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Associacao da concentracao plasmatica de cobre com

metaloproteinas cobre-dependentes em atletas de elite
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RESUMO

O cobre é um elemento-traco essencial para a manutencéo de
véarios processos biolégicos, tais como metabolismo energético,
homeostase de ferro e mecanismos de protecdo antioxidante atra-
vés da atividade da cobre-zinco superéxido dismutase (Cu-Zn SOD),
da ceruloplasmina e da metalotioneina. No entanto, o cobre tam-
bém participa de reagdes oxidativas que promovem a liberacao de
radicais livres, podendo prejudicar a integridade e a funcionalida-
de celular. A atividade fisica afeta a homeostase do cobre e pro-
move maior utilizacdo de oxigénio, favorecendo a instalagdo do
estresse oxidativo quando mecanismos naturais de protecao an-
tioxidante, incluindo os dependentes de cobre, ndo atuam ade-
quadamente. Nao ha relatos na literatura sobre a associacdo de
diferentes niveis de concentracdo plasmatica de cobre com indi-
cadores antioxidantes cobre-dependentes em atletas de elite. O
presente estudo objetivou verificar a associacdo entre diferentes
niveis plasméticos de cobre e metaloproteinas cobre-dependen-
tes, com atividade antioxidante, em atletas de elite. Os indicado-
res bioquimicos (metalotioneina e Cu-Zn SOD eritrocitérias, ceru-
loplasmina e cobre plasméticos) foram avaliados em 50 atletas,
homens e adultos, utilizando metodologias j& consolidadas. Os
resultados mostraram que 32% dos atletas apresentaram niveis
de cobre plasmético inferiores a 11umol/L, 38% entre 11-13umol/L
e 30% > 13umol/L. As associacdes encontradas entre cobre plas-
matico e ceruloplasmina (r = 0,31; p = 0,04) e Cu-Zn SOD (r =
-0,32, p = 0,02); metalotioneina eritrocitaria e ceruloplasmina (r =
0,40, p = 0,006) e Cu-Zn SOD (0,73, p = 0,001) e entre Cu-Zn SOD
e ceruloplasmina (r = 0,37, p < 0,001) demonstraram que a ativi-
dade da Cu-Zn SOD e a concentragdo de metalotioneina eritrocita-
rias sdo sensiveis a menor concentragdo, enquanto que a cerulo-
plasmina é sensivel a elevadas concentracdes plasmaticas de
cobre, sugerindo que ha um equilibrio homeostatico entre antioxi-
dantes, cobre-dependentes, intra e extracelulares em atletas de
elite.

ABSTRACT

Association between copper plasma concentration and
copper-dependent metaloproteins in elite athletes

Copper is a trace element essential in several biological proces-
ses, some of them important for physical activity, such as energy
metabolism, iron homeostasis and antioxidant protection through
the plasma ceruloplasmin, erythrocyte Cu-Zn superoxide dismuta-
se (Cu-Zn SOD) and metallothionein. However, copper also parti-
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cipates in oxidative reactions releasing free radicals, which may
adversely affect cell integrity and function. Physical activity is
known to affect copper homeostasis and may interfere in the cop-
per antioxidant capacity. Intense physical activity results in higher
oxygen consumption, which favors the release of free radicals and
may cause irreversible damage to the body when the natural me-
chanisms of protection, including those copper-dependent, are not
properly stimulated. Few studies related exercise with plasma
copper level and copper-dependent metalloproteins in elite ath-
letes. The present study aimed at evaluating the association be-
tween different levels of plasma copper and copper-dependent
metalloproteins in male elite athletes (n = 50). The biochemical
indices studied were plasma copper and ceruloplasmin, and eryth-
rocyte Cu-Zn superoxide dismutase and metallothionein by vali-
dated methods. The results showed that 32 % of the athletes had
plasma copper levels lower than 11umol/L, 38% between 11-13
pmol/L and 30% higher than 13 umol/L. Plasma copper was asso-
ciated with plasma ceruloplasmin level (r = 0.31, p = 0.004), and
with Cu-Zn SOD (r = -0.32, p = 0.02); metallothionein erythrocyte
were associated with Cu-Zn SOD (r = 0.73, p = 0.001) and with
ceruloplasmin (r = 0.40, p = 0.006). These results suggest that
both plasma and erythrocyte antioxidant capacity favor homeo-
static adjustments in agreement with plasma copper levels in elite
athletes.

INTRODUCAO

O cobre é componente de grande nimero de proteinas e enzi-
mas que desempenham funcdes bioldgicas fundamentais as cé-
lulas e que contribuem para a manutencdo de sua homeostase'.
O cobre é um metal essencial aos seres vivos, mas também po-
tencialmente toxico as células pela facilidade de sofrer mudancas
do estado de oxidagado na forma de ion livre. Portanto, para que as
metaloproteinas cobre-dependentes desempenhem suas funcoes
essenciais de forma satisfatéria, tais como as antioxidantes, o ion
cobre precisa estar adequadamente compartimentalizado e pre-
sente em concentragdes intra e extracelulares adequadas. Tanto
a deficiéncia quanto o excesso desse mineral podem trazer prejui-
zos a integridade e funcionalidade celular‘-3.

A ingestao adequada de cobre é importante para assegurar o
bom desempenho de atletas. Em geral, a ingestdo de cobre por
atletas de diferentes modalidades supera as recomendacoes die-
téticas“®. No entanto, outros nutrientes, tais como ferro e zinco,
quando consumidos em excesso, podem causar efeitos adversos
sobre a homeostase de cobre e possivelmente prejudicar a manu-
tencéo de sua fungao antioxidante!”. O uso de suplementos nutri-
cionais que ndo contemplam adequadamente o fornecimento de
cobre é bastante comum entre atletas, o que poderia prejudicar a
funcéo essencial do cobre durante a atividade fisica.
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O exercicio fisico intenso promove a liberacdo de espécies rea-
tivas de oxigénio” e pode influenciar a homeostase do cobre®.
As metaloproteinas, ceruloplasmina plasmatica, Cu-Zn SOD e me-
talotioneina eritrocitarias séo metaloproteinas cobre-dependentes
e mantém a protecao antioxidante intra e extracelular, respectiva-
mente*10 Varios sdo os fatores que influenciam os teores das
metaloproteinas, entre eles o cobre plasmatico, a atividade fisi-
ca'®, uso de suplementos de zinco e &cido ascorbico, contracep-
tivos, antibidticos, gestacdo e presenca de processos inflamaté-
rios('\143)_

Considerando que, na literatura, os estudos sobre a influencia
da concentracdo plasmética de cobre sobre as metaloproteinas
cobre-dependentes foram realizados em mulheres atletas®, atle-
tas femininas colegiais® e em meninos adolescentes!'¥, justifica-
se ter por objetivo avaliar a associacao de diferentes niveis plas-
maticos de cobre com metaloproteinas antioxidantes cobre-de-
pendentes em atletas de elite adultos do género masculino.

METODOS

Amostragem

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital Universitério Pedro Ernesto (Rio de Janeiro, Brasil). Atle-
tas de elite (n = 50), do género masculino e adultos, participaram
do estudo depois de receber explicacdes sobre os objetivos e for-
necer o consentimento. Os atletas foram selecionados aleatoria-
mente, por representantes de cada federacdo, entre aqueles que
mais despontavam. Todos os atletas participavam de competicdes
nacionais e internacionais. Nenhum atleta consumia suplemento
vitaminico ou mineral durante o desenvolvimento do estudo.

Coleta de amostras

As amostras de sangue foram coletadas no dia posterior ao da
competicao especifica de cada modalidade esportiva (triatlo, n =
10; corrida, n = 15; judd, n = 10; e natacdo, n = 15). Os atletas
mantiveram a pratica alimentar até as 22 horas do dia da competi-
cao, que era realizada sempre pela manha. Apds esse horério, ini-
ciava-se o jejum para coleta de sangue, que ocorreu no Centro de
Orientacdo Nutricional para Atletas (Instituto de Nutricdo — UERJ)
as 8:00 horas por pungao venosa em tubos de ensaio contendo
heparina como anticoagulante (30U/tubo). Foram tomadas todas
as precaucodes para ndo haver contaminagao por minerais durante
a coleta e processamento do sangue. O sangue foi aliquotado para
a realizagcdo do hemograma. O restante foi centrifugado a 1,800g
por 10 minutos para separacao do plasma. O buffy coat foi remo-
vido e os eritrécitos remanescentes foram lavados trés vezes com
NaCl a 0,9% gelado. As células lavadas foram lisadas e completa-
das ao volume inicial com agua deionizada gelada. As aliquotas de
plasma e eritrécitos lisados foram estocados a —20°C até o mo-
mento das anélises.

Analises laboratoriais

Hematécrito, hemoglobina e contagem de leucécitos foram de-
terminados por analisador hematoldgico automético (Cell-Dyn/Co-
bas Vega, Florida, EUA). Zinco e cobre plasméticos foram medi-
dos por espectrometria de absorgéao atdémica (Perkin ElImer Plasma
modelo AA1475, Massachusetts, EUA). A heparina utilizada pos-
sufa baixo teor de zinco (0,005ug Zn/1.000U), ndo afetando a quan-
tidade final de zinco plasmatico. A ceruloplasmina foi determinada
no plasma através do método baseado em sua atividade de oxida-
se sobre a p-fenilenodiamina'™®. A atividade da superéxido dismu-
tase nos eritrécitos foi determinada usando o método do piroga-
lol1® e os resultados foram expressos por grama de hemoglobina.
A metalotioneina nos eritrécitos foi medida usando a adaptacédo
do método de afinidade do '°°Cd a hemoglobina”, tal como des-
crito por Zapata et al."®, e também foi expresso por grama de he-
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moglobina. O coeficiente de variagdo intra-ensaio para todas as
medidas foi menor do que 5%. Todas as andlises foram feitas em
duplicata ou triplicata.

Determinacao do ponto de corte para o cobre plasmatico

Para avaliar a influéncia da concentracéo plasmatica de cobre
sobre os indicadores cobre-dependentes, os resultados obtidos fo-
ram subdivididos de acordo com a concentracdo plasmatica de co-
bre (< 1Tpmol/L; 11-13umol/L e > 13umol/L), segundo a DRI/0219,
a qual preconiza que valores plasmaticos inferiores a 1Tumol/L de-
vem ser considerados como indicativo de deficiéncia em cobre.

Analises estatisticas

Foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os
dados encontravam-se dentro de distribuicdo normal. A compara-
cao estatistica entre os indices bioquimicos foi realizada utilizan-
do ANOVA one-way on ranks, seguido pelo teste de Dunn. A asso-
ciagado entre os indicadores foi determinada pelo coeficiente de
correlacdo de Spearman. O nivel de p considerado como signifi-
cante foi de < 0,05. Para realizacdo dos célculos estatisticos foi
utilizado o software estatistico SCG Plus Version 7.0 (Statistical
Graphycs Corporation Plusware, EUA).

RESULTADOS

Os atletas apresentavam idade média de 27 + 6 anos, os valo-
res médios de hemoglobina (155 + 15g/L) e hematdcrito (45 +
3%) estavam adequados e similares, ndo demonstrando influen-
ciar outros indicadores por hemodiluicdo ou hemoconcentracéo.
Todos os atletas apresentaram valor médio de zinco plasmético
acima de 10pumol/L, ndo demonstrando sinais de deficiéncia des-
se mineral. A contagem de leucécitos (5,5 + 2,0x10° células/plL)
ndo demonstrou presencga de processos infecciosos.

Na tabela 1, encontram-se os resultados dos indicadores cobre-
dependentes agrupados de acordo com a concentracdo plasmati-
ca de cobre. Cerca de 32% (n = 16) dos atletas encontravam-se
com concentragao plasmética de cobre inferior a 11pumol/L classi-
ficado como deficiente pela DRI 200219; 38% (n = 19), com con-
centracao entre 11-13umol/L; e 30% (n = 15), com concentracao
> 13umol/L. Os valores plasmaticos apresentaram diferenca signi-
ficativa (p < 0,05) entre todos os grupos, resultado que garantiu
verificar a associacao de diferentes concentracdes de cobre plasma-
tico com metaloproteinas cobre-dependentes em atletas de elite.

TABELA 1
Distribuicao dos indicadores bioquimicos cobre-dependentes nos
atletas avaliados de acordo com a concentracao plasmatica de cobre

Variaveis Niveis de cobre plasmatico, pmol /L
n <1 11-13 >13
16 19 15
Cobre plasmatico (umol/L) 9,8+1,0 11,9+ 0,6 14,1 +0,8"
Metalotioneina (hmol/g hemoglobina) 3,1+ 1,0 3,1+0,9 2,8+0,6
Ceruloplasmina plasmaética (mg/L) 248 + 49 295 + 93 306 +71°
Cu-Zn superdxido dismutase 900 + 200 873 + 209 764 + 1427

(U/g hemoglobin)

Resultados descritos como média + desvio-padrao. Comparagdo por ANOVA one-way on ranks,
seguido pelo teste de Dunn.
* Diferenca significativa entre todos os grupos (p < 0,005).
** Diferenca significativa (p < 0,05) entre o grupo > 13umol/L vs o grupo < 11pmol/L.
*** Diferenca significativa (p < 0,05) entre o grupo > 13umol/L vs os grupos 11-13umol/L e <
11umol/L.

Considerando os diferentes niveis de cobre plasmatico empre-
gados neste estudo, a concentracao de ceruloplasmina plasméti-
ca, a atividade da Cu-Zn SOD e da metalotioneina eritrocitarias
apresentaram comportamento inverso. Enquanto a Cu-Zn SOD (p
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= 0,05) e a metalotioneina (p = 0,06) reduziram sua atividade, a
concentracao plasmatica de ceruloplasmina aumentou (p = 0,03)
frente aos elevados valores de cobre plasmético (> 13umol/L).
As associacoes observadas entre os indicadores, quando con-
siderado o conjunto de atletas, sdo demonstradas na tabela 2.

TABELA 2
Associacoes entre os indicadores bioquimicos
cobre-dependentes nos atletas avaliados (n = 50)

Indicadores Grau de associacao
r p
Cobre plasmatico x Cu-Zn SOD -0,32 0,02
Cobre plasmatico x Ceruloplasmina 0,31 0,04
Metalotioneina x Cu-Zn SOD 0,73 0,00
Metalotioneina x Ceruloplasmina -0,40 0,006
Cu-Zn SOD x Ceruloplasmina 0,37 < 0,0001

Grau de associagdo determinado pelo coeficiente de correlagdo de Spearman.

DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro a ter como objetivo determi-
nar a associagao entre diferentes concentragcdes de cobre plas-
matico e concentracdo de metaloproteinas cobre-dependentes
com acao antioxidante. A limitacdo deste estudo foi ndo determi-
nar a ingestao de cobre diaria pelos atletas, porém esta limitacdo
nao prejudicou a interpretacao dos resultados.

A concentracao de cobre plasmatico em atletas pode apresen-
tar-se elevada® ou inalterada®. Alguns autores acreditam que a
magnitude da perda de cobre através do suor seja uma justifica-
tiva para tais alteracdes, embora ndo conduza a deficiéncia de co-
bre(14.2021) As diversas concentragdes plasmaticas encontradas por
diferentes estudos®'¥ podem ser também parcialmente explica-
das pelo treinamento fisico cronico que, aparentemente, estimula
mecanismos de defesa antioxidante, mobilizando o cobre plasma-
tico para sintese de ceruloplasmina e Cu-Zn SOD®?2.

No presente estudo, a distribuicdo dos atletas de acordo com a
concentracao plasmatica de cobre possibilitou observar que 32%
deles apresentavam niveis inferiores ao limite minimo de adequa-
cao previsto pela DRI/02 (< 11pmol/L)"9. Apesar da reduzida con-
centracdo plasmatica de cobre, nenhum atleta apresentou valores
de ceruloplasmina abaixo do considerado adequado (180mg/dL)!"®.
No entanto, ndo podemos classifica-los nutricionalmente como
deficientes em cobre, nem como adequados, uma vez que o co-
bre plasmatico e a ceruloplasmina podem ser afetados pela ativi-
dade fisica intensa.

A ceruloplasmina é uma glicoproteina presente no plasma, sin-
tetizada pelo figado e dependente de cobre®. Suzuki et al.?® en-
contraram, em ratos deficientes em cobre, baixos teores de ceru-
loplasmina devido a preferéncia de mobilizagdo do cobre hepético
disponivel para os chaperones (CCS) responséaveis pela sintese
de Cu-Zn superdxido dismutase e ndo para os chaperones (ATOX
1) envolvidos com a sintese de ceruloplasmina, evitando assim o
efluxo do cobre para a corrente sanguinea na forma de ceruloplas-
mina.

A funcédo antioxidante da ceruloplasmina consiste ndo apenas
em sua capacidade de manter os ions cobre e ferro ligados a suas
proteinas especificas, evitando que os mesmos participem da rea-
¢ao de Fenton, mas também no seu efeito varredor sobre os &nions
superéxido e outras espécies reativas de oxigénio®@.

Durante o exercicio fisico intenso, hé liberagao de espécies rea-
tivas de oxigénio” e estimulo ao processo inflamatério através da
liberacao de citocinas?®, podendo resultar em elevacdo da con-
centracdo de ceruloplasmina®, j& que tanto a sintese quanto a
liberacdo de ceruloplasmina no plasma sdo estimuladas pelas in-
terleucinas 1 e 6?7, No entanto, é possivel que o aumento de
ceruloplasmina em resposta as interleucinas no exercicio fisico
esteja também associado ao seu papel como antioxidante(?226),
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A concentracéo de ceruloplasmina, no presente estudo, foi sen-
sivel a concentragédo de cobre plasmatico. Os atletas ndo apresen-
tavam contagem de leucdcitos pertinente a presencga de processos
inflamatoérios. Logo, podemos sugerir que, neste caso, a cerulo-
plasmina desempenhava papel de antioxidante plasmatico, prote-
gendo o organismo dos maiores teores disponiveis de cobre. As
metaloproteinas intracelulares desempenham papel semelhante
ao da ceruloplasmina, sendo importante na protecao antioxidante
e na manutencdo da homeostase de cobre2829),

Os eritrécitos, por estar constantemente expostos ao oxigénio,
requerem mecanismos de defesa antioxidante muito ativos para
prevenir ou reduzir lesdes oxidativas. A Cu-Zn superéxido dismu-
tase eritrocitaria protege essas células da agéo dos ions superoxi-
do, que séo radicais lesivos®?. Como o exercicio fisico intenso é
promotor de radicais livres, alguns autores encontraram maiores
teores de metaloproteinas apds a atividade fisica'#223", embora
outros ndo tenham observado resultados semelhantes®?. A dis-
crepancia relatada pode ser justificada pelos diferentes ensaios
empregados para determinar a atividade da superéxido dismuta-
se. Além disso, outros fatores influenciam a atividade dessa enzi-
ma, como o0 momento de coleta”.

A metalotioneina é uma proteina rica em residuos de cisteina
capaz de ligar zinco, cadmio e cobre, sendo importante na manu-
tencéo intracelular de niveis adequados desses metais'"13. Apre-
senta propriedades antioxidantes importantes, inibindo reacoes
de propagacéao de radicais livres através da ligacao seletiva de ions
de metais pré-oxidantes, tais como ferro e cobre, e dos potencial-
mente téxicos, como cadmio e mercurio. Além disso, € um poten-
te varredor de espécies reativas de oxigénio?. Somente dois es-
tudos determinaram a concentracdo de metalotioneina eritrocitéria
em atletas. Estes conclufram que a metalotioneina é sensivel ao
exercicio fisico intenso e de alto impacto'??, mas nao ao tempo de
repouso pos-exercicio®?.

No presente estudo, a Cu-Zn SOD e a metalotioneina eritrocita-
rias apresentaram menores valores quando o cobre plasmatico
encontrava-se em maior concentracao, possivelmente, devido a
maior mobilizagdo do cobre pelo figado para a sintese da cerulo-
plasmina e manutencgao do sistema antioxidante plasmatico?. Essa
afirmativa pode ser observada pelas associagbes do cobre plas-
mético com a Cu-Zn SOD (negativa) e com a ceruloplasmina (posi-
tiva), quando considerados todos os atletas. As associacdes posi-
tivas observadas entre a metalotioneina eritrocitéria e a Cu-Zn SOD
e destas com a ceruloplasmina demonstraram o sensivel equili-
brio entre os sistemas antioxidantes intra e extracelulares em atle-
tas de elite.

Em conclusdo, as metaloproteinas cobre-dependentes estuda-
das demonstraram que mantém associacdo com diferentes con-
centracdes plasmaéticas de cobre, sendo as intracelulares (Cu-Zn
SOD e metalotioneina) sensiveis a baixa concentracdo e a extra-
celular (ceruloplasmina), sensivel a maior concentragéo. Isso, pos-
sivelmente, em virtude da mobilizagcdo do cobre para os sistemas
antioxidantes, sugerindo que ha um equilibrio homeostatico entre
os antioxidantes intra e extracelulares em funcao da protecao aos
diferentes niveis de cobre.

A suplementacéo nutricional com micronutrientes é crescente
no meio esportivo, sendo sua real necessidade questionada®®?.
Apesar de o presente estudo nao ter avaliado o habito dietético
dos atletas, alertamos para o fato de que manipulagées dietéticas
(uso indiscriminado de suplementos contendo zinco ou ferro) po-
dem afetar os niveis das metaloproteinas estudadas, prejudican-
do a homeostase do cobre e o cumprimento de sua fungéo antio-
xidante, afetando diretamente a funcionalidade e a integridade
celular.

Todos os autores declararam ndo haver qualquer potencial confli-
to de interesses referente a este artigo.
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