:



53

Equacao 5:

Onde V é a atividade de PFK calculado para uma dada concentragdao de F6P ([F6P]),
Vmax € a velocidade maxima calculada para saturar as concentragdes de F6P, Ko.5 € o
constante de afinidade para F6P, que é igual a concentracdo de F6P responsavel pela

meia-ativagado da PFK pela F6P, e n € o indice de cooperatividade para este fenébmeno.
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4- Resultados

4.1- Determinagdao do Numero de Células Viaveis, Ensaio de MTT, Consumo de

Glicose e Produgédo de Lactato apos 24 horas de Tratamento com a GXM

Macréfagos murinos (RAW 246.7) foram incubados por 24 horas em diferentes
concentracdes de GXM (1,10 e 100 ug/ml). As células foram tratadas com azul de tripan
(1:2) por 2 minutos. A contagem de células vivas e mortas foi realizada em camara de
Neubauer com auxilio de microscopia Optica. Houve a normalizacdo pelo numero de
células viaveis. Foi observada uma diminuigdo no numero de células em funcdo do
aumento da concentragdo da GXM (Figura 10 A). Para avaliagdo da viabilidade celular
foi utilizado o método de MTT onde foi observada uma diminuigcdo da viabilidade em
funcdo do aumento da concentragdo da GXM (Figura 10 B). Com base nesses
resultados, experimentos adicionais foram realizados utilizando dois marcadores do
fluxo glicolitico, glicose e lactato. Os sobrenadantes das culturas, do ensaio acima,
foram recolhidos e utilizados para a dosagem do consumo de glicose pelos macréfagos
RAW 246.7. Esse resultado mostra uma diminuicdo no consumo de glicose conforme
aumentamos a concentracdo de GXM (Figura 10 C).

Outro marcador do fluxo glicolitico utilizado foi o lactato-desidrogenase (LDH) a
fim de verificar a citotoxicidade da GXM para com os macrofagos. A LDH é uma enzima
citoplasmatica liberada no meio de cultura apds ruptura na membrana plasmatica. Para
dosagem da atividade da enzima utilizou-se os sobrenadantes dos cultivos dos
macrofagos tratados com as diferentes concentragées de GXM por 24 horas. Os dados
mostram uma diminuicdo na producdo de lactato em fungcdo do aumento das

concentragdes de GXM (Figura 10 D).
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Figura 10 — Avaliagcdo do numero de células viaveis (A), ensaio de oxidagao mitocondrial (MTT)

(B), consumo de glicose (C) e produgao de lactato (D) apds o tratamento por 24 horas com

diferentes concentragdes da GXM (1, 10 e 100 ug/ml) em macréfagos murinos RAW 264.7

(* P< 0,05 quando comparado ao controle).
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4.2- Sobreposig¢ao das imagens demonstrando co-localizagao da GXM e PFK

Os resultados anteriores indicam que a GXM interfere na via glicolitica. Por esse
motivo, foi avaliado se a GXM poderia estar interagindo com a PFK. Os macrofagos
foram tratados com a GXM (10 pg/ml) por 6 e 24 horas. Apos esse periodo, eles foram
incubados com anticorpos que reconhecem especificamente GXM e PFK e as laminas
observadas em microscopio de fluorescéncia. Em conjunto, podem-se observar na
Figura 11 as células em contraste interferencial-diferencial (DIC), seguido pela
reatividade com anticorpo anti-PFK em verde e em vermelho para a reatividade com
anticorpo anti-GXM. Por ultimo, observa-se a sobreposi¢céo das imagens sugerindo uma
co-localizacdo dessas estruturas. Esses resultados indicam que a GXM internalizada
pode interagir com a PFK em macréfagos podendo, portanto, interferir com seu

funcionamento.

pIiC Anti-PFK Anti-GXM Sobreposi¢do

6 horas

24 horas y v

Figura 11 — Distribuicdo da PFK e GXM em macréfagos. As células foram incubadas com GXM
(10 pg/ml) por 6 e 24 horas e em seguida lavadas com PBS e fixadas com PF 4%. As reacgbes
inespecificas foram bloqueadas com PBS-BSA (5%). Em seguida, os sistemas foram incubados com os
anticorpos anti-PFK-1 e anti-GXM. DIC: Contraste Interferencial - Diferencial; Reatividade com anticorpos
anti-PFK; Reatividade com anticorpos anti-GXM; Sobreposigdo das imagens demonstrando co-
localizacdo da GXM e PFK.
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4.3- Determinacao da Atividade Enzimatica da Fosfofrutocinase em Macréfagos

apos Diferentes Tempos de Tratamento com a GXM

Com o objetivo de avaliar se a GXM promove alguma alteragdo na atividade da
enzima PFK, os macrofagos RAW 246.7 foram incubados por 24 horas em diferentes
concentragdes de GXM, conforme descrito em Material e Métodos. De acordo com os
resultados a GXM parece inibir a atividade da PFK em macréfagos de linhagem murina.
O aumento da concentracdo de GXM resulta em uma maior inibicdo da enzima
(Figura 12 A). Considerando que a GXM é constitutivamente secretada pelo C.
neoformans durante a infecgdo e, portanto, pode interagir com as células hospedeiras
por periodos prolongados. Por esse motivo foi avaliado a atividade da PFK em periodos
de incubagao curtos e longos. As células foram incubadas nas mesmas condigbes
anteriores e os resultados analisados apés 1, 3, 6, 24 e 48 horas. Os resultados
indicam uma maior inibicdo do polissacarideo apés 48 horas de incubacdo com a GXM,
portanto corrobora com o experimento ao lado onde observa-se uma menor atividade

da enzima na concentragao de 100 ug/ ml (Figura 12 B).
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Figura 12 — Efeito da GXM na atividade da PFK em macréfagos RAW 246.7. As células foram
tratadas por 24 horas com a GXM (A). Em (B) houve a incubagao em diferentes tempos (1, 3, 6,
24 e 48 horas) com a GXM conforme descrito em material e métodos e apds, realizado a
medida da atividade da PFK utilizando um sistema enzimatico acoplado como descrito por Sola-
Penna et al., 2002. Os dados da atividade da PFK foram normalizados pelo niumero de células
viaveis (* P< 0,05 quando comparado ao controle). Os valores representam a média * erro
padrao (n=4).
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4.4- GXM inibe a Atividade PFK Alterando a Afinidade pelos seus Substratos F6P
e ATP

O préximo passo foi avaliar se a GXM poderia exercer um efeito direto sobre a
PFK purificada de musculo esquelético de coelho. O ensaio foi realizado pelo método
do sistema acoplado de enzima. Primeiramente, foi avaliada a atividade da PFK onde
foi utilizada diferentes concentragdes de GXM.

Conforme demonstrado na figura 13, observa-se que a GXM promove uma
inibicdo na atividade da PFK purificada de musculo esquelético de coelho de forma
dose dependente.
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Figura 13 — Efeito da GXM na atividade da PFK purificada de musculo esquelético de coelho.
Utilizou—se diferentes concentragdes de GXM (0,1, 1, 10 e 100 ug/ml) e foi realizado conforme
descrito em Material e Métodos e apés, realizado a medida da atividade da PFK. Os valores
representam a média * erro padréo (n=4).
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Com o intuito de verificar o mecanismo pelo qual o polissacarideo inibe a enzima,
avaliamos o efeito do GXM sobre a afinidade da PFK pelo seu substrato F6P. Os
resultados estdo demonstrados na Figura 14 onde pode ser visto que os efeitos
inibitérios do GXM sobre a PFK ocorrem em todas as concentragdes de F6P testadas.
Na presencga de GXM, a ativagcédo da PFK por F6P encontra-se tendendo a saturacéo a
partir de 2 mM F6P, sendo que essa saturagao ocorre induzindo, aproximadamente,
metade da velocidade alcangada na auséncia de GXM. Além disso, a curva de
saturacao encontra-se bem deslocada para a direita, na presenca de GXM, o que é um
forte indicativo de diminuicdo da afinidade da enzima por este substrato. De fato, ocorre
uma diminuicdo da velocidade maxima e do Kys da enzima para F6P, como sera

descrito com maiores detalhes na sec¢éo 4.5.
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Figura 14 — Efeito da GXM na atividade da PFK purificada de musculo esquelético de coelho
utilizando diferentes concentragbes do substrato da enzima, F-6-P (0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5;
0,75; 1 e 2 mM ), onde circulos pretos representam o controle e circulos brancos representam a
presenga de GXM na concentragdo de 100 ug/ml. Os valores representam a média + erro

padrao (n=4).
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Como a PFK apresenta dois substratos, verificamos também se a presenca de
GXM poderia afetar a afinidade da enzima pelo seu outro substrato, ATP. Entretanto, a
PFK apresenta dois sitios para ATP: o sitio catalitico com alta afinidade para ATP e o
sitio alostérico de baixa afinidade, com efeitos inibitorios sobre a atividade da enzima.
Dessa forma, ATP afeta a atividade da PFK de forma bimodal, ativando a enzima em
concentragdes até 1 mM e inibindo-a em concentragdes mais altas. Esse perfil pode ser
observado claramente na Figura 15, onde também observa-se que a presenca de GXM
diminui a atividade da enzima em qualquer concentracdo de ATP testada. Esse
resultado confirma a diminuicdo da Velocidade maxima da enzima induzida por GXM.
Ademais, ha um deslocamento do componente estimulatério da enzima para a direita e
do componente inibitério para a esquerda, sugerindo a diminuigdo da afinidade da PFK
para ATP no sitio estimulatério e o aumento da afinidade no sitio inibitério. Estes efeito

sobre os parametro cinéticos da PFK serdo descrito com mais detalhes a seguir.
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Figura 15 — Efeito da GXM na atividade da PFK purificada de musculo esquelético de coelho
utilizando diferentes concentragdes do substrato da enzima, ATP (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2; 3 e
5 mM ) onde circulos pretos representam o controle e circulos brancos epresentam a presenca

de GXM na concentragdo de 100 ug/ml. Os valores representam a média + erro padrao (n=4).
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4.5- Efeito da GXM nos Parametros Cinéticos para ATP e F-6-P na PFK de

musculo esquelético de coelho

Em conjunto, os resultados descritos acima mostram que a GXM diminui a
afinidade da PFK pelo o seu substrato, F6P, no sitio catalitico da enzima. Conforme
pode ser observado na tabela abaixo (Tabela 1) o aumento da constante de afinidade
para a F6P (Kg5), calculado através da equacao 5 apresentada no material e métodos,
de 0,29 £+ 0,03 mM no experimento controle para 0,51 £ 0,05 mM na presenca de GXM.
Houve uma redugao na velocidade maxima (Vmax) para 15,2 £ 2,1 mU/ug e o indice de
cooperatividade (n) para este fendmeno aumentou.

Resultados semelhantes foram observados para o efeito da GXM na afinidade da
PFK com o substrato ATP, onde houve também o aumento do Kj 5 ,calculado através da
equagao (4), de 0,31 + 0,03 mM no experimento controle para 0,62 £ 0,07 mM na
presenca de GXM e uma reducdo da velocidade maxima aparente (Vmax app) para
13,6 £ 1,3 mU/ug quando comparado ao controle. A constante de afinidade para o ATP
(lo5) na presenga da GXM também houve uma diminui¢ao (1,6 + 0,2 mM). O indice de
cooperatividade para este componente de estimulo (ng) e o indice de cooperatividade
para este componente de inibicdo (n;)) aumentaram respectivamente, para 2,5 £ 0,3 e
1,9 £ 0,2 quando comparado ao controle.

Essas alteragbes nos parametros cinéticos para a interagdo dos substratos com
a PFK sdo semelhantes a alguns estudos descritos onde mostram a dissociagdo dos
oligbmeros da PFK de tetrameros ativos em dimeros fracamente ativos (Zancan et al.,
2007 a; Zancan et al., 2008).



control 100 pg/ml GXM

Ko.s (mM) 0.31+0.03 0.62 + 0.07*

N, 1.3+0.2 2.5+ 0.3*
ATP |V M3Xapp 39.7 +3.7 13.6 + 1.3*

(mU/pg)

lo.s (mM) 2.7+0.3 1.6 £0.2*

n, 16+0.2 1.9+0.2

Vmax (mU/ug) | 389 + 3.4 15.2 £ 2.1*
F6P [Kos (MM) 0.29 + 0.03 0.51 + 0.05*

|n 1.2+0.1 2.7 £0.2*
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Tabela 1 — Efeitos da GXM nos parametros cinéticos para ATP e F-6-P na PFK de musculo

esquelético de coelho. Os paréametros da F-6-P foram calculados na equagéo (5) e os dados

experimentais apresentados na Figura 14 e para o ATP foram calculados na equagéao (2,3 e 4)

e os dados experimentais apresentados na Figura 15. (* P< 0,05 quando comparado ao

controle (Student’s t-test)).
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4.6- Efeito da GXM sobre a Estrutura Quaternaria da PFK

As alteragbes nos paréametro cinéticos descritas acima sdo comumente
observadas quando ha a dissociagcdo dos tetrameros da enzima com a formacao de
dimeros (Zancan et al., 2007a; 2008). Para avaliar um possivel efeito da GXM na
estrutura oligomérica da PFK foi realizado o ensaio do centro de massa do espectro de
fluorescéncia intrinseca da enzima. Estudos publicados recentemente pelo nosso
laboratério tém validado que tetrameros apresentam o centro de massa do espectro de
fluorescéncia intrinsica mais deslocado para a regido azul do espectro, de alta energia
e baixo comprimento de onda, quando comparados com dimeros, devido a menor
exposicao dos triptofanos presentes na interface de interagdo entre os dimeros para a
formacéao dos tetrameros (Marinho-Carvalho et al, 2006; Leite et al., 2007; Zancan et al.,
2007a; 2007b; 2008). Entretanto, quando os dimeros sao formados, observa-se uma
mudancga no centro de massa para a regidao vermelha do espectro (baixa energia, alto
comprimento de onda).

Com os dados obtidos a partir da leitura das amostras, foi possivel calcular o
centro de massa do espectro de fluorescéncia intrinseca da enzima, como descrito em
material e métodos. As concentragbes de GXM, citadas anteriormente, promovem um
aumento no centro de massa de forma dose dependente (Figura 16). Portanto, sugere-
se que o polissacarideo capsular desloca o equilibrio da enzima para sua forma
dimérica. No inset, pode ser observado que ocorre um deslocamento da curva para o
lado direito, ou seja, o lado de maior comprimento de onda e de menor energia sem
promover alteragdes significativas nos espectros de emissao indicando, portanto que

ocorre a dissociagao da PFK de tetrameros para dimeros.
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Figura 16 — Efeito da GXM em diferentes concentragbes (0,1; 1; 10 e 100 ug/ml) sobre a PFK
no centro de massa do espectro de fluorescéncia intrinseca. Os valores representam a média +
erro padrdo (n=4). O centro de massa foi calculado a partir do espectro de fluorescéncia
intrinseca analisado em um espectrofluorimetro Jasco FP6300 usando a equagdao 1. O
comprimento de onda de excitacdo foi 280 nm e a absorcédo de luz foi varrida entre 300 e

400nm. O inset representa o espectro de emissdao de fluorescéncia da PFK purificada na
presencga de diferentes concentracbes de GXM.
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4.7- Comportamento dos efetores alostéricos positivos e negativos da enzima

PFK na presencga e na auséncia de GXM

Alteracdes no equilibrio oligomérico da PFK entre tetrdmeros e dimeros € um
mecanismo comum de regulagdo da enzima, o qual é afetada por muitos ligantes
fisiologicos, tal como o ATP que liga-se no sitio alostérico inibitorio e o ligante que &
capaz de reverter o efeito promovido pelo ATP, frutose-2 ,6-bisfosfato ( F2, 6BP)
(Zancan et al., 2007 b; Zancan et al., 2008), calmodulina (Marinho-Carvalho et al., 2009,
Marinho-Carvalho, Zancan & Sola-Penna, 2006) e lactato (Leite et al.,, 2007), entre
outros.

Com o objetivo de investigar se a PFK estaria sofrendo inibigdo com outros
efetores alostéricos positivos e negativos na presengca da GXM, avaliou-se a atividade
da PFK na presenca de conhecidos efetores alostéricos tanto positivos, como exemplo
Frutose-2,6- Bifosfato, ADP, PKA, e Calcio Calmodulina (Ca®** CaM*) quanto negativos,
como citrato e lactato onde promovem os seus efeitos através do deslocamento do
equilibrio da PFK entre tetrameros e dimeros.

No entanto, o ensaio foi realizado com duas concentragdes de ATP, a de 1 mM
que funciona como ativador para a enzima e 5 mM que é a concentracao inibitéria para
a PFK. De acordo com os resultados obtidos, na concentragdo de 1 mM de ATP (Figura
17 A), observa-se que a GXM promove uma inibigdo parcial na atividade da enzima na
presenca da F-2,6-BP; ADP; PKA, Ca®" CaM' onde esse efeito ndo & observado no
experimento controle, pois o ATP nessa concentragao funciona como substrato para a
enzima. No entanto, na presenca do citrato e lactato houve uma inibicao da atividade da
enzima e esse efeito fica mais potencializado na presenca do polissacarideo capsular.
Na Figura 17 B, observa-se claramente o efeito que esses efetores alostéricos exercem
sobre a enzima, onde os ativadores alostéricos revertem o efeito inibitério promovido
por altas concentracdes de ATP e GXM e esse efeito inibitério & potencializado quando
na presenga dos inibidores alostéricos. Portanto, a GXM sozinha inibiu a enzima em

ambas as condig¢des, corroborando com os resultados da Figura 15.
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Figura 17 — Efeito da GXM na atividade da PFK purificada de musculo esquelético de coelho
com o ATP (A) 1 mM e em (B) 5 mM, na presenca de efetores alostéricos positivos da enzima
( F-2,6-BP; ADP; PKA, Ca?*CaM®) e negativos (citrato e lactato). Barra preta representa o
controle e barra cinza representa a presenga de GXM na concentragdo de 100 pg/ml. Os
valores representam a média + erro padrao (n=4). (* P< 0,05 quando comparado ao controle do
mesmo grupo e na auséncia de GXM. # P <0,05 em comparagdo com a respectiva barra, na

auséncia do modulador alostérico).
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5- Discussao

C. neoformans, ao contrario de outros fungos patogénicos humanos, possui uma
capsula polissacaridica que é essencial para a sua sobrevivéncia. Essa capsula tem
propriedades anti-fagociticas, pobremente imunogénica e essencial para a viruléncia do
fungo (McFadden, Zaragoza & Casadevall, 2006). Nesse contexto, os macréfagos sao
um dos varios tipos de células que podem ser liberadas durante a infecgdo (Yauch,
Mansour & Levitz, 2005).

Embora existam muitos trabalhos na literatura envolvendo C. neoformans,
capsula polissacaridica e a resposta imunologica, porém nao existe nenhum trabalho
envolvendo a glucuronoxilomanana de C. neoformans e o funcionamento de enzimas
envolvidas com o metabolismo energético. Diante disso, o objetivo geral desse estudo
foi avaliar o papel da glucuronoxilomanana na regulagdo da enzima fosfofrutocinase.
Este poderia ser um novo mecanismo de patogenicidade, através do qual o C.
neoformans pode interferir com a fisiologia das células hospedeiras. O LPS, foi
demonstrado regular a atividade da PFK (Ceppi et al, 1992), mas, a nosso
conhecimento, este € o primeiro relato de que um polissacarideo microbiano inibe a
atividade PFK em células hospedeira.

De acordo com a literatura, o C. neoformans interage com os macrofagos ligando
aos receptores dessas células (Bicanic & Harrison, 2005; Del Poeta, 2004) onde o
polissacarideo capsular é internalizado dentro de poucas horas levando alteragdes
nessas células (Chang et al, 2006).Com base nesses estudos, avaliou-se as alteragdes
causadas pela GXM nos macrofagos. De acordo com os resultados houve uma
diminuigdo no numero de células de acordo com o aumento das concentragdes de GXM.
Entretanto, para confirmar se as células estavam morrendo devido ao efeito da GXM
sobre os macrofagos foi realizado o ensaio de oxidagdo mitocondrial (MTT). Os
resultados obtidos confirmam uma diminuicdo da atividade mitocondrial conforme
ocorre o0 aumento da concentracdo de GXM, corroborando com o resultado anterior.
Esses resultados sugerem que a GXM pode estar promovendo alguma deplecao de
energia nesses macrofagos, visto que eles dependem de glicose para sua

sobrevivéncia.
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Para avaliar se estava ocorrendo alguma inibicdo do fluxo glicolitico, foram
utilizados dois marcadores dessa via, glicose e lactato. De fato, houve uma diminui¢cao
no consumo de glicose conforme aumentamos a concentragdo do polissacarideo
capsular demonstrando que a GXM esta levando a morte dessas células. No entanto,
essa diminuigdo do fluxo glicolitico nos levou a hipétese de que esta diminuicdo de
forma dose dependente pode estar associada a alguns eventos apoptéticos (Meira et
al., 2005) conforme demonstrado através de estudos de Monari (2005b) e de Villena e
colaboradores (2008) onde mostram que a GXM de C. neoformans induz a apoptose
dos macréfagos mediada a expressao de Fas ligante (Monari et al., 2005b; Villena et al,
2008 ).

A producédo de lactato é regulada no interior das células e, assim, a sua
acumulacéo altera a concentragdo de outros intermediarios da via glicolitica, como a F-
6-P, F-1,6-BP e fosfoenolpiruvato (PEP). As concentragdes fisiolégicas de lactato, o
produto final da glicdlise anaerdbia, inibem reversivelmente a atividade da PFK através
da dissociagdo de tetrameros em dimeros, um efeito contrabalanceado pelos
estabilizadores da forma tetramérica, como F2,6BP (Marinho-Carvalho et al., 2009;
Leite et al., 2007). Portanto, o lactato funciona como uma molécula sinalizadora e como
coordenador do metabolismo celular em varios tecidos e 6rgdos. Com base nessas
informacgdes foi realizado o ensaio da produg¢do de lactato onde ha uma diminui¢do da
producdo de lactato conforme aumentamos as concentragdes de GXM indicando,
portanto que esta ocorrendo alguma inibi¢ao no fluxo glicolitico.

Como visto anteriormente, o polissacarideo capsular € internalizado dentro de
poucas horas (Chang et al, 2006) sendo capaz de sobreviver e se reproduzir dentro dos
macrofagos modulando suas atividades (Bicanic & Harrison, 2005; Del Poeta, 2004) e
com isso liberando a GXM ao longo do tempo (McFadden, Zaragoza & Casadevall,
2006). Nos ensaios realizados verificou-se que a GXM estaria se ligando a PFK e
modulando o seu funcionamento.

Nas condi¢des utilizadas nos experimentos, um minimo de 4-5 horas foi
necessario para visualizar GXM intracelular. Observou-se uma distribuicdo uniforme da
GXM apods seis horas de incubagdo com os macrofagos, semelhante ao descrito por

Chang e colaboradores (Chang et al, 2006). Através da sobreposi¢cdo das imagens
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realizada pela microscopia de fluorescéncia, em ambos os tempos de exposicdo dos
macréfagos com o polissacarideo capsular sugere-se uma co-localizacdo da GXM com
a PFK dentro dos macrofagos indicando, portanto uma possivel interagcdo da enzima
com o polissacarideo capsular.

Esta observacédo acima e o fato de que GXM diminui o consumo de glicose nos
levou a investigar se o polissacarideo capsular interfere com a atividade de PFK. Os
macrofagos murinos foram incubados com a GXM conforme descrito em material e
métodos. Esse resultado esta acompanhado de uma diminuicdo da atividade da PFK
em fungcdo do aumento da concentragdo de GXM, portanto, o polissacarideo capsular
esta modulando a atividade dessa enzima.

GXM é constitutivamente secretada pelo fungo durante a infecgéo e, portanto,
pode interagir com as células hospedeiras por periodos prolongados, mas ndo se sabe
se nessa interagdo em diferentes tempos pode haver alguma alteragao na atividade da
PFK. Nos experimentos realizados utilizando tempos curto e longos de tratamento com
a GXM observou-se uma maior inibicdo do polissacarideo apds 48 horas, indicando
uma modulagdo tempo-dependente. Portanto, a GXM promove uma inibicdo na
atividade enzimatica da PFK de forma dose e tempo dependente, porém ainda nao se
sabe qual o mecanismo de acdo da GXM sobre a inibicdo da PFK.

Estudos adicionais foram realizados para verificar se a GXM poderia estar
causando algum efeito direto na atividade da enzima PFK. A partir desses experimentos
utilizou-se a PFK purificada do musculo esquelético de coelho, com o intuito de
descartar qualquer artefato proveniente da cultura dos macréfagos. De acordo com os
resultados obtidos ocorre uma inibicdo da atividade da PFK conforme ocorre o aumento
da concentragdo de GXM corroborando, portanto com o resultado da atividade
enzimatica realizada nos macrofagos.

A PFK é a enzima chave que regula a glicolise, portanto, ela € uma enzima
complexa onde é regulada por uma variedade de ligantes, incluindo seus substratos
(Zancan et al., 2007 a; Zancan et al., 2008), horménios (Alves & Sola- Penna, 2003;
Coelho, Costa & Sola-Penna, 2007; Zancan & Sola-Penna, 2005 a e b), produtos da

reacao e varios outros metabdlitos celulares como AMP, frutose-2,6-bisfosfato, glicose-
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1,6-bisfosfato, citrato, lactato e outros (Uyeda, 1979; Marinho-Carvalho, Zancan & Sola-
Penna, 2006).

Como substratos da enzima foi utilizado a F6P e o ATP nos ensaios com o intuito
de investigar se a GXM poderia influenciar na afinidade da enzima pelo seu substrato.
Os resultados apresentam uma diminuigdo da afinidade da enzima pelo seu substrato,
F6P quando na presengca de GXM. Um quadro similar € observado para o ATP, onde
ele age primeiramente como efetor alostérico positivo e depois como negativo. Porém,
essa inibicao fica mais potencializada na presenca da GXM onde ocorre uma menor
afinidade da enzima pelo seu substrato. Portanto, a diminuicdo da afinidade da enzima
com os substratos, F6P e ATP é, provavelmente, devido ao mecanismo de inibicdo da
GXM com a PFK, o que implica na dissociagdo dos tetrdmeros totalmente ativos da
enzima em dimeros fracamente ativos.

Para certificar que a GXM estava alterando a afinidade da enzima pelo seu
substrato foi realizado o ensaio para avaliar os parametros cinéticos para a F6P e ATP
na PFK de musculo esquelético de coelho, onde observamos mudancas quando na
presenca da GXM. Como de fato, observou-se que o polissacarideo capsular induziu
um aumento de aproximadamente 76% no K o5 da F-6-P, indicando uma diminuigao
significativa da afinidade da enzima pelo seu substrato, além de promover uma redugéao
de 39% na velocidade maxima da enzima (Vmax), indicando que a GXM interfere na
velocidade da reagao e, portanto, na afinidade dessa enzima.

Outro substrato da enzima analisado foi o ATP, observa-se um aumento de
100% no K o5 demonstrando uma diminuicdo muito mais significativa quando
comparado a F-6-P e na Vmax, uma redugéo de 34,25% sugerindo que o ATP, quando
na presenca da GXM, promove uma reducdo na velocidade maxima da catalise
enzimatica. Esses dados reforcam os resultados discutidos anteriormente, relativo
modulagéo alostérica da enzima promovida pela GXM.

A estabilizagédo das distintas conformagdes oligomérica da PFK, transi¢cao entre
tetrdmeros totalmente ativos e dimeros fracamente ativos, € um dos mecanismos
moleculares os quais regulam a atividade da enzima e que parece ser um evento
celular chave dessa regulagéo (Hesterberg & Lee, 1980, Hesterberg, Lee & Erickson,
1981).
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A GXM mostra-se como outro modulador deste equilibrio deslocando a enzima
para a sua conformagao dimérica e, portanto, inibindo a sua atividade catalitica. Para
confirmar se realmente esta ocorrendo essa mudanga na conformacgéo realizou-se o
ensaio do centro de massa do espectro de fluorescéncia intrinseca da enzima.
Constatou-se um aumento gradual no centro de massa em fungédo do aumento da
concentracdo do polissacarideo capsular, sugerindo que a GXM promove uma
dissociacéo na estrutura da PFK alterando a sua forma tetramérica para dimérica, onde
os triptofanos presentes ficam expostos acarretando em uma maior emissao de luz e
menor energia. Os dados apresentados no inset corroboram com a mudanga da
conformacéo oligomérica da enzima.

Levando em consideragdo que grande quantidade deste polissacarideo é
internalizado pelos macréfagos e outras células do hospedeiro acredita-se que este
efeito pode ser observado também em outros tipos celulares. Isso poderia ser
considerado um novo e importante mecanismo patogénico, considerando que a via
glicolitica é altamente dinamica e que os principais reguladores da PFK sdo conhecidos
por interferir uns com os outros para manter a homeostase. Na verdade, é claro que os
efeitos inibitérios da GXM podem ser atenuados, cancelados ou potencializados, e
dependendo do sinal é prejudicial a atividade da enzima.

Por exemplo, se a concentragcdo de F2,6BP sobe, devido a sinalizagdo da
insulina (Silva et al, 2004), os efeitos inibitérios da GXM seriam supostamente menos
pronunciado, pois a F2,6BP favorecesse a formacgédo de tetrameros neutralizando a
formacdo de dimeros favorecido pela GXM. Por outro lado, se aumenta o nivel
intracelular de lactato ocorre uma diminuicdo da atividade da PFK e do metabolismo
celular (Leite et al, 2007, Sola-Penna, 2008), potencializando a agéo inibitéria da GXM
sobre PFK possivelmente deixando as células mais suscetiveis aos efeitos do
polissacarideo.

Além disso, os estimulos celulares provocam o surgimento de concentragdes
intracelulares de caélcio, o que poderia favorecer a ligagdo da CAM com a PFK, o que
revoga os efeitos inibitérios da GXM na PFK. CAM ¢é descrita por induzir a dissociagéao
da conformacgao tetramérica ativa da enzima em dimeros (Marinho-Carvalho et al, 2009,

Marinho-Carvalho, Zancan & Sola-Penna, 2006), abolindo os efeitos dos ligantes que
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favorece a dissociacao do tetramers. GXM & um polimero com propriedades fisicas
estaveis o qual apresenta uma rede de carga negativa devido a presenca de residuos
multiplos de acido glucurdnico. A rede de GXM na superficie Cryptococcus neoformans
é, em parte associada através de ligagdes divalentes, como Ca** e Mg®* (Nimrichter et
al, 2007). E razoavel supor que GXM livre seria capaz de se ligar a cations mono e
divalentes no meio intracelular quando ocorre a diminuicdo da disponibilidade de Ca**
podendo ser um efeito adicional causado pela absor¢cdo da GXM pela célula do
hospedeiro. Por outro lado, GXM é um polissacarideo muito hidrofilico, o que lhe
confere a formacéo de numerosas ligagdes de hidrogénio em qualquer solu¢gdo aquosa.
A interacéo proteina-carboidrato mediadas por ligagbes de hidrogénio s&o conhecidos
por resultar na perda da estabilidade biolégica (Allison et al., 1999), que também
poderia estar relacionada com a dissociagao tetramérica da PFK na presenca de GXM.
Portanto, é provavel que o mecanismo através da qual PFK é inibida por GXM envolve

a dissociacao de tetrameros da enzima em dimeros.
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6- Conclusoes

v O tratamento dos macrofagos murinos RAW 246.7 com GXM promove uma
inibicdo na atividade enzimatica da PFK de forma dose e tempo dependente que ocorre
em paralelo com a diminuicdo na viabilidade celular. Esses efeitos sdo acompanhados

pela diminuicdo do consumo de glicose e produgao de lactato também.

v Esses resultados sugerem um efeito citotoxico da GXM levando a inducdo da

morte celular o qual envolve a inibicdo do metabolismo glicolitico dos macrofagos.

v Nossos resultados sugerem que a GXM pode interferir diretamente com a

atividade da PFK, uma vez que a co-localizagao dessas estruturas foi observada.

v Essa inibigao também é observada na PFK purificada, seguido da diminuicdo da
afinidade da enzima pelo seu substrato, F-6-P e ATP. Estes dados sugerem que a GXM

internalizada pelas células interage diretamente com PFK.

4 O mecanismo de inibicdo ocorre através da dissociacao da PFK da forma de
tetrameros, bastante ativa, em dimeros inativos, como revelado por espectro de

fluorescéncia intriseca da enzima.

4 Os moduladores alostéricos da enzima, os quais sao capazes de estabilizar sua

conformacéo tetramétrica, sdo atenuados pela inibicdo promovida pela GXM.

v Em conjunto, nossos resultados sugerem que o mecanismo da morte celular

induzida pela GXM envolve a inibi¢ao do fluxo glicolitico.
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Abstract

The encapsulated yeast Cryptococcus neoformans is the causative agent of
cryptococosis, an opportunistic life-threatening infection. C. neoformans is coated
by a polysaccharide capsule mainly composed of glucuronoxylomannan (GXM).
GXM is considered a key virulence factor of this pathogen. In macrophages, it
regulates cytokine production, nitric oxide synthesis and apoptosis. The present
work aimed at evaluating the effects GXM on the key glycolytic enzyme, 6-
phosphofructo-1-kinase (PFK). GXM inhibits PFK activity in cultured murine
macrophages in a dose- and time-dependent manner, which occurred in parallel to
cell viability decrease. The polysaccharide also inhibits purified PFK, promoting a
decrease on the enzyme affinity for its substrates. In macrophages GXM co-
localizes with PFK, suggesting that internalized polysaccharide directly interacts
with this enzyme. The mechanism of PFK inhibition involves dissociation of
tetramers into weakly active dimers, as revealed by fluorescence spectroscopy.
Allosteric modulators of the enzyme able to stabilize its tetrameric conformation
attenuate the inhibition promoted by GXM. Altogether, our results suggest that the
mechanism of GXM-induced cell death involves the inhibition of the glycolytic flux.
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Introduction

The pathogen Cryptococcus neoformans (Cn) is an encapsulated yeast with
worldwide distribution (Rodrigues, M.L., Fonseca, F.L., et al. 2009, Zaragoza, O.,
Rodrigues, M.L., et al. 2009). Cn causes cryptococcosis, a life-threatening invasive
disease with higher incidence in immunocompromised patients. The infection
usually begins in the lung after inhalation of environmental propagules that can
disseminate to different cells and tissues. Meningoencephalitis is the most severe
condition of cryptococcosis with considerable indices of mortality.

Cn produces a list of virulence factors including the synthesis of a capsular
polysaccharide (PS), a cell-wall associated laccase, and secretion of
phospholipase, and urease (Rodrigues, M.L., Fonseca, F.L., et al. 2009). PS
production is supposedly the most important virulence factor in C. neoformans
(McClelland, E.E., Bernhardt, P., et al. 2006). Glucuronoxylomannan (GXM) and
galactoxylomannan (GalXM) are the main components of Cn capsule. GXM is a
high molecular weight PS (1.7 x 10 ” to 7 x 10’ Daltons (McFadden, D.C., De
Jesus, M., et al. 2006)) that accounts for approximately 90% of the capsular mass.
It consists of an al-3 linked mannan with lateral 31,2 / 1,4 xylosyl and 3 1,2-
glucuronyl substitutions (Cherniak, R., Valafar, H., et al. 1998) and O-acetylation
on carbon 6 of mannose residues. The remaining capsular mass is formed by
GalXM, an al-6 linked galactan containing mannosyl, glucuronyl and xylosyl
substitutions (Cherniak, R., Valafar, H., et al. 1998, Heiss, C., Klutts, J.S., et al.
2009, McFadden, D.C., De Jesus, M., et al. 2006, Zaragoza, O., Rodrigues, M.L.,
et al. 2009). Using an elaborated mechanism of aggregation, PS molecules are
assembled at cell surface forming a complex capsular network (Frases, S., Pontes,
B., et al. 2009, Nimrichter, L., Frases, S., et al. 2007) that inhibits fungal uptake by
host cells (Kozel, T.R. and Gotschlich, E.C. 1982, Kozel, T.R., Pfrommer, G.S., et
al. 1988, Mukherjee, S., Feldmesser, M., et al. 1996).

Both GXM and GalXM are constitutively released to the extracellular
environment in vitro and in vivo through secretory vesicles (Nosanchuk, J.D.,
Nimrichter, L., et al. 2008, Rodrigues, M.L., Nakayasu, E.S., et al. 2008,
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Rodrigues, M.L., Nimrichter, L., et al. 2007). In fact, patients with cryptococcosis
accumulate GXM in the cerebrospinal fluid (CSF) and serum, where it is
associated with a number of immunomodulatory properties that include
downregulation of proinflammatory cytokine secretion from host cells and reduction
of leukocyte migration into inflammatory sites (Barbosa, F.M., Fonseca, F.L., et al.
2007, Ellerbroek, P.M., Walenkamp, A.M., et al. 2004, Monari, C., Bevilacqua, S.,
et al. 2009, Rodrigues, M.L., Fonseca, F.L., et al. 2009, Yauch, L.E., Lam, J.S., et
al. 2006).

Macrophages (MO) are considered key cells in cryptococcosis (Bulmer, G.S.

and Tacker, J.R. 1975, Kozel, T.R. and Mastroianni, R.P. 1976, Mitchell, T.G. and
Friedman, L. 1972, Oliveira, D.L., Freire-de-Lima, C.G., et al. 2010). The outcome
of phagocytized Cn is critical to pathogenesis. Although MO can kill Cn (Bolanos,
B. and Mitchell, T.G. 1989, Oliveira, D.L., Freire-de-Lima, C.G., et al. 2010), recent
reports demonstrate that intracellular replication can occur resulting in yeast
extrusion followed or not by host cell lyses (Alvarez, M. and Casadevall, A. 2006,
Alvarez, M. and Casadevall, A. 2007, Tucker, S.C. and Casadevall, A. 2002). The
mechanism by which Cn survives and replicates within macrophages includes
secretion of phospholipases and large amounts of GXM (Tucker, S.C. and
Casadevall, A. 2002). Secreted GXM is also internalized by macrophages (Chang,
Z.L., Netski, D., et al. 2006) and the PS suppresses the host cell proliferative
response in a mechanism that includes apoptosis (Villena, S.N., Pinheiro, R.O., et
al. 2008). Exposure of macrophages to GXM results in upregulation of FasL
expression which is at least in part responsible for apoptosis induction in
macrophages and T cells (Monari, C., Paganelli, F., et al. 2008, Villena, S.N.,
Pinheiro, R.O., et al. 2008). Although GXM modulates cellular response during
infection, its effects in the first hours is not clear.

Results

GXM decreases glycolytic flux

Page 4 of 35
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Incubation of RAW 264.7 cells for 24 hours in the presence of increasing
concentrations of GXM (0, 1, 10 and 100 ug/ml) promoted a dose-dependent
decrease in cell viability, as assessed through the number of cells that were not
permeable to trypan blue (Fig. 1A). In parallel to this effect, mitochondrial reductive
function, determined by MTT assay (Fig. 1B), glucose consumption (Fig 1C) and
lactate production (Fig. 1D) were decreased. These data indicate that GXM alters
cell metabolism, decreasing the glycolytic flux. Aiming at investigating the
mechanism by which GXM inhibited the glycolytic flux, we evaluated the activity of
the major regulatory enzyme within glycolysis, 6-phosphofructo-1-kinase
(phosphofructokinase, PFK) (Zancan, P., Almeida, F.V., et al. 2007, Zancan, P.,
Marinho-Carvalho, M.M., et al. 2008), under the same conditions used for the
experiments described in Fig. 1. Incubation of RAW 264.7 for 24 hours with
increasing concentrations of GXM also promoted the inhibition of PFK activity in a
time-dependent fashion (Fig 2A). After the 1-hour incubation, a significant PFK
inhibition was observed after exposure to macrophages t0100 ug/ml GXM. After
the 3-hour exposure, however, all the concentrations of GXM tested caused PFK
inhibition (Fig. 2B). These data are indicative that inhibition of the enzyme is not
dependent on translational events and can occur due to a direct effect of GXM over
PFK.

GXM co-localizes with PFK within macrophages

As documented previously, GXM binds to and is taken up by macrophages
(Chang, Z.L., Netski, D., et al. 2006, Chiapello, L.S., Baronetti, J.L., et al. 2008),
accumulating in the cytosol. Considering that GXM inhibits PFK-1 activity by a
mechanism that precedes translational events we investigated whether the
polysaccharide (uniformizar PS ou polysaccharide) and PFK-1 co-localize in GXM-
treated host cells. As described previously (Chang, Z.L., Netski, D., et al. 2006,
Chiapello, L.S., Baronetti, J.L., et al. 2008), GXM accumulated in the cytosol (Fig.
3). Co-localization of GXM and PFK in macrophages was observed after 6 and 24
hours (Fig. 3), supporting the supposition that both molecules may interact in GXM-

treated macrophages.



©CoO~NOUTA,WNPE

Glycobiology Page 6 of 35

PFK activity is directly influenced by GXM

To investigate whether GXM could exert a direct action over PFK, we evaluated
the effects of the PS on the activity of the purified enzyme. Incubation of PFK in the
presence of increasing concentrations of GXM resulted in a dose-dependent
inhibition of the enzyme (Fig. 4A). This inhibition was not dependent on substrate
(F6P and ATP) concentration (Fig. 4B and 4C, respectively) and resulted in the
decrease of the affinity of the enzyme for both substrates, as indicated by the
increased affinity constants (Ko s) for F6P and for ATP at its catalytic site (Table I).
On the other hand, upon incubation with 100 pg/ml GXM, PFK exhibited an
increased affinity for ATP at the inhibitory allosteric site, as supported by the
decreased inhibition constant (lo5) for ATP (Table I). Upon incubation with GXM,
PFK also presents a lower maximal velocity (Vmax). These modifications on the
kinetic parameters for the substrates interaction with PFK are compatible with
those described when PFK oligomers dissociates from full active tetramers into
weakly active dimers (Zancan, P., Almeida, F.V., et al. 2007, Zancan, P., Marinho-
Carvalho, M.M., et al. 2008).

The center of mass of the intrinsic fluorescence emission spectrum of PFK
is a powerful tool to evaluate the population of the enzyme tetramers and dimer
(Da Silva, D., Zancan, P., et al. 2010, Leite, T.C., Da Silva, D., et al. 2007,
Marinho-Carvalho, M.M., Costa-Mattos, P.V., et al. 2009, Marinho-Carvalho, M.M.,
Zancan, P., et al. 2006, Real-Hohn, A., Zancan, P., et al. 2010, Zancan, P.,
Almeida, F.V., et al. 2007, Zancan, P., Marinho-Carvalho, M.M., et al. 2008,
Zancan, P., Rosas, A.O., et al. 2007). Due to exposure to a polar environment,
intrinsic fluorescence emission by dimers presents lower energy than by tetramers,
and thus the center of mass of the intrinsic fluorescence spectrum shifts towards
the red region of the spectrum when tetramers dissociates into dimers. Therefore,
we evaluated the center of mass of PFK intrinsic fluorescence emission spectra in
the presence of increasing concentrations of GXM. The polysaccharide promoted a

dose-dependent shift in the center of mass (Fig. 5, main panel), promoting no
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significant alterations on the emission spectra (Fig. 5, inset), which is compatible

with the dissociation of PFK tetramers into dimers.

GXM inhibition is influenced by regulatory physiological ligands of PFK

Alterations on the oligomeric equilibrium between PFK tetramers and dimers are a
common mechanism of regulation of the enzyme, which is affected by many
physiologic ligands, such as ATP bound at the inhibitory allosteric site and its
counteracting ligand, fructose-2,6-bisphosphate (F2,6BP) (Zancan, P., Almeida,
F.V., et al. 2007, Zancan, P., Marinho-Carvalho, M.M., et al. 2008), calmodulin
(Marinho-Carvalho, M.M., Costa-Mattos, P.V., et al. 2009, Marinho-Carvalho, M.M.,
Zancan, P., et al. 2006) and lactate (Leite, T.C., Da Silva, D., et al. 2007), among
others. Therefore, we evaluated the effects of GXM on PFK activity in the presence
of several modulators (activators and inhibitors) that promote their effects through
altering the equilibrium between PFK tetramers and dimers. These experiments
were performed at two major conditions: when the catalytic site of the enzyme for
ATP was saturated (1 mM ATP; Fig. 6A), and when the inhibitory allosteric site for
ATP was saturated (5 mM ATP; Fig 6B). GXM alone inhibited the enzyme in both
conditions as already shown in Fig. 4C. This inhibition was attenuated by PFK
activators F2,6BP and ADP and completely abrogated upon phosphorylation of the
enzyme by PKA or binding of CaM (Fig. 6). Moreover, GXM potentiated the

inhibitory effects of citrate and lactate under both conditions tested (Fig. 6).
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Discussion

During infection, Cn secretes large amounts of GXM, which strongly interferes with
host immune response (reviewed by (Ellerbroek, P.M., Walenkamp, A.M., et al.
2004, Rodrigues, M.L., Fonseca, F.L., et al. 2009, Vecchiarelli, A. 2000,
Vecchiarelli, A. and Monari, C.). In this context, MOs are believed to be one type of
the many recipient cells for secreted (Yauch, L.E., Mansour, M.K., et al. 2005). The
receptors and kinetics of GXM internalization by macrophages have been studied,
as well as its effects on macrophage response, such as modulation of cytokines
and nitric oxide production (Chiapello, L.S., Baronetti, J.L., et al. 2008, Monatri, C.,
Bevilacqua, S., et al. 2009, Monari, C., Bistoni, F., et al. 2005). GXM uptake
culminates in apoptosis (Chiapello, L.S., Baronetti, J.L., et al. 2008, Villena, S.N.,
Pinheiro, R.O., et al. 2008). However, metabolic changes that occur right after
GXM internalization was never investigated. In this study we demonstrate the
ability of GXM to regulate the glycolytic enzyme 6-phosphofructo-1-kinase (PFK).
This could be a new pathogenic mechanism by which C. neoformans could
interfere with the physiology of host cells. LPS was demonstrated to regulate PFK
activity (Ceppi, E.D., Knowles, R.G., et al. 1992) but, to our knowledge, this is the
first report showing that a microbial polysaccharide inhibits PFK activity in host
cells. We revealed the mechanism by which GXM interferes with PFK under initial
times of incubation. Our results could help to explain the elements that trigger
proliferative inhibition and apoptosis caused by GXM uptake.

After binding to host receptors, the PS is internalized within few hours
(Chang, Z.L., Netski, D., et al. 2006). Under the conditions used in our experiments
a minimum of 4-5 hours was required to visualize intracellular GXM. We observed
a punctuate distribution of GXM after six hours incubation with macrophages, as
similarly described by Chang et al (Chang, Z.L., Netski, D., et al. 2006). GXM co-
localized with PFK within macrophages, suggesting that the PS associates to the
enzyme. This observation and the fact that GXM decreases glucose consumption

led us to investigate whether GXM interferes with PFK activity.
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PFK is the key enzyme regulating glycolysis; therefore, it undergoes a
complex regulation by several metabolites and cellular signals (Marinho-Carvalho,
M.M., Costa-Mattos, P.V., et al. 2009). Among the molecular mechanisms
regulating PFK activity is the stabilization of PFK in distinct oligomeric
conformations, where the transition between fully active tetramers and weakly
active dimers appears to a key cellular event (Hesterberg, L.K. and Lee, J.C. 1980,
Hesterberg, L.K., Lee, J.C., et al. 1981). This transition is involved in the regulation
of PFK activity by several modulators, such as its substrates (Zancan, P., Almeida,
F.V., etal. 2007, Zancan, P., Marinho-Carvalho, M.M., et al. 2008), allosteric
ligands (Leite, T.C., Da Silva, D., et al. 2007), hormones (Alves, G.G. and Sola-
Penna, M. 2003, Coelho, W.S., Costa, K.C., et al. 2007, Zancan, P. and Sola-
Penna, M. 2005), other intracellular proteins (Cai, G.Z., Callaci, T.P., et al. 1997,
Luther, M.A., Cai, G.Z., et al. 1986, Luther, M.A., Gilbert, H.F., et al. 1983, Luther,
M.A. and Lee, J.C. 1986, Marinho-Carvalho, M.M., Costa-Mattos, P.V., et al. 2009,
Marinho-Carvalho, M.M., Zancan, P., et al. 2006, Rais, B., Ortega, F., et al. 2000)
and drugs (Orosz, F., Christova, T.Y., et al. 1988, Penso, J. and Beitner, R. 1998,
Spitz, G.A., Furtado, C.M., et al. 2009, Vertessy, B.G., Kovacs, J., et al. 1997,
Zancan, P., Rosas, A.O., et al. 2007). Here, GXM appears as another modulator of
this equilibrium shifting the enzyme towards the dimeric conformation and thus
inhibiting its catalytic activity. Taking that large amounts of this PS is uptake by
macrophages and other host cells we believe this effect could also be observed in
other cell types. This could be considered a new and important pathogenic
mechanism, considering that the glycolytic pathway is highly dynamic and that
major regulators of PFK are known to interfere with each other. In fact, it is clear
that the inhibitory effects of GXM can be attenuated, abrogated or potentiated,
depending on which signal is ruling the enzyme activity. For instance, if the
intracellular concentration of F2,6BP rises, e.g. due to insulin signaling (Silva, A.P.,
Alves, G.G., et al. 2004), GXM inhibitory effects would be supposedly less
pronounced since F2,6BP favors the formation of tetramers counteracting the
formation of dimers favored by GXM. On the other hand, increased intracellular

lactate content, which decreases PFK activity and cellular metabolism (Leite, T.C.,
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Da Silva, D., et al. 2007, Sola-Penna, M. 2008), would potentiate the inhibitory
action of GXM over PFK possibly turning the cell more susceptible to the effects of
the polysaccharide. Moreover, cellular stimuli triggering the rise of intracellular
calcium concentrations, would favor the binding of CaM to PFK, which abrogates
the inhibitory effects of GXM on PFK. CaM is described to lock PFK in a fully active
dimeric conformation (Marinho-Carvalho, M.M., Costa-Mattos, P.V., et al. 2009,
Marinho-Carvalho, M.M., Zancan, P., et al. 2006), abolishing the effects of ligands
that favors the dissociation of tetramers. GXM is a polymer with physical properties
enduring a network negatively charged due to multiple residues of glucuronic acid
(ref). The network of GXM at Cn surface is in part associated through divalent
bridges of divalent cations, such as Ca™ and Mg** (Nimrichter, L., Frases, S., et al.
2007). It is reasonable to suppose that free GXM would be able to scavenger mono
and divalent cations in the intracellular milieu. Decreasing Ca™" availability would
be an additional effect caused by GXM uptake by host cells. On the other hand,
GXM is a very hydrophilic macro polysaccharide, which gives it the potential to
form numerous hydrogen bonds in any aqueous solution. Protein-carbohydrate
interactions mediated by hydrogen bonds are known to result in loss of biological
stability (Allison, S.D., Chang, B., et al. 1999), which could also be related to the
tetrameric dissociation of PFK in the presence of GXM. Therefore, it is likely that
the mechanism through which PFK is inhibited by GXM involves the dissociation of
the enzyme tetramers into dimers.

Some drugs are able to decrease the glycolytic flux through inhibition of PFK
activity favoring the dissociation of the tetrameric conformation of the enzyme into
dimers. Clotrimazole, an antifungal imidazol derivative, directly interacts with PFK
dissociating the fully-active tetramers into dimers, and thus inhibiting the enzyme
(Zancan, P., Rosas, A.O., et al. 2007). This is the putative mechanism responsible
for triggering apoptosis in the human breast cancer cell line MCF-7 upon
incubation with clotrimazole (Meira, D.D., Marinho-Carvalho, M.M., et al. 2005).
Furthermore, acetylsalicylic acid decreases the viability of cancer cells decreasing
glucose consumption and lactate production through inhibition of PFK due to the

dissociation of the enzyme tetramers (Spitz, G.A., Furtado, C.M., et al. 2009). Our
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results show that GXM affects MO metabolism in a similar fashion, decreasing cell
viability, glucose consumption and lactate production. It is also described that the
polysaccharide triggers apoptosis in these cells (Chiapello, L.S., Baronetti, J.L., et
al. 2008, Villena, S.N., Pinheiro, R.O., et al. 2008). All these events can be directly
correlated to the inhibition of PFK reported here. Moreover, our results support
evidences that GXM promotes these effects inducing the dissociation of PFK fully

active tetramers into weakly active dimers.

Materials and methods

Materials

ATP, fructose-6-phosphate (F6P), fructose-2,6-bisphosphate, ADP, 3’-5'-
adenosine monophosphate cyclic nucleotide (CAMP), cAMP-dependent protein
kinase (PKA), lactate, citrate and calmodulin (CaM) were purchased from Sigma
Chemical (St. Louis, MO, USA). Purified PFK was obtained from rabbit skeletal
muscle according to (Real-Hohn, A., Zancan, P., et al. 2010). **Pi was purchased
from IPEN, Brazil. [y-**P]ATP was prepared according to (Maia, J.C.C., Gomes,
S.L., etal. 1983). The RAW 264.7 cell line was obtained from (American Type
Culture Collection — ATCC) and maintained in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium; Invitrogen, USA) supplemented with 10% (v/v) FBS (fetal bovine serum,;
Invitrogen, USA). Protein content measurements were performed according to
(Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., et al. 1951). All other chemicals were of the
highest purity available. LPS-free water was used to prepare culture media and

reagents.

Fungi and culture conditions

C. neoformans strain H99 was cultivated under shaking for 48h, at 25°C, in a
chemically defined medium containing dextrose (15 mM), MgSO,4 (10 mM),
KH2PO4 (29.4 mM), glycine (13 mM), and thiamine-HCI (3 uM). For GXM isolation,

fungal cells were cultivated for five days at 30°C under shaking.
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Macrophages

Murine macrophage cell line RAW 264.7 (American Type Culture Collection —
ATCC) was cultivated in complete DMEM supplemented with10% fetal bovine
serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 10 mg ml™* gentamicin,
MEM non-essential amino acids (Gibco- Invitrogen 11360), 10 mM HEPES and 50
mM 2- B-mercaptoethanol. Cells were maintained at 37 Tina 7.5% CO,

atmosphere.

Polysaccharide isolation by filtration of culture supernatants

C. neoformans cells and debris were removed from culture supernatants by
centrifugation and the resulting supernatant was concentrated approximately 20-
fold using an Amicon (Millipore, Danvers, MA) ultrafiltration cell (cutoff = 100 kDa,
total capacity of 200 ml) with stirring and Biomax polyethersulfone ultrafiltration
discs (76 mm Millipore, Danvers, MA). After formation of a viscous film over the
filtering disc, the fluid phase was discarded and the remaining jellified material was
recovered with a cell scrapper. The final PS was quantified by antibody-based
assays, using a protocol established previously (Casadevall, A., Mukherjee, J., et
al. 1992) and modified by Fonseca and colleagues (Fonseca, F.L., Frases, S., et
al. 2009).

Immunofluorescence microscopy

Macrophage were plated onto wells of a 24-well plate covered with glass coverslips
(5x10° cells per well). GXM (10 pg/ml, final concentration) was added to the
macrophage monolayers and incubated for 6 or 24 hours. The cells were then
washed with PBS, fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for 30 minutes and then
blocked with PBS containing 5% BSA for 1 h at room temperature. After washing,
cells were incubated with anti-GXM monoclonal antibodies (1 pg/ml) (18B7, gently
provided by Dr. Arturo Casadevall, Albert Einstein College of Medicine) followed by
anti-PFK polyclonal antibodies produced as previously described (Meira, D.D.,
Marinho-Carvalho, M.M., et al. 2005). Cells were washed again and then incubated

with secondary antibodies for 1 h at room temperature. Texas Red-labeled anti-rat
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IgG (Millipore, Sao Paulo, Brazil) was used (at 1:100 dilution) to recognize anti-
GXM antibodies and Fluorescein isothiocyanate (FITC) labeled goat anti-mouse
IgG (Sigma) was used (at 1:100 dilution) to detect anti-PFK. Controls consisted of
similar systems that lacked incubation with primary antibodies. Glass coverslips
were placed in mounting medium (50% glycerol and 50 mM N-propyl gallate in
PBS) over glass slides and the systems analyzed using an Axioplan 2 (Zeiss,
Germany) fluorescence microscope. Images were acquired using a Color View SX
digital camera and processed with the software system analySIS (Soft Image

System). Images were finally processed using the Photoshop software.

MTT assay, glucose consumption and lactate production

MTT assay, evaluation of glucose consumption and lactate production were
performed as described previously (Spitz, G.A., Furtado, C.M., et al. 2009). Briefly,
RAW 264.7 cells were grown in DMEM medium supplemented with 10 % FBS until
confluence was achieved. The medium was removed and fresh medium containing
the desired concentrations of GXM was added and cells were returned to the
incubator for 24 hours. After this incubation, the medium was removed and used to
evaluate the glucose consumption and lactate production, while the remaining cells
were used for cell viability evaluation through MTT assay. Glucose consumption
was performed assessing the glucose content that remained in the culture media
using a coupled enzyme system containing glucose oxidase/catalase (Glucox 500,
Doles Ltda, GO, Brazil). Lactate production was evaluated assessing the lactate
content in the culture media incubating the media in the presence of lactate
dehydrogenase and NAD", and measuring the formation of NADH
spectrophotometrically at 340 nm. As for MTT assay, cells were washed twice with
PBS and 20 pl of 5 mg/ml MTT reagent (3,4,5-dimethiazol-2,5-diphenyltetrazolium
bromide, Sigma-Aldrich Co. MA, USA) was added. After 3 hours at the incubator,
the reagent was removed and the formazan crystals formed were dissolved in 200
pul DMSO. Afterwards, the formazan content was evaluated in a microplate reader

set at 560 nm and subtracting the background at 670 nm.
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Radiometric assay for PFK activity

PFK activity was measured by the method described in (Sola-Penna, M., dos
Santos, A.C., et al. 2002) with the modifications introduced in (Zancan, P. and
Sola-Penna, M. 2005, Zancan, P. and Sola-Penna, M. 2005), using a reaction
medium containing 50 mM Tris—HCI (pH 7.5), 5 mM MgCl,, 5 mM (NH,4)>SOq,, 1
mM [y-**PJATP (4 pCi/nmol), 1 mM fructose-6-phosphate (F6P) and 1 pg/ml
purified PFK. Modifications to pH and the concentrations of ATP, F6P and PFK are
specified for each experiment in the figure legends. The reaction was stopped by
addition of a suspension of activated charcoal in 0.1 M HCl and 0.5 M mannitol.
After centrifugation, the supernatant, which contained [1-**P]fructose-1,6-
bisphosphate, was analyzed in a liquid scintillation counter. Appropriate controls in
the absence of fructose-6-phosphate were performed and subtracted from all
measurements to discount ATP hydrolysis. One mU was considered as the

formation of 1 nmol fructose-1,6-bisphosphate per minute.

Spectrophotometric assay for PFK activity

PFK activity was assayed as described previously (Coelho, W.S., Costa, K.C., et
al. 2007) in a medium containing: 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 5 mM MgCl, 5 mM
(NH4)2SOy, the indicated concentrations of fructose 6-P and ATP, 0.5 mM NADH, 2
mU/ml aldolase, 2 mU/ml triosephosphate isomerase, 2 mU/ml a-glycerophosphate
dehydrogenase and 0.5 pg/ml of protein for purified PFK or 50 pg/ml protein for cell
lysate in a final volume of 200 pl. Other reagents used are indicated for each
experiment. Reaction was started by the addition of protein and NADH oxidation
was followed by measuring the decrease in absorbance at 340 nm in a microplate
reader. Blanks in the absence of the coupled enzymes were performed to control

non-specific NADH oxidation.

Intrinsic fluorescence measurements
Intrinsic fluorescence measurements of PFK were performed as described
previously (Marinho-Carvalho, M.M., Zancan, P., et al. 2006) using the same

conditions described for the radioassay. Excitation wavelength was fixed at 280
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nm, and fluorescence emission was scanned from 300 to 400 nm. The center of

mass of the intrinsic fluorescence spectra (CM) was calculated using:

<

\'1 o1
> AKX,
. )

(1),
where A is the wavelength and 1, is the fluorescence intensity at a given A. Center

CM

(\Y%|

of mass is used to evaluate the oligomeric state of PFK because the dissociated
enzyme exposes its tryptophans to the aqueous milieu to a greater extent than the
oligomer; thus, the fluorescence emitted by these tryptophans is of lower energy.
Consequently, the center of mass of a population of tetramers is smaller than that
of a population of dimers, as confirmed in many recent publications (Leite, T.C., Da
Silva, D., et al. 2007, Marinho-Carvalho, M.M., Costa-Mattos, P.V., et al. 2009,
Marinho-Carvalho, M.M., Zancan, P., et al. 2006, Spitz, G.A., Furtado, C.M., et al.
2009, Zancan, P., Almeida, F.V., et al. 2007, Zancan, P., Marinho-Carvalho, M.M.,
et al. 2008).

Statistics and calculations

Statistical analyses were performed using the software SigmaPlot 10.0 integrated
with SigmaStat 3.51 (Systat, CA, USA). Student’s t-test or one-tailed ANOVA were
used to evaluate the significance of different numerical values. P < 0.05 was

considered to be statistically significant.

Kinetic parameters for the effects of ATP on PFK were calculated
considering the two components for PFK modulation by this metabolite. The first
component is the stimulatory component for the substrate saturation curve, in

which PFK exhibits an allosteric pattern that is described by the equation:

Vmax,, x [ATP]"
Kgs +[ATP]™ )

where v is the PFK activity at a given concentration of ATP ([ATP]), Vmaxapy is the
apparent maximal velocity calculated, Kg 5 is the affinity constant for this
component and ng is the cooperativity index for this component. The second

component is the inhibitory component that can be adjusted by the equation:
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where v is the PFK activity at a given concentration of ATP ([ATP]), los is the
affinity constant for this component, n; is the cooperativity index for this component
and Vsat is the PFK activity when the first component is saturated. Assuming this
statement, Vsat is a function of the first component of the curve and can be
substituted by equation 2 to result in the following equation:

v=

’ (4),
which was fitted to the experimental data through non-linear regression for the
effects of ATP on PFK activity.

Kinetic parameters for the effects of F6P on PFK were calculated through
non-linear regression using the experimental data to fit the parameters of the

equation:

14
205

-+

where v is the PFK activity calculated for a given concentration of F6P ([F6P]), Vimax
is the maximal velocity calculated at saturating concentrations of F6P, Ky is the
affinity constant for F6P, which is equal to the concentration of F6P responsible for
half-activation of the PFK by F6P, and n is the cooperativity index for this

phenomenon.
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Legends to Figures

Fig. 1. Effects of GXM on the viability and metabolism of RAW 264.7 cells. Cells
were cultured as described under Materials and Methods in 96-well plates until
confluence of cells was reached (~48 h), when the culture medium was replaced
by fresh medium containing the concentrations of GXM indicated on the abscissa.
After 24 hours incubation, the medium was removed and used for determine
glucose consumption and lactate production rates. The remaining cells were used
to determine the cell number and to perform MTT assay. All procedures were
performed as described under Material and Methods. Panel A: relative number of
cells per well calculated dividing the number of cells found after incubation for 24
hours in the presence of the indicated concentration of GXM by the number of cells
remaining after the same incubation in the absence of GXM (8.3 x 10* cells/well).
Panel B: MTT assay was performed as indicated under Materials and Methods and
represented as the relative values dividing the arbitrary units obtained in the
presence of the indicated concentration of GXM by values obtained in the absence
of GXM. Panel C: relative glucose consumption rate. The average glucose
consumption rate found in the absence of GXM were 21 + 3 pmol x 10™ cells x h™.
Panel D: relative lactate production rate. The average lactate production rate found
in the absence of GXM were 34 + 4 pmol x 10 cells x h™®. Bars are mean +
standard error of 4 independent experiments performed in octuplicate. * P < 0.05

comparing to control in the absence of GXM (Student’s t-test).

Fig. 2. Effects of GXM on the PFK activity of RAW 264.7 cells. Cells were cultured
as described under Materials and Methods in 96-well plates until confluence of
cells was reached (~48 h), when the culture medium was replaced by fresh
medium containing the indicated concentrations of GXM. After 24 hours incubation
(panel A) or the incubation time indicated on the abscissa of panel B, the medium
was removed and the remaining cells were lysed by adding 50 ul of freshly
prepared 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) followed by quick freezing in liquid nitrogen.
Lysed cells were used for evaluating PFK activity as described under Materials and
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Methods. The average value for PFK activity in the absence of GXM was 0.43 +
0.04 mU x 10 cells and did not significantly alter up to 48 hours incubation in the
absence of GXM (data not shown, P > 0.05, Student’s t-test). Plotted values are
mean * standard error of 4 independent experiments performed in quadruplicate. *

P < 0.05 comparing to control in the absence of GXM (Student’s t-test).

Fig. 3. Internalized GXM co-localizes with PFK in macrophages. GXM was
incubated with RAW 264.7 macrophages for 6 or 24 hours and then incubated with
antibodies against GXM (red) and PFK (green) followed by fluorescent labeled
secondary antibodies. Merged image in the right shows that internalized GXM co-
localizes with PFK (white arrows). Scale bar, 5 pm.

Fig. 4. Effects of GXM on purified PFK. Assays were performed as described
under Materials and Methods in the presence of the indicated concentrations of
GXM. Panel A: PFK was pre-incubated for 15 min in the presence of GXM
indicated on the abscissa and assayed for PFK activity in the presence of 1 mM
ATP and 1 mM F6P. Panels B: PFK was pre-incubated in the absence or in the
presence of 100 pg/ml GXM and assayed for PFK activity in the presence of 1 mM
ATP and the indicated concentrations of F6P. Panel C: PFK was pre-incubated in
the absence or in the presence of 100 pg/ml GXM and assayed for PFK activity in
the presence of 1 mM F6P and the indicated concentrations of ATP. Plotted values
are mean = standard error of 4 independent experiments performed in

guadruplicate.

Fig. 5. Effects of GXM on the center of mass of the intrinsic fluorescence emission
spectra of purified PFK. Fluorescence measurements were performed as indicated
under Materials and Methods in the presence of the indicated concentrations of
GXM. The center of mass of the spectra were calculated using equation 1
described in Materials and Methods. Plotted values are mean + standard error of 4
independent experiments. Inset: representative fluorescence emission spectra of

purified PFK in the presence of different concentrations of GXM.
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Fig. 6. Effects of GXM on PFK activity in the presence of different allosteric
modulators of the enzyme. PFK activity was evaluated as described in Materials

©CoO~NOUTA,WNPE

and Methods in the absence or in the presence of 100 pyg/ml GXM. Experiments
were performed in the presence of 1 mM F6P and 1 mM ATP (panel A) or 5 mM
12 ATP (panel B). The other allosteric modulators used were: 100 yM fructose-2,6-
14 bisphosphate (F2,6BP), 10 mM ADP, 1 U PKA, 30 nM calmodulin (CaM) plus 100
16 UM Ca?*, 10 mM citrate and 10 mM lactate. Bars are mean + standard error of 4
18 independent experiments. * P < 0.05 comparing to control in the same group and
19 in the absence of GXM. # P < 0.05 comparing to the respective bar in the absence
21 of allosteric modulator (no addition).
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Footnotes
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Table I. Effects of GXM on the kinetic parameters for ATP or F6P stimulation of
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PFK activity.
control 100 pg/ml GXM
Kos (MM) 0.31 +0.03 0.62 +0.07*
Ns 1.3+0.2 25+0.3*
ATP VmaxX,p, (MU/pQ) 39.7+3.7 13.6 +1.3*
los (MM) 2.7+0.3 1.6 +0.2*
n; 1.6+0.2 1.9+0.2
Vmax (mU/ug) 38.9+3.4 15.2 +2.1*
E6p [Kos (MM) 0.29 +0.03 0.51 +0.05*
n 1.2+0.1 2.7+0.2*

The parameters for ATP stimulation of PFK activity were calulated fitting equation
4 to the experimental data presented in Fig 4C. The parameters for F6P

stimulation of PFK activity were calulated fitting equation 5 to the experimental

data presented in Fig 4B.

* P < 0.05 compared to control (Student’s t-test)
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