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ARTIGO ORIGINAL

Cobre sérico e tecidual em rata gestante desnutrida e em sua prole

Tissue and serum copper concentration in malnourished pregnant rats and in their offspring

Fatima A.A. Sardinha! e Olga M.S. Amancio?

Resumo

Objetivo: Verificar o “status” do cobre em rata gestante desnu-
trida e na sua prole.

Método: Utilizou-se ratas Wistar com idade de 90 dias e peso
corporal de 200+20g. Apds confirmada a prenhez, esses animais,
por randomizagdo, deram origem aos grupos gestantes controle-
GC, desnutridos-GD1 (desnutricao grave), e GD2-(desnutri¢do
leve), e os filhotes, obtidos por cesarea, formaram os grupos de
recém-nascidos RNC, RND1 e RND2 respectivamente. Os tecidos
coletados (figado, misculo, osso, placenta e carcaga) sofreram
digestdo liquida prévia e a determinacdo de cobre nesses € no soro
foi feita por espectrofotometria de absor¢do atomica.

Resultados: as concentragdes de cobre sérico, dsseo, placenta-
rio e hepdtico mostraram diferenca significante entre os grupos
gestantes. No figado essa diferenca foi também significante nos
grupos recém-nascidos. Os valores de cobre na carcaca foram
estatisticamente menores nos animais recém-nascidos controle.

Conclusdes: ha oferta adequada de cobre materno para o feto
independentemente do estado nutricional da méde, o que ocorre pela
mobilizacdo de cobre hepéatico na gestante controle e pela mobiliza-
cdo também do cobre 6sseo na gestante desnutrida; porém, o
aproveitamento pelo feto é inadequado na vigéncia de desnutricao
intra-uterina.
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Introducao

Embora a presenca do cobre em tecidos animais e
vegetais tenha sido reconhecida durante o século XIX, nada
foi publicado acerca de sua necessidade para animais até o
inicio do século XX. A primeira evidéncia foi relatada em
1928, mostrando a importancia desse elemento, além da do
ferro, para a formagio da hemoglobina em ratos!. A sua
essencialidade para o desenvolvimento de mamiferos foi

demonstrada posteriormente, em 1942, em carneiros2.
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Abstract

Objective: To study copper status in malnourished pregnant rat
and its offspring.

Methods: Female Wistar rats at age of 90 days and body weight
of 200+20g were studied. These animals were randomly assigned to
one of the 3 pregnant groups: control-PC, malnourished-MP1 (se-
vere malnutrition) and MP2 (mild malnutrition), and their off-
spring, born by cesarean section, constituted the newborn groups:
NBC, MNB1 and MNB2, respectively. The collected tissues (liver,
muscle, bone, placenta and carcass) suffered previous liquid diges-
tion, and the copper level, also in serum, was determined by atomic
absorption spectrophotometry.

Results: the copper level in serum, bone, placenta and liver
showed a significant difference between the pregnant groups; in the
liver this difference was also significant between newborn groups.
The values of the copper in the carcass were statistically lower in the
newborn control animals.

Conclusions: there is appropriate offer of maternal copper to
the fetus which does not depend on the nutritional state of the
mother, because there is a mobilization of the hepatic copper in the
pregnant control group and also a mobilization of bone copper in the
malnourished pregnant groups; however the intrauterine malnutri-
tion is the one that determines inappropriate utilization of this ion
by the fetus.

J. pediatr. (Rio J.). 1997; 73(5):305-310: copper, rat, malnutri-
tion.

Alguns estudos em humanos mostraram que o aumento
do nivel sérico de cobre € muito pequeno no inicio da
gestacdo, aumentando significativamente no ultimo tri-
mestre, quando ocorre maior acimulo do metal no figado
fetal3. Nesse periodo o feto acumula aproximadamente 90
mg de Cu/kg peso/dia*?, de tal forma que ao nascimento
tem proporcionalmente maior concentrag¢do tecidual do
que o0s adultos, fato esse também verificado em ratos®.

A literatura é pobre no estudo do cobre na vigéncia de
desnutri¢do intra-uterina. Sutton et al., apresentando al-
guns casos de recém-nascidos prematuros, com baixo peso,
observaram sintomas como edema e crises de apnéia per-
sistentes. A andlise sanguinea demonstrou que a cupremia
estavadiminuida e, em alguns casos, foi observado também
neutropenia e leucopenia. A administracdo de sulfato de
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cobre resultou em melhora sensivel do quadro e recupera-
¢do do peso das criangas’.

Dada a importancia nutricional do cobre e pelas condi-
coes facilitadoras a desnutri¢do intra-uterina em nosso
meio, justifica-se o estudo do “status” do cobre em rata
gestante desnutrida e na sua prole.

Métodos

Para este trabalho experimental, foram utilizadas 30
ratas Wistar nuliparas que, para inclusido no estudo, apre-
sentavam peso corporal entre 180 e 220g aos 90 dias de vida
(adultas eutroficas). Todos os animais foram mantidos em
biotério com controle de luz (12 horas de luz e 12 horas de
escuro), de temperatura (22 + 2°C), de renovagao de ar e em
caixas de polipropileno com cama de maravalha esteriliza-
da.

Comprovando-se a copula por esfregaco vaginal, con-
siderou-se esse o dia zero da gestacdo. Por randomizacdo
formaram-se grupos com 10 animais cada: Gestante Con-
trole (GC); Gestante Desnutrida-1 (GD1) e Gestante Des-
nutrida-2 (GD2). Foram controlados a ingestao didria de
racdo e o peso corporal de 3 em 3 dias. No 21° dia de
gestacdo foram submetidas a cesariana, obtendo-se os
animais dos grupos recém-nascidos RNC, RND1 e RND2,
em concordancia com as maes.

Foi utilizada racdo purificada isocalérica com teor
protéico de 15% para o grupo controle, de 3,8% para a
obtengao do grupo desnutrido grave e 7,6% para a do grupo
desnutrido leve, sendo que a fonte protéica foi a caseina. A
racdo e dgua foram oferecidos “ad libitum”. A mistura de
vitaminas foi a proposta por Lajolo et al.®, e a mistura
salina, segundo Fox & Briggs®.

O sangue foi coletado por pungédo cardiaca nos animais
adultos e por decapitagdo nos recém-nascidos.

O figado, musculo (gastrocnémio), osso (fémur) e pla-
centa dos grupos gestantes e o figado e carcacga (conside-
rando-se pele, osso e misculo) dos grupos recém-nascidos,
apos retirados, foram colocados em estufa a 120°C até
manutencdo de peso constante, obtido em 3 pesagens

sucessivas!?.

Todas as amostras foram conservadas a -18° C até o
momento das dosagens. Todo o material que entrou em
contato com as amostras foi tratado com acido nitrico SN
para evitar a contaminacdo pelo cobre!!12. As andlises
foram procedidas por técnicos especializados. A concen-
tracdo sérica e nos tecidos estudados foi determinada por
espectrofotometria de absor¢do atdmica-Perkin-Elmer,
modelo 5100, nas seguintes condi¢des: comprimento de
onda: 324.8nm; fonte: 1ampada de catodo oco; chama: ar/
acetileno; queimador: 1 fenda. Para tanto, o soro foi diluido
1:10 com 4gua desionizada, e os padrdes utilizados para a
curva tinham as seguintes concentragdes: 0.05;0.10e 0.30
mgCu/l. Os tecidos sélidos sofreram digestio liquida pré-
vial3.
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Para a andlise dos resultados, utilizou-se testes paramé-
tricos e testes ndo paramétricos, dependendo da natureza
das varidveis estudadas. Foi utilizado Teste “t” de Student
para dados nio pareados!?, para comparar os pesos inicial
e final do periodo gestacional. Foi feita Anélise de Varian-
cia para grupos independentes!4, para comparar o peso dos
animais recém-nascidos; quando a estatistica F mostrou-se
significante, foi complementada pelo Teste de Contraste de
Scheffé!4. Foi Feita Andlise de Variancia por Postos de
Kruskal-Wallis!3, para comparar a ingestio de ra¢do no
periodo gestacional e a concentracdo sérica e tecidual de
cobre dos grupos estudados. Quando mostrou diferenca
significante, esta andlise foi complementada pelo Teste de
Comparacdes Multiplas'®.

Fixou-se a <0.05 ou 5% o nivel de rejeicdo da hipotese
de nulidade, assinalando-se com asterisco os valores signi-
ficantes.

Resultados

Observa-se na Figura 1-A que o peso corporal do grupo
GDl1 foi significantemente menor que os dos grupos GC e
GD2, enquanto que esses ultimos ndo mostraram diferenca
entre si, (GD1 < GC,GD2). Esse fato pode ser explicado ao
ser verificada a ingestdo de ragdo (Figura 1-B). No grupo
GD2 houve crescente ingestio, principalmente nos 8 pri-
meiros dias, o que poderia estar indicando uma tentativa do
organismo de se recuperar, persistindo até por volta do 15°
dia, quando entido houve uma queda acentuada da ingestao,
provavelmente pela instalagdo de anorexia, decorrente do
baixo teor protéico da ragdo. Esse fato ocorreu mais preco-
cemente nos animais do grupo GDI1, cuja ingestdo foi
sempre inferior a dos outros 2 grupos, possivelmente jus-
tificada pelo teor protéico da ragdo ainda menor!7-18,

A Tabela 1 mostra que houve diferencga significante
entre os 3 grupos de recém-nascidos quanto ao peso ao
nascimento, sendo RNC > RND2 > RNDI, ou seja, quanto
maior a desnutricdo imposta a gestante, menor o peso
corporal dos seus recém-nascidos. Para o cdlculo da média
do peso corporal nesses grupos, utilizou-se todos os ani-

Tabela 1 - Peso corporal ao nascimento dos animais recém-
nascidos dos sexos masculino e feminino"

Peso Corporal (g)
Grupo Masculino Feminino
RNC 4,97 £0,7* 4,64 + 0,6*%
(57) (63)
RND1 3,09 £0,5% 3,07 £ 0,6*
(65) (55)
RND2 3,91 +0,6* 3,87 £0,6*

(31) (5D

*p <0.05 1 Média, desvio padrao e numero da amostra ( ).
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B - Ingestao de Racao
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12 + R N
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*p < 0.05

Figura 1 - Peso corporal (g) e ingestdo de ragdo (g) dos animais gestantes nos dias 0, 6, 15e 2l e 1,8, 15¢e 21

respectivamente. Média e desvio padrio

mais provenientes das cesdreas de cada grupo gestante.
Com os resultados obtidos nos grupos gestantes e

recém-nascidos, fica evidente que a metodologia emprega-

da para obtencdo de desnutri¢do intra-uterina foi eficiente.

Com referéncia a concentra¢do de cobre nos animais
gestantes (Tabela 2) foram observadas diferencas signifi-
cantes no soro, sendo GC > GDI, enquanto que GD2
apresentou valor maior que o grupo desnutrido grave e
menor que o controle. Por outro lado, no figado, os animais
com desnutricdo leve (GD2) apresentaram valores signifi-
cantemente menores aos dos outros 2 grupos, e os desnutri-
dos graves ndo foram diferentes estatisticamente aos con-
troles: GD2 < GC, GD1. No miisculo, ndo houve diferencas
entre os 3 grupos. J4 no osso e placenta, os resultados
obtidos mostraram GC > GD1 > GD2 e GC < GD1, GD2
respectivamente, ndo sendo observada diferenca estatistica
entre os animais desnutridos quanto as concentragdes de
cobre placentdrio (Tabela 2).

Nos animais recém-nascidos (Tabela 3), as diferencas
estatisticas observadas ocorreram apenas no figado, sendo
RNC > RND2, e na carcaga, RNC < RND1, RND2.

Tabela 3 - Concentragéo de cobre sérico e tecidual nos animais
recém-nascidos’

Grupo Soro Figado Carcaca
(ngCu/dl) (ugCu/gTec.seco)

RNC 50,0 66,0* 14,0%

(10)

RND1 30,0 40,0 28,0*

(10)

RND2 50,0 30,0%* 28,0*

(10)

*p <0.05 1 Mediana e nimero da amostra ( ).

Tabela 2 - Concentragio de cobre sérico e tecidual nos animais gestantes’

Grupo | Soro Figado Musculo Osso  Placenta
(ngCu/dl) (ngCu/gTec.seco)

GC 220,0%* 27,0% 36,5*%  8,0%

(10)

GDl1 140,0%* 24,0% 14,0%  20,0*

(10)

GD2 180,0 11,0* 8,0* 18,0%*

(10)

*p < 0.05

1t Mediana e nimero da amostra ( ).
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Discussao

Concentragdo de Cobre Sérico e Tecidual

Animais Gestantes

A cupremia significantemente menor no grupo GD1 em
relacdo ao GC pode ser devido a associacido do aumento do
volume sanguineo, caracteristico da gesta¢io!?, com a
diminui¢do da sintese protéica e portanto de ceruloplasmi-
na, que ocorre na vigéncia de desnutri¢do grave, uma vez
que o aumento de cobre no soro, nesse periodo, € atribuido
quase que totalmente a maior sintese de ceruloplasmina
pelo figado29. Além da expansio do volume liquido extra-
celular caracteristico?!, a literatura registra, em ratas eutro-
ficas, aumento significante no peso hepatico®, com aumen-
to real de massa metabolicamente ativa?2, e que as mudan-
cas nos depdsitos de cobre, provavelmente, para a placenta
e glandulas mamadrias, ndo sdo refletidas por qualquer
diferengabiologicamente significante na concentracio desse
oligoelemento no figado, evidenciando que, apesar do
aumento de massa observada, ha incorporacio de cobre de
maneira adequada, mantendo assim concentragio normal®.
Nadesnutricdo hd aumento significativo de 4gua e diminui-
cdo de massa, sugerindo que no figado desses animais
ocorre a somatoria dos efeitos decorrentes da gestacdo e
desnutricio?2. Assim é que no grupo GDI, que sofreu
desnutri¢do mais intensa, o fato da concentragdo de cobre
no figado ndo ter sido diferente estatisticamente da do
grupo GC, na presenca de provavel diminui¢do de massa
hepdtica, pode ser devido a retencdo deste fon na célula.
Isso porque é descrita alteragdo na distribui¢do subcelular
do fon, dependente da sua quantidade no figado, indicando
a presenca de mecanismos homeostaticos protetores neste
6rgao?3 o que impossibilitou a sua mobilizagdo a partir
deste depdsito. Esta hipdtese foi comprovada pela dimi-
nuicdo significativa nos seus niveis séricos, enquanto que
no grupo GD2, com provavel maior massa hepatica em
relacdo ao grupo GD1, ndo deve ter sido necessaria a
retengdo do cobre, podendo dessa forma ocorrer mobiliza-
cdo, comprovada por niveis séricos estatisticamente maio-
res em relac@o aos do grupo GD1 (Tabela 2).

No miusculo, emratas, € descrito aumento real de massa
muscular sem alteragio da hidrata¢io?2-24, mesmo quando
A gestacdo soma-se a desnutri¢do?>. E possivel que haja
necessidade de maior tempo de deficiéncia para que esse
tecido se altere significativamente. Como dado indireto,
em favor dessa observacgao, ressalta-se que alteracdes and-
tomo-patolégicas no musculo s6 aparecem 8 a 10 semanas
ap6s o inicio da desnutri¢io em macacos2®. Ha registro de
que nos tecidos moles o cobre estaria associado a enzi-
mas2’. Considerando a literatura, pode-se supor que tam-
bém ndo tenha ocorrido alteracao de massa muscular nos 3
grupos (GC, GD1 e GD2), e, como também nao houve
diferenca na concentragdo de cobre neste tecido, pressu-
pde-se que ou o musculo ndo se constitui em depdsito
importante para esse mineral, ou a utilizacdo a partir dele é
mais dificil em fun¢do da sua liga¢do a enzimas. Os resul-
tados do cobre dsseo sugerem que esse tecido seja impor-
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tante para a mobilizagdo de cobre durante a gestagcdo
normal, fato também verificado por outros autores estudan-
do 0 mesmo tipo de 0ss0®22. Por outro lado, na desnutri¢io
da gestante, efetivamente ocorre diminui¢dao do contetddo
de cobre 6sseo, sugerindo mobilizagcdo desse elemento. O
mecanismo de mobiliza¢ao de cobre dos tecidos maternos,
especialmente do figado, é lembrado para explicar o au-
mento de cobre observado durante a gestagdo normal.
Neste trabalho observou-se que nos grupos gestantes des-
nutridos esse fato ocorreu objetivando ndo s6 o forneci-
mento de cobre ao feto, mas também para manter niveis
normais de cupremia maternos, como no caso do grupo
GD2. Esta hipétese € reforcada pelos resultados do grupo
GD1, ou seja, ndo houve mobilizagdo de cobre hepdtico e
a cupremia mostrou-se significantemente menor do que a
do grupo GC. Para explicar os valores de cobre 6sseo
menores nos grupos gestantes desnutridos, pode-se imagi-
nar que o mecanismo de mobilizacao tenha ocorrido tam-
bém a partir do 0sso, devido provavelmente a maior facili-
dade em fazé-lo a partir deste tecido, onde o cobre estaria

somente adsorvido aos cristais?2.

Foi demonstrado por alguns autores que a placenta,
bem como o figado fetal, sdo capazes de produzir e sinte-
tizar ceruloplasmina devido a presenca de mRNA para essa
proteina no reticulo endoplasmatico rugoso desses Or-
gios28. No periodo gestacional os valores placentarios de
cobre estio aumentados2?, reforcando o conceito de que a
placenta seja importante para a transferéncia do cobre da
mae para o feto.

A maior concentragdo de cobre placentario dos animais
desnutridos (GD1 e GD2) em relacdo aos controles (GC)
denota suprimento adequado desse mineral aos filhotes, as
custas de mobilizacdo hepatica e 6ssea no grupo GD2 e de
mobilizacdo 6ssea e diminuicdo da cupremia no grupo
GD1, como discutido anteriormente. Entretanto, a sua
utilizacdo, adequada ou ndo, fica na dependéncia da capa-
cidade fetal de sintetizar proteinas, principalmente a ceru-
loplasmina. Assim € que a menor concentracdo de cobre
placentario nos animais controle indica melhor utilizagéo
deste fon pelo organismo fetal.

Animais recém-nascidos

Lee et al.?8 verificaram, em ratos, que o cobre transfe-

rido pela mae ao feto entra na circulagdo deste ltimo na
forma i6nica, ligando-se principalmente a transcupreina e
em menor propor¢do a albumina, para depois ligarem-se a
ceruloplasmina fetal. Em vista desse fato, pode-se supor
que o cobre no soro dos animais RND1 apresentou tendén-
cia a valores menores em decorréncia de seu estado nutri-
cional mais grave, dificultando um melhor aproveitamento
do fon transferido pela mae. Essa dificuldade nao ter
ocorrido nos animais do grupo RND2 € coerente com o seu
estado nutricional menos grave, o que permitiu valor de
cobre sérico sem diferenca do controle (Tabela 2).

No figado, as concentrac¢des de cobre foram cerca de 2
vezes maiores que as de suas respectivas maes. Esses dados
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estdo de acordo com os encontrados na literatura, uma vez
que as concentracdes hepdticas de cobre no recém-nascido
sdo superiores as de suas mies, tanto em ratos22 quanto em
humanos3?. Essa alta concentragio é causada pela limitada
remocgdo de cobre do figado imaturo, ficando os sitios de
ligacd@o no citosol saturados, e o excesso de cobre no figado
de recém-nascidos € ligado por lisossomos ou incorpora-
dos a proteinas da mitocondria e nicleo. A medida que o
animal matura e a capacidade para remogdo de cobre
aumenta, o acimulo de cobre na célula hepatica diminui,
eliminando assim a necessidade de ligac@o de cobre pelas
organelas celulares. Quando a remocao de cobre hepético
atinge sua capacidade mdxima, a maior porcdo do cobre,
nesse 6rgdo, estd ligada 2 metalotionefna no citosol?3. O
cobre assim depositado assegura quantidade adequada para
asintese de ceruloplasmina e outras cuproproteinas, garan-
tindo a hematopoiese e desenvolvimento de outras func¢des
necessdrias ao periodo de rapido crescimento, que ocorre
na vida pés-natal®!. A menor concentragio de cobre hepé-
tico nos animais desnutridos (RND1 e RND2) pode ser
explicada pela prépria incapacidade fetal, determinada
peladesnutri¢do, em utilizar adequadamente o cobre trans-
ferido pela mée, via placenta, diferentemente do que ocor-
reu nos recém-nascidos controle (RNC). Essa hip6tese é
corroborada pela maior concentragdo placentdria de cobre
nas maes desnutridas em relacdo as controle, como anteri-
ormente discutido. Resumindo, nos animais desnutridos, a
capacidade fetal de utilizacdo do cobre transferido pela
mae limita-se a manter cupremia normal e ndo a deposité-
lo no figado. J4 na carcaca, considerando a reducdo de
massa corporal total e evidenciada pelo peso ao nascimen-
t022-32 associada a ndo-mobiliza¢io do cobre, é possivel
entender como esse elemento apresenta-se em concentra-
¢do aumentada. A auséncia, na literatura, de estudos sobre
o cobre na carcaga de animais recém-nascidos impossibili-
ta maiores discussoes.

Tais resultados permitem concluir que ha oferta ade-
quada de cobre materno para o feto, independentemente do
estado nutricional da mae, o que ocorre pelamobilizagdo de
cobre hepatico na gestante controle e pela mobilizagdo
também do cobre 6sseo nas gestantes desnutridas; porém,
o aproveitamento pelo feto é inadequado na vigéncia de
desnutri¢do intra-uterina.
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