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RESUMO

Sabe-se que alguns metais sdo essenciais para a
manutencdo da vida dos microrganismos, necessarios
para processos metabolicos tais como, obtencio de
energia, producio de biomoléculas, como as proteinas,
reposta ao estresse oxidativo, bem como desempenham
um papel fundamental na viruléncia de bactérias e
fungos. Porém, esses metais necessitam estar nas
concentragdes corretas para o bom funcionamento do
organismo. Também ¢é conhecido que o sistema
imunolégico humano utiliza alguns metais para a controle
ou eliminaciao desses invasores. Foi demonstrado em
diversos estudos que os fungos, especialmente os
patogénicos humano, possuem diversos mecanismos para
a homeostase desses metais, como a captacio dos metais
em casos de privaciio, ou a expulsdo desses metais em caso
de excesso. A auséncia ou a grande quantidade dos metais,
ambas as situacdes podem causar condicdes de estresse
para os fungos. Os estudos mostram uma grande
relevancia dos metais ferro, zinco e cobre para todas as
atividades desses fungos, assim como, esses fungos travam
uma batalha com nosso sistema imunoldgico, envolvendo
esses metais. Neste trabalho sera abordado a influéncia
nos niveis de cobre na biologia e patogenicidade dos
principais fungos que causam doen¢as em humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Metal;

Detoxificacdo; Estresse, Melanina.

ABSTRACT

Homeostase;

It is known that some metals are essential for
maintaining the life of microorganisms, necessary for
metabolic processes such as obtaining energy,
producing biomolecules, such as proteins, which
respond to oxidative stress, as well as playing a
fundamental role in the virulence of bacteria and fungi.
However, these metals need to be in the correct
concentrations in the body in order to function
properly. It is also known that the human immune
system uses some metals to control or eliminate these
invaders. It has been shown in several studies that
fungi, especially human pathogens, present several
mechanisms for metal homeostasis such as the uptake
or deprivation of them. Moreover, fungi can expulse

these metals, in case of excess. The absence or the
large amount of metals, both situations can cause stress
conditions for fungi. The studies show a great
relevance of the metals iron, zinc and copper for the
fungi cells activities. By the other hand, the fungi use
these metals to fight a battle with our immune system.
In this work, the influence of copper levels on the
biology and pathogenicity of the main fungi that cause
diseases in human will be approached.

KEYWORDS: Metal; Homeostasis; Detoxification;
Stress, Melanin.

1. INTRODUGAO

Cobre ¢ um metal redoxiativo essencial para a vida
de bactérias e eucariotos, sendo utilizado para compor
algumas estruturas proteicas sendo geralmente um
cofator catalitico, com atuagdo em diversos processos
biologicos (BANCI et al, 2010; KIM; NEVITT;
THIELE, 2008).

Algumas metaloenzimas, incluindo a Superdoxido
dismutase ¢ a Citocromo ¢ oxidase possuem o cobre
como cofator, ¢ atuam na detoxificacdo -celular
(TRISTAO et al, 2015). O cobre pode estar no estado
oxidado (Cu?*) ou reduzido (Cu'") e, devido a isso, se
ha cobre livre na célula, este reagird com o oxigénio e
ira gerar espécies reativas de oxigénio que sera danoso
a acidos nucléicos, lipideos e proteinas (LALIOTI et al,
2009).

O micronutriente cobre ¢ conhecido por atuar
positivamente ou negativamente, agindo na viruléncia
de bactérias, fungos e virus. Um exemplo é a
resisténcia ao cobre apresentada pela Mycobacterium
tuberculosis que se torna essencial para o sucesso da
infeccdo (WOLCHENDOREF et al, 2011).

Fungos como Cryptocuccus neoformans (SUN et
al, 2014), Aspergillus fumigatus (SONG; LI; JIANG,
2019) e Paracoccidioides brasilienses (PETITO et al,
2020) também tém a sua patogenicidade regulada pelos
niveis de cobre.

O objetivo desta revisdo é buscar informacdes na
literatura, sobre a resposta de fungos patogenos
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humano ao metal cobre, visando a adaptagdo
metabolica e desenvolvimento desses microrganismos.

2. MATERIAL E METODOS

A proposta desta revisdo é de avaliar o papel e
efeitos do ifon cobre no metabolismo de fungos. A
pesquisa foi realizada através de revisdo bibliografica
buscando artigos publicados na base
MEDLINE/PubMed (ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Com
a proposta de investigacdo estabelecida, realizou-se a
pesquisa  bibliogréfica utilizando o0s  seguintes
descritores de forma combinada: Copper e Fungi.
Foram utilizados no estudo, artigos completos,
relacionados ao tema proposto, publicado a partir do
ano de 2000, sem prejuizo da utilizacdo de artigos
classicos sobre o tema publicados anteriormente.
Foram excluidas todas as produgdes cientificas que ndo
condiziam com os critérios acima descritos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Captacao e regulacio do cobre por fungos

O cobre (Cu) é uma substancia essencial para varias
fungdes em diversos organismos, sendo importante em
processos bioquimicos, utilizado como cofator de
varias enzimas (BANCI et al, 2010; KIM; NEVITT;
THIELE, 2008). Além disso, os niveis de cobre
influenciam diretamente na viruléncia do patégeno,
bem como na resposta imune do hospedeiro (KIM;
NEVITT; THIELE, 2008). Durante a infec¢do, os
fungos enfrentam concentracdes diferentes de cobre,
como no exemplo de C. neoformans, que encontra altos
niveis de cobre nos pulmdes ¢ niveis reduzidos no
cérebro (SUN et al., 2014). Deste modo, os fungos
necessitam de mecanismos que garantem a
sobrevivéncia deles nestes diversificados ambientes.
Analises gendmicas demonstraram diversos genes
relatados com a homeostase de cobre, participando
efetivamente na captagdo e transporte celular deste
elemento (SILVA et al, 2011; SILVA-BAILAO et al,
2017).

Para a captagdo e utilizagdo do cobre, o Cu?" ¢é
reduzido a Cu!" ¢ transportados por metaloredutases
codificadas por varios genes fre, primeiramente
identificados no organismo modelo Saccharomyces
cerevisiae (HASSETT; KOSMAN, 1995; VAN HO et
al., 2002). Além disso, o Cu'* é transportado para o
meio intracelular por dois distintos mecanismos em S.
cerevisiae, um de alta afinidade e um de baixa
afinidade.

O transporte de alta afinidade ¢ realizado por duas
permeases, Ctrl e Ctr3, que sdo dependentes de agdo
de metaloredutases de superficie (PENA; PUIG;
THIELE, 2000; KIM; NEVITT, THIELE, 2008). O
transportador Ctr3 também estdo presentes em fungos
do género Paracoccidioides e Cryptococcus (SILVA et
al, 2011), e em Exaphiala dermatitidis, Fonsecaea
pedrosoi, Cladophialofhora bantiana e

Cladophialofhora carrioni (SILVA-BAILAO et al,
2017) agentes de cromoblastomicose. Alguns estudos
demonstraram que quando o gene codificante do Ctrl ¢
deletado resulta em uma deficiéncia na absor¢ido de
cobre e também indiretamente na de ferro, j4 que a
ferroxidase depende de cobre, Fet3 ¢ essencial para
absor¢do de ferro (VAN HO et al, 2002; RESS;
THIELE, 2004). Quando Ctrl e Ctr3 foram deletados,
ocorreu uma privagdo intracelular do cobre em S.
cerevisiae (PENA; LEE; THIELE, 1999; RESS;
THIELE, 2004).

O Crt2 é um transportador de baixa afinidade que
estd envolvido no estoque de cobre no vactolo ¢ na
importacdo de cobre da membrana plasmatica para
dentro da célula (RESS; THIELE, 2007). Em situagdes
de privagdo de cobre, Ctr2 fornece cobre do vacuolo
para o citoplasma, mantendo a homeostase de cobre em
S. cerevisiae (RESS; THIELE, 2004). Em C.
neoformans foram identificadas proteinas envolvidas
no transporte intracelular de cobre, Ctr2 e Ctrd
(WATERMAN et al, 2007; CHUN; MADHANTI, 2010).
Chun e Madhani (2010) revelaram em seu estudo que
linhagens mutantes para o gene cfr2 apresentaram
produgdo diminuida de melanina e uma capsula
polissacaridica menos proeminente do que a cepa
selvagem. Durante a infecgdo de cérebros de ratos, a
expressdo do gene ctr4 foi fortemente aumentada nas
células flingicas recuperadas da fagocitose por
macrofagos, mas ndo na infeccdo dos pulmdes
(WATERMAN et al, 2007).

Adicionalmente, quando ha excesso de cobre,
proteinas identificadas em S. cerevisiae e em outros
eucariotos ¢ alguns procariotos como metalotioneinas,
ricas em residuos de cisteinas (BANCI et al. 2010)
possuem a fungdo de limpeza de metais pesados, sendo
defensoras contra estresse oxidativo, distribuidores e
detoxificadores intracelulares (PALMITER, 1998).
Ainda em S. cerevisiae foram descritas duas
metalotioneinas, Crs5 e Cupl, sendo que a Cupl tem
fungdo de neutralizar o cobre quando em excesso na
célula (JENSEN et al, 1996). Paracoccidioides spp. e
Cryptococcus spp. ndo possuem hortélogos para Cupl
e Cup2 (SILVA et al, 2011).

A regulacdo transcricional da homeostase de cobre
em S. cerevisiae reconhece dois fatores responsivos de
cobre. O primeiro fator ¢ Acel que ativa a expressdo
génica em condi¢des de excesso de cobre, ou o fator
Macl que ativa a expressdo de genes em condigdes de
supressdo de cobre (RUTHERFORD; BIRD, 2004).
Em S. cerevisiae, Acel atua na ativagdo da expressao
dos genes que codificam as metalotioneinas e da SOD1
que protegem a célula contra a toxicidade dos ions de
cobre, isto na situacdo de excesso (THIELE, 1988;
CULOTTA; HOWARD; LIU, 1994). J4 no caso de
supressdo de cobre, Macl ativa a expressao de genes
responsaveis pela absorgdo do cobre, CTR1 ¢ CTR3 e
da redutase FRE1 (LABBE; ZHU; THIELE, 1997). O
fator Mac1 também atua na degradag@o postraducional
do Ctrl em casos de excesso do micronutriente
(YONKOVICH et al, 2002). Paracoccidioides Pb01 e
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Pb03 e Cryptococcus spp. possuem hortdlogos para
macl (SILVA et al, 2011).

O fator de transcrigdo Cufl ¢é geralmente o
responsavel por controlar os niveis de cobre em C.
neoformans. O gene cufl tem similaridade de
sequéncia com S. cerevisiae macl e acel e com o fator
CUF1 em Schizosacchoromyces pombe (WATERMAN
et al, 2007). Em C. neoformans o transportador Ctr4 ¢
ativado pelo fator de transcricdo Cufl, e quando o gene
cufl é deletado ha um forte defeito no crescimento
quando em privagdo de cobre (WATERMAN et al,
2007).

Um outro fator relacionado com a homeostase de
cobre é o Oxy2, um ativador transcricional. Estudos
sugerem que o fator Oxy2 esta envolvido na ativacdo
de redutases tanto de ferro quanto de cobre e também
estd relacionado na ativacdo de transportadores de
cobre (NYHUS; JACOBSON, 2004). Um outro
repressor global, o Tupl, tem sido aplicado na
homeostase de cobre e ferro em C. neoformans,
sorotipo A (LEE et al, 2009). Linhagens mutantes do
tupl, apresentaram uma diminui¢do na expressdo do
gene ligado a homeostase de cobre, quando comparado
a linhagem selvagem H99 (WATERMAN et al, 2007).

Efeito na viruléncia dos fungos

No fungo patogénico Botrytis cinerea, o cobre foi
fundamental para sua viruléncia. Cepas mutantes
defeituosas na expressio de uma proteina
transportadora de cobre, ATPase BcCcec2, mostraram-se
avirulentos em modelo de infeccdo em folhas de
tomate (SAITHO et al, 2010).

Durante a infecgdo em macréfagos por P
brasiliensis, a diminuicdo da oferta de cobre dentro do
fagolisossomo afeta diretamente a sobrevivéncia do
fungo (PETITO et al., 2020), enquanto em A. fumigatus
a resposta foi contraria, permitindo a sua sobrevivéncia
(WIEMANN et al, 2017).

Em estudos realizados em C. neoformans, o cobre
esta ligado com a expressdo de fatores ligados a
viruléncia dessa espécie, como a produ¢do de melanina
e a formacdo de uma céapsula polissacaridica
(WATERMAN et al, 2007, CHUN; MADHANI,
2010). O excesso de cobre ativou a producdo de
melanina e ergosterol em P. lutzii (PORTIS et al, 2020).
A melanina aumenta a viruléncia de muitos fungos
patogénicos humanos importantes (NOSANCHUK;
CASADENVALL, 2003)

Adaptabilidade fungica em diferentes concentracdes
de cobre

Com a evolugdo das técnicas de edicdo génica,
gendmica, transcritdmica, protedmica e bioinformatica
varios trabalhos foram realizados na busca de entender
os mecanismos de adaptagdo dos fungos em diversas
situagOes de estresse. Esses métodos foram utilizados
para entender a resposta flingicas a diferentes
concentragdes de cobre.

Buscas nos genomas de diversos fungos evidenciou
um grande numero de genes relacionados ao
metabolismo de cobre (SILVA et al, 2011; SILVA-
BAILAO et al, 2017). Um estudo preditivo com o
fungo Paracoccidioides spp. identificou muitas
metaloproteinas proteinas que necessitam dos metais,
ferro, zinco e cobre como cofatores, proteinas com
fungdes metabolicas e de viruléncia (TRISTAO et al,
2015).

Em estudo da relagdo entre a privagdo de cobre ¢ as
proteinas de matriz extracelular (MEC) em P
brasiliensis, evidenciou-se que as células fangicas
crescem mais na privagdo de cobre quando em contato
com proteinas da MEC. Adicionalmente, alguns genes
relacionados com a parede celular foram identificados
diferencialmente expressos apds a deplecao com cobre
em frente aos componentes do MEC, das quais 14
foram identificadas como proteinas hipotéticas.
(OLIVEIRA et al, 2014).

Analises protedmicas também auxiliam bastante no
entendimento da resposta ao cobre. Em Cryptococcus
gatii, quando em condi¢des de limitagdo de ferro e
cobre, foram identificadas 64 proteinas
diferencialmente expressas em privagdo de ferro e
cobre, 24 em cobre e 40 em ferro (CRESTANI, 2011).

Em estudo em P. brasiliensis durante a privacao de
cobre mostrou a expressio diminuida de proteinas
relacionadas com a detoxificagdo e respira¢do celular
afetando diretamente esses processos biologicos; isso
de da pelo fato de varias proteinas relacionado os esses
processos necessitarem do cobre para funcionamento
adequado. Adicionalmente, na privagdo de cobre hd um
aumento de beta-oxidacdo, na tentativa de compensar a
deficiéncia na respiragdo celular, e também o
remodelamento da parede celular do fungo (PETITO et
al, 2020).

Agora, em condigdes de excesso de cobre, o estudo
de Portis e colaboradores (2020) demonstrou que P.
lutzii responde ao excesso desse metal aumentando a
producdo de melanina na parede celular e de ergosterol
na membrana plasmatica mostrando uma remodelacéo
dessa membrana para a protecao contra o cobre; além
disso, varias proteinas relacionadas ao metabolismo de
aminoacido e de defesa celular e viruléncia tiveram a
expressdo aumentada (PORTIS et al, 2020).

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Nesta revisdo da literatura, demonstramos alguns
aspectos importantes relacionados a homeostase e
metabolismo de microrganismos influenciados pelo
cobre. Foram destacados importantes transportadores
de cobre importantes na captacdo do ion para o meio
intracelular. Adicionalmente, os reguladores de genes
que respondem  efetivamente as  diferentes
concentragdes de cobre, também foram ressaltados. Em
seguida, focamos em alguns aspectos da influéncia do
metal na viruléncia do fungo e na expressio de
proteinas. A remodelagdo no metabolismo celular e a
expressdo de fatores de viruléncia garantem a
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sobrevivéncia do fungo durante a infecgdo no
hospedeiro. Acreditamos que esta compilagdo dos
dados referentes a assimilagdo e resposta de fungo ao
cobre possa facilitar o acesso ao conhecimento sobre o
assunto.
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