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Resumo

Resumo

Todos os organismos necessitam de cobre para a sua sobrevivéncia e
desenvolvimento. O cobre ¢ um micronutriente essencial aos humanos e esta envolvido
em varias fung¢des fisiologicas, sendo indispensavel manter o seu equilibrio homeostatico.
Existe no organismo em dois estados de oxidagdo, Cu” e Cu*" e é esta dualidade e
capacidade de aceitar ou doar eletrdes facilmente que o implica como um elemento
preponderante nas reacdes de oxidagdo-reducdo, as quais podem dar origem a radicais
livres e aos danos celulares a eles associados.

O cobre funciona como cofator de algumas enzimas que estao envolvidas em alguns
processos fisiologicos importantes como a respiracao celular, produgdo de energia,
manuten¢do do tecido conjuntivo e neurotransmissao.

A principal fonte de Cu ¢ a dieta alimentar, podendo a deficiéncia em cobre ser
provocada por problemas de ma nutri¢cao, de absor¢ao ou por excesso de outros elementos
(zinco), casos de toxicidade alimentar por Cu sdo raros. Desequilibrios na quantidade de
Cu ingerida podem provocar alteragdes no sistema imunitario, na manutencao do tecido
conjuntivo e neurodegeneragao.

Algumas doencas estdo associadas a mutacdes genéticas que alteram o metabolismo
do cobre provocando situagdes de deficiéncia, doenga de Menkes e sindrome de Corno

Occipital ou de acumulagdo de Cu nos tecidos, doenca de Wilson.

Palavras-chave: cobre, metabolismo do cobre, enzimas cuprodependentes, excesso cobre,

toxicidade cobre, doenca de Menkes e doenca de Wilson



Cobre: Fisiologia e Fisiopatologia

Abstract

All organisms require copper for their survival and development. Copper is an
essential micronutrient for humans and is involved in various physiological functions,
being a key element to maintain its homeostatic balance. It exists in the body in two
oxidation states of Cu ™ and Cu? ¥ and it is this duality, and ability to accept or donate
electrons easily which involves Cu as a key element in oxidation-reduction reactions,
which may give rise to free radicals and cellular damage associated with them.

Copper has functions as a cofactor for some enzymes that are involved in some
important physiological processes such as cell respiration, energy generation,
maintenance of connective tissue and neurotransmission.

The main source of Cu is the diet, the copper deficiency may be caused by
malnutrition problems, absorption or excess of other elements (zinc), cases of food
toxicity by Cu are rare. Inbalances in the ingested amount of Cu may cause changes in
the immune system, maintenance of connective tissue and neurodegeneration.

Some diseases are associated with genetic mutations that alter the metabolism of
copper deficiency causing situations, Menkes disease and occipital horn syndrome or Cu

accumulation in tissues, Wilson's disease.

Keywords: copper, copper metabolism, cuproenzymes, excess copper, copper toxicity,

Menkes’ disease and Wilson's disease
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1. Introducao

O cobre ¢ um metal extraido da terra, conhecido e trabalhado pelo Homem desde
os tempos pré-historicos, entre sete a dez mil anos atras. Desde entdo, tem sido vital para
o progresso da nossa civilizagdo, contribuindo para o desenvolvimento social e
tecnologico. Varias das suas propriedades sdo uteis para o funcionamento da nossa
sociedade, tais como: condutividade elétrica e, mais recentemente, foram reconhecidas
no cobre propriedades antimicrobianas, sendo usado como material constituinte de
superficies hospitalares, diminuindo significativamente o desenvolvimento de bactérias.

(www.copperallience.org.uk)

Hoje em dia, o cobre contribui significativamente para o desenvolver de energias
renovaveis, de tecnologias da comunicagdo, arquitetura e saude. A sua produgdo e
utilizacao sdo, entdo, uma parte essencial da nossa economia. O cobre €, simplesmente,
essencial para a nossa vida, enquanto parte de uma civilizagdo em constante evolugao.

O cobre, para além de ser essencial a nossa vida enquanto sociedade em constante
desenvolvimento, ¢ também, essencial a nossa vida enquanto organismo vivo. Contudo,
sO no inicio do século XX ¢ que surgiu o interesse pelo cobre como elemento constituinte
do nosso metabolismo, necessario para uma vida saudavel.

Em 1912, Dr. Kinner Wilson descreveu pela primeira vez uma doenga que afetava
0os mais jovens, em que o principal sintoma consistia numa perda de controlo dos
movimentos e, consequente, contracdo dos membros. Este sintoma estaria sempre
associado a sinais de fibrose do figado. Os pacientes com estes sintomas acabariam por
morrer alguns meses depois, ficando esta patologia conhecida como a Doenga de Wilson.
(Bentham e Books, A Quest for a Cure, UK, University of Cambridge, John Walshe)

S6 mais tarde, em 1948, o Professor John Cumings, ao trabalhar no mesmo hospital
que o Dr. Wilson, descobriu que os pacientes que morriam da doen¢a de Wilson tinham
todos associados a ja conhecida fibrose do figado, quantidades excessivas de cobre
depositadas no cérebro e figado.

Desde entdo, o comportamento bioquimico do cobre tem vindo a ser estudado e
avaliado pois sdo lhe atribuidas fung¢des essenciais a vida.

O cobre foi identificado pela primeira vez como parte dos organismos vivos, em
1816 por Bucholtz nas cinzas de plantas. S6 14 anos depois Sarzeau identificou cobre no
sangue de mamiferos — neste caso especifico, em sangue de boi — contudo, este resultado
ndo foi considerado relevante ou definitivo, pois foi sugerida a hipdtese desta presenca

de cobre no sangue do animal dever-se a uma contamina¢do pelos nutrientes do solo.
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Apesar disto, os estudos relativamente a presenga de cobre em organismos vivos bem
como as suas possiveis fungdes continuaram. Em 1847 e 1878 Harless e Frederiq
identificaram cobre em moluscos, entre eles, no polvo. Mas s6 no século seguinte, em
1921, Badansky finalmente identificou cobre no cérebro humano e foi proposto, com
caracter definitivo, que este elemento metalico desempenharia fungdes importantes e
vitais em processos bioquimicos. (Sargentelli et al 1996)

A importancia bioldgica e estrutural do cobre em animais e humanos ¢é,
definitivamente, reconhecida e relaciona-se com fungdes metabolicas cupro-dependentes,
ou seja, o seu correto e eficaz funcionamento depende da existéncia de cobre e da sua
ligacdo ao mesmo. Enzimas como a citocromo-oxidase, a superoxido dismutase
citosolica, a tirosinase e a ceruloplasmina sao exemplos de enzimas cupro-dependentes.

Estas enzimas catalizam importantes reac¢des fisiologicas relacionadas com a
fosforilagdo oxidativa, inactivacao de radicais livres, biossintese de cologénio e elastina,
formag¢do de melanina, coagulacdo sanguinea, metabolismo do ferro ¢ sintese de
catecolaminas. (Danks 1988)

Para além destas fungdes, estudos mais recentes visam explorar a toxicidade inata
do cobre como agente antimicrobiano. Infecdes microbianas resistentes exigem novas
opgdes terapéuticas, assim estes estudos apresentam uma abordagem que permite
explorar duas estratégias da resposta antimicrobiana por parte das células imunitarias
humanas: o “burst oxidativo” (que envolve a formagdo de vdrias espécies reativas de
oxigénio) e a “compartimentalizacdo” de cobre dentro dos fagolisossomas (organelo
membranar que se forma quando um fagossoma se funde com um lisossoma. As
particulas alimentares ou os agentes patogénicos contidos dentro do fagossoma sao
normalmente digeridos por enzimas contidas no lisossoma).

As espécies reativas de oxigénio produzidas durante o “burst oxidativo” vao
transformar o QBP — um pro-quelante ndo toxico — em 8-HQ (8-Hidroxiquinolina),
induzindo a morte “cupro- dependente” do patogénio. Visto que, a molécula de 8§-HQ tem
carateristicas que lhe permitem transportar ides através de membranas celulares, aumenta
a quantidade de Cu®' intracelular, ultrapassando a capacidade de resisténcia do
patogénico ao cobre. A atividade antimicrobiana e fungicida Cu-dependente de 8-HQ
contra um determinado espectro de patogénicos sugere que esta estratégia pode ser uma

nova abordagem bastante Util no combate a varias infecoes. (Festa 2014) (Cavet 2014)
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O objetivo desta monografia ¢ fazer uma revisdo bibliografica da fisiologia e
fisiopatologia associadas ao cobre, tendo em consideracdo a sua bioquimica, o seu

metabolismo no corpo humano e as consequéncias do seu excesso ou caréncia.
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2. Desenvolvimento
Cobre - Identificacdo do elemento

O cobre pertence ao grupo de elementos metdlicos que sdo necessarios ao
desenvolvimento saudavel dos seres humanos.

Na tabela periddica pertence ao grupo dos metais de transi¢ao, localizando-se no
11° Grupo e 4° Periodo da Tabela (Anexo 1). Tem como simbolo quimico Cu e o seu
numero atomico € o0 29. A massa atomica do cobre é cerca de 63,55 unidades de massa

atdmica. (www.copperallience.uk)

Possui quatro estados de oxidagdo: Cu’, Cu™!, Cu** e Cu**, o que significa que tem
quatro estados de valéncia que influenciam a sua biodisponibilidade e toxicidade. Para
além destes estados de oxidacdo, consegue formar compostos organometalicos.

O is6topo mais comum e o mais abundante ¢ 63Cu (69.17%) seguido do is6topo
65Cu (30.83%). Sendo a gama de is6topos estaveis limitada e a sua distribuicdo comum
pela crosta terrestre ¢ dificil realizar estudos sobre a concreta distribui¢ao destes isotopos.
64Cu e 67Cu sdao isOtopos radioativos do cobre com tempo de meia-vida
aproximadamente de 12.7 ¢ 61.9 horas, respetivamente; no seu decaimento radioativo
produzem particulas 3 (beta) e raios gama, sendo tuteis em estudos no ambito da Fisica e
da Biologia. (ECH 200,1998)

A configuragio eletrénica da forma metalica — Cu® — é 1s2 2s2 2p6 3s2 3p6 3d10
4p1, e dos seus estados de oxidagdo mais comuns sdo o cuproso — (Cu(I) 3d10) e o cuprico
(Cu(Il) 3d9). A quimica deste elemento, especialmente em sistemas biologicos ¢
profundamente afetada pelo seu estado de oxidagdo. A grande capacidade de mudar de
estado de oxidagdo atribui a este elemento propriedades oxidagdo-redugdo (redox)

essenciais para o funcionamento dos sistemas biologicos.

Tabela 1. Estados Oxidativos do Cobre, adaptado de EHC 200, 1998

Estado Oxidativo Cobre Factos
Cu Soélido Metélico - Metal castanho alaranjado
- Maleével

- Bom condutor térmico e elétrico
- Existe na Natureza

Cu'* T30 cuproso - Instavel em pH neutro
- Oxida para Cu®" com muita facilidade
Cu** 40 cuprico - Estado de oxidagdo mais importante, ¢ o
que predomina nos sistemas biologicos
Cu** [do trivalente -Encontra-se apenas em alguns compostos

- Forte agente oxidante

13
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O estado de oxidacao mais importante em ambiente natural ¢ o Cu(Il), qualquer
Cu(I) ¢ rapidamente oxidado em Cu(II) através de um agente oxidante presente a nao ser
que esteja estabilizado pela formagao de algum complexo.

O 130 Cu(Il) liga-se, preferencialmente, via oxigénio, a ligandos inorganicos como
a dgua (H,0), OH", COs*, SO4*. Através de acidos fenolicos e grupos carboxilicos une-
se a compostos organicos, sendo estes complexos 0os mais comuns.

Muitos compostos cupricos sdo soluveis em agua, dando-lhe uma cor azul
esverdeada. A forma trivalente do cobre, o ido Cu’*, é um forte agente oxidante sendo os
seus complexos pouco comuns. O ido cliprico, Cu®*, tem a capacidade de absorver varios
oxidos metalicos como o ferro, o aluminio € 0 manganés. As propriedades fisico quimicas
do cobre e de alguns dos seus sais encontram-se resumidas no Anexo 2.

O cobre na Natureza

Na crosta terreste o cobre na sua forma nativa, ou seja, no seu estado puro, ocupa a
percentagem de 0.006 (Lide e Frederikse, 1993) e nos oceanos a concentracao de cobre ¢
aproximadamente 2.4x10-4 mg/Litro. Encontra-se naturalmente em alguns minerais
como a cuprite ou Oxido cuproso (Cu20), malachite (Cu2CO3.Cu(OH)), azurite
(2CuCO3.Cu(OH)y), calcopirite (CuFeS,), calcocite (CuS:) e a bornite (CusFeS4).

Assim, o cobre existe na Natureza na sua formula metalica em minérios € minerais,
muitos deles utilizados pelo Homem. E um metal de cor castanho-alaranjado, maleavel,
excelente condutor térmico e elétrico. A forma metalica do cobre ¢ bastante estavel ao ar
desde que sem humidade e a baixas temperaturas mas na presen¢a de humidade ocorre
uma reagao que origina produtos como hidroxicarbonato ou hidroxisulfatos que formam
uma pelicula esverdeada na superficie do cobre metalico que protege o metal subjacente
de um ataque mais profundo. O cobre metalico ¢ moderadamente soluvel em agua,
solugdes basicas e ligeiramente acidas, mas ¢ totalmente dissolvido em solugdes de acido
nitrico e solugdes de acido sulftrico, bem como em solucdes basicas de hidroxido de
amonio, carbonato de amonio.

Contudo, encontramos este elemento como sendo parte essencial, em baixas
concentragdes, para o desenvolvimento de animais e plantas. Devido a esta caracteristica
¢ considerado um oligoelemento.

Nas plantas é essencial, em pequenas quantidades, para o seu crescimento. E um
componente essencial de muitas proteinas presentes nas plantas — as metaloproteinas -
que compdem enzimas reguladoras de varios processos bioquimicos. Estas enzimas

participam na producdo de sementes e de clorofila. Intervém, também, em processos de

14



Desenvolvimento

resisténcia das plantas, protegendo-as contra fungos e outras doencas. O cobre ¢
absorvido pela planta na sua forma Cu®* e unido a um quelato. (Bowen 1969)

Os quelatos de cobre (Cu-quelato) sdo formas que ocorrem a partir de uma reagao
quimica; ¢ composto por carbonato de cobre e uma proteina hidrolisada da soja, sendo
usado como adubo. Os agentes quelantes vao aumentar os beneficios naturais ao cobre e
ajudar na sua absor¢do. Em excesso o cobre pode ter efeitos letais no crescimento da
planta.

Nos animais o cobre participa em varios processos de desenvolvimento do
organismo: metabolizagdo do ferro por enzimas cupro-dependentes, formagao de elastina
e de colagénio, que constituem proteinas presentes em varias partes do corpo dos animais,
como a pele, o pelo, a 13 e vasos sanguineos.

O cobre ¢ ainda transportado do figado para os oOrgdos periféricos pela
ceruloplasmina que armazena este elemento mantendo a sua homeostase.

Cerca de 90% do cobre no plasma dos mamiferos estd na forma de metaloproteinas
e ceruloplasmina. (Ortulani, E.L. 2002)

Factos Historicos

A utilizacdo de cobre pelo Homem data de ha mais de 8000 anos a.C. na regido do
mar Egeu (Grécia), onde o cobre servia para fabricar varios tipos de utensilios e
ferramentas. A palavra cobre tem origem no latim Cuprum, derivada de Cyprum, que
significa “proveniente da ilha de Chipre”, local de onde vinha a grande maioria deste
metal. (Richard Beaty).

Contudo, a relevancia fisioldgica do cobre para os animais € humanos ¢ conhecida
ha, praticamente, um século.

O cobre foi identificado pela primeira vez em animais e plantas no século XIX.
Bucholtz e mais tarde Meissner detetaram a sua presenga nas cinzas de plantas e Sarzeau
encontrou cobre no sangue de boi.

A hipotese de que animais de grande porte necessitariam de cobre para se manterem
saudaveis surgiu a partir da hemocianina — proteina que tansporta o oxigénio nos
invertebrados — visto esta conter cobre na sua composi¢ao quimica.

A curiosidade pela importancia deste metal nos organismos vivos foi aumentando
e ao longo dos anos novos estudos permitiram desvendar e estabelecer muitas das suas
fungdes biologicas, nomeadamente no ser humano. Em 1921, Badansky identificou cobre
no cérebro, considerando-se entdo a hipdtese de que o cobre desempenharia fungdes

catalisadoras em processos bioquimicos. (Vagner Sargentelli). Contudo, s6 em 1928 Hart
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et. al ao testarem varios elementos inorganicos, verificaram que em relagao ao cobre, uma
dieta rica neste oligoelemento fazia aumentar os niveis de hemoglobina nos ratinhos.
Tendo sido capazes de tratar uma anemia com cinzas de animais e/ou vegetais, sugerindo
que o sulfeto de hidrogénio ou acido sulfidrico precipitaria nas cinzas € como contém
sulfeto de cobre a recuperacao desta anemia foi possivel.

Este facto sugeria que o cobre seria um elemento essencial para a formacao de
eritrocitos. O resultado foi considerado interessante, aumentando a curiosidade em
relagdo ao cobre, visto que este ndo fazia parte da composicao quimica dos eritrocitos.
Entdo, Elvehjem em 1938 propds que o cobre seria apenas essencial para a sintese de
hemoglobina dos ratinhos. Apds ter sido reconhecida esta importancia do cobre nos
ratinhos, os estudos avangaram para tentar perceber e desvendar as suas fungdes nos
humanos.

Em 1944, Cartwright e Wintrobe iniciaram uma investigacdo reunindo um grupo
de individuos saudéaveis entre os 17 e os 45 anos a fim de perceber o metabolismo do
cobre na fisiologia humana. (Wintrobe et al. 1952) O estudo permitiu perceber que o
cobre esta, de facto, presente em processos metabolicos dos humanos. Conseguiram
estimar a quantidade de cobre que seria absorvida por dia, a quantidade excretada pelas
diferentes vias de excre¢do e a quantidade presente nos diferentes oOrgaos. Estas
quantidades estimadas foram feitas a partir do isolamento da ceruloplasmina — enzima
que transporta o cobre e que circula no plasma.

Ao longo do tempo foram ainda sendo descritas doengas genéticas provocadas por
alteracdes no metabolismo do cobre, como a doenga de Wilson e a doenga de Menkes. A
doenca de Wilson foi descrita pela primeira vez em 1912, adquirindo o nome do
neurologista que a definiu - Dr. Kimmer Wilson que relacionou a sintomatologia béasica
da doenca, ja previamente identificada em 1883 por Whestphal - como uma doenga do
figado, provocada por uma degeneragdo lenticular progressiva. A doenga de Menkes foi
descrita em 1962 por John Hans Menkes como uma degeneragdo do sistema nervoso
devido a deficiéncia de cobre.

Todos estes estudos e descobertas, bem como o proprio desenvolvimento da ciéncia
e dos métodos de investigagdo, permitiram ao longo do tempo estabelecer o papel
biologico do cobre, o seu metabolismo e interpretar as rec¢des do nosso organismo a sua

falta e/ou ao seu excesso (toxicidade).
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Papel biologico do cobre

O cobre ¢ essencial para todos os organismos, incluindo plantas, leveduras,
mamiferos e os humanos. E um elemento que existe naturalmente nos ecossistemas, tendo
a capacidade tinica de adotar quatro estados de oxidagdo: Cu’, Cu’, Cu™? e Cu™, sendo os
mais relevantes no seu papel biologico o Cu* e Cu*2.

Os seres vivos, em especial os seres humanos, desenvolveram mecanismos para
gerir e utilizar o aporte de cobre. Este oligoelemento ndo ¢ produzido ou armazenado no
organismo, logo tem de ser obtido através dos alimentos e da agua ingerida, como parte
de uma dieta equilibrada, e quando necessario, através de suplementos alimentares.

Os nossos sistemas digestivos estdo preparados para assimilar a quantidade
necessaria de cobre. A homeostase, conceito definido em 1939 por Walter Cannon,
permite a manutengdo de um meio interno constante, através de um cuidadoso sistema
fisiologico que se opde a mudanga. A este equilibrio estd inerente a contribuicdo de
favoravel do meio ambiente na manutengdo funcional das células, fornecendo-lhe os
nutrientes, oxigénio, 4gua, minerais essenciais e oligoelementos, onde se inclui o cobre.
Assim, todas as células do organismo utilizam virtualmente o cobre, sendo vital para a
saude e desenvolvimento desde o estado fetal at¢ a idade mais avangada. Sem este
oligoelemento, o organismo ndo conseguiria funcionar normalmente e os individuos ndo

seriam saudaveis.
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Tabela 2. Funcgdes fisioldgicas do cobre, adaptado de www.copperallienace.org.uk/copperandsociety/health

Orgfo ou Sistema | Fungdo Fisiologica do Cobre

Cérebro e o Sistema | E crucial para o funcionamento normal do cérebro e do sistema
Nervoso nervoso.  Participa na  origem/criacdo de  novos
neurotransmissores, 0s mensageiros quimicos que permitem a
comunicacao entre células e 0o movimento dos impulsos elétricos
ao longo das mesmas

Ossos Tem um papel vital na formagao de colagénio, logo € essencial
na formacdo e reparagdo de tecido 6sseo. O colagénio é o
principal fator para a rigidez, forca mecanica e funcionalidade
dos ossos. De fato, algumas fraturas dsseas, deficiéncias no
esqueleto e osteoporose podem ser atribuidas a deficiéncia de

cobre.
Vasos sanguineos e | Ajuda a suportar a elasticidade dos vasos sanguineos, o que
Coragao permite manter a pressdo sanguinea com valores normais.

Contribui para que as principais artérias e veias funcionem na
sua plenitude através da manutenc¢do da sua estrutura elastica.
Pele Desempenha um papel essencial na formacdo de colagénio,
tecido conectivo da pele. O colagénio ¢ a proteina com maior
presenca na pele humana, essencial pare que esta se mantenha
com um aspeto saudavel.

Sistema Imunitario | E necessario para manter um sistema imunitario saudavel de
modo a que este consiga proteger o organismo de patogénicos e
prevenir doengas.

O cobre assegura a comunicagdo eficaz entre as células nervosas. Alguns estudos
mencionam a importancia do cobre para que esta comunicagdo se mantenha eficaz.
Segundo David R. Brown em Neurodegeneration and Prion Disease existem evidéncias
de uma relagdo entre o cobre e a PrP — Proteina resistente a protease ou Proteina Prido —
que ¢ expressa predominantemente no sistema nervoso com fun¢do neuroprotectora.
Parecem existir varias evidéncias de uma relagdo funcional entre o calcio, o cobre e esta
proteina necessaria ao decorrer das sinapses nervosas. Possivelmente, desempenha vérias
fungdes essenciais participando na endocitose e no transporte de cobre. Durante a
atividade sinéptica intensa a concentracdo de cobre dentro da fenda sinaptica aumenta
sendo libertado durante a sinapse, isto pode acontecer porque o cobre na sua forma Cu**,
como ¢ fracamente oxidado, liga-se a proteina (PrP) e uma vez ligados o cobre assume
uma fungdo catalisadora permitindo que ocorra a dismutacao de radicais de oxigénio,
devido a redugio de Cu 2" a Cu’. Sendo esta uma das principais fontes de radicais livres

nas sinapses.
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Por outro lado, de modo a manter o equilibrio, esta proteina tem uma funcao
neuroprotectora desde que esteja ligada ao cobre. Esta ligacdo PrP-Cu oferece protecao
contra a toxicidade dos radicais livres e contra o stress oxidativo.

O cobre ¢ também essencial para o desenvolvimento cerebral fetal e para o
crescimento pos-natal. Bem como, para a saude e funcionalidade cerebral durante a vida,
promovendo uma defesa antioxidante. Mantém a comunicacdo eficaz entre as células
nervosas. Ajuda a pele a manter-se saudavel permitindo a conectividade entre os tecidos,
intervém na cicatrizacao de feridas e lesdes. Desempenha um importante papel em manter
a integridade e fungdes dos vasos sanguineos e coracdo, ajudando no crescimento de
novos vasos e em manter a estrutura funcional das células sanguineas. Intervém na
formagao de novas células que compdem o sistema imunitario, contribuindo para uma
resposta imunitaria eficaz. Atua no metabolismo da mitocondria, participando na geracao
e armazenamento de energia.

Fontes de cobre

A ingestdo de cobre ¢ a principal forma de exposi¢ao a este oligoelemento por parte
dos seres humanos. Todas as outras formas de capta¢dao de cobre, como a inalacdo e a
adsorcdo, s3o muito baixas em comparac¢ao a ingestdo oral.

Alguns alimentos s3o especialmente ricos em cobre: nozes, sementes de girassol e
papoila, grao-de-bico, figado e rins de alguns animais e bivalves, como as ostras. Outros
alimentos, cereais, carne e peixe, contem a quantidade suficiente de cobre para fornecer
metade da dose diaria necessaria. O chocolate negro, legumes (espinafres e lentilhas),
ajudam a completar a dose diaria de cobre. (WHO2004)

A concentragdo de cobre nestes alimentos (de origem animal e vegetal) ¢
influenciada pelas condi¢des locais. (Bo Lonnerdal, 1996) A concentragdo de cobre nos
alimentos varia, entdo, de zona para zona, estando dependente das condi¢des de cultivo:
solo, agua, uso de fertilizantes e fungicidas; tipo de processamento e utilizacdo do
produto, pH, embalamento e utensilios usados em fabrica (que podem conter cobre e
ocorrer algumas transferéncias). (Pedroso e Lima 2001)

Mas, como ja foi referido, alguns alimentos sdo sempre ricos em cobre, como ¢ o
caso das visceras (rins e figado) de bovinos e porcos e alguns cereais e frutos, dos quais
se destacam sementes de girassol, pao integral e ameixas. O chocolate negro ¢ outro
alimento que nos ajuda a satisfazer a dose didria necessaria de cobre, outros alimentos

como os lacticinios apresentam sempre valores vestigiais deste elemento.
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Uma outra fonte de cobre que deve ser considerada ¢ a agua potavel, ingerida pelo
organismo como fonte de hidratacdo. A quantidade/concentracdo de cobre na agua
potavel varia de acordo com os lengois freaticos e o solo de onde provém. Concentragdes
superiores a Smg/L tornam a 4gua amarga. A agua potavel deve, idealmente, ter um sabor
agradavel, fresco, ser incolor e inodora sendo essencial assegurar estas caracteristicas.
Para isto ¢ necessario uma constante aten¢cdo a manutengdo das tubagens metalicas que
fazem a distribuicdo da agua potavel porque, na maioria das situagdes, ¢ neste momento
que a quantidade deste mineral aumenta da agua.

Quantidade de cobre necessaria ao organismo

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO), a ingestdo média de cobre
através da dieta varia, normalmente, entre os 0.9 e 2.7 miligramas por dia. Esta variacio
deve-se aos diferentes habitos alimentares e diferentes tipo de processamento agricola
que sdo praticados por tudo o mundo, como ja foi mencionado. A WHO considera que
cerca de 10% do cobre total ingerido provem da agua potavel e tendo em consideracao
uma margem de seguranca que considere também a ingestdo de cobre através dos
alimentos, a WHO, propds em 2004 um diretorio provisorio (guideline) para a quantidade
de cobre na 4dgua: 2 mg/L. Este valor (arredondado a unidade) foi obtido através de uma
formula matematica que integra varios fatores: ID — Ingestao diaria de cobre toleravel; P
— Peso; %H20 — Percentagem de cobre ingerido atribuivel ao consumo de agua; ID H20
— Ingestdo diaria de agua.

mg
(IDX P x%H20) _ O'Skg—.d X60kg X10%
ID H20 2L/d

Guideline = =1,5mg/L - 2mg/L*

*Valor arredondado a unidade

Para os valores de Peso (P) e de Ingestao diaria de agua (ID H>0O) a WHO utilizou
os valores médios de 60Kg e 2L, respetivamente. Uma ingestdo didria toleravel
corresponde a quantidade de uma substancia presente nos alimentos ou na agua potavel,
expressa num peso corporal base, neste caso os 60Kg, que pode ser ingerida diariamente,
por um periodo de tempo indefinido sem riscos para a saude.

O Canadé e os Estados Unidos da América estabeleceram recentemente as doses
diarias recomendadas (DDRs) de cobre para as diferentes idades, posteriormente estas
DDRs foram também adotadas pela WHO.

A quantidade minima de cobre ingerida por dia por um individuo adulto e saudavel
ndo deve ser inferior a 12.5 ng/Kg e nunca superior a 10 mg/dia. No caso das criangas o

valor ndo deve ser inferior a 50 ng/Kg por dia.
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O consumo da dose diaria de cobre recomendada ¢ especialmente importante nas
mulheres gravidas para permitir um desenvolvimento saudéavel do feto e, depois, do
recém-nascido.

De um modo geral, a WHO recomenda para um individuo adulto e saudavel uma

ingestdo de cobre através da dieta didria de 1.2 miligramas.

Tabela 3. Doses diarias de cobre consoante a idade, adaptado de “Copper in Drinking-water

Background document for development of WHO Guidelines for Drinking-water Quality” WHO, 2004

Dose Diaria Recomendada de Cobre
Lactantes
Inferior a 6 meses 0.2 mg
Entre 6 — 12 meses 0.22 mg
Criancas
1 — 3 anos 0.34 mg
4 — 8 anos 0.44 mg
9 —13 anos 0.7 mg
14 — 18 anos 0.89 mg
Adultos
Superior a 19 anos 0.9 mg
Mulheres gravidas 1 mg
Mulheres amamentar 1.3 mg

Homeostase e Metabolismo

A homeostase configura o conjunto de processos que permite manter o meio interno
do organismo constante. Est4 estabelecido que o cobre € um oligoelemento essencial para
a sobrevivéncia de todos os organismos, desde bactérias até aos humanos. Para se
compreender a homeostase do cobre e a sua necessidade bioldgica, ¢ importante realgar
que o cobre ¢ um constituinte de varias proteinas, incluindo vérias enzimas com fungdes
vitais. O que o torna um elemento Unico ¢ a sua capacidade de adotar diferentes estados
de oxidagado, o estado oxidado Cu(II) ou o estado reduzido Cu(I). Consequentemente, 0s
seus 10es sdo cofatores que permitem a catalizagdo, (através de processos quimicos redox)
de varias proteinas que desempenham um papel bioloégico essencial ao crescimento e
desenvolvimento das células. Estas enzimas ao estarem envolvidas diretamente em varios
processos bioldgicos significa que, altera¢des nas suas atividades, conduzem, na maioria
dos casos, a estados de doenca ou condig¢des fisiopatoldgicas.

A facilidade com que o Cu muda de estado de oxidagdo/reducao pode também ser
potencialmente uma citotoxina (Pefia et al. 1999) quando € permitido que este se acumule
em excesso a nivel celular. O Cu tem a capacidade de catalisar reacdes que dao origem a

espécies de radicais livres, entre os quais, radicais hidroxilo. Estes radicais hidroxilo sao
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capazes de provocar danos celulares: oxidagao direta de proteinas, peroxidacao de lipidos
nas membranas e clivagem de moléculas de DNA e RNA. (Failla et al. 2001). O Cu tem
ainda grande afinidade para se ligar a histidina, cisteina e residuos proteicos resultando
desta ligacdo a desativagao destas proteinas. (Camakari et al. 1991)

Manter a homeostase e o correto metabolismo do Cu permite prevenir estas reagoes
adversas.

Este equilibrio ¢ ainda influenciado por varios fatores, incluindo o Cu absorvido
pela dieta, as suas interagdes com os outros nutrientes como o zinco e o ferro (Institute of
Medicine 2001). Gravidez, inflamagdo, doengas cronicas como a diabetes vao também
influenciar o metabolismo do Cu. (Turnlund J. et al, 1998)

O cobre obtido através da dieta dos humanos situa-se ente 0s 0.6 e os 1.6 miligramas
segundo Linder et al (1996) e provém de alimentos ricos neste elemento. Este Cu ingerido
¢ rapidamente absorvido e distribuido pelas proteinas que dele necessitam. Ao contrario
do que acontece com outros elementos metalicos, como o ferro, ndo parece existir grande
capacidade para armazenar Cu nos tecidos organicos. (Pefia et al, 1999).

E muito provéavel que o cobre tenha a capacidade de deslocar varios ides metalicos
em proteinas celulares, por mecanismos cataliticas ou estruturais. Sendo o Cu essencial,
mas também toxico em quantidades excessivas, € necessario que os organismos tenham
a capacidade de implementar mecanismos que permitam a excrecao do excesso de Cu, o
transporte de Cu através das membranas bioldgicas e, ainda, capacidade de distribuir o
cobre pelas proteinas que dele necessitam.

Para além disto, os mecanismos de regulagdo devem conseguir impedir a
acumulagdo de Cu em niveis toxicos. A importancia de manter este balangco homeostatico
equilibrado ¢ exemplificado pela existéncia de duas doengas genéticas humanas derivadas
de alteracdes no transporte de cobre: a doenca de Menkes e a doenca de Wilson. (Bull et
al. 1993)

A 1identifica¢do dos genes humanos alterados por estas patologias provocadas por
modifica¢des metabolicas do Cu e a caracterizagdo dos produtos que advém destes genes
¢ indispensavel para compreender a homeostase dos ides de Cu.

Como ja foi referido anteriormente, o Cu ndo ¢ tipicamente armazenado no
organismo. O seu armazenamento € raro, contudo existem disparidades na concentracao

de Cu nos diferentes tecidos, sugerindo diferentes concentragdes de cuproenzimas.

22



Desenvolvimento

As cuproenzimas estdo envolvidas na respiragdo celular, na defesa contra os

radicais livres, na fungdo de neurotransmissdo, na sintese de tecido conjuntivo e no

metabolismo celular do ferro e zinco.

Enzimas cupro-dependentes (Cuproenzimas)

Tabela 4. Enzimas cupro-dependentes e respetiva funcdo bioldgica, adaptado de “Essentiality of

copper in humans, Uauy et al 1998.

Enzimas cupro-dependentes

Funcio

Citocromo c-oxidase

Respiracao celular (mitocondria)

Superdxido dismutase 1

Defesa antioxidante

Tirosinase

Sintese de melanina, metabolismo de aminoacidos

Amino-oxidases

Desaminagdo das aminas primarias

Monoamina oxidase

Degradacdo da  serotonina, metabolismo de

catecolaminas

Diamina oxidase

Inativacdo da histamina, proliferacdo celular

Peptidilglicina-a-amina-
monooxigenase (PAM)

a-aminagdo de neuropéptidos

Proteina-lisina-6-oxidase
lisil-oxidase

ou

Ligagdo cruzada de colagénio e elastina

Ferroxidases

Oxidagdo do ferro, ligacdo do ferro a transferrina

Ceruloplasmina
(ou Ferroxidase 1)

Transporte de cobre e oxidagao
Transporte de ferro

Ferroxidases 11

Oxidacao dos ides de ferro

Dopamina-B-monooxigenase
(hidroxilase)

Sintese de catecolaminas

A citocromo-c oxidase ¢ uma proteina complexa da membrana mitocondrial

interna, € a ultima proteina na cadeia transportadora de eletrdes e catalisa a redugdo do
oxigénio molecular em agua, permitindo a sintese de adenosina trifosfato (ATP). (Failla
ML et al. 2001). Contudo, o caminho especifico responsavel pelo transporte de cobre até
a mitocondria ainda ndo ¢ conhecido, o que ndo impede esta reacdo de necessitar da
biodisponibilidade de Cu. (Leary et al. 2013). A atividade desta proteina ¢ maior no
cérebro e no figado.

Quando a sua fungdo se encontra comprometida por defeito ou deficiéncia ocorrem
sintomas de falta de ATP: miopatia, ataxia e tonturas. (Pefia et al. 1999)

Na COX (citocromo-c oxidase) estdo presentes trés atomos de cobre: a subunidade
I contem dois atomos de cobre envolvidos na transferéncia de eletroes da COX para um
grupo heme, a subunidade II contém um atomo de cobre que funciona como um redutor
do O». (Uauy et al. 1998)

A superdxido dismutase-1 (SODI) esta presente na maioria das células do corpo

humano, situa-se no citoplasma e protege os componentes intracelulares de danos
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oxidativos. (Turnlund et al. 1999) As suas concentragdes sao mais elevadas no cérebro,
tirdide e figado.

Cataliza a dismutagdo dos anides superoxido e estudos indicam que durante o
processo de catalise o cobre presente no centro ativo da SOD1 ¢ reduzido pelo substrato
0Oy dando origem a dois metabolitos: o oxigénio molecular, O>, em quantidade
predominante, e o peroxido de hidrogénio (H>0.). Proporciona, assim, uma defesa contra
os radicais livres de oxigénio.

Nenhum outro metal pode substituir o cobre do centro ativo da SOD1 porque sé o
Cu consegue atribuir capacidade catalitica a SOD1. Estudos demonstram que o cobre ¢
um dos principais componentes dos centros cataliticos de diferentes enzimas com fungdes
redox, sendo a sua presenca essencial para as suas fungdes fisioldgicas normais, como
respiragao celular, defesa contra radicais livres, sintese de melanina, biossintese de tecido
conjuntivo e metabolismo celular do ferro.

Se a atividade da SODI1 for comprometida ocorre, entdo, dano oxidativo de
componentes celulares.

A importancia da relacdo do cobre com a fungdo catalitica de algumas enzimas ¢
evidenciada em alguns estudos que relacionam mutag¢des na enzima SOD1 com historia
familiar de Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA). Mutagdes genéticas na SODI1 estio
presentes em cerca de 20 a 25% dos casos hereditarios de ELA; o interesse em perceber
de que maneira o cobre influéncia a atividade da SOD1 aumentou (Marx 1996).

Inicialmente, suponha-se que a morte das células neuronais estava relacionada com
a diminui¢do da dismutacdo de radicais livres, isto aconteceria devido a uma deficiéncia
na enzima SODI1 mas experiéncias subsequentes com mutantes inativos da enzima em
leveduras e ratinhos transgénicos sugeriu que o efeito toxico dos mutantes da SOD1 nos
humanos em situagdes de ELA estaria relacionado com o aumento de outra func¢ao e nao
com a diminuic¢ao da funcao da SODI.

Outras experiéncias demonstraram que o cobre quando ligado a SODI1 das células
neuronais com mutacdo devido a ELA, aumentava a viabilidade desta enzima em 30 a
70%. Estes e outros estudos permitem supor que o cobre € essencial a atividade da SOD1
e que alteragdes nesta enzima poderdo estar relacionados com manifestagdes patologicas
da ELA. (Uauy et al. 1998)

A tirosinase € uma proteina com fungdes enzimaticas que depende do cobre para
concretizar as suas atividades — ¢ uma oxidase. Cataliza a conversdo da tirosina em

dopamina e a oxidagdo da dopamina em dopaquinona. Intervém ainda, na sintese de
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melanina: estd envolvida em duas reagdes distintas, a hidroxilacdo de um monofenol e
em segundo lugar, a conversao de um o-difenol, que corresponde ao o-quinona. A
molécula de o-quinona ¢ submetida a varias reagdes para, subsequentemente, formar a
melanina, essencial para a prote¢ao da pele (Turnlund, 1999).

Quando a tirosinase estd comprometida com alguma alteragdo patologica, ocorre
despigmentacdo da pele, tornando este 6rgdo mais sensivel aos raios solares, aumentado
a incidéncia de melanomas.

Amino-oxidases

As amino-oxidases realizam a desaminacao oxidativa das aminas primarias. Sao
compostas por duas subunidades, cada uma contendo um atomo de cobre. Alguns estudos
demonstram que s6 uma destas sub-unidades contendo um atomo de cobre ¢ que é
essencial para catalisar a desaminacdo. (Sargentelli et al. 1995) O processo de
desaminacdo envolve a remog¢do do grupo amino dos aminoacidos, que ¢ libertado na
forma de amonia e que se transforma no cetoacido correspondente.

As amino-oxidases sdo essenciais pois estdo envolvidas no processo que permite
utilizar os aminoacidos da dieta para produzir energia. De entre as amino-oxidades
destacam-se as monoamino-oxidades e as diamino-oxidases. As primeiras sao
importantes para a degradag@o de serotonina e metabolismo de catecolaminas como a
epinefrina, norepinefrina e dopamina. As segundas inativam a histamina libertada durante
reagdes alérgicas e inativam também as poliaminas responsaveis pela proliferacao celular.
(Institute of Medicine 2001)

Outra amino-oxidase cupro-dependente ¢ a PAM (Peptidilglicina monooxigenase)
envolvida na sintese e ativacdo de varios péptidos, em especial neuropéptidos. Logo,
varias fungdes podem ficar comprometidas com possiveis deficiéncias desta enzima.

A lisil-oxidase (proteina-lisina-6-oxidase) utiliza a lisina e a hidroxilisina existentes
no colagénio e elastina para produzir o reticulado necessario ao desenvolvimento do
tecido conjuntivo dos ossos, dentes, pele, pulmdes e vasculatura. (Turnlund et al. 1999)

Quando esta enzima tem a sua atividade comprometida ocorrem, como € previsivel,
patologias nos tecidos conjuntivos, como rutura vascular, hemorragias e torsdo, 0ssos

fragilizados. (Pefia et al 1999)
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Ferroxidases

A ceruloplasmina ¢ uma proteina de elevada importancia para os seres humanos,
considerada insubstituivel, sendo o maior indicador do teor de cobre no organismo. E
uma oxidase que contém mais de 65% do cobre existente no plasma de espécies
vertebradas. Tem uma estrutura cristalina com, pelo menos, seis ides de cobre fortemente
ligados. Trés deles correspondem a cobre tipo I (pode formar complexos ou existir como
ido livre), envolvidos em processos de transferéncia de eletrdes. Os outros trés ides de
cobre estao localizados num tnico centro trinuclear, o qual corresponde ao local de
ativagdo do oxigénio durante o ciclo catalitico da enzima. (Kaplan et al. 1996)

Apresenta capacidades antioxidantes (Patel et al 2000) prevenindo danos nos
tecidos celulares por oxidagao dos ides de ferro e ajuda o efluxo do ferro armazenado nos
tecidos para ser utilizado na sintese de hemoglobina. (Faila et al 2001)

Sabe-se também que este complexo enzimatico desempenha funcdes ao nivel do
metabolismo de ferro, sendo a principal ferroxidase — ferroxidase 1. Converte Fe** da
ferritina (proteina de reserva de ferro nos tecidos) em Fe’' da transferrina (proteina
responsavel pelo transporte de ferro na circulagdo sanguinea).

Isto pode fazer supor que o cobre ¢ um causador secundério de algumas anemias,
visto todo este processo essencial ao metabolismo do ferro depender da ceruloplasmina e
esta por consequéncia depender do cobre para desempenhar a sua atividade bioldgica.
(Sargentelli et al 1996)

Como ja foi referido, a ceruloplasmina pertence ao grupo das ferroxidases, enzimas
cuprodependentes encontradas no plasma com fungdes no metabolismo do ferro, que
facilitam a sua ligagdo a transferrina, como por exemplo, a ferroxidase I que cataliza a
oxidagdo do ferro. (Turnlund et al 1999)

A dopamina-B-monooxigenase ou dopamina-f-hidroxilase (DBH) ¢ uma enzima
cupro-dependente que cataliza a reagdo que transforma dopamina em norepinefrina utiliza
oxigénio (O>) e liberta moléculas de agua (H>O).

Pertence a familia das oxidoredutases — enzimas que catalizam transferéncias de
eletrdes de uma molécula para outra. No caso, a DBH utiliza trés co-fatores essenciais
para o seu funcionamento, entre eles o cobre.

A DBH ¢ uma oxigenase que contém dois atomos de cobre em cada uma das suas
quatro subunidades. Esta enzima estd envolvida no processo de sintese de catecolaminas,
essenciais para a transmissdo neuronal do sistema nervoso central e estd presente na

glandula adrenal onde ¢ necessaria para a produgao de epinefrina. (Turnlund 1999)
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Como consequéncia de alguma deficiéncia ou defeito na atividade desta enzima
ocorrem sintomas relacionados com a pele e articulagdes, que ficam “soltas” e mais
fragilizadas. Podem, também, ocorrer perturbagcdes no equilibrio hipotaldmico:
hipotermia, hipotensao, desidrata¢ao e sonoléncia.

Proteinas (ndo enzimaticas) que se ligam ao cobre

Para além das enzimas cupro-dependentes, existem proteinas que apesar de ndo
serem enzimas também se unem ao cobre e desempenham um papel no seu transporte
pelo organismo: as Metalotioneinas (MTs). Albumina, Transcupreina, Factor de
coagulagdo V e Ligandos de Baixo Peso Molecular sdo exemplos de metalotioneinas.

As MTs sdo um pequeno grupo de proteinas ndo-enzimaticas, ricas em cisteina, que
sdo responsaveis por se ligarem ao cobre. Cada uma destas proteinas pode ligar-se a onze
ou doze atomos de cobre, bem como a atomos de zinco ou de cadmio. As MTs aparentam
desempenhar fungdes de armazenamento destes metais, recolhendo-os, quando em
excesso, da circulagdo sanguinea evitando situagdes de toxicidade.

A albumina ¢ a proteina com maior concentragdo no plasma e fluidos intersticiais.
Liga-se e transporta o cobre e, tal como as outras MTs, pode ligar-se ao cobre em excesso
nestes fluidos impedindo niveis toxicos. Estima-se que a fracao de cobre no plasma ligado
a albumina € cerca de 5 a 18%.

Recentemente isolada no plasma humano, a transcupreina, também se liga ao cobre
e apesar de as suas caracteristicas e fung¢des ainda ndo estarem bem definidas,
aparentemente desempenha um papel o transporte do cobre. Contudo, a ligacdo do cobre
a proteinas de transcupreina € inferior a percentagem de cobre ligado a albumina.

Por fim, o Factor de coagulagdo V ¢ um componente ndo enzimatico envolvido no
processo de coagulagdo sanguinea e que contém um atomo de cobre por cada molécula.
Apesar de isto fazer supor que deficiéncias em cobre poderdo induzir problemas de
coagulacdo, isso na realidade ndo se verifica. Logo, a fun¢do do cobre nesta proteina ainda
nao esta completamente esclarecida.

Ligandos de Baixo Peso Molecular sdo aminodcidos e pequenos complexos
péptidos que podem transportar uma pequena quantidade (1 a 4%) de cobre presente no
plasma sanguineo. Histidina, glutamina, treonina e a cisteina sdo exemplos de
aminoacidos que se ligam ao cobre presente no plasma, conseguindo unir-se a pelo menos
um atomo de cobre. A fun¢do destes ligandos de baixo peso molecular que se ligam ao

cobre ainda ndo esta bem esclarecida, apenas um complexo cobre-péptido foi isolado do
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plasma humano — glicil-histidina-lisina — mas pensa-se que estejam relacionados com o
transporte de cobre para as células.

Contudo, pode supor-se que se existir alguma deficiéncia nestas proteinas podem
ocorrer niveis toxicos de cobre na circulagdao sanguinea visto estas serem possivelmente
transportadoras e “sequestradoras” do cobre em excesso no sangue € plasma.

Existem ainda trés proteinas, que ndo pertencem ao grupo dos ligantes de baixo
peso molecular e que também ndo tém fun¢des enzimaticas, mas que aparentemente
também té€m i1des de cobre ligados as suas moléculas: a proteina prido, a hepaesteina e o
percursor de proteinas B-amildide. As fungdes destas proteinas nao estao completamente
claras, mas relaciona-se a proteina prido com o transporte ¢ captagdo de cobre envolvido
nas sinapses nervosas. Alteragdes nesta proteina podem provocar mudancas nos padroes
de sono e possivel insonia fatal e podem ainda estar relacionadas com a doenga de
Creutzfeld-Jacob (perturbagdo cerebral caracterizada por perdas de memoria, postura
rigida e ataques epiléticos), e com a sindrome Gerstmann-Straussler-Scheinker, raro e
com caracteristicas neurodegenerativas fatais.

A hepaesteina, por sua vez, estd envolvida no metabolismo e na homeostase do
ferro e, possivelmente, do cobre (Chen et al 2006). Pertence, provavelmente ao grupo das
ferroxidases. Sendo responsavel pelo transporte do ferro proveniente da dieta alimentar e
pelo transporte do ferro dos enterdcitos (existentes no intestino) para o sistema
circulatorio.

Como ja foi referido, as ferroxidades sd@o dependentes do cobre e a hepaesteina nao
¢ excecdo. A maior percentagem de hepaesteina € encontrada no intestino delgado,
especialmente nas células epiteliais das vilosidades intestinais, os enterdcitos. Supde-se,
que € nos enterdcitos, onde ocorre a absor¢do do ferro, esta proteina transforme o ferro 11
em ferro III, mais facilmente absorvido. A hepaesteina foi encontrada em menor
percentagem no co6lon, no bago, nos rins, nas células mamarias e na placenta, mas a sua
funcao biologica nestes tecidos ainda ndo foi estabelecida.

A hepaesteina pode ainda estar relacionada com o transporte e armazenamento de
cobre impedindo niveis toxicos. Pensa-se que cada proteina de hepaesteina se ligue, a
pelo menos, seis i0es de cobre (Chen et al 2006). Anemias ligadas ao sexo podem ser
consequéncia de deficiéncia desta proteina (Pena et al 1999).

Quanto ao precursor proteico B-amiloide, € uma proteina integrante das membranas
biologicas expressa em varios tecidos mas as suas func¢des sdo desconhecidas. Supde-se

que possa estar relacionada com a regulagdo das sinapses, na plasticidade neuronal
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(capacidade do cérebro em formar novas conexdes sindpticas) € com o transporte de ferro;
deficiéncias nesta proteina aparentam estar relacionadas com histdria familiar da doenca
de Alzheimer (Priller et al 2006, Turner et al 2003, Duce et al 2010).

Componente essencial para a expressao genética

Os metais desempenham um papel importante na biologia sendo essenciais a vida,
constituem um produto nutricional indispensavel e consoante as suas caracteristicas
podem agrupar-se em trés grupos. O primeiro grupo, do qual o zinco pode ser um
exemplo, providéncia cofatores essenciais para uma grande variedade de metaloproteinas,
sendo toxico s6 em quantidades muito elevadas. O segundo grupo, ao qual pertencem
elementos como o cadmio, ndo tem valor nutricional e sdo bastante toxicos mesmo em
baixas concentracdes. Por fim, o terceiro grupo é composto por metais como o cobre, que
sdo essenciais para a vida sendo cofatores de inimeras enzimas mas a0 mesmo tempo
podem ser bastante toxicos para as células.

De fato, devido as alteracdes nas concentragdes dos elementos metalicos no nosso
ambiente quer provocadas pela dieta, zona onde se habita ou poluentes, é necessario que
os organismos consigam aceder as concentracdes de metais existentes sabendo responder
de forma fisiologica significativa.

Um dos exemplos mais relevantes da existéncia de respostas bioldgicas consoante
as concentracdes dos elementos metalicos ¢ a ativagdo ou repressdo de genes de
transcri¢do. A transcri¢do de genes regulada por metais (entre eles o cobre) ja foi bem
documentada por vérios investigadores, entre eles O’Halloran que em 1989 desenvolveu
um estudo sobre o desempenho dos i0es metalicos nos sistemas bioldgicos.

Muita informagdo sobre como estes processos podem ocorrer € de quais os
mecanismos bioquimicos envolvidos ja ¢ conhecida. Os metais representam uma classe
importante como reguladores de alguns fatores de transcricdo em células eucariotas.
Estudos em leveduras permitiram a identificagdo de alguns mecanismos de agdo dos
fatores de transcri¢do regulados pelo cobre (Uauy et al 1998).

O desempenho do cobre em relacdo as proteinas que se ligam a este elemento a fim
de regular processos de transcrigdo - proteinas que se ligam ao cobre - foi ja demonstrado
para alguns fatores de transcricdo: Acel, Macl e Amtl. Estas proteinas atuam a nivel
fisiologico como fatores de transcricdo e possuem um dominio obrigatério do cobre,
necessario para a ligacdo ao ADN. Os fatores de transcricdo podem ainda servir como
“sensores” da concentragdo intracelular de cobre ou participarem na ativagdo ou

desativag@o de processos da transcrigao.
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Os mecanismos de transcri¢ao regulados por Acel e Amtl envolvem a ligagao
especifica, induzida pelo cobre, do fator de transcri¢do ao promotor da metalotioneina
(MT). Outra proteina reguladora, encontrada também em leveduras, ¢ a Cup9. Esta
proteina atua como um fator transcricional que regula a expressao dos genes envolvidos
na distribuicao intracelular de cobre (Uauy et al. 1998).

Elementos que respondem a metais (MRE’s) tém sido encontrados em todos os
promotores das metalotioneinas das células eucariotas, caracterizados por uma série de
repeticoes dos pares de bases.

Uma importante caracteristica dos fatores de transcricdo dependentes do cobre —
Acel, Amtl e Macl — ¢ a sua associagdo com outros genes relacionados com processos
fisiologicos, o promotor da SOD1 possui um Unico sitio de ligagdo para o Acel que regula
a transcricdo da molécula de SOD1 e de MT. O fator de transcrigdo Macl também
desempenha um papel essencial ao regular a transcricdo de dois genes: FREI, que
codifica uma proteina da membrana plasmatica associada a redugio de Cu** e Fe** e o

CTT1 que codifica a catélise citoso6lica.
Tabela 5. Fatores de transcri¢do dependentes do cobre, adaptado de “Metal-regulated transcription in
eukaryotes”, Thiele 1991, “Essentialy of copper in humans”, Uauy 1998 e “a delicate Balance: Homeostatic

controlo f copper uptake and distribuition”, Pefia et al 1999

Fatores de transcri¢cdo e genes alvo Funcao
Macl
MT Armazenamento celular de cobre e
tampao
CTT1 Catalise citisolica
FREI1 Redutase cobre/ferro da membrana
Amtl
MTIL MTlo, MTIIB Armazenamento celular de cobre e
tampao
SODI1 Dismutacao de superoxido
Acel
MT Armazenamento celular de cobre e
tampao
SOD1 Dismutag¢do de superoxido
Cup9 Distribui¢do celular de cobre

A partir destes estudos que relacionam o cobre com a expressao genética, admite-
se que a auséncia de cobre (pelo menos em leveduras e mamiferos) provoca danos
dramaéticos nos processos celulares, como na proliferagdo, crescimento e atividade

metabolica destes organismos e, muitos destes danos, estdo relacionados com disfungdes
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dos fatores de transcricdo dependentes do cobre, sugerindo que o cobre terd um papel

fundamental na fisiologia das células eucariotas.
Figura 1. Modelo da transcri¢do regulada pelo cobre, adaptado de “Essentiality of copper in

humans”, Uauy 1998
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Nesta figura os i1des de cobre entram no nucleo da célula eucariota e ligam-se as
proteinas reguladoras da transcricdo — Acel, Amtl e Macl — ao unirem-se ao cobre a sua
estrutura terciaria altera-se, tornam-se ativas e prontas para interagir com a sequéncia
especifica dos elementos que respondem aos metais (MRE's).

No caso das proteinas reguladoras Acel, Macl e Amtl o cobre funciona como fator
alostérico dos fatores de transcri¢do e € absolutamente necessario para a unidao ao ADN.
No caso da Cup9, uma proteina reguladora da transcricdo que apesar de se assumir que
esta envolvida no processo de distribuigdo de cobre ao nivel intracelular, ndo se conhece
o seu gene alvo.

Sendo assim, existe uma necessidade de realizar mais estudos sobre os mecanismos
de transcricdao regulados pelo cobre, especialmente no ambito da fisiologia humana, de
modo a correlacionar o cobre com a sua intervencao ao nivel genético.

Absorcao e biodisponiblidade

O cobre proveniente da dieta comega por ser absorvido no estdbmago. Ao contrario
dos outros metais, uma pequena por¢ao do cobre biodisponivel ¢ absorvido logo no
estdmago, fator que tende a ndo ser muito relevante visto, o processo digestivo ainda ndo
estar completo nesta fase (Pefia et al 1999)

E no duodeno e jejuno-ileo, por¢des que continuem o intestino delgado, que a
ocorre absorcdo do cobre. Cerca de 20% a 70% do cobre ingerido ¢ absorvido. Nos

adultos a absor¢ao méaxima ¢ de 50% do cobre disponivel e nas criangas ¢ de 77%.
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A absor¢ao pode ser afetada por ligandos ou outros metais. O tipo de ligandos, a
solubilidade e estabilidade que estes componentes formam com o Cu no limen intestinal
tem grande influéncia na absor¢do de Cu. O transporte de Cu através do lumen intestinal
envolve mecanismos de transporte ativo bem como mecanismos de difusao.

A capacidade para absorver Cu ¢ idéntica nas diferentes por¢des do intestino
delgado.

Estudos feitos com ratinhos permitiram verificar que a absor¢ao de Cu em ratinhos
bebés ndo ¢ um processo que dependa de transporte ativo, como acontece nos ratinhos
adultos, mas sim de co-transporte ¢ de difusdo utilizando a 4gua como solvente.

Verificou-se ainda que uma diminuicdo de sddio no limen intestinal ou inibi¢ao do
transporte de sddio prejudica a absor¢do de Cu.

Quanto as MT’s, verificou-se que existem em maior quantidade em ratinhos adultos
e apenas nestes, parecem ter alguma influéncia na absor¢cao de Cu. Quando existe uma
biodisponibilidade elevada constante de Cu, as Mt’s parecem ter a capacidade de reduzir
a absor¢do de Cu. Contudo, ndo parecem ser responsaveis por casos de retencao de Cu
em ratinhos bebés, pois parecem nao desempenhar qualquer papel em ratinhos que ainda
ndo atingiram a maturidade.

Utilizando is6topos estaveis, verificou-se que com o aumento de Cu fornecido pela
dieta a percentagem de Cu absorvido diminui. Por exemplo, ao aumentar o fornecimento
de Cu da dieta de 0,8 mg/dia para 7,5 mg/dia (um aumento cerca de 10 vezes superior), a
absor¢ao apenas sofreu um ligeiro aumento.

Para além disto, com uma elevada quantidade de Cu fornecida na dieta, a retencao
de Cu diminui para 12% enquanto o organismo pode reter ate 65 a 67% da dose
disponivel.

Assim a absorc¢do, parece encontrar um ponto de equilibrio entre os 0,8 e os 1,0
mg/dia de Cu de modo a manter a homeostase.

Um aumento excessivo no fornecimento de Cu na dieta faz com que
percentualmente a sua absor¢do diminua, bem como o oposto, se a dieta apresenta uma
escassez no fornecimento de Cu o organismo tende a absorver o maximo que consegue
da dose disponivel. Pode-se, entdo, afirmar que a absor¢do, em determinadas
circunstancias, ajuda a manter a homeostase nos niveis fisiologicos de Cu (Wapnir, 1991).

Até hoje pouco se sabe sobre os mecanismos de transporte que envolvem o Cu e a
sua regulacdo na absor¢do ao nivel do limen intestinal. Sabe se, no entanto, que a bomba

Na/ATPase estd envolvida na transferéncia do Cu presente nos enterdcitos no limen para
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o corrente sanguinea. Sendo este o ponto de partida para a sua distribui¢ao pelo organismo
(Turnlund 1991).

A biodisponibilidade de Cu depende maioritariamente da sua absorcdo. A
quantidade de cobre obtido através da dieta parece ter maior influéncia que a propria dieta
ou algum componente especifico da mesma (Turnlund 1989).

Para além disto, a biodisponibilidade de Cu depende ainda de outros fatores, como
por exemplo, interagdes com outros nutrientes (Lonnerdal 1996).

No caso dos humanos, os potenciais antagonistas do cobre incluem o zinco, ferro e
o acido ascorbico. Doses elevadas de ferro ou zinco, na auséncia de uma quantidade
suficiente de cobre para colmatar esta discrepancia, podem levar a um desequilibrio
homeostatico do cobre no organismo, provocando deficiéncia deste elemento (Ralph et
al. 2001). Como exemplo de um ratio de ingestdo didria destes elementos que favorece o
equilibrio homeostatico ¢é: 30mg de ferro, 15mg de zinco e 2mg de cobre (Institute of
Medicine 1990).

Interagdes com outros nutrientes
e Zinco

Doses elevadas de zinco provenientes da dieta diminuem a absor¢do de cobre,
aumentando a quantidade deste elemento retido nas células da mucosa intestinal, sendo
depois eliminado por via fecal, aumentando as concentragdes de cobre nas fezes
(Hoffman et al 1998). Um excesso de zinco induz as MT’s intestinais a capturem este
zinco mas durante este processo, como tém mais afinidade para o cobre, capturam
também moléculas de cobre. Como resultado, o Cu fica unido as metalotioneinas,
reduzindo o seu transporte para o plasma (Ralph A. et al 2001). Por esta razao,
quantidades elevadas de zinco podem ser utilizadas com fungao terap€utica no tratamento
de doengas provocadas por acumulagdo excessiva de cobre (Doenca de Wilson),
(Lonnerdal B. 1998).

Apenas doses de zinco muito superiores a dose diaria recomendada podem provocar
deficiéncia em cobre em adultos saudaveis, contudo esta margem diminuem em bebés e
criancas (Danks 1988). Por exemplo, um bebé de 13 meses pode desenvolver uma
deficiéncia em cobre como resultado de um consumo de zinco didrio 3 a 5 vezes superior
ao recomendado (Botash et al. 1992).

Doses excessivas de zinco devem ser evitadas, especialmente em grupo de maior
risco como mulheres gravidas ou a amamentar e criangas. Os suplementos de zinco,

apesar de serem comuns na gravidez, devem ser prescritos com a devida ateng¢do, visto
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muitos deles conterem também ferro (outro potencial competidor do cobre na absor¢ao
intestinal) e sem a devida quantidade de cobre pode existir a possibilidade de dar origem
a uma deficiéncia de cobre no organismo.

Em situacdes de deficiéncia em cobre induzidas por doses excessivas de zinco uma
das solugdes mais faceis e eficazes de resolver o problema ¢ a administragdo oral de
suplementos de cobre (Turnlund 1999).

e Ferro

Estudos recentes demonstraram que o cobre ¢ essencial para o transporte eficiente
de ferro nos animais ¢ humanos. Uma biodisponibilidade reduzida de cobre pode dar
origem a sintomatologias ligadas a falta de ferro, como por exemplo, anemias. Estas
situagdes sdo muitas vezes resolvidas por suplementos de cobre, ¢ ndo de ferro,
adicionados a dieta, aumentando assim a eficacia do organismo em transportar e absorver
o ferro biodisponivel (Pefa et al 1999).

Contudo, o excesso de ferro parece provocar uma diminui¢dao do cobre disponivel,
ainda nao se sabe ao certo os mecanismos envolvidos mas estudos demonstram que existe
uma relagdo entre a deficiéncia em cobre e a acumulagdo de ferro no figado e no limen
intestinal (Turnlund 1999)

e Acido Ascérbico

O 4cido ascorbico parece estar envolvido na absorc¢ao gastrointestinal de cobre mas
também nos mecanismos transporte para o figado e no metabolismo intracelular de cobre.
Alguns estudos realizados em animais demonstraram que a ingestdo de acido ascorbico
em doses relativamente mais elevadas que a DDR pode causar deficiéncia em cobre,
contudo ainda ndo se sabe qual a relacdo especifica entre o acido ascorbico e o cobre.
(Turnlund 1999) (Lonnerdal 1998)

e Molibdénio

Interacdes entre o cobre e o molibdénio foram descritas pela primeira vez em
ruminantes. Um ligeiro excesso de molibdénio na presenga de sulfidos produz efeitos
toxicos e, de seguida, deficiéncia em cobre. Uma dieta rica em molibdénio aumenta a
quantidade de cobre excretado na urina e supde-se que o equilibrio possa ser restaurado
com um aumento da dose de cobre. Pouco se sabe sobre os mecanismos que relacionam

0 molibdénio com o cobre (Turnlund 1999).
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e Hidratos de Carbono

Estudos realizados em ratos demonstraram que o tipo de hidratos de carbono
ingeridos altera a taxa e a gravidade com que o cobre sofre deplecdo (reducdo da
quantidade em meio celular). Os ratos t€m menos probabilidades de terem deficiéncia em
cobre se ingerirem hidratos de carbono provenientes do amido de milho do que da frutose
ou sacarose. Por outro lado, estudos em porcos (com sistema gastrointestinal mais
semelhante aos humanos) ndo se verificaram estas interagdes. Sendo assim, supde-se que
nos humanos nio exista qualquer relagao entre o tipo de hidratos de carbono ingeridos e,
consequente, probabilidade para desenvolver deficiéncia em cobre. Contudo, ainda pouco
se sabe sobre este tema (Schoenemann et al 1990).

Polimeros da glucose aumentam o co-transporte de Cu com a dgua, que funciona
como solvente, aumentando a absor¢do de Cu. Sendo assim, a substituicao de glucose por
frutose ou sacarose reduz biodisponibilidade de cobre (Wapnir 1995).

Com grandes concentragdes de aminoacidos, os péptidos podem ligar-se ao Cu no
limen intestinal reduzindo a sua absor¢do. Em concentracdes moderadas, porém, estes
péptidos podem reduzir a formagdo de moléculas de hidroxido de cobre e aumentar a
absor¢ao de Cu. Acidos organicos, tais como citrato, malato ou lactato ao aumentarem a
solubilidade do meio vao aumentar a absorc¢ao de Cu.

O Cu pode ainda interagir com alguns firmacos ou outros elementos que
influenciem a sua absor¢do. Contudo, pouco se sabe sobre interacdes de Cu com
farmacos. A penicilamina ¢ usada como quelante enddégeno do Cu para o tratamento da
doenga de Wilson, pois liga-se ao Cu e forma um complexo que ¢ excretado na urina
aumentando eliminagao diaria de Cu.

Os antiacidos podem interferir com a absor¢do de Cu, quando sdo utilizados em
quantidades excessivas. Visto que, uma producdo adequada de HCL géastrico facilita a
digestdo, potenciando a biodisponibilidade de Cu no intestino delgado. A existéncia de
um pH mais alcalino no intestino vai diminuir a biodisponibilidade de Cu devido a
formagao de hidroxidos de cobre e complexos de cobre que levam a sua excrecao.

A fibra presente na dieta apesar de influenciar a absor¢ao de outros metais parece
ndo ter grande influéncia na absor¢do de Cu. Contudo, este aspeto ainda ndo esta

confirmado.
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Tabela 6. Fatores que influenciam a absorc¢do de cobre no trato-gastrointestinal

Fatores que potenciam a absor¢dao de
cobre

Fatores que reduzem ou inibem a absor¢ao
de cobre

Digestao gastrica adequada

Diminui¢do do sédio biodisponivel no
limen

Concentragdes moderadas de aminoacidos
e péptidos no lumen intestinal (reduz a
formacao de hidroxido de cobre)

Concentragoes elevadas de aminoacidos e
péptidos

Acidos gordos (aumentam a solubilidade
do cobre)

I0es divalentes que competem com o
cobre (ferro e zinco)

pH alcalino

pH écido

Transporte e Distribuicido

Depois da absorcdo, segue-se a distribui¢ao do cobre pelo organismo. O cobre ¢
transportado ligado a albumina e a transcrupeina e a outros ligandos de baixo peso
molecular. Uma pequena quantidade de cobre pode ligar-se péptidos e aminodacidos,
especialmente a histidina (Linder 1991, Frieden 1986).

O cobre recém absorvido desaparece rapidamente do plasma. A maior parte ¢&
levada para o figado através da circulagdo portal e uma pequena parte € transportada para
o rim. Ao chegar ao figado o cobre ¢ incorporado pela ceruloplasmina (processo que
demora s6 algumas horas). Algum cobre ¢ incorporado por MT’s, particularmente quando
a quantidade de Cu disponivel ¢ elevada.

E possivel que as MT’s desempenhem um papel na desintoxica¢io celular
(Bremmer 1987).

O papel desempenhado pelo cobre no rim é desconhecido mas ¢ provavel que seja
filtrado e reabsorvido (Danks 1988).

O cobre ligado a ceruloplasmina € libertado do figado para a corrente sanguinea e
recebido pelas células com recetores especificos. A ceruloplasmina une-se a estes
recetores especificos, o cobre ¢ reduzido, liberta-se da ceruloplasmina e entra nas células
(Harris 1990).

No interior das células do limen intestinal o cobre interage com as MT’s (Danks
1988), pequenas proteinas responsaveis por “sequestrarem’ o cobre disponivel. As MT’s
atuam principalmente ligando-se ao cobre em excesso e desintoxicarem as células (Danks
1988). Contudo, ndo ¢ muito claro que as MT’s participem na absor¢ao normal de cobre

ou se conseguem prevenir a absor¢do do mesmo quando em excesso.
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O figado ¢ o principal 6rgao do metabolismo do cobre. Uma vez no figado, o cobre
¢ incorporado em enzimas que necessitam de cobre para serem ativadas e em proteinas
que s3o levadas para a corrente sanguinea (Ralph 2001). A maior parte do cobre ¢
transportado até ao figado e incorporado pela ceruloplasmina (Turnlund 1991).

Até recentemente, a ceruloplasmina era considerada como a unica proteina
responsavel pelo transporte de cobre até as células (Kuo, 2001). Contudo, estudos
recentes demonstraram que pacientes com aceruloplasmina (niveis reduzidos de
ceruloplasmina) continuavam a ter um metabolismo do cobre relativamente normal, ou
seja, o cobre continuava a conseguir chegar as células de todo o organismo. Isto veio
contrariar a ideia que a ceruloplasmina seria a Unica transportadora de cobre.

Investigacdes recentes, relativamente a captagdo de cobre por parte das células em
bactérias Gram positivas (Gram+), as Enterococcus hirae (E.hirae), t€m permitido obter
excelentes informagdes sobre 0 mecanismo de transporte celular de Cu (Pefia et al 1999).

Na E, hirae um operao que contém cinco genes — copX, Y, Z, A ¢ B — desempenha
um papel fundamental no metabolismo do cobre. As proteinas traduzidas por esse gene
CopA e Cop B sdo proteinas da membrana, necessarias ao transporte de Cu para dentro
da célula e permitem ainda a saida de Cu da célula quando estd em niveis elevados.

A CopB ¢ a unica proteina transportadora de Cu com capacidade (bioquimicamente
demonstrado) de impedir a acumulacido de Cu no interior da célula. Consistente com a
sua func¢do bioquimica, quando se destroi esta proteina — CopB — a E.hirae hipersensivel
ao Cu, ndo desempenhando o seu papel de expulsdo de Cu do interior da célula quando
em excesso.

A proteina CopA estd envolvida no transporte de varios metais, incluindo no
transporte e distribui¢do de Cu. Se o gene que expressa a CopA for eliminado ndo ocorrem
efeitos significativos na resisténcia da E.hirae ao Cu, contudo, células sem este gene
param de crescer ao fim de trés dias em contacto com Cu, isto pode sugerir que esta
proteina desempenha um papel indispensavel no transporte de Cu para até as células.

Estudos iniciais utilizando organismos procariotas forneceram valiosas
informagdes sobre o mecanismo intracelular do Cu e permitiram servir de base para
compreender este mecanismo nas células eucariotas.

Para perceber o mecanismo de transporte do 130 cobre em células eucariotas foram
realizados estudos utilizando leveduras, entre elas a Saccaromyces cerevisiae.

Esta levedura escolhida devido a sua simples biologia molecular, permite isolar os

transportadores de Cu e como o seu genoma ¢ totalmente conhecido ¢ possivel isolar e
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estudar genes mutantes. Contudo, ndo € possivel observar o comportamento dos factores
de transcricado Acel e Macl, os homdlogos humanos dos fatores de transcricdo das
leveduras, ja identificados e envolvidos no metabolismo de Cu (Koch et al 1997) (Jensen
et al 1998).

Novas evidéncias genéticas sugerem que a CTR1, uma proteina transportadora de
cobre ¢ essencial para o crescimento embriondrio, bem como para transportar o cobre até
ao cérebro (Uauy, 1998) (Kuo 2001).

Supdem-se que esta proteina especifica transportadora de Cu— CTR1 - desempenha
um papel essencial neste processo.

A hCTRI ¢ uma proteina especifica com elevada afinidade para o transporte de Cu,
composta por 190 aminoacidos e com elevada homologia com as proteinas
transportadoras de Cu das leveduras - CTR1 e CTR3. Sugerindo, entdo, que ao longo do
processo evolutivo, as proteinas transportadoras com elevada afinidade para o Cu nos
mamiferos podem ter origem na CTR1 e na CTR3 das leveduras.

A hCTRI1 tem trés dominios, o terminal amino ¢ rico em residuos de metionina e
histidina. Semelhante aos residuos de metionina existentes no terminal amino da CTRI1
das leveduras. E expressa em todos os 6rgdos e tecidos examinados, com o figado,
coragdo pancreas, a exibir os niveis mais elevados, os intestinos um nivel de expressao
intermédio, enquanto o cérebro e os musculos apresentam os niveis de expressao mais
baixos (Lee et al 2002).

O processo de transferéncia do Cu(I) para a hCTR1 ¢ mediado por redutases da
membrana apical que reduzem o Cu(Il) proveniente da dieta para Cu(l), visto que a
hCTRI1 tem afinidade para o Cu(l). esta proteina transportadora situa-se na membrana
dos enterdcitos. (Hordyjewska et al, 2014)

Estudos recentes sugerem que a hCTR1 ¢ regulada por um mecanismo pos-
translacional que estimula a endocitose de cobre e a degradagao do transportador.

Em ratos heterozigoticos, com mutagdes na CTR1 (homodloga da hCTR1 humana)
apresentam defeitos na acumulagdo de cobre e uma reducao da atividade da COX e em
ratos com CTR1 totalmente deficiente apresentam alteracdes profundas no crescimento e
desenvolvimento, pelo que morrem ainda durante a gestacdo. Isto parece demonstrar o
papel essencial da CTR1 como transportadora de Cu para as células dos mamiferos
mesmo durante o processo gestacional (Lee et al 2002)

A CTR1 foi inicialmente identificada, através de ADN complementar, nos

processos respiratorios de leveduras, em especial na Saccharomyces cerevisiae.
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A estas leveduras foram induzidas mal formagdes no processo de transporte de Cu
através da inibicao da expressao genética da CTR1 e da CTR3, proteinas transportadoras
com elevada afinidade para o Cu (Pefia et al 1999).

A CTRI1 parece ser a responsavel pelo transporte de Cu através da membrana, nao
parecendo necessitar de ATP para o transporte do cobre.

Apesar de ndo se conhecer o exato mecanismo de captacdo do Cu pelas células da
levedura, este processo parece iniciar-se com a redugdo de Cu(Il) para Cu (I) através de
redutases existentes na membrana, as FRE's: a transcri¢do da FRE2 e FREG6 ¢ regulada
pelo ferro, por meio de um fator de transcri¢ao — Aftl — que responde a presenca de ferro.
Enquanto a propria presenga de Cu controla a transcricdo de FRE1 e FRE7 através da
ativacao de outro fator de transcricdo — Macl (Pena et al. 1999). Devido ao seu papel
essencial na redu¢dao de Cu(Il) e de Fe (III) e a sua elevada afinidade para captar estes
metais, a transcri¢ao da FRE1 ¢ controlada por ambos os fatores de transcricao Aftl e
Macl, em resposta ao Fe e ao Cu respetivamente.

As alteragdes cromossomais da CTR1 na S.cerevisiae resulta no aparecimento de
varios fenotipos com reduzida afinidade para a captagao de cobre, provocando problemas
de crescimento, deficiéncia respiratoria devido a incapacidade de fornecer Cu ao
citocromo oxidase, desregulagdo no equilibrio do stress oxidativo provocado pela falta
de incorporagdao do Cu na superoxido dismutase e, por fim, incapacidade de ativar as
metalotioneinas, sendo o Cu necessario para ativar os seus fatores de transcrigao.

A CTRI1 ¢é composta por 406 aminoacidos e nos seus terminais encontram-se
residuos de cisteina, tirosina e fenilalanina. Contudo, ainda ndo se conhece a verdadeira
importancia destes residuos no transporte de Cu.

Quando os niveis de Cu excedem a Km (constante de Michaelis) - definida como a
concentragdo para a qual a velocidade da reagdo enzimatica ¢ metade de velocidade
maxima - ¢ ativado um mecanismo de degradacdo especifico da CTRI1, isto representa
um novo mecanismo de degradacao de proteinas da membrana plasmatica.

Estudos utilizando estirpes mutantes de leveduras com alteragdes na via endocitica
revelaram que neste processo de degradacdo ndo ¢ necessario que a CTRI esteja no
interior da membrana nem no vactiolo, onde habitualmente se realiza a degradacao das
proteinas.

Outra proteina transportadora com elevada afinidade para o Cu ¢ a CTR3, composta
por 241 aminoacidos com 11 residuos de cisteina, ndo se conhecendo também a sua

importancia para o transporte de Cu por parte desta proteina.
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A CTRI e a CTR3 podem funcionar independentemente uma da outra para
transportarem Cu para a célula.

Células que possuem ambos transportadores de Cu apresentam maiores vantagens
de crescimento em situagdes de escassez de Cu. A CTR1 e a CTR3 podem, ainda,
funcionar alternadamente mantendo sempre uma elevada afinidade para o Cu mas,
existem poucas semelhancas na sua sequéncia de aminoacidos.

Estudos recentes indicam que a entrada de Cu na célula também pode ser feita por
trés mecanismos, com afinidade para o Cu, que envolvem a redutase FET4. As condigdes
fisioldgicas que ativam estes mecanismos de baixa afinidade ainda ndo estao definidas.

Até agora, nenhum dos mecanismos de entrada do ido Cu nas células eucariotas
parece envolver a necessidade de ATPases, ndo sendo explicito o que fornece energia
para conduzir os ides Cu através da membrana plasmatica. Como alternativa, supde-se
que o potassio (outro ido0) atue como for¢a motriz, contudo neste processo pode estar
envolvido o uso de ATP (Peiia et al 1999).

Outras experiéncias recentes mostraram que quando o cobre ¢ transportado até as
células e ¢ entregue por moléculas especificas ou por componentes submoleculares
através de vias especificas. Isto acontece pela formag¢ao de complexos com pequenas
proteinas citosolicas conhecidas como chaperons, como a Atox1, Cosl7 e CCS. Estes
chaperons estdo entre as proteinas que transportam cobre para a via secretora, para
mitocondria e para a formagao de Cu/Zn SOD (Pefia et al 1999).

As proteinas envolvidas no transporte de Cu partilham funcionalidades modulares.

A identificagdo de proteinas moduladoras de Cu em modelos criados em laboratorio
tem levado a descoberta de proteinas homologas em mamiferos, consecutivamente em

humanos.
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Figura 2. Transporte e distribuicdo do cobre em Saccharomyces cerevisiae, adaptado de Pefia et al. 1998.

Saccharomyces cerevisias

1. Cu (I) ¢ inicialmente reduzido a Cu (I) pelas redutases FRE1/FRE2 presentes na
superficie da membrana plasmatica (antes da entrada na célula)

2. A entrada do ido Cu(I) na célula ¢ mediada pelas proteinas transportadoras de alta
afinidade para o Cu, CTR1 e CTR3.

3. No interior da célula Cu(l) liga-se aos chaperons Atx1, Cox17 e CCS, de modo a ser
transportado especificamente para a via secretdria, mitocondria e SOD, respetivamente.
4. Na via secretoria, Ccc2 recolhe o Cu(I) de Atx, seguindo a incorporacao de Cu(I) pela
ferroxidase Fet3. A Fet3 forma um complexo com a permease do ferro Frtl e ambas as
proteinas sdo responsaveis pela elevada afinidade da membrana plasmatica na captacao
de ferro.

5. Na mitocondria Cu(I) ¢ entregue pela Cox17 e ¢ incorporado pela Citocromo-C-
Oxidase, processo que necessita das proteinas Socl e Soc 2 (homologas).

6. CCS entrega o Cu(I) especificamente ao complexo Cu/Zn, SOD presentes no citosol.
Atualmente nao se conhece ao certo quais sao os chaperons que vao incorporar o Cu(I)
até as metalotioneinas, Cupl e Crs5 existentes no citosol. Ou quais os chaperons que

conduzem o Cu(]) até ao fatores reguladores de transcri¢do Acel e Macl e até ao vacuolo.
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Estes estudos realizados em leveduras, especialmente em Saccharomyces
cerevisiae, permitiram estabelecer situacdes homodlogas no transporte de distribui¢ao de

Cu nos mamiferos, incluindo nos humanos.

Figura 3. Modelo da absorg¢ao e transporte de Cu ao nivel dos 6rgdos e tecidos, adaptado de Peiia et al
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Na figura 3 observa-se um modelo da absor¢ao e distribuicao do cobre pelos 6rgaos
e tecidos. O cobre obtido através da dieta € inicialmente absorvido pelo estomago e pelo
intestino delgado.

A hCTRI, transporta o ido Cu através das células da mucosa intestinal onde a
proteina de Menkes (MNK) transporta o Cu através da circulacao portal. A MNK foi uma
proteina isolada a partir do gene da doenca de Menkes, esta proteina ¢ essencial para
permitir a ligagdo do Cu aos tecidos. E uma ATPase tipo P, que se encontra alterada em
pacientes com a doenca de Menkes, onde o Cu ¢ acumulado nas células epiteliais do
intestino.

Uma vez no plasma, o Cu liga-se a albumina e a histidina existentes no sangue
portal e € depositado rapidamente no figado onde a hCTR1 pode desempenhar um papel
importante mas que ainda ndo esta bem definido. Supde-se que transporte os ides Cu(l)
ate aos enterocitos.

A ceruloplasmina, a proteina do plasma com capacidade de conter maior quantidade
de ides de Cu ¢ sintetizada no figado e incorpora este Cu através da proteina WND, uma
ferroxidase, essencial para o metabolismo do ferro. WND ¢ uma proteina muito

semelhante 8 MNK e encontra-se alterada em pacientes com a doenga de Wilson, onde
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ocorre uma acumulacao de Cu no figado. Pode-se dizer que a WND ¢ a homologa da
MNK mas localiza-se no figado enquanto a MNK exerce a sua fun¢ao no intestino.

A excregdo biliar através da vesicula € a principal via de elimina¢do de Cu e uma
pequena quantidade de Cu € encontrada na urina.

Ao entrar no figado e no rim, o Cu absorvido recentemente, ¢ incorporado por
diferentes espécies, entre elas, enzimas endogenas, proteinas que requerem o Cu para
exercerem a sua atividade e, no caso do figado, a bilis (Linder et al 1998). A quantidade
de Cu incorporado pela bilis depende da dose que lhe foi entregue: quando maior a dose
de Cu que chega disponivel, maior sera a quantidade de Cu incorporada. A quantidade de
Cu entregue e a quantidade incorporada pela bilis estabelecem uma relacdo de
proporcionalidade direta, quando uma aumenta a outra também aumenta. Esta relacdo ¢
importante para ajudar a manter a homeostase do cobre, visto a ceruloplasmina manter a
incorporagdo de Cu constante quando este ¢ ingerido em doses elevadas, a bilis ao
incorporar Cu em maiores quantidades nestas situagdes pode evitar situacdes de
toxicidade provocadas por excesso de Cu (Turnlund et al 1989) (Linder et al 1979).

A ceruloplasmina apenas tem a capacidade de reduzir a incorporacao de Cu quando
sao ingeridas doses reduzidas a fim de evitar deficiéncias em Cu. Nestas situagdes supde-
se que a producao da ceruloplasmina ndo diminui, apenas a captacdo de Cu por parte da
mesma ¢ reduzida de modo a assegurar Cu biodisponivel no meio celular.

Através de uma dieta normal o Cu que ¢ ingerido e entra no figado e nos rins volta
a reaparecer no plasma. Isto pode significar que tanto o figado como o rim podem ser
fontes de ceruloplasmina do plasma. De facto, estes dois tecidos tém a maior quantidade
de concentra¢do de cobre em comparagdo aos outros 6rgaos dos mamiferos, incluindo
nos humanos: 4 a 6 pg/gnorime 7 a 12 pg/g no figado (Linder 1991).

Estudos sugerem que a maior parte do cobre absorvido pelos outros tecidos parece
ocorrer quando a ceruloplasmina ligada ao Cu volta a reaparecer no plasma, sendo l6gico
assumir que a ceruloplasmina pode ser a fonte de Cu que entra nos outros 6rgaos. A
ceruloplasmina ao ligar-se aos tecidos pode sofrer alteragdes conformacionais libertando
o Cu (Zaitseva et al 1996). Contudo, esta teoria ainda ndo esta completamente definida.

Apesar da maior parte dos tecidos absorver Cu que provém da ceruloplasmina que
circula no plasma, absorvem também Cu proveniente de outras formas. Isto foi verificado
através de pacientes com doengas que impedem a ceruloplasmina de transportar Cu
(aceruloplasminemia) os tecidos continuam a registar concentragdes de Cu. E importante

relembrar que as quantidades de Cu que entram nos tecidos (expeto figado e rim) sdo
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pequenas e estes tecidos t€ém a capacidade de reter o Cu quando existe em escassez, a fim
de evitar deficiéncia em Cu.

Nao ¢ facil induzir deficiéncia em Cu nos mamiferos, incluindo o Homem, existem
mecanismos que permitem controlar o Cu disponivel, armazenando-o se necessario,
através da dieta de forma a manter o equilibrio homeostatico mesmo quando as doses
ingeridas sdo baixas (Linder et al 1998).

A entrada de Cu pelos tecidos a excegdo do figado e do rim ndo e rapida e envolve
quantidades muito reduzidas. A maior parte do Cu intracelular ¢ reciclado e as células
conseguem-se adaptar reduzindo a captagao de Cu, aumentar a entrada de Cu na célula
ou libertar Cu armazenado. A maior das células consegue, se necessario, captar Cu da
albumina, transcupreina e outros complexos de cobre quando a ceruloplasmina esta
reduzida ou muito reduzida.

Em contraste com um baixo fluxo de circulagdo de Cu entre a maioria dos 6rgaos,
a excecdo do figado e do rim, existe um fluxo de Cu relevante entre o figado, o rim, o
trato gastrointestinal e alguns fluidos como a saliva, bilis e fluidos intestinais que
transportam 4 a 5 mg de Cu/dia, grande parte do qual ¢ reciclado.

O cobre ¢ ainda armazenado em vérios orgdos, sendo o figado o Unico com

capacidade para o mobilizar em caso de balango negativo.

Tabela 7. Locais de armazenamento do cobre, adaptado de Linder et. al 1998.

Orgio do corpo humano Percentagem de cobre armazenada (%)
Figado 20

Musculo esquelético 40

Cérebro 20

Tecido conjuntivo 8

Sangue 8

Rim 8
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Distribuicao intracelular de cobre

Devido a natureza extremamente reativa do cobre, seria muito prejudicial se este
a0 — Cu (I) — circula-se como um ido livre no interior das células, onde poderia participar
em varios tipos de reagdes cujos produtos poderiam danificar, em muitos casos,
irreversivelmente, as células, incluindo a membrana celular, 4cidos nucleicos e proteinas.

De acordo com varias experiéncias, (Pefa et al 1999) ao longo dos tltimos anos, o
cobre, depois de ser transportado até ao interior da célula, ¢ “entregue” em
compartimentos submoleculares especificos ou a moléculas especificas e, através de vias
rigorosamente controladas, formando complexos com pequenas proteinas presentes no
citosol conhecidas como chaperons.

A Atx1, uma proteina chaperon para o Cu, entrega este ido metalico na sua via
secretora, tendo também uma fun¢do supressora de danos oxidativos quando a Cu/Zn
SOD esta em falta.

Atx1 ¢ um polipeptideo citosélico constituido por uma cadeia de 73 aminoécidos e
contém apenas um terminal metalico capaz de se unir ao Cu (Lin et al 1995). O complexo
Atx1 — Cu (I) retoma o seu caminho através do complexo de Golgi onde a Atx1 “entrega”
0 Cua MNK e/ou WND e Cu-ATPases tipo P que transportam o Cu até ao compartimento
secretor (Pefia et al 1999).

Alteragdes cromossomais na proteina Atx1l levam a que as células ndo consigam
crescer nem desenvolverem-se na presenga de niveis baixos de ferro, isto pode estar
relacionado com a capacidade do Cu se ligar a Atx1 e quando a Atx1 chega ao complexo
de Golgi e liberta o Cu, este liga-se novamente a outro chaperon, a proteina Cc2, que
transporta o 130 Cu at¢ este ser incorporado pelo chaperon Fet3. Esta proteina chaperon
possui caracteristicas de oxidase e é capaz de se unir a mais do que um ido de cobre. E,
também, essencial para o transporte do ferro. Sendo assim, existe uma rela¢do entre o
transporte de Cu e o de Fe visto partilharem uma proteina chaperon ao longo do seu
transporte. A profundidade desta relacdo ainda ndo esta completamente esclarecida mas,
por exemplo, uma diminuic¢do na absor¢ao de Cu por parte da Fet3 conduz também a uma
diminuicdo da afinidade da Fet3 para se unir ao ferro.

O facto de ser necessario a presenga de Cu para manter uma elevada afinidade da
Fet3 para o ferro promete uma forte relacdo de dependéncia entre estes dois ides
metalicos.

Parece claro que existe uma complexa rede de fatores envolvidos na distribui¢ao do

Cu ao nivel dos compartimentos celulares (Glerum et al 1996).
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Outra proteina chaperon para o Cu foi identificada em modelos de estudo utilizando
leveduras — Cox 17 — que desempenha um papel fundamental no transporte de Cu para a
mitocondria permitindo a respiragdo celular. (Beers et al 1997)

A Cox17 ¢ uma proteina constituida por uma cadeia polipeptidica de 69
aminoacidos localizada no citosol e na membrana que envolve a mitocondria. Contem
sete potenciais locais para formagdo de ligagdes metalicas com o Cu. Sendo assim, as
proteinas chaperons Atx1l e Cox17 sdo especificas para o transporte de Cu através dos
compartimentos intracelulares, da via secretora ate a mitocondria. (Cullota et al 1997)

Estas proteinas citosolicas conseguem incorporar o Cu através da Ccs (Chaperon
de Cobre para a SOD) que viabiliza esta incorporagdo. A Ccs ¢ uma proteina constituida
por 249 aminoacidos que permite a incorporacdo de cobre na enzima Cu/Zn SOD. (Pefia
et al 1999)

O processo de transporte de Cu para esta enzima ainda ndo esta completamente
esclarecido mas pensa-se que ocorre em duas fases distintas. Na primeira fase a Ccs pode
coordenar o cobre através do local da ligagao metalica com a Atx1. Numa segunda fase,
ocorre uma interagao proteina-proteina entre a Ccs e a Cu/Zn SOD facilitando a libertagdo
do cobre da Ccs para formar uma nova ligagdo metéalica com a enzima Cu/Zn SOD.

Dada a grande similaridade das estruturas presentes nas leveduras com as dos
mamiferos (incluindo humanos), € muito provavel que a distribui¢do celular de Cu ocorra
de forma muito semelhante.

Por exemplo, ja foram identificados homoélogos humanos destas proteinas
chaperons observadas nas leveduras. O homologo humano da Atx1 ¢ a Atox1 ou Hahl e,
como era de esperar, tem uma estrutura muito semelhante a Atxl das leveduras.
Refor¢ando o pressuposto do transporte de Cu ser muito idéntico. O homologo da Ces ¢
hCcs, a qual também interage diretamente com a SOD (Klomp et al 1997), sugerindo
similaridades bioquimicas entre estas proteinas. (Cullota et al 1997)

Um requisito essencial para a ligacao metalica entre os chaperons e o Cu ¢ manter
os 10es de Cu estdveis no complexo molecular formado e esta estabilidade tem de ser
mantida ao longo de todo o transporte de Cu para o seu seguinte local de ligagdo. Ao
mesmo tempo, ocorre um equilibrio entre a estabilidade do complexo e a energia cinética
atribuida a este mesmo complexo de modo a ter a habilidade de se deslocar a fim de
realizar com sucesso a distribui¢do de Cu. (Pefia et al 1999)

Ainda existem varias questdes a clarificar sobre a estrutura dos chaperons de Cu,

as suas fung¢des e mecanismos de acao.
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Por exemplo, a especificidade de cada chaperon ja identificado para o seu alvo na
distribuicdo sugere, talvez, a existéncia de mais chaperons, sendo possivel que um
chaperon exista para “assinalar” o local de entrada do Cu e acionar os factores de
transcricao Acel e Macl.

O mecanismo pelo qual os ides de Cu sdo transportados do plasma para os
chaperons citosélicos sem permitir que os ides se libertem e circulem livres no citosol
ainda ndo ¢ conhecido.

E possivel que os transportadores do plasma interajam diretamente com os
chaperons do citosol ou talvez exista um receptor central que recebe todos os ides de Cu
para depois serem incorporados pelos chaperons.

A especificidade de cada chaperon para o seu local de destino ¢ intrigante, talvez
exista algum tipo de competicao entre os chaperons pelos ides Cu e que uma mudanga no
meio intracelular provocada por condi¢des externas afete os niveis dos diferentes
chaperons para o Cu e assim direcione o trajeto de cobre no interior da célula.

Por exemplo, a expressdo do chaperon Atx1 ¢ parcialmente regulada pelos niveis
de ferro através de um sensor que controla os niveis de ferro (Aftl). Em condi¢des em
que o ferro esta em niveis muito baixos, € possivel que exista um aumento da expressao
do chaperon Atx1, direcionando o cobre para a via secretoria, aumentando a afinidade
para a captagao de ferro.

Também ndo esta esclarecido se outras enzimas que contém Cu (lisil-oxidase,
dopamina e beta hidroxilase), tém os seus proprios chaperons ou se partilham os
chaperons que lhes entregam o Cu com os chaperons que distribuem o Cu pelos organelos
celulares.

Apesar de algumas questdes ainda estarem a ser estudadas, a identificagdo destes
chaperons de Cu j& permitiu uma maior compreensdo dos mecanismos pelos quais o Cu

¢ distribuido na célula.
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ATPases: ATP7B e ATP7A, CTR1 e Chaperons

As ATPases transportadoras de cobre (Cu-ATPases) sdo essenciais para o
desenvolvimento do organismo. Estdo envolvidas em numerosos processos bioldgicos
que dependem do seu funcionamento adequado disponibilizando os ides Cu
atempadamente. (Lutsenko et al 2007)

As Cu-ATPases sdo proteinas da membrana que necessitam da energia da hidrélise
do ATP. Utilizam esta energia para transportar os ides Cu através da membrana celular.
(Manto 2014)

O transporte de Cu serve para reduzir a concentracdo destes i0es no meio
intracelular e contribui para o controlo homeostatico dos niveis de Cu no corpo.

Para além disto, as Cu-ATPases, apresentam outras fun¢des importantes: entregam
os i0es de cobre a via secretora de modo a alcangar e a ser incorporado pelas enzimas
cupro-dependentes, como ¢ o caso da dopamina-B-hidroxilase, superdxido-dismutase,
monoamina oxidase, citocromo-c-oxidase e outras.

De entre as Cu-ATPases destacam-se a ATP7A e a ATP7B, pertencentes a familia
P1B tipo P. A ATP7A existe na maioria dos 6rgaos, a excecao do figado e estd envolvida
no transporte de Cu para o complexo de Golgi, onde o ido é incorporado pela enzima. E
essencial para que o cobre consiga atravessar a barreira hemato-encefalica permitindo ao
cérebro receber a quantidade de 10es Cu necessarios ao seu funcionamento. (Manto 2014)

A ATP7A ¢ entdo essencial ao sistema nervoso central, as também ao sistema
nervoso periférico, permitindo ao Cu alcangar outros 6rgaos.

A ATP7B, por sua vez, esta envolvida na entrega de ides de cobre aos hepatdcitos,
situando-se na membrana apical.

Ambas ATPases podem ser recolocadas quando os niveis de cobre aumentam, de
modo a facilitar a saida de Cu do meio intracelular.

A importancia fisiologica das Cu-ATPases pode ser comprovada pelas
consequéncias na sua inativagdo no metabolismo celular. Mutacoes nos genes que
traduzem ATPases podem provocar patologias graves e, por vezes fatais, como € o caso
da doenca de Menkes.

Assim, entende-se que o controlo intracelular dos ides de Cu deve ser rigido e o
equilibrio homeostatico deve ser mantido.

A CTRI, é uma proteina que transporta o cobre proveniente da dieta para o interior
das células e ¢ reguladora do fluxo de cobre. (Thiele et al 2009). Existe maioritariamente

nas células intestinais, nas células endoteliais dos capilares cerebrais e no parénquima
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cerebral. E uma proteina transmembranar que se movimenta com facilidade entre a
membrana plasmatica das células e o meio intracelular. Cerca de 80% do cobre absorvido
¢ controlado por esta proteina.

Supde-se que a CTR1 transporte apenas ides Cu’ e ndo ides Cu?*, pois em modelos
de estudo com leveduras, a CTR1 necessita de uma metaloredutase como mediadora para
exercer a sua fun¢do. Para além disto, a CTR1 controla o efluxo de cobre que alcanca o
cérebro. (Thiele et al 2009)

O fator de transcrigdo da CTR1 ¢ o SP1 (Proteina Especifica 1), que se adapta a
diferentes valores da concentragdo de cobre. Quando a concentragao intracelular de i0es
Cu aumenta a CTR1 ¢ interiorizada pela membrana, passando a estar em contacto com o
meio intracelular.

Mutagdes na CRT1 sdo fatais sugerindo que desempenha um papel vital no
transporte de cobre para o embrido em desenvolvimento.

Por fim, os chaperons de cobre funcionam como um shuttle, regulam o trafico de
cobre no organismo. A Atox1 ¢ um exemplo de chaperon do Cu, sendo principalmente
expressa no cérebro, e entrega o cobre as Cu-ATPases ATP7A e ATP7B.

Supde-se que desempenha um papel importante em estabelecer a ligacdo entre o
cobre e as enzimas do qual ¢ cofator.

A CSC (Chaperon para o Cu/Zn SOD),e a COX17 (chaperon do citocromo-c-
oxidase) sdo,também, maioritariamente expressas no cérebro. Sendo que a COX17 esté
envolvida na maturagdo enzimatica da citocromo-c-oxidase.

Esta proteina consegue ainda regular o transporte de farmacos utilizados em
quimioterapia, como a cisplatina. (Manto 2014)

A CTR2 ¢ uma homologa da CTR1, contudo o seu perfil ainda esta pouco estudado.
Supde-se que desempenha um papel na reciclagem do cobre no meio intracelular.

Este controlo ¢ feito através da coordenacdo de varias proteinas, incluido as Cu-
ATPases, a Ctrl, uma proteina com elevada afinidade para o cobre e pelo conjunto de

pequenas proteinas transportadoras de Cu, as metalochaperons (Lutsenko et al 2008)
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Figura 4. Ides de cobre no meio intercelular, adaptado de Wilson’s Disease: A Comprehensive

Reviem of the Molecular Mechanisms.
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Os 10es de cobre entram no meio intracelular (citosol) por meio da proteina
transmembranar CTR1, ja no citosol unem-se a Atox1, chaperon do Cu, que o transporta
até ao TGN (Trans-Golgi network) onde alcanca o limen com a ajuda da Cu-ATPases
tipo P, a ATP7B. O cobre ¢, entdo, incorporado pela ceruloplasmina, a qual ¢
seguidamente libertada no pequeno vaso sanguineo. O excesso de cobre facilita a acdo da
ATP7B do TGN para o lisossoma, para depois o excesso de cobre ser excretado através
do ducto ou canal biliar.

Os mecanismos envolvidos no transporte e distribuicdo de Cu sdo precisos e
minuciosos. O seu funcionamento eficaz e eficiente estd relacionado com complexas
interacdes entre proteinas e transporte de ides, regulado através de respostas a variagdes

na homeostase.
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Excrecao

O mecanismo pelo qual o cobre ¢ eliminado do organismo ainda ndo esta bem
definido. Assume-se que a primeira via de eliminagao de cobre ¢ a bilis, a qual é produzida
e excretada pelo figado.

Este processo envolve a exocitose de Cu pelos lisossomas e a ligagdo do Cu a
ATPases da membrana canalicular, pequeno canal de passagem onde a bilis, produzida
pelos hepatdcitos, ¢ drenada. Apenas quantidades reduzidas de cobre sdo reabsorvidas
depois da excregao biliar (Linder 1991).

O cobre de origem biliar ¢ eliminado nas fezes, contudo as doses diarias reduzidas
(Faila 2001). Esta excre¢do biliar varia (em pequena escala) de modo a manter a
homeostase do cobre. Existem, ainda, quantidades vestigiais de cobre eliminadas através
da urina e do suor, bem como, pela descamagao da pele (Turnlund 1990).

Alguns estudos demonstram que a excre¢do de cobre endogeno ¢ marcadamente
influenciada pela quantidade de cobre obtido através da dieta. Quando a quantidade de
cobre absorvido da dieta ¢ baixa, s6 pequenas quantidades de cobre endogeno sdo
excretadas. A medida que a quantidade de cobre obtido dos alimentos aumenta, a
excrecdo de cobre endogeno aumenta também. (Turnlund 1998)

A regulacdo da absorcdo e da excregdo enddgena de cobre mantém os niveis de
cobre retidos pelo organismo controlados, protegendo-o contra deficiéncias ou
toxicidade.

Fisiopatologia e aspetos clinicos da caréncia e excesso de Cobre

Fatores que condicionam a deficiéncia em cobre

A deficiéncia em cobre ¢ encontrada maioritariamente em individuos sujeitas a
nutricdo parental sem suplementa¢do mineral adequada ou em individuos com sindrome
nefrotico que sofrem constantes perdas de Cu. (Hordyjewska et al 2014)

Niveis reduzidos de cobre no organismo durante o seu crescimento podem aumentar
o risco de desenvolver algumas patologias, como ¢ o caso de, ma formacdo Ossea,
osteoporose, perda da integridade da sintese de melanina, enfraquecimento do sistema
imunitario, aumentando a frequéncia de infe¢cdes, doengas cardiovasculares, alteragdes no
metabolismo do colesterol ¢ alteracdes no metabolismo de outros elementos, como o
ferro. (Hordyjewska et al 2014)

Manifestagdes clinicas da deficiéncia em cobre sdo extremamente raras e,

normalmente, existem devido a falhas nutricionais. (Uauy et al 1998)
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Sintomas como neutropenia, anemias ¢ aumento da fragilidade Ossea sdo
representativos de baixos niveis de cobre nos individuos. Parece, também, existir um
impacto para o sistema imunitario quando os niveis de cobre estdo baixos. (Hordyjewska
et al 2014)

O cobre proveniente da dieta alimentar deveria ser suficiente para suprir as
necessidades diarias deste elemento, contudo, se alguma altera¢ao alimentar ou fisica for
introduzida de modo a alterar a quantidade de cobre absorvido pode, entdo, ocorrer
deficiéncia em cobre.

Estudos feitos em animais revelaram que a falta de Cu pode provocar doengas
cardiovasculares, explicado parcialmente pela reducdo da atividade das enzimas
cuprodependentes (em que o cobre ¢ co-factor). Registaram-se, também, anomalias
neurologicas associadas a estes niveis reduzidos de Cu.

Em humanos, especificamente em criangas, a deficiéncia em cobre provoca anemia
hipocromica e prejudica a formagao de mielina nas células da medula 6ssea. Devido a um
aumento da peroxidagdo lipidica o tempo de meia vida dos eritrécitos diminui,
provocando danos hematologicos, sendo um dos primeiros sintomas neutropenia.

O numero de granulocitos (basoéfilos, eosindfilos e neutrodfilos) produzidos pela
medula éssea também diminui, comprometendo o sistema imunitario. (Cordano 1998)

E pouco provéavel o desenvolvimento de efeitos teratogénicos nos humanos por
deficiéncia em cobre. Contudo, algumas anormalidades no tubo neural (estrutura
embriondria que dard origem a medula dssea e cérebro) e um aumento de anencefalia
(anomalias no tubo neural caracterizada por auséncia parcial do encéfalo, fatal para o
feto) estdo associadas a escassez de Cu durante a gravidez.

A importancia do cobre para o desenvolvimento fetal tornou-se 6bvia a partir de
estudos realizados com animais. Verificou-se que animais com deplecdo de Cu
demonstravam sintomas espasmoddicos associados a paralisia e perda da integridade da
estrutura da mielina. Supde-se que estes sintomas estejam relacionados com a diminuigao
da atividade de enzimas dependentes do cobre como co-factor, sendo o caso da
Citocromo-C-Oxidase interveniente na respiracao celular.

Foram, ainda, identificados danos nos vasos sanguineos, provavelmente
consequéncia da diminuicdo da atividade da lisil-oxidase, com funcdes na sintese do
colagénio e elastina, essenciais para manter a integridade vascular.

Algumas interagdes com outros elementos podem provocar deficiéncia de cobre,

como ¢ o caso de niveis excessivos de zinco (Zn). Quando o zinco esta em excesso, ocorre
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um aumento da expressao das metalotioneinas que capturam o Cu disponivel, pois tém
mais afinidade para o Cu do que para o Zn, o complexo Cu-MT ¢ absorvido pelo lumen
sendo depois eliminado. (Jaiser et al 2010)

Algumas cirurgias ao trato gastrointestinal superior e cirurgias bariatricas (reducao
de peso) ao afetarem o duodeno e o intestino delgado, principais locais de absor¢ao de
Cu, reduzem, consequentemente, absor¢do de Cu. Se ndo for feita a profilaxia necessaria,
ocorrem situacdes de deficiéncia em cobre. (Winston et al 2010)

Satide materna e desenvolvimento fetal

A ingestao diaria de cobre deve aumentar ligeiramente durante a gravidez para
valores de 0.9 a 1.0mg/dia (Institute of Medicine, Washington). Um feto totalmente
desenvolvido adquire através da mae 15mg de Cu, dos quais 9mg ficam armazenados no
figado (Ralph 2001).

A dieta alimentar da mae, a absorc¢ao e transporte de Cu para o utero e da placenta
para o feto sdo fatores que influenciam a disponibilidade de Cu para o desenvolvimento
fetal.

Situagdes de grande deficiéncia nos niveis de Cu durante a gravidez podem levar a
problemas do desenvolvimento fetal, provocando atraso mental, teratogénese e morte do
feto (Ralph 2001). Fetos e recém-nascidos que sofreram privagdo cronica de cobre
durante a gesta¢do sdo, normalmente, caracterizados por anomalias no desenvolvimento
do tecido cognitivo e pulmdes, bem como, deficiéncias dsseas (Keen 1998).

Durante a gravidez pode ainda ser induzida uma deficiéncia em cobre devido a uma
ingestao excessiva de zinco (antagonista do cobre durante a absor¢do). Para prevenir esta
situagdo recomenda-se a ingestdo simultanea de 2,0 mg de cobre juntamente com os
suplementos de zinco, mantendo o equilibrio entre os efeitos do zinco e a homeostase do
cobre (Institute of Medicine) (National Academy of Sciences 2001).

No liquido amnioético e no leite materno tanto o cobre como a ceruloplasmina estdo
presentes e alguns estudos sugerem que a ceruloplasmina pode estar presente neste
liquido de modo a servir como uma fonte adicional de Cu para feto, para além do cobre
proveniente da ingestdo materna.

Foram realizadas algumas experiéncias laboratoriais utilizando ratos fémeas
gravidas as quais foram injetados um complexo Cu-Ceruloplasmina (correspondente a 4
nanogramas de cobre) no liquido amnidtico: uma hora depois os resultados foram
analisados e ocorreu armazenamento de Cu do complexo Cu-ceruloplasmina no figado

do feto. Este facto pode sugerir que a ceruloplasmina pode, também estar presente no leite
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materno, onde sera o modo preferencial de disponibilizar Cu para absor¢do no meio
intestinal do recém-nascido. Assume-se ainda que a ceruloplasmina pode desempenhar
um papel relevante no transporte de Cu do leite materno para o recém-nascido (Linder et
al 1998).

Durante a lactagdo, a mae, deve aumentar a ingestdo de Cu cerca de 1.3mg/dia
(Institute of Medicine 2001). Enquanto as concentragdes de Cu no leite materno
diminuem com o tempo, o Cu e a ceruloplasmina de bebes alimentados a leite materno
aumenta de forma constante (Ralph 2001). Os niveis de Cu do leite materno sdo mais
baixos do que muitas das formulas para bebés que tém como base leite de vaca ou leite
de soja, contudo a absorcdo de Cu a partir da amamentagao ¢ significativamente superior
(Ralph 2001) (USDA).

Ossos € na pele

Enzimas dependentes do cobre desempenham um papel importante na saude dos
0ssos ¢ da pele, por exemplo, uma deficiéncia na tirosinase provoca albinismo (disturbio
congénito caracterizado por auséncia de pigmentacdo da pele, olhos e cabelos).
Simultaneamente, deficiéncias em cobre provocam alteragcdes na estrutura desta enzima
dando origem a problemas de despigmentacdo em véarias espécies de animais e nos
humanos, onde se manifesta através da doenga de Menkes (Turnlund 1999).

O cobre ¢ essencial para a formagdo do tecido reticulado entre o colagénio e a
elastina, permitindo a constru¢do de um tecido conjuntivo forte e flexivel. Este tecido
depende também da atividade da enzima lisil-oxidase, a qual necessita do cobre para
desempenhar a sua fun¢do. Assim, uma deficiéncia em cobre pode ser responsavel pela
perda de estrutura e massa 6ssea (Eaton-Evans 1996).

Experiéncias realizadas em animais demonstraram que niveis baixos de Cu no
organismo provoca um aumento da fragilidade 6ssea, caracterizada por ossos leves, finos
e quebradigos. Sugerindo que existem alteracdes no tecido reticulado de colagénio e
elastina (Pefia 1999).

Uma diminuicdo na atividade de outras enzimas dependentes do Cu podem estar
envolvidas na alteracao da estrutura dssea. Os osteoclastos, células dsseas envolvidas na
reabsorcao, produzem Superdxido dismutase Cu/Zn (Cu/Zn SOD) durante este processo.
Uma diminui¢do na producao desta enzima devido a uma escassez na biodisponibilidade
de Cu leva ao aumento da reabsor¢ao 6ssea (Eaton-Evans 1996).

O cobre ¢ necessario ao longo de toda a vida sendo indispensavel para o ciclo de

vida dos ossos — formacao, reabsor¢do e metabolismo. Logo, a deficiéncia cronica em Cu
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¢ uma causa, muito provavel, de fraturas na anca relacionadas com osteoporose, sendo
mais comuns apos a menopausa.

Sistema Nervoso e cérebro

O cobre desempenha véarias fungdes no sistema nervoso central (SNC),
particularmente no tecido cerebral. A concentragdo de cobre no cérebro humano ¢
relativamente alta em comparagdo com outros mamiferos e a sua distribuicao depende da
regido do cérebro e de outros fatores externos (Prohaska et al 1997).

O cobre ¢ necessario para a formagdo e manutencdo da mielina, que constitui a
camada protetora dos neuronios.

A mielina ¢ composta por fosfolipidos cuja sintese depende da SOD (Cu/Zn SOD),
uma cupro-enzima. Uma deficiéncia em cobre resulta na diminui¢ao da produgdo de
mielina e, consequentemente, necrose do tecido cerebral

Para além do mais, o papel da SOD no metabolismo das catecolaminas indica que
o cobre ¢ essencial para o decorrer normal do funcionamento cerebral (Turnlund et al
1999).

O cobre acumula-se mo cérebro do bebé durante a fase final da gravidez e durante
a fase inicial da lactacdo. Mudangas na biodisponibilidade do cobre durante a gestagdo
podem produzir um grande impacto na concentragdo de Cu no tecido cerebral do recém-
nascido. (Prohaska et al 1997)

Estudos feitos em ratinhos sugerem que existe uma fase no desenvolvimento
embrionario onde a falta de cobre pode causar danos no desenvolvimento cerebral e, isto,
apenas pode ser evitado se nos primeiros sete dias desta fase critica provocada pela
escassez de Cu forem administradas doses de cobre. Contudo, a falta de cobre durante
mais de dez dias consecutivos, provoca danos irreversiveis no desenvolvimento cerebral
dos ratinhos. (Dank 1988).

Estudos em ratinhos privados de cobre durante o periodo perinatal apresentam
deformacdes € um comportamento anormal mesmo depois de ingerirem as doses corretas
de cobre durante os seis meses apos o nascimento (Keen et al 1998), verificando-se que
mesmo com a ingestdo das doses certas de Cu os niveis das cuperoenzimas no cérebro
podem manter-se em niveis muito baixos durante o longo periodo de tempo.

O desenvolvimento de anomalias cerebrais devido a defici€éncia em cobre pode ter
como causa varios fatores, incluindo diminui¢ao dos niveis da Cu/Zn SOD no cérebro,

um aumento do stress oxidativo, danificando proteinas e acidos nucleicos, diminui¢do da
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atividade da enzima Cu/Zn SOD (porque existe em niveis muito baixos), alteracdes na
angiogénese e integridade vascular comprometida. (Pefa et al 1999).

Como consequéncia, apenas uma quantidade muito reduzida de Cu alcanga o
cérebro do feto e os outros tecidos em desenvolvimento. Assim, o desenvolvimento
neurologico raramente avanga para além das seis/oito semanas € com o tempo também
essas funcdes sdo perdidas. Os efeitos da Doenca de Menkes comegam na formagao do
feto no ttero e sdo normalmente fatais na infancia. (Ralph 2001)

O cobre desempenha, ainda, um papel muito importante na defesa antioxidante das
células. Por exemplo, Atox 1, uma proteina chaperon do cobre, foi identificada como
supressora do dano oxidativo provocado pelas fungdes enzimaticas da enzima Cu/Zn
SOD. Aparentemente, a Atox1 protege as células do dano oxidativo (Kelner et al 2000)

Muitas doencas neuroldgicas nos humanos foram associadas a mudangas
provocadas por danos oxidativos, incluindo a ELA, doenca de Parkinson e doenga de
Alzheimer.

Apesar de ser pouco comum, o cobre pode promover estados oxidativos quando
esta em niveis excessivos.

Especula-se que radicais livres induzidos pelo cobre contribuam para a
neurodegeneragdo que caracteriza a Doenga de Alzheimer (Prohaska et al 1997), visto
que uma das principais causas da degeneracao neuronal envolve danos oxidativos (Patel
et al 2000)

Mudancas no estado oxidativo de cobre alteram a atividade da enzima Cu/Zn SOD,
que tem como fungdo proteger o SNC.

Alteragdes na expressdo genética provocadas por irregularidades do metabolismo
do Cu também podem afetar o SNC. No caso da Doenga de Wilson, uma doenca
autossomica recessiva, caracterizada por um excessivo armazenamento de cobre,
provocando, a acumulacao de cobre no cérebro, figado e cornea. (Turnlund 1999)

A terapéutica recomendada passa pelo uso de um quelante, D-penicilamina, que ¢
eficaz na remogao do excesso de Cu e previne o seu rearmazenamento.

Individuos com aceruloplasmina (niveis reduzidos de ceruloplasmina) sofrem de
armazenamento excessivo de ferro em varios oOrgdos, incluindo o cérebro, onde
consequentemente, causa a degeneracao dos tecidos.

Como ja foi referido anteriormente, a ceruloplasmina ¢ uma enzima que contém

10es cobre na sua constitui¢do e necessita destes ides para desempenhar a sua atividade
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com eficdcia, transporte de ferro e uma importante fungao oxidante. Sem os i0es de cobre
presentes esta enzima tem as suas fungdes comprometidas.

Assim, existe uma acumulacdo de ferro nos 6rgaos, em especial no cérebro e
consequentemente danos celulares.

Alguns farmacos quelantes conseguem acelerar a captagao de Cu por parte do SNC
de modo, a que os ides cobre possam incorporar a ceruloplasmina e aumentar o seu nivel
na circulacdo sanguinea (Prohaska 1997).

Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) ¢ caracterizada pela alteracdo de varios processos
celulares, como por exemplo, alteracdes no stress oxidativo, inflamacao dos neuronios e
no metabolismo de produgdo de energia. (Hordyjewska et al 2014)

As principais caracteristicas histopatologicas desta doenga estdo associadas as
placas senis e aos novelos neurofribilares, relacionados com a deposig¢ao excessiva de -
amiloide. (Bird 1998)

As zonas do cérebro mais afetadas sdo o cortex cerebral, o hipocampo, encéfalo
frontal e a amigdala, resultando em atrofia do cérebro. (Campos et al 2015)

Os aspetos clinicos mais comuns dos individuos com DA sdo a perda de memoria,
altera¢des na personalidade e de comportamento, perda de fungdes executivas coo a a
atencao, planeamento, flexibilidade e raciocinio abstrato. (Bird 1998)

A quantidade de cobre no cérebro de um individuo saudavel ¢ entre 7 a 10% da
totalidade de Cu no corpo humano e localizam-se no hipocampo e na substancia nigra.

Estudos recentes demonstram que alteracdes no equilibrio homeostatico de alguns
10es metalicos como o zinco, ferro, aluminio e cobre desempenham um papel relevante
na patologia de DA. (Hordyjewska et al 2014)

E, particularmente, importante manter o equilibrio homeostatico do cobre, pois
sendo um metal de transi¢ao envolvido em varios eventos metabolicos como co-factor de
varias enzimas previne actividade excessiva por parte dos receptores N-metil-aspartato,
responsaveis pelos receptores excitatorios neurotransmissores.

Os niveis de cobre no plasma vao aumentando com a idade e sdo muito elevados
em individuos com DA.

Alguns autores demonstraram que ides livres de cobre (ides Cu?" ndo ligados a
ceruloplasmina) estdo em niveis elevados em individuos com DA, existindo uma relagao
de proporcionalidade direta entre o aumento dos niveis de Cu em relagdo a perda de

fungdes cognitivas. (Hordyjewska et al 2014)
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Outros estudos tentam suportar a teoria que o cobre tem a capacidade de promover
a agregacao das moléculas de B amiloide, pois, de facto, as placas senis de doentes com
DA registam niveis de Cu muito elevados.

Alguns estudos, referem ainda, que a proteina percursora da amiloide, na qual ja
foram identificados dominios de ligagao metélica a ides Cu, pode sofrer alteragdes com
efeitos na producao da B amiloide. Estes erros podem ser provocados, de alguma forma,
pela ligag@o do cobre ao seu dominio.

O stress oxidativo induzido por i0es metalicos e também considerado um precursor
dos danos neurodegenerativos na DA. (Noda et al 2013)

Como o cobre ¢ um ido0 metalico com capacidades redox, alteracdes na sua
homeostase podem dar origem a condi¢des favoraveis para a producao de radicais livres
conduzindo a danos oxidativos em regides mais suscetiveis do cérebro, onde substratos
oxidados se ligam com facilidade. (Hordyjewsk et al 2014)

A natureza dicotondémica do cobre, Cu(l) e Cu (II), obriga a uma regulacio
apropriada no seu nivel de distribuicdo no cérebro prevenindo interagdes com outros
componentes celulares.

O cobre pode iniciar e propagar eventos inflamatorios e pode, entdo, contribuir para
0 aumento da proteina precursora da amiloide. A relagdo entre o cobre e um fenotipo da
doenca de Alzheimer parece evidente. (Manto 2014)

Doencas de Parkinson

E uma das doengas neurodegenerativas mais comuns, caracterizada por distiirbios
involuntarios nos movimentos, problemas na funcdo motora, tremores, rigidez,
bradicinesia (diminui¢ao da capacidade de movimento).

A fisiopatologia inclui degradagao dos neuronios dopaminérgicos e acumulacao de
corpos de Lewy, associados a mutagdes na a-sinucleina (proteina expressa no sistema
nervoso central). (Desai et al 2008)

A o-sinucleina tem a capacidade de se ligar a i0es cobre e, assim, promover a
contribuicdo do ferro (exerce a fungdo de uma ferroxidase) para a formagdo de radicais
livres. A agregacao destes complexos pode ser uma das hipdteses a considerar na origem
desta patologia. (Manto 2014)

Supde-se que um dos efeitos da agregacdo de a-sinucleinas seja o dano oxidativo,

provocando degradagdo das células neuronais.
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In vitro, o cobre ¢ o 130 mais efetivo a favorecer a agregacao destas proteinas
prometendo uma relagdo entre a doenca de Parkinson e a homeostase do cobre. (Desai et
al 2008)

Estudos ambientais sugerem uma correlagcdo entre uma exposi¢ao prolongada ao

cobre e a0 manganés com o risco de desenvolver doenca de Parkinson. (Manto 2014)

Tabela 8. Evidéncias da participagdo do cobre na patogénese de doenga de Alzheimer ¢ da doenga

de Parkinson, adaptado de “Abnormal Copper homeostasis: mechanism and roles in neurodegeneration”.

Doenga de Alzheimer Doenca de Parkinson

Agregacdo B-amiloide Producao excessiva de radicais livres
Stress oxidativo Disfun¢des nas mitocondrias
Eventos inflamat6rios Eventos inflamatoérias

Deterioracao na neurotransmissao Alteragoes da homeostasia de metais
Altera¢des no metabolismo Exposic¢do a poluentes ambientais

Stress oxidativo

O cobre existe no organismo em dois estados de oxidagdo: Cu* e Cu**, o que
permite a sua funcionalidade como cofator em vérias reagdes metabodlicas com
caracteristicas redox.

E, por exemplo, cofator da enzima citocromo-c-oxidase, envolvida na cadeia
transportadora de eletrdes da mitocondria, ¢ também cofator, da enzima superdxido
dismutase que atua na neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio.

Um excesso de cobre pode resultar em situagdes de stress oxidativo que,
consequentemente, provocam danos no organismo. (Win-Shwe et al 2011)

O excesso de cobre vai facilitar a danificagao dos tecidos celulares como ¢
sugerido pela reacdo de Fenton. Esta reacdo tem relevancia pois envolve a criagao de
radicais livres por meio por moléculas presentes no organismo (in vivo). Ides de
metalicos como o ferro e cobre podem doar ou aceitar eletrdes através de reagdes
intracelulares e contribuir para a formacdo de radicais livres.

O cobre intracelular est4 em forma Cu?", participando, assim, na reacio de
Fenton dando origem a Cu®" ¢ a H>O,. Os ides superdxido e os ides metalicos atuam de
forma sinergética provocando danos por radicais livres. (Halliwell and Gutteridgeb
1992)

Contudo, a deficiéncia em cobre também pode afetar os componentes que
constituem a defesa antioxidante do organismo, resultando num aumento das reacoes
Fenton que formam os radicais livres, o que se traduz num aumento do dano oxidativo

que afeta os lipidos, as proteinas e o DNA. (Hordyjewska et al 2014)

59



Cobre: Fisiologia e Fisiopatologia

O cobre na forma Cu(I) pode ligar-se diretamente aos tiois de cisteina ou de
metionina livres, conduzindo a sua oxidagao, alterando a sua factividade proteica. O ido
Cu(II) tem maior afinidade para dadores de azoto (N) como a histinida, ou dadores de
oxig+enio (O) como o glutamato, provocando também a oxidagao destes elementos.
(Hordyjewska et al 2014)

Doenca cardiovascular

E dificil afirmar que apenas a falta ou excesso de um tinico nutriente é responsavel
por uma doenga cardiovascular (DCV). Provavelmente, a DCV ¢ provocada por uma
combinacdo de excessos e/ou deficiéncias de varios agentes que contribuem para a
aterosclerose, fatores que influenciam a formagdo de ateromas nas paredes internas das
artérias. (Angelova et al 2011)

Aproximadamente 35 alteragdes anatomicas foram identificadas provocadas pela
deficiéncia em cobre, entre elas: degeneracao da elasticidade dos tecidos, fragmentacao
das artérias, hipertrofia cardiaca, degeneragdo do musculo liso das artérias, aneurismas
ventriculares (Klevay 2000).

De facto, o cobre ¢ um elemento raramente presente quando de discutem as DCV.
Contudo tem um papel fundamental, sendo, por exemplo, um elemento chave que
mantém a integridade do tecido conjuntivo do coragdo e do sistema vascular.

Quando a atividade da lisil-oxidase diminui drasticamente pode resultar em danos
na formagdo deste tecido conjuntivo comprometendo a integridade do sistema
cardiovascular. (Turnlund 1999)

A influéncia do cobre na funcdo cardiaca tem vindo a ser estudada por varios
autores. Um estudo que envolveu homens adultos sujeitos a uma dieta baixa em cobre
levou ao desenvolvimento de arritmias, sugerindo que um nivel consecutivamente baixo
de cobre proveniente da dieta pode levar a alteragdes na fun¢do cardiaca e contribuir para
o desenvolvimento de DCV. (Klevay 2000)

Um dos fatores conhecido para a aterosclerose ¢ a hipercolestrolémia,
especialmente em conjunto com niveis elevados de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL). Alguns autores sugerem uma relagdo entre a hipercolestrolémia e a falta de cobre.
A hipercolestrolémia provocada por niveis baixos de Cu no organismo ja foi identificada
em cerca de 25 espécies. (Klevay 2000)

O desenvolvimento de aterosclerose pode estar relacionado com processos que

envolvem peroxidag¢ao lipidica (radicais livres) e modificagdes oxidativas das LDL.
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No caso da aterosclerose, as LDL presentes nas paredes das artérias estdo oxidadas
de modo a atrair macréfagos, provocando as lesoes. (Fields 1999)

A deficiéncia em cobre esta associada a um aumento da suscetibilidade das LDL de
oxidarem provocando danos nas artérias.

Apesar das células possuirem mecanismos eficientes para se protegerem contra este
danos oxidativos, como moléculas com propriedades antioxidantes, estas defesas podem
ser sobrecarregadas e tornarem-se ineficazes.

O aumento da suscetibilidade das LDL a peroxidagdo, em casos de deficiéncia em
cobre, deve-se a uma defesa antioxidante inadequada, com reducao da atividade da
enzima Cu/Zn SOD. (Fields 1999)

Em individuos com diagndstico recente de hipertensao registaram-se baixos niveis
de cobre no plasma e baixa atividade da enzima Cu/Zn SOD, bem como elevados niveis
de peroxidacao. (Klevay 2000)

Apesar dos estudos sobre a influéncia do cobre nas DCV, parece 6bvio que o ido
cobre desempenha um papel vital em manter a saude cardiovascular.

Mielopatia

O cobre ¢ um ido metélico que actua como co-factor de varias enzimas e ¢
igualmente essencial para estas enzimas manterem a sua integridade estrutural e
funcional. (Wintson et al 2010)

O cobre ¢, também, essencial para manter a estrutura e integridade da medula 6ssea
e do sistema nervoso. A deficiéncia em cobre pode ser responsavel por provocar anemia
e, mais raramente, outras citopé€nias como leucopenia e trombocitopenia.

S6 nos tltimos dez anos comecgaram a realizar-se estudos para associar a deficiéncia
em cobre com alguns casos de mielopatia. Através de estudos feitos em ratinhos
verificou-se que ¢ muito dificil de distinguir, por meio de imagiologia ou radiologia, a
mielopatia provocada por deficiéncia em vitamina B12 da mielopatia provocada por
deficiéncia em cobre. (Jaiser 2010)

Contudo, existem alguns sintomas que podem ajudar a diferenciar estas duas causas
de mielopatia. Em situa¢des em que uma deficiéncia em cobre no organismo compromete
a medula espinal e provocando perda gradual dos movimentos, identificam-se alguns
sintomas caracteristicos como a neuropatia periférica, doencas do neurénio motor (grupo
de patologias que afetam seletivamente os neurdnios motores), miopia, desmielizagdo

cerebral, disfun¢do cognitiva e neuropatia do nervo 6tico. (Kumar 2006)
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A mielopatia por deficiéncia em cobre (MDC) deve ser clinicamente diferenciada
dos outros casos de mielopatias. Para atribuir um diagndstico correto de MDC o individuo
deve apresentar analises com um nivel sérico baixo de Cu e de ceruloplasmina. Outros
sintomas que ajudam a definir este diagndstico sdo, por exemplo, citopenias, leucopenias
€ anemias.

O risco de adquirir MDC aumenta com a diminui¢do da eficiéncia em absorver Cu.
Situagdes como operagdes/cirurgias do trato superior do intestino delgado, excesso de
zinco, suplementos de ferro e hemodialise contribuem para a mielopatia por deficiéncia
em cobre.

Depois de uma cirurgia bariatrica, considerada como um fator de risco, ¢ necessario
fazer vigilancia dos niveis de Cu e, em algumas situacdes, ¢ aconselhado o tratamento
profilatico com suplementos de Cu. (Jaiser et al 2010)

Com o restabelecimento dos niveis de Cu as patologias hematologicas resolvem-se
rapidamente e, na maioria dos casos, na sua totalidade.

Em contrapartida, os danos neuroldgicos sao dificilmente reversiveis, estabilizando
em 50% dos casos. Sendo assim, ¢ vital um diagndstico bem definido, de modo a evitar
danos neurologicos irreversiveis. (Jaiser et al 2010)

Prides

Os prides sao compostos desprovidos de &cidos nucleicos e, aparentemente, sao
constituidos exclusivamente por uma proteina modificada, a PrP5.

Esta proteina prido, PrPSC, surge da proteina PrP celular normal (PrP¢) quando esta
adota uma conformacao alterada.

Todas as doencgas provocadas por prides envolvem a modifica¢io da proteina PrP¢
e apresentam sintomas como distirbios genéticos, infeciosos ou apenas esporadicos
Prides sdo entdo proteinas com capacidade de invadir um hospedeiro, alcangando o seu
sistema nervoso central e destruindo-o progressivamente. Constituem um grupo de
agentes infeciosos patogénicos, responsaveis por doencas neurodegenerativas fatais,
denominadas de doengas pridnicas. (Prusiner 1998)

E a propria acumulagdo da proteina modificada PrPS¢ que causa neurodegeneragao

A PrP€ e a PrP5¢ sdo muito semelhantes com sequéncias primdrias idénticas e, ainda
ndo foi identificada nenhuma modificacdo pods-translacional relacionada com a
patogénese.

A tinica diferenca entre ambas ocorre numa estrutura secundaria. A PrP¢ e a PrP5¢

sdo compostas por dois dominios, um deles corresponde a uma regido N-terminal com
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capacidade para estabelecer ligacdes metalicas com os ides de cobre Cu®*. Supde-se, que
a PrP¢ seja dependente destes ides cobre para manter a sua estrutura conformacional e,
consequentemente, a sua correta funcionalidade. O cobre oferece, entdo, uma estabilidade
conformacional & PrP€ quando de liga ao seu dominio em N-terminal. Esta estabilidade é
essencial para nao adotar uma conformacao alterada, adquirindo a sua forma patogénica,
PrPS€,

A estrutura secundaria da PrP€ é constituida por um elevado nimero de hélices o e
um numero mais reduzido de folhas B pregueadas. Por sua vez, a PrPS¢ apresenta maior
numero de folhas § paraquedas em relagcdo ha quantidade de hélices a. Supde-se que esta
alteracdao conformacional na estrutura secundaria da PrP normal que cause a patogénese.

Estudos realizados ja demonstraram que o cobre estimula a endocitose da proteina
prido PrP5¢: os ides Cu(Il) ligam-se repetidamente a proteina promovendo a sua
endocitose (forma de transporte ativo pela qual a célula transporta moléculas para o seu
interior).

Os ides de Cu facilitam a renaturacdo das moléculas de guanidina presentes na
proteina alterada contribuindo para a formacgdo de PrPSC, estando também a sua
endocitose favorecida, esta proteina prido patogénica alcanga os endossomas
acumulando-se no seu interior, provocando neurodegeneragao.

Foi descrita também uma relagio entre a expressio da PrP¢ e uma melhor captacio
dos ides Cu?*, provavelmente a existéncia de niveis excessivos de ides cobres livres pode
contribuir para a formagao de PrP5¢; sendo, aparentemente, essencial para a estabilidade
da PrP€ niveis adequados dos ides cobre no meio.

A expressao correta da PrP assegura também uma resisténcia mais eficaz aos danos
oxidativos e a toxicidade que pode advir dos ides de cobre.

Aparentemente, o papel dos ides cobre na patogénese da proteina prido € bastante
complexo. O cobre pode ter a capacidade de alterar a estrutura da PrP normal mas, por
outro lado, uma maior (ou até excessiva) biodisponibilidade de Cu pode aumentar o stress
oxidativo o que induz a formagdo de PrP normal para combater os danos oxidativos.
(Win-Shwe et al 2011) (Desai et al 2008)

Diabetes Mellitus

As diabetes mellitus sd3o um grupo de doengas metabdlicas caracterizadas por

hiperglicemia causada por defeitos na secre¢do de insulina e/ou na ac¢ao da insulina.
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Os niveis cronicos elevados de hiperglicemia em individuos com diabetes estao
associados a danos e a disfungdes em varios 6rgdos: olhos, rins, coracao, sistema nervoso
€ vasos sanguineos.

As diabetes mellitus sdo identificadas com frequéncia em individuos com
aceruloplasmina (niveis baixos de ceruloplasmina do sangue). Supde-se que nestas
situacdes, as diabetes sejam uma consequéncia do aumento dos niveis de ferro e,
consequentemente, acumulacdo dos ides ferro no pancreas devido a diminui¢do da
atividade das peroxidases. As peroxidases, como ¢ o caso da enzima cupro-dependente
citocromo C, t€ém um papel essencial na desintoxicagdo dos tecidos, eliminando o
peroxido de hidrogénio (espécie reativa). Uma diminui¢ao da biodisponibilidade de Cu,
pois ao nao ser transportado pela ceruloplasmina ate as células nunca vem a incorporar o
citocromo C, nao podendo este, por sua vez, exercer a sua fung¢ao antioxidante nos tecidos
do pancreas.

Alteragdes no transporte de distribuicdo do cobre podem ainda afetar o metabolismo
da glucose e vice-versa, ou seja, alteragdes no metabolismo da glucose podem alterar o
caminho percorrido pelos ides cobre.

Estudos realizados em ratos, revelaram que se um rato ¢ afetado pelas diabetes
mellitus os valores de concentragdo de Cu sdo substancialmente superiores aos de um
individuo saudavel. Isto acontece devido a um aumento da sintese de metalotioneinas.

A presenga de ides cobre no sangue aumenta a taxa de glicolizagdo dos hidratos de
carbono as moléculas recetoras (lipidos, proteinas, algumas enzimas) o que provoca as
complicagdes associadas as diabetes.

Concentragdes de cobre no plasma parecem ser mais elevadas em doentes
diabéticos do em individuos saudaveis. E entre os doentes diabéticos, aqueles com
sintomas associados a complicagdes das diabetes mellitus como retinopatia, hipertensao
e doencas cardiovasculares tem niveis de concentra¢do de Cu superiores. (Hordyjewska

etal, 2014)

Angiogénese e cancro

A angiogénese consiste num mecanismo de formacdo de novos vasos sanguineos a
partir de outros pré-existentes.
A formagdo de novos tecidos que necessitam de ser alimentados por novos vasos

sanguineos ¢ uma situa¢do normal onde a angiogenese € essencial.
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Contudo, o mecanismo de formacgao de novos vasos sanguineos pode tornar-se uma
preocupacao quando ocorre em tumores alimentando-os e sustentando-os. (Finney et al
2009)

Os novos vasos sanguineos permitem as células tumorais sairem do local inicial e
a alcancarem diferentes 6rgaos através da corrente sanguinea.

O papel do cobre no crescimento de desenvolvimento de tumores tem sido alvo de
muitos estudos. Visto que, os ides cobre geram radicais livres os quais contribuem para a
proliferagado celular.

De um modo geral, as células cancerigenas, necessitam de uma maior concentracao
de 1des Cu de modo a crescerem e a aumentarem o seu metabolismo.

Assim, agentes que afetam a homeostase do cobre sdo relevantes para a terapéutica
cancerigena.

Elevada concentra¢do de Cu ¢ encontrada no plasma e tecidos de varios tumores
humanos: linfoma de Hodgkin’s, linfoma, leucemia, sarcoma, tumores cerebrais, pulmao,
peito e figado. Foi também identificado que os niveis de concentragdo de Cu diminuem
quando o tumor entra em remissao ou € removido.

O cobre ¢ essencial para a angiogénese, assim como muitas moléculas promotoras
da angiogénese parecem depender de valores de concentragdo de Cu normais.

A angiogenese € um processo complexo, essencial para a reconstituigdo de tecidos
mas também para o crescimento e manuten¢do de tumores. (Finney et al 2009)

Estudos in vitro revelaram que o cobre atua promovendo a angiogénese,
contribuindo para a proliferacdo das células tumorais. Limitar a biodisponibilidade de Cu,
usando um quelante que implique transportar o Cu diretamente para a via eliminatéria e
modo a diminuir a concentragdo dos ides Cu pode diminuir também a taxa de
desenvolvimento do tumor. (Hordyjewska et al, 2014)

Estudos demonstram que uma dieta com privacdes de Cu (deficiéncia em Cu) inibe
a resposta de varios promotores da angiogénese reduzindo o crescimento e as

propriedades nocivas do tumor. (Finney et al 2009) (Hordyjewska et al, 2014)

Resposta Inflamatoria

As citoquinas sdao conjunto de proteinas que regulam as células do sistema
imunitario, regulando por exemplo, a resposta inflamatoria.

Recentemente, verificou-se que estas citoquinas, as IL-2, sdo cupro dependentes.
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No decorrer do processo inflamatorio, o metabolismo do Cu ¢ alterado e a
concentragdo de Cu no plasma aumenta.

O cobre ¢ essencial para o processo da resposta inflamatoria, produgdo de IL-2
(interleucinas produzidas pelos linfécitos T), suporta a atividade e eficiéncia da
imunidade influenciando os linfocitos T. (Hordyjewska et al, 2014)

Toxicidade

Existem dois tipos diferentes de toxicidade por excesso de cobre: toxicidade aguda
e toxicidade cronica

A toxicidade aguda traduz-se por fatores gastrointestinais €, em casos mais severos,
em coma podendo causar a morte.

Quando a toxicidade ¢ cronica os sintomas sdao prologando ao longo do tempo,
provocando, danos em 6rgaos chave para o metabolismo do Cu e pode depender de uma
predisposicao genética. (Schiimann et al 2002)

Toxicidade aguda

A ingestdo de uma quantidade excessiva de cobre ¢, relativamente, pouco toxica
para individuos adultos.

As intoxicagdes agudas por cobre tém sido registadas como acidentais, exposi¢do
ao Cu através do meio ambiente ou da ocupagdo profissional. Tubagens da distribui¢do
da 4gua potavel, material de cozinha, pilulas contracetivas, dispositivos anticoncecionais
intrauterinos, suplementos alimentares, compostos quimicos adicionados as piscinas sdo
alguns exemplos de fontes de Cu para além dos alimentos, que podem contribuir para
situagoes de toxicidade aguda.

Algumas atividades profissionais, tais como, canalizadores, soldadores, operarios
fabris que trabalham na presenga de — Cu correm um risco mais elevado de intoxicagao
aguda. Agricultores que usam pesticidas com Cu na sua composi¢do também pertencem
a este grupo de risco.(Gaetke et al 2014)

Os sintomas provocados por intoxicacdo aguda sdo: dor no estomago, nduseas,
vomitos e diarreia. (Schiimann et al 2002)

Estes dois ultimos sintomas, apesar de desconfortaveis, ajudam a eliminar (expelir
do organismo) o excesso de Cu.

Contudo, em situagdes excecionais podem registar-se manifestagdes mais graves:
oliguria, necrose hepatica, colapso vascular, coma e morte.

A inalagdo de gases com Cu irrita o trato respiratério superior podendo provocar

mal-estar, dores de estomago e diarreia. (Schiimann et al 2002)
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A ingestao diaria de cobre varia bastante entre os individuos dependendo da sua
dieta alimentar, bem como de fatores ambientais., como ja foi referido.

De um modo geral uma dieta normal contem entre 1 a 5 miligramas de cobre,
quantidade suficiente para ndo provocar situagdes de deficiéncia nem de excesso.

Determinar o nivel maximo limite antes de atingir valores toxicos € mais dificil do
que pode parecer. Existem uma variedade de fatores externos e endogenos para além da
alimentagdo diaria que ditam a quantidade total de cobre ingerida. E possivel que os
valores maximos admitidos variem entre individuos sendo dificil estabelecer um valor
fixo a partir do qual definir a toxicidade. (Gaetke et al 2014)

A WHO recomenda como dose maxima diaria 10mg para mulheres e 12mg para os
homens.

Toxicidade cronica

Intoxicagdes cronicas provocadas pela dieta alimentar sdo extremamente raras.

A toxicidade crénica ¢é caracterizada por um acumular de Cu ao longo do tempo,
em orgaos especificos, essencialmente o figado. (Schiimann et al 2002)

Os sintomas clinicos de toxicidade cronica de cobre sdo menos evidentes e SO
aparecem quando a capacidade dos hepatdcitos para “sequestrar” o Cu € excedida,
provocando hepatite, cirrose, ictericia e, em casos mais raros, hemolise. (Gaetke et al
2014)

Em individuos com a doenga de Wilson, existe uma acumulagdo de cobre
(cronica) no figado e cérebro e observam-se sintomas hemoliticos, neurologicos e
insuficiéncia renal e hepatica.

O consumo de formula de substituicao de leite materno para bebes em fase de
amamentacdo armazenado em contendores compostos com minerais de cobre
contaminou a formula lactea provocando uma doenca caracterizada pela acumulagao
massiva de cobre no figado, a Cirrose Infantil Indiana. (Hordyjewska et al, 2014)

Alguns individuos s3o mais suscetiveis a intoxicag¢des cronicas devido a
manifestac¢do de alteragdes genéticas que contribuem para a acumulacdo de Cu nos

tecidos, especialmente no figado e cérebro. (Gaetke et al 2014)

Mecanismos de toxicidade

A maioria dos organismos possui uma combinag¢ao de mecanismos que regulam a

absorcado, distribui¢do, transporte e metabolismo dos ides metalicos, nomeadamente dos
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10es de cobre. Protegendo, assim, organismo da toxicidade inerente aos i0es metalicos.
(Gaetke et al 2014)

Estes mecanismos regulam o equilibrio homeostatico dos metais através da ligagao
destes metais a proteinas, com fungdes de cofator em enzimas, ou para sinalizar a ativagao
de transcrigao.

A existéncia de uma rede transportadora de ides metalicos, composta
essencialmente por chaperons controla a homeostase do Cu e assegura que os ides Cu
alcancam as proteinas que deles dependem evitando danos nos tecidos. (Manto 2014)

Para além destes mecanismos, alguns estudos reuniram outras hipdteses que ajudam
a evitar danos induzidos por radicais livres que podem advir da toxicidade do Cu.

Recentemente, demonstrou-se que alteragdes no metabolismo lipidico, na
expressdo genética de genes hepaticos, na agregacdo da proteina alfa-sinucleina, na
ativacdo da esfingomielinase 4cida, na distribuicdo hepdatica de cobre e alteracdes na
interagdo metal-proteina desempenham um papel importante na tematica dos mecanismos
de toxicidade do cobre. (Gaetke et al 2014)

Danos oxidativos induzidos por radicais livres

Metais de transcri¢ao, como o Cu, formam ides capazes de participar em reagdes
redox, promovendo a formagao de espécies reativas de oxigénio.

A toxicidade do Cu pode ser atribuida a esta propensdo dos ides de cobre a
participar na formacdo destas espécies reativas de oxigénio, as quais modificam estrutural
e funcionalmente biomoléculas esséncias. (Gaetke et al 2014)

Na presenca de superoxidos ou de outros agentes redutores, como o acido
ascorbico, o ido Cu?" é reduzido para Cu”, o qual é capaz de catalisar a formacdo de
radicais hidroxilo (HO"), a espécie mais reativas de entro todos os radicais livres.

Como s6 é necessario um eletrdo para fazer reduzir o Cu?*, o outro eletrio fica livre
e também pode envolver-se na formacgdo de radicais hidroxilo que provocam danos
oxidativos. Os principais alvos da a¢do dos radicais livres sdo as bases de ADN levando
a rutura da sua cadeia dupla e os acidos gordos insaturados que sofrem peroxidagdo
formando radicais lipidicos.

Para além disto, o produto da reccdo entre o superdxido e o 6xido nitrico, a
peroxinitrite, promove a libertacdo de ides Cu de alguns complexos proteicos,
nomeadamente da ceruloplasmina.

Os danos oxidativos desempenham um papel relevante na toxicidade do Cu.
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Os i0es Cu participam nas alteragdes do estado de oxidagdo das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e promovem a agregacdo dos macrofagos aos depositos de
gordura dos vasos sanguineos. Os macréfagos envolvem o deposito de gordura na
tentativa de o destruir, contudo, em situacdes de hiperlipidémia, as lipoproteinas unem-
se intimamente entre elas e aos vasos sanguineos, tornando-se oxidadas pelos radicais
livres.

As LDL oxidadas acumulam-se nos macrofagos levando, por sua vez, a acumulagio
nos vasos sanguineos, o que provoca aterosclerose.

O excesso de cobre pode conduzir, também, a danos na membrana lipidica das
células, causando por exemplo, peroxidacdo das membranas dos lisossomas dos
hepatdcitos.

Os danos oxidativos provocados por niveis excessivos de Cu provocam diminui¢ao
dos niveis de glutationa (um antioxidante essencial para os sistemas biologicos) e de a-
tocoferol. Diminui, ainda, a atividade do complexo IV e a atividade da enzima citocromo
c oxidase prejudicando a respiragdo celular das nas mitocondrias dos hepatdcitos.

Ao exceder a capacidade dos sistemas antioxidantes do organismo e induzindo
danos no ADN, peroxidac¢ao lipidica, modificagdo estrutural e funcional das proteinas, as
espécies reativas de oxigénio conduzem ao desenvolvimento de doengas
neurodegenerativas, cardiovasculares, diabetes, aterosclerose e inflamagao cronica.

Além da acdo dos radicais livres, existem outros mecanismos que podem também
atuar como mecanismos de toxicidade de cobre:

e Alteracdo do metabolismo lipidico

Estudos em ratinhos aos quais foi induzida a doenga de Wilson, a qual se traduz por
acumulagdo excessiva de Cu no figado, fizeram surgir a possibilidade de existir uma
relagdo entre os niveis de Cu e o metabolismo lipidico.

O metabolismo lipidico que ocorre no figado, com o avangar da doenga de Wilson,
sofre alteracdes na sua regulacdo. Assim, supde-se que o acumular de Cu nos hepatdcitos
leve a um decaimento no metabolismo lipidico.

Pode supor-se ainda que algumas das consequéncias destas alteragdes no
metabolismo lipidico possam ser consideradas consequéncias adversas da toxicidade do
Cu. (Gaetke et al 2014)

e Alteracdo na expressao de genes hepaticos
Alguns estudos sustentam a teoria que o excesso de Cu pode provocar alteracdo na

expressao de genes hepaticos, induzindo a actividade das metalotioneinas e da catélase,
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aumentando assim as concentragdes de adenosina difosfato (NAD+) e de lactato. Ocorre
entdo a alteracdo no metabolismo passando a ser anaerébio, o que provoca alteragdes nos
genes hepaticos. (Gaetke et al 2014)

e Alteragdo da a-sinucleina

A o-sinucleina ¢ uma fosfoproteina, com tendéncia para se agregar entre ela, sendo
a principal constituinte dos corpos de Lewy. A a-sinucleina tem ainda a capacidade de se
unir a metais, incluindo o Fe e o Cu.

Os 1des Cu favorecem a agregagdo das a-sinucleinas, contribuindo para a formacao
dos corpos de Lewy, inclusdes proteicas patologicas, intracitoplasmaticas.

Quanto maior a quantidade em excesso de Cu, maior também a acumulagao de a-
sinucleina na forma de agregados filamentosos intracelulares sendo uma das
caracteristicas  patologicas das doencas neurodegenerativas designadas por
sinucleinopatias, nas quais se inclui a doenga de Parkinson.

O aumento da expressdo de a-sinucleina aumenta a sensibilidade das células a
toxicidade de Cu

Assim supde-se existir uma relacdo entre a capacidade do Cu de se ligar a a-
sinucleina e a sua tendéncia para formar os agregados. (Gaetke et al 2014)

e Alteragdes na ativagdo da esfingomielinase acida

A esfingomielinase acida ¢ uma enzima fosfodiesterase lisossdmica que hidrolisa a
esfingomielina, substdncia que armazena os fosfolipidos e existe no cérebro, figado,
pulmdes, baco e nddulos linfaticos.

A ceramida e a fosfocolina sao produtos da hidrolise da esfingomielina

Deficiéncia nesta enzima resultam em incapacidade do corpo de degradar a
esfingomielina dando origem a Doenga de Niemann-Pick.

Metais de transcrigdo como o cobre podem promover a apoptose celular (auto
destruicao celular programa), e alteracdes nas bases nucleicas do ADN.

Estudos demonstram que o Cu®" atua como um gatilho na apoptose de hepatdcitos
através a antecedente ativacdo da esfingomielinase 4cida e, consequente, produgdo de
ceramida apds a hidrolise da esfingomielinase. A ceramida induz os hepatdcitos a
autodestruirem-se. Assim um aumento excessivo nos niveis de Cu vai provocar a ativagao
da esfingomielinase e consequente destrui¢ao de hepatocitos. (Gaetke et al 2014)

e Alteracao na distribui¢ao hepéatica de Cu
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Quando a dieta alimentar provoca excesso de Cu no organismo, este Cu vai
acumular-se nos lisossomas causando danos hepaticos quando ¢ posteriormente libertado
para o citoplasma, diminuindo os niveis de ceruloplasmina.

Consequentemente, desenvolvem-se fibroses hepaticas culminando em cirrose e o
Cu difunde-se para fora do figado, por meio da circulagdo sanguinea, alcancado outros
tecidos.

O excesso de Cu ¢, entdo, depositado no cérebro e na cornea, desenvolvendo danos
neurologicos.

De um modo geral, os sintomas sdao hepatite, anomalias no sistema nervoso que
afetam a area motora e alteracdes cognitivas.

Contudo, experiencias demonstraram que pode ndo se acumular continuamente nos
hepatocitos. A interrupcdo desta acumulagdo €, provavelmente, devida a perda da
molécula transportadora de Cu, a CTR1, que transporta o Cu do plasma para o interior do
figado. Observou-se a acumulac¢do de Cu nos linfocitos e no meio extracelular. (Gaetke
et al 2014)

e Alteragdo da interacdo proteina-metal

A intera¢do entre as proteinas e os metais nos sistemas bioldgicos parece ser
essencial para manter o equilibrio e evitar acumulagdo destes i0es metalicos no sistema,
protegendo de danos que dai possam advir.

Alguns mecanismos que conduzem a acumulacdo de ides metalicos, incluindo de
Cu, podem ser o resultado de mecanismos compensatorios de modo a melhorar a
biodisponibilidade destes metais no meio celular.

Por exemplo, um estudo realizado utilizando métodos computacionais para analisar
o comportamento da ligagdo Cu’ com o seu chaperon Atox1 e posterior ligagio a proteina
da Doenga de Wilson, verificou-se que a passagem do Cu’ da Atox1 para a proteina da
Doenga de Wilson € cineticamente muito acessivel podendo existir alguma relagdo entre
os 10es Cu se unirem a proteinas alteradas e contribuirem para a toxicidade de Cu. (Gaetke

etal 2014)

Como vérios processos bioldgicos sdo sensiveis a alteracdes redox, a producio
intracelular de espécies reativas de oxigénio pode alterar a expressao e activagao de genes
vitais, alterando assim a proliferagdo celular, biossintese de neurotransmissores,

diferenciacdo e apoptose celular.
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As alteragdes provocadas pelos ides Cu quando em niveis toxicos alteram estados
oxidativos das moléculas e produzem radicais podendo todos os outros mecanismos de
toxicidade serem consequéncia de um inicial dano oxidativo.

Erros genéticos no metabolismo do cobre

Existe um grupo de doencas caracterizadas por serem derivadas de alteragdes no
metabolismo do cobre, os seus principais sintomas sao neuroldgicos: doenga de Wilson,
doenga de Menkes, sindrome do corno occipital. (Kaler 2013)

A ocorréncia destas doengas deve-se maioritariamente a erros na expressao genética
dos genes ATP7A e ATP7B, duas ATPases transportadoras de cobre.

Mutagdes o gene que codifica para a ATP7A implicam varios fenotipos. A doenca
de Menkes (MNK) ligada ao cromossoma X, a sindrome do corno occipital e a uma
neuropatia especifica dos musculos distais (musculos das maos e pés). (Kaler 2013)

A doenga de Wilson envolve alteragdes na codificacdo do gene de ATP7B. (Manto
2014)

Doenca de Wilson

A doencga de Wilson (DW) ¢ autossdmica recessiva, ou seja, ndo esté ligada ao sexo,
sendo a prevaléncia igual em homens e mulheres e ambos os progenitores t€ém de possuir
o alelo com a mutacdo genética e, ATP7B. (Coffey et al 2013)

Tem aproximadamente, uma incidéncia de 1 em 30 000 nascimentos e afeta
individuos dos 3 aos 80 anos. (Kaler et al 2013) (Wu et al 2015)

A DW ¢ caracterizada por uma alteracdo no metabolismo do cobre que conduz a
acumulagdo e, consequente, deposicdo de Cu em varios orgdos impedindo-os de
realizarem as suas fungdes normais. (Jiang et al 2015)

O figado ¢ principal 6rgao de deposi¢ao de cobre seguido pelo cérebro. (Kaler 2013)
O excesso de cobre no figado vai causar danos hepaticos que podem ser pequenas
manifestagdes de toxicidade até hepatite cronica ou aguda, cirrose ou hepatite fulminante.
O excesso de deposicao de cobre no cérebro pode causar danos cerebrais semelhantes aos
sintomas observados em doentes de Parkinson, bradicinesia (lentiddo anormal dos
movimentos voluntarios), tremor e distonia. Para além destes sintomas, os individuos
afetados com DW, especificamente com diagndstico de danos cerebrais, podem sofrer de
sintomas neuropsiquiatricos, entre eles, hipomnesia (diminui¢do de memdarias evocaveis),
disgnosia (falsa interpretacdo dos fatos/ percecdo incompleta) e alteracdes na

personalidade. (Jiang et al 2015)
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O anel de Kayser-Fleischer (KF), que desenha uma circunferéncia acastanhada a
volta da cornea do olho como resultado da deposi¢ao de Cu, ndo considerado suficiente
para um diagnostico exato.

A deposicao de cobre pode provocar, ainda, outros sintomas consoante os restantes
orgdos que vai afetando: osteoartrite, debilidades na fungao renal e cardiomiopatia. (Wu
et al 2015)

As manifestacdes clinicas da DW incluem danos no figado, deformidades
neurologicas, disturbios psiquidtricos, anemia hemolitica, sindrome de Fanconi
(patologia renal) e deformidades Osseas. (Kaler 2013)

Atualmente, supde-se que alteracdes no gene ATP7B sejam responsaveis pela DW.
Este gene foi identificado pela primeira vez em 1993 e codifica para uma ATPase tipo-P
transportadora de cobre a ATP7B (Kaler 2013) que ¢ expressa na maior parte dos 6rgaos,
em niveis mais elevados no figado, rim e placenta. (Wu et al 2015)

E no figado que exerce a sua fungdo principal de excregdo do cobre hepético para
o trato biliar. (Kaler 2013)

Fisiologicamente, a ATP7B desempenha dois papéis no figado: participa no
transporte dos ides de cobre do citosol para o complexo de Golgi, onde o cobre ¢
incorporado pela ceruloplasmina e promove a excrecao biliar de cobre. (Gaetke et al
2013) A mutacdo no gene ATP7B provoca, entdo, um detrimento na excre¢ao de cobre,
conduzindo a sua deposi¢ao nos o6rgaos. O acumular de cobre nos 6rgaos leva ao aumento
reagdes bioquimicas prejudiciais os tecidos, aumentado o stress oxidativo, o que pode
danificar a estrutura e integridade da mitocondria conduzindo a danos celulares
irreversiveis. (Wu et al 2015)

e Mutag¢des no gene ATP7B

A funcdo do gene ATP7B pode ser alterada devido a mutagdes genéticas, que sao,
muitas vezes, esporadicas mas que também podem hereditarias e afetar multiplas regides
do gene. Mais de 300 mutacdes causadoras de doenca de DW foram identificadas no
ATP7B. Individuos da mesma familia podem ter mutagdes em sitios diferentes, isto faz
com que a terapia genética seja tecnicamente mais dificil pois tem de ser adaptada a cada
individuo consoante a sua mutacdo. Para além deste facto, o gene ATP7B ¢ grande o que
torna dificil a construcdo de vetor transportador de genes (moléculas transportadoras
usadas para levar o gene terapéutico para as células alvo). (Gupta 2015)

As mutacdes associadas ao ATP7B podem ocorrer em qualquer regido do gene,

incluindo nos intrdes, exdes e regides promotoras. A muta¢cdo mais comum ¢ a missense
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. Outros tipos de mutacdo como frameshift, nonsense ¢ splicing estdo associadas a
fenotipos mais graves da DW manifestando-se como alteragdes graves no metabolismo e
insuficiéncia hepatica fulminante (Wu et al 2015)

A maioria das mutagdes genéticas estdo localizadas nos dominios N ¢ M,
especialmente em pacientes com sintomas hepaticos. Uma mutagao especifica localizada
no exao 14 ¢ a mais comum, H1069Q. Esta mutacao ocorre quando a histidina do dominio
N ¢ substituida por dacido glutdmico. Fisiologicamente, isto provoca alteragdes
conformacionais nas proteinas do dominio-N, na fosforilagao das proteinas do dominio P
e diminui a afinidade de ligacdo ao ATP em cerca de 50%.

Individuos com esta mutagdo sofrem danos neurolégicos mais tarde.

Existem mais hipoteses identificadas como mutagdes possiveis para este gene, entre
elas, outra mutacao no dominio N mais severa que causa total perda da afinidade para
ligagdo com ATP associada a sintomas mais graves. Uma mutacdo no exdo 8, que consiste
na substituicdo da arginida pela leucina, influencia o transporte transmembranar de Cu®*
e esta relacionada com manifestagcdes hepaticas em idade jovem. (Wu et al 2015)

Estudos e andlises a prevaléncia da DW demonstraram heterogeneidade por entre
as diferentes ragas e regides. Por exemplo, a mutacdo mais comum (exdo 14), tem maior
prevaléncia na Europa. A muta¢@o no exa@o 8 ligada a sintomas mais severos tem maior
prevaléncia na no este da Asia. (Wu et al 2015)

¢ Genes Modificadores e Diversidade de fendtipos

Os genes modificadores t€ém a capacidade de agravar ou melhorar fenotipos de
outros genes. A Apolipoproteina E (ApoE) ¢ o gene modificador com maior correlagdo
com a DW. (Wu et al 2015) (Chen et al 2015)

E constituida, principalmente, por 3 alelos, os quais influenciam os diferentes
fenotipos de DW.

Um dos alelos desempenha um papel relevante no metabolismo lipidico, podendo
estar relacionada com alteracdes lipidicas e doencas neurodegenerativas, como por
exemplo a doenca de Alzheimer. Os outros dois s3o como opostos, um dos alelos parece
ter propriedades neuroprotetoras e anti-oxidantes e, consequentemente, os sintomas de
DW s06 aparecem com uma idade mais avangada. O outro alelo est4 relacionado com
sintomas de DW em idade jovem. (Chen et al 2015) (Wu et al 2015)

A DW tem um conjunto de fenotipos complexos, incluindo: um intervalo grande de
idades de quando aparecem os primeiros sintomas, diferentes tipos de alteracdes

metabolicas.
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As mutacdes identificadas para o gene que codifica a proteina ATP7B provocam-
lhe diferentes alteragdes na estrutura e fungao.

Um estudo realizado com dois gémeos monozog6ticos com DW e com a alteragdo
mais comum em ATP7B, apresentaram manifestagdes clinicas diferentes, sugerindo que
em adi¢do ao fator genético hereditario associado a DW existem outros factores que
contribuem para a variedade de fendtipos da DW.

A relagdo entre o gendtipo e o fendtipo dos doentes com DW ¢é multifactorial e é
dificil estabelecer uma correlagao direta entre os dois.

Alem da hereditariedade, diferencias epigenéticas que consistem na transmissao de
experiéncias ocorridas com os pais para os filhos e que ndo ocorre através do DNA mas
sdo reescritas através de informagdes contidas no DNA, genes que aumentam ou reduzem
a sua atividade em resposta a sinais do meio, contribuem para a variedade de fenotipos.

e Manifestacdes Clinicas

Num estudo realizado com uma amostra de 400 individuos com DW, metade (50%)
apresentavam sintomas neurologicos e psiquiatricos, enquanto os restantes dividiam-se
em 20% sintomas neuroldgicos e hepaticos, outros 20% s6 neuroldgicos e os restantes
10% assintomaticos.

Os distrbios neuroldgicos podem traduzir-se em dificuldades na fala, distonia,
rigidez muscular, tremor, movimentos involuntarios répidos dos pés e das mados,
irregularidades na marcha, escrita descoordenada. (Kaler 2013) Estes sintomas estdao
associadas a acumulagdo de cobre no cérebro, que afetando os ganglios basais, envolvidos
na fun¢do motora e cognitiva.

As alteracdes psiquiatricas estdo associadas a mudangas na personalidade,
depressao e ansiedade.

Ao nivel hepatico os sintomas incluem ictericia, edema, astites e aumento do
tamanho do figado. Efeitos secundérios endocrinos em jovens incluem um atraso na
puberdade e auséncia de menstruacao.

Podem, ainda, ocorre situagdes de cirrose ou hepatite, por vezes, fulminante. (Kaler
2013)

Para além destes sintomas relacionados com o sistema neurologico e
funcionamento hepético, o olho sendo um dos principais locais de deposi¢cdo de cobre
produz uma alteracdo cromatica, forma-se um anel acastanhado a volta do olho que

corresponde a acumulagdo de cobre na cornea. Este anel designa-se como Anel de
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Kayser-Fleischer. Ainda no olho podem aparecer cataratas no cristalino em forma de
“girassol”. (Desai et al 2008)

Em alguns pacientes com DW registram-se insuficiéncias renais devido aos
depositos de cobre nos rins, com perda de aminodacidos, eletrdlitos, calcio, fosforo e
glucose. Estas perdas de calcio e fosforo podem causar anomalias 6sseas, como a
osteoporose.

Por vezes pode ocorrer a libertacdo de doses elevadas de cobre proveniente dos
depositos hepaticos, para a corrente sanguinea, situagao que pode ser fatal. (Kaler 2013)

e Tratamento

A doenga de Wilson encontrou a sua primeira tentativa terapéutica em 1956 com o
uso de penicilamina, um tiol com capacidade para estabelecer ligacdo com os ides de
cobre. A penicilamina exerce a fungdo de quelante do cobre e, como tal, ndo corrige o
motivo pelo qual o cobre se acumula e ndo ¢ devidamente excretado na bilis.

Contudo, ao ligar-se ao cobre, promove a sua excre¢do pela urina tentando, assim
manter o equilibrio homeostatico.

Para evitar deficiéncia em vitamina B6, caréncia associada aos tratamentos com
penicilamina, aconselha-se a administragdo de piridoxina.

A penicilamina tem alguns efeitos adversos como nefrotoxicidade, distirbios
hematologicos, eczema nas axilas e pescogo e, em alguns casos de DW com sintomas
neurologicos, pode agrava-los. (Kaler 2013)

A trientina ¢ semelhante a penicilamina, promove a excre¢ao de cobre pela urina.
(Hordyjewska et al 2014). Supde-se que tenha menos efeitos adversos em comparagdo a
penicilamina. (Kaler 2013)

O complexo tetratiomolibdato diminui a absor¢do de cobre e reduz os 10es de cobre
livres. Atua rapidamente (algumas semanas) até restaurar os niveis de cobre endogeno.
(Kaler 2013)

O zinco ¢ a primeira linha de terapia em doentes assintomaticos, com ligeiro dano
hepatocelular. O zinco ¢ administrado sob a forma de acetato ou sulfato.

O principal mecanismo pelo qual o zinco € eficaz no tratamento da doenga de
Wilson consiste na sua habilidade para competir pelos mesmos locais de ligacdo que o
cobre. Assim, interfere com a absor¢do gastrointestinal de cobre.

Supde-se que o zinco consiga induzir as metalotioneinas das células do epitélio
intestinal, que tém elevada afinidade para se ligarem ao cobre, prevenindo a sua

transferéncia para a corrente sanguinea, sendo excretado.
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O zinco bloqueia o zinco alimentar ¢ o zinco endogeno (saliva e fluidos
gastrointestinais), sendo capaz de provocar um balango negativo de cobre. (Hordyjewska
et al 2014)

Alguns estudos realizados sugerem que para alcangar o tratamento ideal para a DW
¢ necessario considerar a terapia celular para remover o excesso de cobre.

O objetivo ¢ restaurar a excregdo biliar de Cu reconstituindo o figado com células
saudaveis, corrigindo o defeito no gene ATP7B, através do uso de vetores com copias
saudaveis de ATP7B capazes de repovoarem o figado. (Gupta 2015)

O interesse em cé¢lulas estaminais endogenas para o tratamento DW centra-se na
hipotese de conseguir manipular as células estaminais para gerarem células hepaticas
saudaveis. Este processo foi testado com sucesso in vitro mas restam algumas duvidas de
como se comportaram estas células in vivo. Serdo capazes de proliferar o figado de modo
a anular as células hepaticas com mutagdes em ATP7B?

Contudo, a ativacao de células estaminais enddgenas para o tratamento da doenca
de Wilson pode ser benéfico para a reparacao de danos celulares hepaticos, mas s6 assim
ndo seria corrigido o acumular de Cu nas células, Entdo, simultaneamente com a inser¢ao
de células estaminais para reparar o figado seriam também administradas copias

saudaveis de ATP7B. (Gupta 2015)
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Tabela 9. Tratamento farmacoldgico da doenca de Wilson, adaptado de “Inherited copper transporte

Disorders: biochemical Mechanisms, diagnosis and treatment.”

Farmaco

Acao

Dose

Efeitos secundarios

D-penicilamina

Quelante dos ides de
cobre

Induz a sua
excrecao pela urina

Adultos: 750 a 1000
mg/dia 3x ao dia
Criangas:
20mg/kg/dia

Febre,
proteintria,
alteracdes
hematologicas,
sindrome nefrotico,
hepatoxicidade e
danos neurologicos
na fase inicial

eczema,

Ajuda no processo

de desintoxicagao

Zinco Bloqueia a absor¢ao | Adultos: 150 mg/dia | Gastrite,
de cobre induzindo | Criangas: 50 a 75 | acumulagdo de
as metalotioneinas | mg/dia zinco e mudangas na
nos enterocitos fun¢ao imune
Trientina Quelante dos i0es de | Adultos: 750 a 1000 | Gastrite, anemia
cobre mg/di 3x dia aplastica e anemia
Induz a sua | Criangas: 20 a 25 | sideroblastica
excrecdo pela urina | mg/kg/dia (raros)
Tetratiomolibdato Forma complexos | 20 mg/dia 3x dia | Anemia,
com os i0es de cobre | com refeigdes e 3x | neutropenia,
e bloqueia a sua | entre refeicdes hepatoxicidade,
absorc¢ao deterioracao

neurologica na fase
inicial do tratamento

Doenca de Menkes

A doenga de Menkes (DM) ¢ uma doenga hereditaria recessiva ligada ao

cromossoma X e foi identificada pela primeira vez em 1937 por um médico veterinario
australiano que relacionou a deficiéncia em cobre com sintomas neurodegenerativos em
cordeiros. (Kaler 2013)

Em 1962, Menkes et al., descreveu uma patologia a partir de cinco criangas inglesas
que apresentavam neurodegeneragdo especifica, textura de cabelo peculiar e problemas
no desenvolvimento. Mais tarde, em 1972, Danks et al. estabelece a associagdo entre os
sintomas neurodegenerativos dos cordeiros e as caracteristicas do seu pelo com os
sintomas e sinais apresentados pelos pacientes de Menkes. Definindo-se, assim, a doenca
de Menkes. (Kaler 2013)

A DM traduz-se por um distirbio no metabolismo de cobre que provoca
neurodegeneragdo progressiva e alteragdes no tecido conjuntivo e cabelo aspero, fragil e

€SCasso.
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A neurodegeneragdo e os problemas no tecido conjuntivo (fraqueza muscular e
atraso no desenvolvimento) sdo os tracos principais do fenotipo mais severo da doenca
de Menkes.

Os fetos portadores de DM podem nascer antes do tempo e com cefalohematomas.
Enquanto recém-nascidos apresentam ictericia durante mais tempo que os bebes
saudaveis, hipotermia, hipoglicémia e dificuldades alimentares. O primeiro sinal visivel
de DM ¢, normalmente, o couro cabelo com pouco cabelo e sem brilho, o que costuma
ocorrer entre 1 a 2 meses de idade. (Tiirner et al 2010)

Inicialmente o desenvolvimento psicomotor parece nao sofrer danos mas a partir
dos 5-6 meses de idade ndo se observam mais progressos € comegam a registar-se atrasos.
Os bebés desenvolvem tonturas e incapacidade de se continuarem a desenvolver.
Observam-se sintomas gastrointestinais (vomitos e diarreia).

O tonus muscular estd atrofiado e ndo existe progressdo da funcdo motora e
instalam-se momentos de letargia.

Um sinal que ajuda a estabelecer o diagnostico ¢ a existéncia de um cabelo fraco e
em pouca quantidade, localizado especialmente no escalpe.

Problemas vasculares, urogenitais e deformidades dsseas sdo comuns. Um pouco
mais tarde podem surgir sintomas oftalmolédgicos, como a cegueira.

A maior parte dos portadores da DM morre o terceiro ano de vida devido ao
culminar de todos estes problemas neurologicos e fisicos. (Tiirner et al 2010)

A prevaléncia da DM ¢ de 1 em 140 000 nascimentos de bebés do sexo masculino,
pois € uma doenca recessiva ligada ao cromossoma X.

Bioquimicamente, DM apresenta baixos niveis de cobre no plasma sanguineo, no
figado e no cérebro, devido aos problemas de absor¢do dos ides de Cu no intestino,
reduc¢do da atividade de proteinas dependentes do cobre e acumula¢do do cobre em
determinados tecidos (duodeno, rim, bago, pancreas, musculo esquelético e placenta).
(Kaler 2013)

¢ Patologia da Doenga de Menkes

A DM pertence a um grupo de doengas, Sindromes por deficiéncia em cobre, que
englobe uma grande variedade de fenotipos.

Mutagdes no gene que codifica para a ATPase transportadora ATP7A ¢ responsavel
por esta patologia. A maior parte das mutagdes sao intragénicas ou sdo delecdes parciais

do gene. (Manto 2014)
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A ATP7A localiza-se na membrana do complexo de Golgi e transporta o cobre do
citosol para o interior do complexo de Golgi. Existe e realiza esta fun¢do na maior parte
das células do organismo, exceto nos hepatdcitos.

Na doenca de Menkes, devido a mutagdes na ATP7A, o cobre acumula-se no citosol
de células afetadas e ndo ¢ excretado. Estudos mostraram que o cobre acumula-se nas
células endotélio intestinal, o que resulta numa incapacidade de o absorver, provocando
deficiéncia em cobre e reducdo da atividade enzimatica de enzimas cupro-dependentes.
(Kodama et al. 2012)

Os sintomas caracteristicos da DM, atraso mental, tonturas, cabelo fraco e
pigmentado, fragilidade dssea e problemas vasculares, podem estar relacionados com o

decair da atividade enzimatica.

Tabela 10. Sintomas associados ao decair da atividade enzimatica na doenca de Menkes, adaptado

de “Inherited copper transport disorders: biochemical mechanism, diagnosis and treatment”.

Enzima Funcgao Sintomas
Citocromo-C-oxidase Transporte de electro na | Danos cerebrais
respiragdo mitocondrial e | Hipotermia

Atrofia muscular
Distarbios vasculares
Hemorragias cerebrais
Danos renais
Osteoporose, fraturas

producdo de energia
Ligagdo do colagénio a
elastina

Lisil-oxidase

hérnias
Dopamina B-hidroxilase Produgao de norefedrina Hipotensao
Hipotermia
Diarreia
Tirosinase Formac¢ao de melanina Hipopigmetagao
Superoxido dismutase Propriedades anti- | Neurodegeneragao
Cu/Zn oxidantes
PAM  (Peptidilglicina-a- | Bioactivagao de | Danos cerebrais
amina-monooxigenase) neuropétidos
Ceruloplasmina Transporte de cobre Anemia
Hepaestina Absorcao de ferro Anemia

¢ A sindrome do corno occipital

A sindrome do corno occipital (SCO) ¢ a forma ligeira da doenca de Menkes.

(Manto 2014)

As suas principais manifestacdes clinicas estdo relacionadas com alteragcdes no

tecido conjuntivo. A principal diferenca entre 0 DM e SCO ¢ através da observagdo de

radiografias, onde no caso da SCO se observa-se um caracteristico corno occipital.
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Figura 5. Radiografias de individuos com corno occipital, exostoses simétricas e salientes ao 0sso
occipital, retirada de “Inherited Copper Transport Disorders: Biochemical Mechanisms, Diagnosis, and

Treatment”.

Durante a gravidez o feto portador de SCO tem um desenvolvimento normal, os
primeiros sintomas aparecem nos primeiros dias de vida e sdo semelhantes aos da DM:
ictericia, hipotermia, atrofia do tonus muscular e dificuldades alimentares. Um pouco
mais tarde surgem os sintomas gastrointestinais (diarreia) seguidos de infe¢des urinarias
recorrentes.

Contudo, na maioria dos casos, o diagndstico ¢ definido entre os 5 ¢ 10 anos de
idade.

Ao longo do tempo os individuos com esta sindrome apresentam um atraso no
desenvolvimento muscular que pode ser associado com falta de destreza. Esta atrofia
muscular ndo ¢ tdo severa como nos casos de DM.

Com o crescimento a sua fisionomia traduz caracteristicas da doenca: trono longo,
peito e ombros esguios, articulagdes soltas (tendéncia para deslocar os cotovelos e
ombros). Face longa e magra com testa grande e olhos inclinados para baixo.

Contudo, o desenvolvimento durante a puberdade ¢ relativamente normal e a
capacidade intelectual € considerada baixa a normal.

A esperanga de vida para doente com SCO ¢ vriavel mas substancialmente superior
a DM. (Tiirner et al 2010)

e Mutagdes no gene para ATP7A

ATP7A ¢ considerada uma importante proteina transportadora do cobre com vérias

fungdes celulares. E uma molécula multifuncional, que esta envolvida no trasporte de

cobre para dentro e para fora das células.
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Mutagdes em ATP7A podem causar podem causar trés diferentes fenotipos,
dependendo que qual ¢ o defeito molecular: doenga de Menkes, sindrome do corno
occipital e neuropatia dos musculos distais. (Kaler 2015)

Defeitos cromossomais que afetam ATP7A sao encontrados mais em mulheres que
em homens (ligada ao cromossoma X). Estas alteracdes hereditarias sdao trasmitidas
usualmente das maes para os filhos do sexo masculino.

Aproximadamente 25% das mutacdes de ATP7A s3o delecdes que podem afetar
um Unico exao como o gene por inteiro (2 excecdo dos dois primeiros exoes).

Estdo identificadas cerca de 120 mutagdes genéticas para ATP7A: 33% missense,
16% nonsense, 16% splice-site e 33% correspondem a dele¢des inser¢des e duplicagdes.

Apenas algumas destas mutagdes identificadas foram relacionadas com alteragdes
no funcionamento da ATP7A, sugerindo que nem todas as mutacdes conduzem a DM ou
SCO. Quase todas as alteragdes que causam mutacdes conduzindo a patologias ocorrem
sdo missense ¢ afetam os residuos que estdo dentro das regides conservadas das ATPases.

Estas mutagdes conduzem a substituicdo de aminoacidos e podem afetar a fungao
proteica: sintese, estabilidade, transporte e localizagdo da proteina. (Tiirner et al 2010)

¢ Relacdo das mutacdes com os diferentes fendtipos

Nao existe uma relagdo dbvia entre os fendtipos e o desenvolver da DM, membros
da mesma familia com a mesma mutacdo em ATP7A podem desenvolver DM ou a sua
forma menos severa SCO.

Verificou-se que pacientes com um fendtipo mais ligeiro (SCO) t€ uma maior
proporcao de mutacdes, o que leva a uma proteina parcialmente funcional ou resulta em
quantidades mais reduzidas de uma proteina normal.

De um modo geral, grandes delecdes resultam no fenotipo mais severo (DM)
(Ttrner et al 2010)

e Tratamento

O tratamento atual para a doenca de Menkes passa por administragdo parental de
cobre. Os componentes de cobre disponiveis para este tratamento sdo: cobre-histidina,
gluconato de cobre, sulfato de cobre e cloreto de cobre.(Kaler 2013)

De entre estes, o mais recomendado, com registos de maior eficacia, € o complexo
cobre-histidina.

A administracio de cobre-histidina melhora as anomalias capilares, as

concentragdes de cobre no figado, no plasma e da ceruloplasmina.

82



Desenvolvimento

Figura 6. Cabelo de um bebé de 3 meses com doenga de Menkes antes e depois do tratamento com
o complexo cobre-histidina e comparagdo com um cabelo de um bebé saudavel, retirada de “Inherited

Copper Transport Disorders: Biochemical Mechanisms, Diagnosis, and Treatment”

. Antes do tratamento

— Depois do
tratamento com
complexo cobre-

histidina

——— Cabelo normal

A administra¢do do complexo histidina-cobre ndo consegue colmatar os sintomas
neurodegenerativos. Provavelmente porque o cobre vai acumular-se na barreira hemato-
encefélica ndo alcangando o cérebro. (Kodama et al 2012) Seria a ATP7A a permitir o
cobre ultrapassar a barreira hemato-encefalica. (Manto 2014)

Contudo, se o tratamento for iniciado durante a fase logo a seguir o nascimento, €
possivel prevenir a neurodegeneracdo em alguns doentes.

Um tratamento eficaz para os sintomas neurologicos e do atrofias do tecido
conjuntivo ainda ndo esta estabelecido. (Kodama et al 2012)

A terapia genética é considerada uma opg¢do promissora. (Manto 2014)

De um modo geral, pode-se afirmar que o cobre estd envolvido, direta ou
indiretamente com varias perturbagdes neurologicas.

O efeito do excesso de cobre ou da sua falta no organismo associa-se a estas
patologias sugerindo a necessidade de criar biomarcadores dos niveis de Cu no plasma de

modo a diagnosticar ou controlar alteragdes na homeostase do Cu.
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Tabela 11. Papel do cobre em algumas perturbagdes neurologicas, adaptado de “Role of copper in

human neurological disorders”.

Patologia Correlagdo com ides | Consequéncias | Efeitos
de Cu fisiopatoldgicas | neurodegenerativos
Aceruloplas | Auséncia de | Acumulagdo de | Neurodegeneracao
minémia ceruloplasmina ferro nos tecidos | progressiva
provocada por Distonia
escassez de ides Cu Deméncia
essenciais para a sua
ativacao
Doenga  de | Ides de Cu interagem | Acumulagdo de | Problemas de memoria
Alzheimer com precursor da | proteina B- | Alteracdes da
proteina amiloide | amiloide personalidade
promovendo a Neurodegeneragao
agregacgao Demeéncia
Induz stress oxidativo
Doenga de | [des de Cu intarem | Oxidacao da | Degradacao dos
Parkinson com a a-sinucleina | dopamina neuronios
promovendo a sua dopaminérgicos
agregacao Acumulacdo intracelular
de corpos de Lewy
Esclerose Mutagdes na enzima | Formagao de | Degeneracdo da fungdo
lateral superoxido-dismutase | radicais livres motora e respiratoria
amiotrofica Cu/Zn Decaimento da
protecao
antioxidante
Doenca  de | Elevadas Stress oxidativo | Reagdes oxidativas
Huntington concentracdes de 10es | Falta de energia | Neurodegeneracao
Cu Degradacao dos
Ligam-se a locais com | neurdnios
pouca afinidade estriatais
Doengas Modificagao da  PrP
provocadas normal para PrP alterada
por prides Encefalopatias
espongiformes
Doenga  de | Mutagdes em ATPases | Acumulagdo de
Wilson transportadoras de Cu | cobre no figado
— ATP7B e cérebro
Doenca  de | Mutagdes em ATPases | Deficiéncia Atrofia cerebral
Menkes transportadoras de Cu | severa em Cu | progressiva e
— ATP7A com diminui¢do | neurodegeneracao
de atividade
enzimatica
essencial
Sindrome do | Mutagdes em ATPases | Defeciéncia Ligeira atrofia cerebral
corno transportadoras de Cu | moderada em Cu | Sintomas de  atrofia
occipital — ATP7A muscular
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3. Conclusao

O cobre ¢ um micronutriente essencial a vida dos organismos desde bactérias
procariotas, fungos, plantas e animais, incluindo os seres humanos.

Desde o inicio do seculo XX que este elemento metalico tem vindo a ser foco de
estudo a fim de compreender os seus mecanismos de a¢ao no corpo humano. Ficou claro
que desempenha um papel vital para a nossa existéncia.

O cobre possui varios estados oxidativos mas os Unicos relevantes para a fisiologia
humana sdo o estado ctiprico (Cu(Il)) Cu** e o cuproso (Cu(I)) Cu*

O organismo esta preparado para absorver o cobre na forma destes dois ides, Cu**
e Cu’. A principal fonte deste nutriente sdo os alimentos e a quantidade diaria ingerida
para um adulto saudavel, segundo a Organizacdo Mundial de Saude, deve ser de 1,2
miligramas.

E vital para o funcionamento dos 6rgaos e sistemas que a correta biodisponibilidade
de ides Cu seja assegurada pois esta envolvido em varias fungdes fisiologicas: € crucial
para o funcionamento do cerebral e de todo o sistema nervoso, tem um papel relevante na
formag¢do de colagénio mantendo osso e pele saudaveis, ajuda a suportar a elasticidade
dos vasos contribuindo para o bom funcionamento vascular, € necessario para manter um
sistema imunitario saudavel. Desempenha, ainda, um papel relevante no desenvolvimento
fetal e crescimento pos-natal.

Para manter o equilibrio homeostatico do Cu ¢ necessario um conjunto de
mecanismos e processos bioldgicos que permitam manter as concentragdes dos ides de
Cu no meio interno reguladas.

O Cu € cofator de varias enzimas e liga-se, ainda, a outras proteinas nao enzimaticas
como as metalotioneinas. De entre as varias enzimas do qual o Cu faz parte como peca
essencial ao desempenho das suas atividades enzimadticas, encontra-se, por exempo, a
citocromo-c-oxidase responsavel pela respiracao celular da mitocondria e como tal pela
producdo de energia, a superdxido dismutase, importante na defesa antioxidante, a lisil-
oxidase envolvida na manuten¢do dos tecidos conjuntivos e a f-dopamina-hidroxilase
responsavel pela sintese de catecolaminas.

Em todas estas enzimas os ides de Cu ndo podem ser substituidos por outros
elementos metalicos sem comprometer a actividade enzimatica.

Para além da sua relevancia na fungdo enzimatica, o cobre ¢ essencial para a

transcricdo de alguns genes. A presenga de ides Cu no meio intracelular activa a
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transcricdo de genes como o Acel que regula a transcricdo da enzima superdxido
dismutase (SOD).

Até alcangar as células, o Cu, percorre um longo percurso. O Cu proveniente da
dieta alimentar ¢, na sua grande maioria, absorvido no duodeno e intestino delgado, sendo
esta absorc¢ao influenciada por varios fatores. Outros nutrientes interagem com o cobre e
influenciam a sua capacidade de ser absorvido. Doses elevadas de zinco (Zn) diminuem
a absorcdo de cobre e a presenca de hidratos de carbono pode facilitar a absorgao.

Depois de absorvido, o seu transporte ¢ assegurado por um conjunto de moléculas
proteicas com elevada afinidade para os ides Cu. Os complexos proteicos, chaperons do
Cu, como a Atox1 regulam a circulacdo dos ides de cobre. A proteina especifica 1, a
CRT1, ¢ responsavel pela entrega de Cu no meio intracelular, as Cu-ATPases do tipo P,
como a ATP7A e a ATP7B, sdo responsaveis pela circulacdo no interior da célula, as
ATP7A existem em quase todas as células a exceg¢ao dos hepatdcitos e transferem os ides
de Cu" para o complexo de Golgi. As ATP7B sdo exclusivas dos hepatocitos e exercem
funcdo semelhante. Por fim, as metalotioneinas, existentes em, praticamente, todos os
orgdos, ao ligarem aos ides de Cu impedem o seu envolvimento em reagdes redox com
producao de radicais livres, evitando situacdes de stress oxidativo.

A facilidade com que o cobre assume estados de oxidacdo diferentes, oscila entre o
Cu?" e o Cu*, confere-lhe, claramente, carateristicas Uteis para ser utilizado nos sistemas
biologicos mas também o torna uma espécie apetecivel para ser envolvido em reagdes de
Fenton, por exemplo, que t€ém como produtos radicais livres de oxigénio. O contato destas
espécies reativas, com elevado poder oxidante, com o sistema bioldgico pode ter
consequéncias danosas, por exemplo, modificagdo do estado de oxidacdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) induzindo a aterosclerose, pode ainda provocar
danos da respiragao celular da mitocondria. Os danos oxidativos induzidos pelos radicais
livres podem ter consequéncias dramaticas ao nivel da estrutura e funcionalidade das
biomoléculas. O radical hidroxilo, a espécie com maior poder oxidante, pode inclusive
danificar as bases do ADN.

E, entdo, evidente que o equilibrio homeostatico deve manter-se regulado através
de processos minuciosos e precisos. Contudo, este equilibrio pode ser quebrado por casos
de excesso ou caréncia de cobre.

A deficiéncia em cobre ocorre devido a caréncia alimentares e pode conduzir a
problemas dsseos, enfraquecimento do sistema imunitario, alteragdes cardiovasculares e

alteragdes no metabolismo de outros nutrientes, como ¢ o caso do ferro. Este tipo de
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caréncia pode ser ultrapassada com a introdugdo da dosagem correta de cobre na
alimentagdo diaria.

A toxicidade aguda ¢ rara e, normalmente, esta associada a ingestdo de alimentos
contaminados, que foram acondicionados em recipientes com cobre na sua composi¢ao.
E importante que as autoridades competentes garantam que a 4gua potavel ndo apresenta
quantidades toxicas de metais onde se inclui o cobre devido a degradacao das tubagens.
Por vezes, ocorrem situagdes de exposi¢do prolongada devido a atividade profissional.

Contudo, existem um grupo de patologias associadas ao excesso (acumulagdo) ou
caréncia deste micronutriente. A doenga de Wilson ¢ caracterizada por acumulacao de Cu
nos hepatdcitos e, seguidamente, no cérebro. Mutacdes na Cu-ATPases ATP7B provoca
alteragdes no efluxo de Cu. Existem varios fenotipos para a doenga de Wilson o que
suporta a possibilidade de ocorrerem diferentes mutagdes em varios locais da ATP7B.
Quase todos os fenotipos tém associados sintomas de degradagdo hepatica e
neurodegeneragao.

A doenga de Menkes e o seu fendtipo mais suave a sindrome do Corno Occipital
sdo, também, provocadas por mutacdes numa Cu-ATPases, a ATP7A, que causam
caréncia de Cu nos tecidos. As células do epitélio intestinal perdem a capacidade de
absorver o Cu, que se acumula no intestino causando sintomas gastrointestinais. Contudo,
rapidamente aparecem sintomas mais severos, a falta de Cu prejudica irreversivelmente
o funcionamento das células e de todos os sistemas, causando neurodegeneragao, atrofia
motora e cerebral, sendo os doentes de Menkes raramente ultrapassam os 3 anos de vida.

A Sindrome do Corno Occipital, como ¢ o fendtipo mais suava, apresenta uma taxa
de sobrevivéncia substancialmente mais elevada mas com sintomas caracteristicos
associados, alteracdes capilares e o desenvolvimento de uma protuberancia 6ssea na parte
superior do osso occipital. Sintomas como articula¢des soltas, ligeira atrofia muscular
também estdo associados a sindrome do Corno Occipital.

Outras patologias que envolvem degradagdo neurologia, estio também envolvidas
com alteragdes no equilibrio dos niveis de Cu, entre elas, doenga de Alzheimer, Parkinson
e Esclerose Lateral amiotrofica.

Apesar de ser considerado o micronutriente e de ndo ter o devido reconhecimento,
o papel do cobre no organismo ¢ vital. Uma pequena quantidade didria de Cu garante o

desenvolvimento normal e a manutencdo de um corpo saudavel.
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Uma alimentagdo saudavel e equilibrada com a ingestdo da quantidade de cobre
essencial ¢ um dos primeiros passos para ter um sistema imunitario forte, bem como,
reduzir o risco de algumas doengas.

Nao ha duvida que os estudos sobre os mecanismos que tornam o cobre essencial a
vida vao continuar ¢ promover tratamentos mais eficazes para as doengas relacionadas

com altera¢des no metabolismo do cobre.
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Anexos

Anexos
Anexo 1: Tabela Periodica da IUPAC ( International Union of Pure and Applied

Chemistry) versdo de 8 de Janeiro de 2016 (www.iupac.org).
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Anexo 2: Propriedades fisico-quimicas do cobre e de alguns dos seus sais,

adaptado de EHC 200, 1998.

Cobre | Sulfato | Oxido Hidréxido Cloreto de | Cobre-8
de Cuproso | de cobre (I) | cobre (II) hidroxiquin
cobre D olinato ou
1) oxina-cobre
Formula Cu CuSOs | Cu0 Cu(OH), CuCp CisH12CuN>
Molecular 0))
Massa 63.55 | 159.6 141.3 97.56 134.45 351.9
molecular
relativa
Ponto 2567 | Decom Decompde- | Decompde-
de poe-se sea 140°C | sea993°C
ebulicao em
(°C) CuO a
650°C
Ponto de | 1083. | Decom | 1235 620 Decompde-
fusdo (°C) | 4 poe-se se a270°C
ligeira
mente a
tempera
turas >
200°C
Solubilida | Insolt | 143g/L | Praticam | 2.9mg/LL a | 706g/L Insoluvel
de em | vel a0°C ente 25°C
agua insoluvel




Anexo 3: Quantidade de cobre nos diferentes alimentos (WHO 2004)

Anexos

Alimentos

Cobre (mg/Kg)

Leite

Colostro humano

0.57 (0.24-0.76)

Humano 0.2-0.76
Vaca 0.1-0.88
Magro em po 0.7
Visceras

Rim de bovino 2.143
Figado de bovino 157
Figado de cordeiro 56

Carne

Bife de vaca/bovino 0.1-1.8
Bife de porco 0.1-9.1
Cereais

Milho 0.6-16.6
Trigo 3.3-36.0
Arroz 0.6-3.1
Pao de trigo 29

P3o de trigo integral 34
Vegetais

Batata 0.48-16.0
Batata frita 2.2-3.6
Batata doce 0.15
Cenoura 0.37-0.62
Broculos 0.68-0.87
Ervilha 1.9-2.4
Alface 0.1-2.9
Tomate 0.1-3.4
Couve 0.1-1.7
Peixe/ Marisco

Atum 0.1-1.2
Salmao 0.5-0.8
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Truta 0.1-3.3
Solha 0.1-2.5
Camarao 2.0-2.9
Fruta

Maga 0.1-2.3
Banana 0.7-3.0
Uvas 0.74-1.5
Péssego 1.1-1.4
Ananas 0.86-0.96
Ameixa 3.7-5.0
Toranja 0.3-0.6
Laranja 0.8-0.9
Frutos secos

Passas 2.7-4.1
Amendoim 2.7-9.6
Améndoa 9.7-13.6
Noz 2.0-13.9
Sementes de girassol 14.3-19.0
Gelados

Chocolate 0.3-3.4
Baunilha 0.1-0.9
Morango 0.1-1.4
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