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BIOQUIMICA DA RELAGAO PATOGENO-HOSPEDEIRO:
A IMPORTANCIA BIOLOGICA, FUNCIONAL E
ESTRUTURAL DO MICRONUTRIENTE COBRE PARA O
CRESCIMENTO E INFECGAO POR FUNGOS
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RESUMO

Os ions metalicos sdo elementos vitais que participam de inimeros processos
metabolicos em todos os tipos celulares, sendo ligados diretamente ao metabolismo
do DNA e ao processamento pés-traducional da maioria das proteinas. Em micro-
organismos patogénicos os ions metalicos ainda garantem uma colonizagdo bem-
sucedida do parasita no hospedeiro. Dessa forma, é de extrema importancia para o
bom funcionamento celular que haja tanto a distribuicdo correta dos metais, quanto
sua devida concentragédo, nos compartimentos intracelulares, ja que aparentemente
qualquer distdrbio na concentragdo de ions metalicos em meio intracelular pode
causar danos a elementos metabdlicos vitais, geralmente acarretando morte celular.

PALAVRAS-CHAVES: Homeostase de Cobre; Mecanismos Moleculares; Fungos
Patogénicos.

BIOCHEMISTRY OF THE HOST-PATHOGEN
INTERACTIONS: THE BIOLOGICAL IMPORTANCE,
FUNCTIONAL AND STRUCTURAL OF THE
MICRONUTRIENT COPPER FOR THE GROWTH AND
INFECTION BY PATHOGENIC FUNGI

ABSTRACT

Metal ions are vital elements involved in many metabolic processes in all cell types,
being directly related to DNA metabolism and post-translational processing of most
proteins. In pathogenic microorganisms metal ions still guarantee a successful
colonization of the parasite in the host. Thus, it is of utmost importance for proper cell
function so that there is the correct distribution of the metals, as their proper
concentration in intracellular compartments, since apparently no disturbance in the
concentration of metal ions in the intracellular environment can damage the elements
vital metabolic usually resulting in cell death.
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Bioquimica da relagdo patégeno-hospedeiro: a importdncia bioldgica, funcional e estrutural do micronutriente cobre para o...

INTRODUCAO

Os metais séo cofatores para inUmeras enzimas e exercem papel estrutural em um grande
numero de proteinas. Entretanto, estes metais podem ser toxicos, se os niveis de captacio e
distribuicdo nao forem regulados, uma vez que o excesso pode comprometer as fungdes celulares,
gerando radicais livres, que s&o altamente destrutivos para as células (PENA et al., 2000; THEIL e
EISENSTEIN, 2000; EIDE, 2003). Portanto, os organismos devem manter as concentragdes
citoplasmaticas de cobre, ferro e zinco, que sao micronutrientes essenciais, em niveis nao toxicos,
para que esses metais sejam apenas suficientes para o crescimento celular e participagédo em
processos metabdlicos vitais. Dentre os mecanismos homeostaticos ja identificados e estudados,
incluem-se o0 controle da transcricdo de genes envolvidos na aquisigdo, distribuicdo e
armazenamento desses metais (RUTHERFORD e BIRD, 2004).

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada como organismo modelo
eucaridtico para os estudos dos mecanismos de regulagcao do transporte dos micronutrientes cobre,
ferro e zinco. Estudos tém demonstrado que a captacado de metais € mediada por dois sistemas de
transportes especificos. Um sistema de alta afinidade, que é ativo em condigdes limitantes dos
respectivos metais, o qual é regulado por fatores transcricionais metais-responsivos, que aumentam
a expressao dos genes de transportadores quando as quantidades dos respectivos metais sao
limitadas. Um sistema de baixa afinidade também ocorre e continua ativo, desempenhando sua
funcdo para manutencdo da célula, mesmo quando a quantidade do metal é mais abundante.
Estudos em S. cerevisiae identificaram um grande numero de familias de genes que atuam no
transporte de metais, os quais apresentam homoélogos que desempenham fungdes relacionadas
nestes processos em mamiferos e vegetais (VAN HO et al., 2002). A disponibilidade de cobre, ferro
e zinco em tecidos vivos € mantida em niveis baixos o suficiente para restringir o crescimento de
agentes patogénicos. Por exemplo, o corpo humano adulto contém aproximadamente 4,0g de ferro,
de 3 a 5g de cobre e 2,3g de zinco (PAPANIKOLAOU e PANTOPOULOQOS, 2005).

Além dos mecanismos de captagcdo externa dos metais, pode ocorrer uma captagao
intracelular, isso porque estudos vém demonstrando a importancia da autofagia em diversos
processos bioldgicos, que vao além da adaptagao, diferenciagdo e desenvolvimento celular. O
envolvimento mais conhecido e bem descrito do processo de autofagia € no que se refere ao
controle da homeostase de metais, visando a adaptacao das células a nutrientes especificos e/ou
na sobrevivéncia do organismo em condi¢des de estresse (ONODERA e OHSUMI, 2005). Ja sendo
demonstrado, por exemplo, que quando o fungo filamentoso Aspergillus fumigatus é cultivado na
auséncia de metais, mimetizando as condicbes do hospedeiro durante o processo infectivo,
apresenta deficiéncia no seu crescimento, condicdo em que o fungo passa a realizar processos
autofagicos, reciclando proteinas associadas a metais pré-existentes. Dessa maneira ocorre a
liberacdo de ions metalicos, deixando-os livres para utilizacdo em processos metabdlicos

necessarios para o crescimento do fungo e restabelecimento da homeostase da célula fungica. Vale
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ressaltar que quando sao acrescentados os metais zinco, ferro, manganés, magnésio e cobre aos
meios de cultura pobres em micronutrientes, o crescimento do microrganismo € normalizado
(RICHIE e ASKEW, 2008).

Nesse sentido, o objetivo desse estudo é descrever as relagdes bioquimicas e moleculares
existentes entre a homeostase de cobre, ferro e outros micronutrientes, na tentativa de estabelecer
o papel dos mesmos, na patogenicidade e sobrevivéncia dos fungos no microambiente hospedeiro

e durante o processo infeccioso.

DISCUSSAO TEORICA

Homeostase de Cobre

O cobre € um metal de transigéo, capaz de atuar entre dois estados redox, Cu*? oxidado e
Cu*' reduzido. E requerido pela maioria dos organismos como um cofator importante para uma
variedade de enzimas que realizam processos bioldgicos essenciais, tais como: respiragao e
crescimento celular, aquisicdo de ferro, protecdo contra o estresse oxidativo, pigmentacao
(melanizagdo) e outros processos biolégicos complexos (PUIG et al., 2002). Mas, o cobre em
excesso no meio intracelular torna-se téxico, pois reage com oxigénio, formando o radical livre
hidroxil, altamente destrutivo para a célula, causando danos aos lipidios, as proteinas e ao DNA.
Consequentemente, os organismos desenvolveram mecanismos para o transporte de cobre na
célula, visando manter as concentrac¢des intracelulares em niveis nao téxicos (MARVIN et al., 2003).

Em fungos, uma resposta comum das células as flutuagbes nos niveis de cobre é
reprogramar a transcri¢gdo de genes que sao importantes para a captura de cobre, de modo a manter
as concentragcdes de cobre dentro dos limites homeostaticos, permitindo que a quantidade do
mesmo seja suficiente para servir como cofator e impedindo sua acumulagdo em niveis citotoxicos
(BEAUDOIN et al., 2006). Estudos realizados com cepas mutantes de S. cerevisiae permitiram
propor um modelo do transporte de cobre de alta afinidade em células eucaridticas. Para o
transporte, o cobre encontrado no meio extracelular na forma Cu?* é reduzido a Cu*' pelas redutases
férricas de superficie celular, Fre1 e Fre2 (GEORGATSOU, et al., 1997; BEAUDOIN et al., 2007). A
principal via de transporte desses ions através da membrana € realizada pelas proteinas
transportadoras de cobre de alta afinidade (CTR’s) (DANCIS, et al., 1994; BEAUDOIN et al., 2007).
E sugerido que os transportadores da familia CTR possuem trés dominios transmembranicos,
sendo que a regido amino-terminal extracelular, apresenta duas ou mais regides ricas em
metioninas, conhecidas como motivos "Mets". Estas regiées sdo organizadas como MxxM ou MxM
e existem em numero variavel dentro da regido amino-terminal. A por¢ao carboxi-terminal seria
intracelular, rica em aminodacidos carregados e apresentando uma regiao conservada de residuos
de histidina e cisteina. Um motivo MxxM, existe na segunda regido transmembrana dos

transportadores de cobre CTR1 e CTR3 de leveduras e mamiferos, sugerindo que o0 mesmo poderia
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coordenar a entrada de cobre durante transporte intramembranoso. Todas essas caracteristicas
das duas regides descritas sdo proprias das proteinas CTR’s localizadas na membrana de fungos,
vegetais e mamiferos (KIM et al., 2008).

As proteinas transportadoras de alta afinidade da familia CTRs, como CTR1, CTR2 e CTR3,
sao funcionalmente redundantes, porém estruturalmente apresentam pouca homologia em nivel de
sequéncia de aminoacidos (BEAUDOIN et al., 2007). Sao também proteinas integrais de membrana
atuando como permeases competentes na captacdo de cobre na membrana plasmatica, visto
também que os genes codificantes de CTR1 e CTR3 sdo similarmente regulados em nivel
transcricional em resposta as concentragdes de cobre no meio intracelular (PENA et al., 2000;
BEAUDOIN et al., 2006).

Pelo menos um membro da familia CTR em S. cerevisiae ndo esté localizado na membrana
plasmatica e sim em vacuolos, as proteinas CTR2. Foi verificado que quando o cobre encontra-se
em excesso no meio intracelular, o transportador CTR2 tem por fungdo armazena-lo em vacuolos,
de modo a manter o equilibrio. Quando acontece o inverso, CTR2 torna-se também necessario,
uma vez que é responsavel pelo fornecimento de cobre para as cuproenzimas em condi¢cdes de
escassez do metal. Um homélogo ao CTR2, denominado CTR6, foi identificado em
Schizosaccharomyces pombe e funcionalmente caracterizado como transportador vacuolar de
cobre (BELLEMARE et al., 2002; PETRIS, 2004; REES e THIELE, 2004; REES e THIELE, 2007).
Ja as proteinas CTR1 e CTR3 estao localizadas na membrana plasmatica de S. cerevisiae, sendo
responsaveis pela captura extracelular de cobre, enquanto CTR2 transporta e armazena o mesmo
em vacuolos, sendo importante também para os processos de detoxificagcdo da célula e liberagao
do ion, durante caréncia do metal, para as proteinas cobre-dependentes (PETRIS, 2004).

Em S. cerevisae e S. pombe também foi demonstrado que o transporte de cobre esta
intimamente relacionado a proteina CTR3, visto que mutacdes realizadas em residuos de cisteina
distribuidos ao longo da cadeia polipeptidica e mais concentrados na regido carboxi-terminal,
inativaram funcionalmente a proteina, ocasionando uma deficiéncia no nivel de cobre no meio
intracelular (BEAUDOIN et al., 2006; BEAUDOIN et al., 2007). A substituicao de todos os motivos
Mets localizados na por¢ao amino-terminal, prejudicou gravemente a captagao de cobre através
das proteinas CTRs 3, sugerindo que esta regido possa servir como ligante do cobre extracelular
(PUIG et al., 2002; PETRIS, 2004).

Um fator de transcrigdo que responde ao cobre (cuff) e um transportador de cobre (CTR4)
foram descritos em Cryptococcus neoformans (WATERMAN et al., 2007). A delecao de cuf1 resulta
em reducao na atividade da lacase, deficiéncia no crescimento em meio com baixo teor de cobre e
expressao atenuada de CTR4, sob limitagdo de cobre. Também o mutante cuff mostrou
disseminagao reduzida ao cérebro em modelo murino de criptococose (WATERMAN et al., 2007).
Experimentos com microarranjos de DNA também indicam que genes para a homeostase de cobre

podem ser controlados pela rede regulatdria de ferro em C. neoformans (JUNG et al., 2006).
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Captacao de Cobre por Fungos Patogénicos

Os patdgenos devem competir por niveis reduzidos de nutrientes quando atingem os tecidos
do hospedeiro, de modo a desempenhar com sucesso o processo infectivo. Apesar de ferro e cobre
terem sido bem caracterizados como fatores determinantes na viruléncia bacteriana e fungica,
estudos recentes indicam que os metais exercem um papel critico e fundamental como
determinantes para a viruléncia de fungos como C. neoformans e Candida albicans, durante o
estabelecimento da infecgdo. Em camundongos infectados com cepas de C. neoformans mutantes
para o gene cuff ndao foram capazes de estabelecer a meningite, porque a transcrigdo do
transportador de cobre CTR4 foi suprimida e o cérebro é um tecido onde os niveis do metal séo
baixos (WATERMAN, 2007; KIM et al., 2008).

No fungo C. albicans tém-se descrito que 0 mecanismo para regulagcéo da captacao de cobre
tem se distinguido do ja anteriormente proposto para S. cerevisiae. Ambos 0s organismos
apresentam o fator de transcricdo Mac1p, responsavel pela ativacado da transcri¢gao do transportador
de cobre de alta afinidade CTR1. Em C. albicans CaMac1p é auto-regulado por niveis de cobre, ao
contrario do gene Mac1p de S. cerevisiae que é constitutivamente transcrito. Também foi descrito
a presenca de regides CuREs (elementos de resposta ao cobre) nas sequéncias de Cactr! e
CaMac1, regides essas responsaveis pela identificacdo dos niveis do metal presentes no meio
intracelular. CaMac1p também foi descrito como fator envolvido na regulagao da transcrigao ferro-
responsiva (MARWIN et al., 2003; MARWIN et al., 2004; WOODACRE et al., 2008).

O modelo da via de captagao, distribuigdo, armazenamento e utilizagdo de cobre, proposto
por Kim e colaboradores (2008), para C. neoformans, provavelmente € o mesmo para outros fungos,
assim como para vegetais e mamiferos. O cobre presente no meio extracelular (Cu*?) e reduzido
pelas redutases FRE para Cu*' e transportado pelas proteinas de alta afinidade CTRs. No meio
intracelular o cobre, podera ser captado pela metalochaperona ATX1 que o transporta até a proteina
CCC2 (Cut+ATPase), que em S. cerevisae entrega 0 cobre a via secretéria e participa
provavelmente nos processos de detoxificagdo da célula, se dirigindo até o vacuolo onde é
acumulado o excesso de cobre. CCC2 também se localiza na membrana do Aparato de Golgi,
sendo assim responsavel pela distribuicdo de ions cobre que serdao incorporados a cobre-
proteinas/cuproenzimas recém-sintetizadas. A multicobre ferroxidase FET3 (Ferro-O-
oxidoredutase 3) atua conjuntamente com a proteina FET1; as duas sdo responsaveis pelo
transporte de ions ferro reduzidos através da membrana plasmatica em S. cerevisiae.

Por esse motivo, existe uma intrincada associagao entre 0 mecanismo de captura de ferro e
a disponibilidade de cobre. Outro processo importante esta relacionado com a detoxificacdo de
cobre na célula. Em S. cerevisiae o principal mecanismo é mediado pelo produto do gene Cup1,
que codifica uma metalotioneina que sequestra esse ion no interior da célula e permite que essa

resista a niveis mais altos de cobre (HAMER, et al., 1985). Outro mecanismo descrito para suportar
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altos niveis de cobre no ambiente intracelular esta relacionado com o armazenamento desse ion

em organelas, conforme descrito em S. pombe (HAMER, 1986).

A Influéncia do Cobre na Prote¢cado Contra Danos Intracelulares

Para garantir a homeostase celular e proteger contra danos oxidativos, os organismos
aerébicos apresentam alguns sistemas de defesa antioxidante enzimaticos (peroxidases,
superéxido dismutases e catalases) que reagem com as ROS (espécies reativas de oxigénio) e
impedem que estas promovam a oxidagdo dos componentes celulares (SCANDALIOS, 2002);
WONG et al., 2006). Nos processos de fagocitose de micro-organismos patogénicos as células do
sistema imunoldgico também produzem ROS e a capacidade do patégeno de se proteger destas
moléculas pela formagao de antioxidantes determina o curso da infecgédo (GILES et al., 2006). Uma
das alternativas encontradas por micro-organismos € a produ¢cdo de enzimas cobre/zinco
superoxido dismutases, enzimas cobre-dependentes que estao presente na maioria das células
humanas, bem como em células fungicas, protegendo o patégeno dos danos da oxidagao, causados
pela defesa do hospedeiro. O cobre tem um papel antioxidante essencial através da acao da
superoxido dismutase contra o estresse oxidante, ajudando a neutralizar os radicais livres que
poderiam causar danos celulares graves. Experimentos realizados com uma cepa virulenta de
Salmonella entérica identificaram que a mesma durante o processo de infecgdo, produzia duas
Cu/Zn-superoxido dismutase (SODCI e SODCII), para reforgar os mecanismos de defesa contra as
barreiras impostas pelo hospedeiro (WOOD e THIELE, 2008).

O cobre também ¢ importante para as lacases que sdo enzimas cobre-dependentes
(multicobre oxidases), envolvidas na via de biossintese de melanina em fungos, sendo dependentes
de cobre para sua atividade. E descrito que a sintese de melanina é regulada por cobre, ferro, e
baixas concentragdes de glicose (ALSPAUGH et al., 1997; WALTON et al., 2005). Walton e
colaboradores (2005) analisaram a mudanca de fenétipo de 19 mutantes de C. neoformans, com o
objetivo de identificar genes envolvidos na biossintese de melanina. Dentre os genes mutados,
encontraram-se homoélogos para os genes ccc?2 (transportador de cobre) e para a metalochaperona
atx1. Os mutantes foram analisados apds a adicao de CuSO4 exdgeno ou apds a remogao dos ions
de cobre e ferro do meio com um quelante especifico. Os resultados mostraram que na adi¢do de
cobre, todos os genes mutantes foram capazes de produzir melanina e durante a remocgéao de cobre
nenhum mutante foi capaz de sintetizar melanina, sugerindo que, assim como em humanos, a
homeostase do cobre também é requerida em fungos e que as lacases, o transportador CCC2 e a
metalochaperona ATX1, poderiam atuar entregando ions cobre para ferro oxidases.

Outra importante enzima cobre-dependente, € a cobre amino oxidase (CAO - Copper amine
oxidase - EC 1.4.3.6.), grupo de enzimas que contém cobre e foram identificadas em bactérias,
leveduras, plantas e animais. Ainda pouco se sabe sobre as suas fungdes bioldgicas, porém existem

evidéncias do seu envolvimento no metabolismo ou desintoxicacdo de xenobidticos, na oxidagao
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de diversos substratos aminas, fornecendo fontes de carbono e nitrogénio para o crescimento
celular, principalmente de fungos (SAMUELS e KLINMAN, 2005). Foram demonstrados que CAOs
apresentam um Unico ion cobre por monémero (LALIBERTE e LABBE, 2005). Estudos realizados
por Peter e colaboradores (2008), demonstraram que uma mutagéo sitio dirigida em trés residuos
de histidina na regido amino terminal da CAO1 de Schizosaccharomyces pombe, afetou a atividade
da enzima e a transcri¢gdo dos genes ctr4, ctrb e cuf1, todos envolvidos no metabolismo de cobre,

sugerindo que CAO1 exige a presenga dos mesmos funcionalmente ativos.

A Influéncia do Cobre no Metabolismo Celular e Viruléncia

Para melhor entender a resposta de fungos a condigbes de estresse ao cobre, estudos tem
sido conduzidos com o intuito de elucidar a importancia e os mecanismos utilizados pelos fungos
para suportar a auséncia ou excesso desses ions. Exemplo desse tipo de trabalho foi o realizado
por Rustici e colaboradores (2007) em S. pombe € em S. cerevisiae. Os resultados obtidos indicam
um padrao de transcri¢ao diferenciado durante o crescimento do fungo em condi¢des de deplecao
de cobre. Dentre os genes diferencialmente transcritos nessas circunstancias estido aqueles
envolvidos na captura de cobre e genes envolvidos no processo de respiracdo celular,
provavelmente pela dependéncia de cobre como cofator de enzimas envolvidas nesse mecanismo.

Estudos de perfis de expresséo génica de patégenos tém sido utilizados para a elucidagao
de estratégias de adaptacdo, sobrevivéncia e viruléncia de micro-organismos durante o processo
infeccioso. Com o propésito de identificar genes possivelmente envolvidos na adaptagdo e
sobrevivéncia do fungo termodimérfico Paracoccidioides brasiliensis no hospedeiro durante a
infecgdo, Baildo e colaboradores (2006), utilizaram a técnica de Analise de Diferenca
Representacional de cDNA (cDNA-RDA) para identificar genes induzidos durante o processo
infectivo e em condigbes que mimetizam a via hematogénica de disseminagéo fungica. Sendo o
transcrito ctr3 (codificante para um transportador de cobre de alta afinidade) identificado como um
dos cDNAs mais abundantes em células leveduriformes derivadas de infecgdo em figado de
camundongos, o que reforca o possivel papel de CTR3 no processo infectivo do patégeno avaliado
(COSTA et al., 2007).

Sendo também sugerido que o fungo P. brasiliensis nao seja capaz de captar ferro na forma
insoluvel, o qual deve ser inicialmente solubilizado por conversao para a forma ferrosa pela redutase
férrica codificada pelo gene fre2. Quando a disponibilidade de ferro & baixa, como supostamente
ocorre nos tecidos do hospedeiro, P. brasiliensis utilizaria um sistema de captacao de alta afinidade
que compreende uma permease de membrana ZRT1 (high-affinity zinc/iron transporter) e uma
oxidase multi-cobre, ambas identificadas em analises transcricionais. Dessa maneira, a captagao
redutiva de ferro requereria também a captacao de cobre mediada por uma permease codificada

pelo gene ctr3, a exemplo de outros microrganismos (BAILAO et al., 2006; COSTA et al., 2007).
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Quando células de P. brasiliensis (Pb03) foram cultivadas na presenga de plasma humano
inativado, foi identificada a presenga de hemopexina e ceruloplasmina ligadas a parede celular
deste fungo. A hemopexina liga firmemente a grupos heme e elimina o heme livre, a fim de proteger
o corpo dos danos oxidativos. Ceruloplasmina é responsavel por carregar cerca de 70% do cobre
total no plasma humano, e exibe uma atividade de oxidase dependente de cobre, que possivelmente

oxida Fe?* em Fe®*, participando assim no transporte de ferro (Longo et al., 2013).

CONSIDERAGOES FINAIS

As relagdes bioquimicas e moleculares existentes entre a homeostase de cobre, ferro e
outros micronutrientes ainda nao sdao bem estabelecidas em fungos, assim como o transporte e
regulacao da utilizagdo de cobre. No geral, os mecanismos reguladores influenciando o transporte
e a manutencgdo dos niveis desse micronutriente sdo pouco conhecidos em fungos patogénicos.
Ressalte-se que o cobre, um elemento essencial para a maioria dos organismos, funciona como um
sinal regulador para a expressao de determinantes de viruléncia em muitos patdégenos procariotos
e eucariotos. Em varios patégenos o excesso de cobre, ferro, zinco e outros micronutrientes
promovem a infecgdo e a progressao da doenga. Muitos organismos patogénicos desenvolveram
estratégias complexas para a aquisicdo de cobre nos sitios de infecgdo e a competigdo entre o
hospedeiro e o patdgeno por micronutrientes € um aspecto critico de muitas doengas infecciosas,
causadas por fungos.

Com base nos resultados obtidos na literatura cientifica, fica evidente que os fungos
patogénicos possuem uma rede de genes regulados por privagao de cobre e ferro, especialmente
genes ja descritos na literatura como relacionados com viruléncia e patogenicidade. Nessa classe
de genes incluem-se tanto proteinas transportadoras de cobre (CTRs), assim como todos os outros
genes que participam na manuten¢ado da homeostase de cobre no meio intracelular. Muitos s&o os
papéis desempenhados pelo ion cobre na biologia e mecanismos envolvidos no processo de
viruléncia em micro-organismos patogénicos. O conhecimento da regulagdo da homeostase de

cobre permanece escasso e, portanto, apresenta-se como um assunto crescente.
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