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Resumen

Los micronutrientes, cobre (Cu) y cinc (Zn) cumplen funciones indispensables para el
desarrollo y crecimiento celular. Por tal razén, este trabajo presenta la evaluacién de los
niveles séricos de Cu y Zn de pacientes diabéticos con y sin pie diabético (DPD y DSPD)
con edades comprendidas entre 55 y 75 afios, empleando la espectrometria de absorcién
atomica con llama. Las muestras, una vez extraidas, se trasvasaron a tubos de
polipropileno sin anticoagulante, se separaron por centrifugacion para la obtencién del
suero y se almacenaron a 4 °C hasta su analisis. Para la determinacion espectrométrica de
Cuy Zn, las muestras se diluyeron con agua desionizada (2x). Las concentraciones medias
de Cuy Zn para los DPD fueron de 1,017 y 1,134 mg/L para Cu; y de 1,009 y 0,907 mg/L
para Zn, mientras que en DSPD fueron de 1,094 y 0,970 mg/L para Cu; y de 0,661 y 0,807
mg/L para Zn, en mujeres y hombres, respectivamente, sin que existieran diferencias
(p>0,05) en las concentraciones de Cu y Zn entre los DPD y DSPD, encontrdndose
diferencias significativas (p<0,05) en las concentraciones de Zn en mujeres DSPD. En
consecuencia, se puede concluir que los niveles de Cu y Zn estan en concentraciones
adecuadas para ambos grupos, lo que permite inferir que el metabolismo de estos
oligoelementos se encuentra en equilibrio en los pacientes DPD y DSPD, debido a la
adecuada ingesta de dichos minerales diariamente.

Palabras clave: Espectrometria de absorcion atémica con llama, Cu, Zn, pie diabético,
diabetes mellitus.

Abstract

Copper and zinc micronutrients fulfill essential functions for cell growth and development.
For this reason, this paper presents the evaluation of serum levels of Cu and Zn of diabetic
patients with and without diabetic foot (DPD and DSPD) aged between 55 and 75 years,
using flame atomic absorption spectrometry. Once the samples were extracted, were
transferred to polypropylene tubes without anticoagulant, which were separated by
centrifugation to obtain the serum, and stored at 4°C until their analysis. For the
spectrometric determination of Cu and Zn the samples were diluted with deionized water
(2x). The mean concentrations of Cu and Zn for the DPD groups was 1.017mg/L; 1,134mg/L
for copper; and 1.009mg/L; 0.907mg/L for Zn and the DSPD group was 1.094mg/L;
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0.970mg/L for copper; and 0.661mg/L; 0.807mg/L for Zn, in women and men respectively,
so there is no significant difference (p>0.05) in the Cu and Zn concentrations at DPD and
DSPD, finding significant differences (p<0.05) in Zn’s concentrations in women DSPD.
Consequently, it can be concluded that Cu and Zn levels are in adequate concentrations for
both groups. This allows to infer that metabolism of these trace elements is in equilibrium in
the DPD and DSPD patients, due to the adequate intake of these minerals daily.

Keywords: Atomic absorption spectrometry flame, copper, zinc, diabetic foot, diabetes
mellitus.

Introduccidén

La diabetes mellitus (DM) es un estado clinico grave causante de una tasa elevada de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial que limita las expectativas de vida del hombre!. Se
caracteriza por un aumento de los niveles de glucosa en sangre?, originados por un defecto
en la secrecion de insulina por parte de las células B en el pancreas (islotes de Langerhans),
por una alteracion en el receptor de insulina o anomalias a nivel post-receptor en las células
blanco de los diferentes tejidos donde esta actta®*.

Las manifestaciones clinicas tipicas de la DM-2 son: polifagia, polidipsia y poliuria, junto
con un estado de astenia permanente. También existen otras complicaciones habituales
como: las microangiopatias (retinopatia, nefropatia y neuropatia periférica) y
macroangiopatias (coronariopatia y vasculopatia periférica)®. Otra complicacién crénica es
la pérdida sensorial del sistema sensitivo-motor y autbnomo. Todos estos aspectos clinicos
conllevan al paciente a la afeccién conocida como pie diabético (PD), en el cual el individuo
en general, puede desarrollar ulceraciones que por ella baja el flujo de la circulacién
sanguinea y que, junto a la debilidad del sistema inmunoldgico, pueden conllevar a la
perdida de algiin miembro inferior®”.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el pie diabético es una infeccidn,
ulceracion y destruccion de los tejidos profundos de la extremidad inferior, asociada con
alteraciones neurolégicas y diversos grados de enfermedad vascular periférica’8. Ademas,
existen estudios que han demostrado que esta patologia conlleva a alteraciones del
metabolismo de ciertos minerales encontrados en cantidades trazas en la sangre; tales
como el Cu y el Zn%1°,

El Cu, es un oligoelemento esencial para los seres humanos y animales, se encuentra en
casi todas las células del organismo con mayor concentracidbn en huesos y musculo
esquelético (50 y 25 %), un 15 % en piel, médula ésea e higado y un 8 % en el cerebro,
considerado como un componente funcional de varias enzimas que poseen actividad de
oxido-reduccion, la lisil 6-oxidasa que ayuda a mantener la integridad y elasticidad del tejido
conectivo, corazon y vasos sanguineos, ademas de tener un papel importante en la
formacion de los huesos, la ceruloplasmina y la superéxido dismutasa 1112, forma parte de
los factores de transcripcién genética e interviene en el mantenimiento de la integridad del
sistema inmune y regeneracion de la piel*3.

Por otra parte, el Zn, juega un papel esencial en el sistema inmunoldgico, modulando la
susceptibilidad a las infecciones bacterianas, virales y micoéticas. Es importante para el
desarrollo corporal normal, participa como regulador de la apoptosis y tiene actividad
antioxidante!'. Ademas, interviene en el metabolismo del retinol, proteinas y glicidos, asi
como en la biosintesis, liberacion y accién de la insulina®?13,

La deficiencia de estos elementos trazas conllevan a una supresion de la inmunidad y a su

vez incrementan la susceptibilidad a las infecciones*'°. Varios estudios'®-18, han encontrado

alteraciones de las concentraciones de Cu y Zn en pacientes con DM, que han sido

correlacionadas con la presencia de complicaciones diabéticas (e.g. pie diabético). En el
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contexto regional, alrededor del 80 % de la poblacién padece de DM-2%%20, que, en mucho
de los casos, se manifiestan con complicaciones clinicas severas a causa de la
susceptibilidad que ellos padecen a procesos sépticos (e.g. pie diabético). Las
complicaciones de las Ulceras del pie son la causa principal de hospitalizacién y amputacion
en los pacientes diabéticos.

Por la importancia clinica de estos oligoelementos en el organismo humano, es
imprescindible evaluar los niveles de Cu y Zn en suero sanguineo de pacientes diabéticos
con y sin pie diabético, debido al rol que desempefia estos minerales en la fisiopatologia de
la diabetes mellitus®®.

Metodologia

Para la determinacion analitica de Cu y Zn en suero sanguineo humano en pacientes
diabético con y sin pie diabético, se utilizé un espectrofotometro de absorcion atbmica en el
modo de llama (Marca Perkin-Elmer, modelo 2380, USA, como fuente de radiacién se
emplearon lamparas de céatodo hueco (HCL, de sus siglas en inglés: “Hollow Cathode
Lamp”) especificas para los metales Cu (Marca Perkin-Elmer, modelo 2884, USA) y para
Zn (Marca Perkin-Elmer, modelo 2136, USA). Los parametros operacionales empleados
para la determinacién analitica de cada metal se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. ParAmetros operacionales para la determinacion de Cu y Zn*.

Metales Longitud de Banda Gas de la Temperatura Patron de Modo
onda (nm) espectral [lama de llama (°C) sensibilidad
(nm) (mg/L)
Cu 324,8 0,7 Aire-CzH2 2.100-2.400 4 AA
Zn 2139 0,7 Aire-C2H2 2.100-2.400 0,8 AA

CzH2: Acetileno AA: Absorcion Atémica
*Fuente: Manual del espectrotometro de absorcion atémica con llama Perkin-Elmer modelo 2380.

Para la separacion del suero sanguineo del paquete celular se utilizé una centrifuga DINAC,
Clay Adams, modelo 101. Los volumenes para la preparacion de las disoluciones y
muestras se midieron con micropipetas automaticas Gilson (Pipetman), modelos P-20, P-
100, P-200, P-1000 y P-5000, usando puntillas de polipropileno de grado premium. Ademas,
se empled material volumétrico de plastico y vidrio de alta precision tipo A.

Las disoluciones concentradas de Cu y Zn (ca. 100 mg/L) se prepararon a partir de sus
sales de sulfato de cobre pentahidratado (CuSOa4-5H20, Fischer Scientific, Company USA)
y nitrato de Zn hexahidratado (Zn(NO3s)2:6 H20, Riedel de Haén); en acido nitrico 1 mol/L
(HNOs, Fischer Scientific, Company USA). Las disoluciones estandares de las curvas de
calibracion se prepararon diariamente por dilucién directa de la solucidon concentrada de
cada metal en una matriz con acido nitrico de 1 mol/L. Todas las disoluciones se aforaron
con agua desionizada grado | ASTM (segun la American Society for Testing and
Materials)?!.

Se obtuvieron muestras de 10 mL de sangre completa por venopunciéon en mujeres y
hombres mayores de 18 afios, seleccionados de forma aleatoria, los cuales manifestaron
por escrito su consentimiento en participar en este estudio, y un comité Ad-honoren que
vigil6 que se cumpliera los principios éticos y deontoldgicos. Un total de 36 pacientes
diabéticos (n=36); 7 hombres y 7 mujeres con pie diabético (n=14) y 22 diabéticos controles
(n=22), que acudieron a la Unidad Cardio-Metabolica “Dr. Roberto Gutiérrez” del Municipio
Maracaibo, Estado Zulia, Venezuela.
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Las muestras de sangre completa obtenidas después de formado el coagulo, se
centrifugaron a 1500 rpm por 20 min y luego se separé el suero sanguineo del paquete
celular, y se colocé en un tubo limpio. Para el analisis espectrofotométrico, las muestras se
diluyeron 2X en agua desionizada. Cada porcion de prueba se preparé por triplicado y las
lecturas de absorbancia se registraron también por triplicado.

Métodos analiticos

Para la determinacion analitica de las concentraciones de Cu y Zn, se elaboraron curvas
de calibracion mediante la preparacion de disoluciones concentradas (100 mg/L) a partir de
su sal especifica, en una matriz de acido nitrico (1 mol/L)?%. Los patrones acuosos para la
preparacion de la curva de calibracion se prepararon diariamente previo a la determinacion
espectrométrica del metal y, posteriormente, se graficé la sefial de absorbancia (A) versus
la concentracién de cada uno?2.

Andlisis estadisticos

Para verificar si existen diferencias significativas entre las concentraciones de Cuy Zn en
las muestras de suero sanguineo de pacientes DPD y DC, se realiz6 una comparacion de
medias experimentales a través de la prueba estadistica denominada; contraste t?3. En este
caso se tienen dos medias muestrales (X1 — X2). Se plante6 como hipétesis nula (Ho): que
los dos grupos presentan las mismas concentraciones de Cu y Zn, es decir, Ho=pl1=[2, Se
necesita probar si X1 — X2 difiere significativamente de cero. Para contrastar Ho= pl1=2
cuando no se puede suponer que las dos muestras proceden de poblaciones con
desviaciones estandar iguales, se calculé el estadistico t2.

Resultados y discusion

La Tabla 2, muestra las figuras analiticas de mérito de los métodos analiticos empleados
para la determinacién de Cu y Zn en suero sanguineo de pacientes con pie diabético y sin
pie diabético, la cual indica bajos limites de deteccion y cuantificacion y una adecuada
precision, por lo que resulta apropiado para la determinacion de Cu y Zn en suero sanguineo
de DPD y DSPD?4.

Tabla 2. Figuras analiticas de mérito de los métodos analiticos empleados para la determinacién
de Cuy Zn en suero sanguineo de pacientes con y sin pie diabético.

Curva de Coeficiente R_ango Lob L Exacti Precision®
Metal calibracién? de , Linear mg/L mg/L tud (DER%)
correlacion  (mg L) (%)
Cu Y=0,0581X + 0,0003 0,9999 0,005-4,0 0,0237 0,0790 98,78 0,001-2,083
Zn Y= 0,3965X + 0,0029 0,9997 0,005-0,8 0,004 0,0144 98,63 0,36- 0,65

aX y Y son la concentracion del metal (mg L1) y la absorbancia integrada, respectivamente

bLimite de deteccién, definido como tres veces la desviacion estandar del blanco.

cLimite de cuantificacién, definido como diez veces la desviacion estandar del blanco.

dPromedio de la DER, para muestras reales. Las muestras se prepararon por triplicado y leidas por pentaplicado

En la Tabla 3 se presentan las concentraciones de Cu en suero sanguineo humano de
pacientes DPD y DSPD, en los cuales se observa que, para los dos grupos en el género
femenino, se presentaron concentraciones (media £ DE) de 1,017 £ 0,198 y 1,094 + 0,258,
respectivamente.

Al calcular el estadistico t se obtuvo que el valor experimental de tc (0,71), fue menor que
el valor tabulado t: (2,14), por lo tanto, no se rechazo la hipotesis nula y se concluyé que no
existio diferencia significativa (p>0,05) en los niveles de Cu en DPD y DSPD para las
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mujeres. Para el género masculino se observa que los dos grupos (DPD y DSPD)
presentaron concentraciones (media + DE) de 1,134 + 0,363 mg/L y 0,970 = 0,131 mg/L,
respectivamente. Al aplicar la prueba estadistica t se tuvo que el valor experimental de tc
(1,26), fue menor que el valor tabulado t: (2,36), por lo tanto, no se rechaza la hipotesis nula
y se concluy6 que no existié diferencia significativa (p>0,05) en los niveles de Cu en los
hombres de ambos grupos.

Tabla 3. Niveles de Cu en suero sanguineo de pacientes con y sin pie diabético

Diabéticos con pie diabético Diabéticos sin pie diabético
Género Muestras Promedio Desviacion Muestras Promedio Desviacion
(mgl/L) estandar (mg/L) estandar
Femenino 7 1,017 0,198 11 1,094 0,258
Masculino 7 1,134 0,363 11 0,970 0,131

Intervalo experimental para DPD: 0,846-1,921 mg/L
Intervalo experimental para DSPD: 0,844-1,298 mg/L

En la Tabla 4 se presentan las concentraciones de Zn en suero sanguineo humano de
pacientes DPD y DSPD. Se observa que, en los dos grupos, el género femenino presento
concentraciones (media + DE) de 1,009 + 0,300 mg/L y 0,661 + 0,245 mg/L,
respectivamente. Al aplicar la prueba estadistica t para dos medias experimentales se
obtuvo que el valor experimental de tc (2,63), fue mayor que el valor tabulado t: (2,23), por
lo tanto, se rechazd la hipétesis nula y se concluyé que existié diferencia significativa
(p<0,05) en los niveles de Zn en mujeres DPD y DSPD. Entre tanto, para el género
masculino se observo que, los dos grupos (DPD y DSPD) presentaron concentraciones
(media = DE) de 0,907 + 0,302 mg/L y 0,807 £ 0,392 mg/L, respectivamente. Al aplicar la
prueba estadistica t se obtuvo que el valor experimental de tc (0,62), fue menor que el valor
tedrico o tabulado t: (2,14), por lo tanto, no se rechazo la hipotesis nula y se concluy6 que
no existieron diferencias significativas (p>0,05) en los niveles de Zn en hombres DPD y
DSPD.

Tabla 4. Niveles de Zn en suero sanguineo de pacientes con pie y sin pie diabético.

Diabéticos con pie diabéticos Diabéticos sin pie diabético
. Promedio Desviacion Promedio Desviacion
Género Muestras . Muestras .
(mg/L) estandar (mg/L) estandar
Femenino 7 1,009 0,300 11 0,661 0,245
Masculino 7 0,907 0,302 11 0,807 0,392

Intervalo experimental para DPD: 0,411-1,415 mg/L
Intervalo experimental para DSPD: 0,331-1,700 mg/L

Varios estudios?132526 han demostrado que los pacientes con DM presentan un sistema
inmunoldgico deficiente, ademas de alteraciones o trastornos en el metabolismo de los
carbohidratos y lipidos. Estos trastornos metabdlicos conllevan a una disminucion o
alteracion en las concentraciones de metales trazas (eg. Cu y Zn) los cuales actian como
co-factores de numerosas enzimas en diversas vias metabdlicas, en especial aquellas que
determinan la funcionalidad de las células pancreaticas.

En este contexto, los resultados de esta investigacion en relacion a los niveles de Zny Cu
en pacientes diabéticos concordaron con los obtenidos por Hussain y col.,'° quienes
reportaron niveles disminuidos de Zn y concentraciones normales de Cu al compararlos con
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el grupo control. De igual manera, Saha-Roy Santa y col.,”y Tawfeeq y col.,?’ reportaron
niveles disminuidos de Zn en este tipo de poblacién y niveles ligeramente altos para Cu.
Las concentraciones normales de Cu encontradas en esta investigacion permitieron sugerir
gue estos pacientes llevan un control adecuado de sus glicemias, ya que el aumento del
Cu sérico esta asociado con glicemias alteradas de pacientes mal controlados. Se ha
reportado que la hipercupremia presenta una correlaciéon positiva con los niveles de glucosa
sanguinea?!, ademas, facilita el estrés oxidativo en la DM-2, ya que el exceso de este metal
estimula la reaccion de Fenton.

Por su parte, Mohan y col.,?®> encontraron niveles de Zn y magnesio disminuidos y de Cu y
hierro elevados en pacientes diabéticos con retinopatia, corroborando lo anteriormente
mencionado. Por lo tanto, se puede decir que los bajos niveles de Zn pueden afectar la
funciéon del pancreas y tienen un papel importante en la patogénesis de la DM? 27, Las
diferencias significativas (p<0,05) en las concentraciones de Zn en suero sanguineo
humano de mujeres DPD y DSPD (1,009 + 0,300 mg/L y 0,661 + 0,245 mg/L)
correspondieron con lo reportado por Hasan?® quien encontré niveles bajos de Zn en
mujeres diabéticas iraquies, como posible consecuencia de la mala absorcion o excesiva
excrecion de esos metales por la orina.

Investigaciones previas®?8, han sugerido que trastornos metabdlicos asociados con la
resistencia a la insulina e hiperglucemia, pueden causar la deficiencia de algunos minerales.
El déficit de Cu y Zn ha sido con frecuencia reportado en DM como un factor que contribuye
a la etiologia de las complicaciones de la diabetes como son la hipertensién, la retinopatia
y la trombosis?°. En este estudio, la disminucién de los niveles de Zn en mujeres se asocio
con niveles ligeramente mas altos de Cu en pacientes DSPD, por lo contrario, la carencia
de Cu producird un antagonismo en la actividad de zinc lo cual conduce a una posible
diabetes, pero el exceso de Cu disminuye los niveles de zinc afectando la sintesis de
insulina, en conjunto los dos metales mantienen en equilibrio la sintesis de insulina y evita
alteraciones en la glucosa®°.

Ademas, esta deficiencia podria estar relacionada con las diferencias en los factores
principales que regulan la homeostasis de estos metales tales como la absorcion
gastrointestinal y excrecion urinaria especialmente en diabetes mal controlada, esta
deficiencia puede mejorar si se consume una dieta a base de alimentos que contengan Cu
y Zn, y un tratamiento terapéutico que incluya estos minerales, aunado a un buen control y
cuidado del paciente. Esto permite inferir que la alteracion del metabolismo de
carbohidratos y lipidos conlleva a niveles aumentados de Cu y disminuidos de Zn en
personas con diabetes mellitus.

En la Tabla 5 se presentan las concentraciones de Cu y Zn para pacientes DPD y DSPD,
asi como también la relacion Cu/Zn.

Tabla 5. Concentraciones de Cu y Zn y relacién Cu/Zn en pacientes diabéticos con y sin pie

diabético.
Grupo DPD Grupo DSPD
Cu 1,075+ 0,083 1,032 + 0,088
Zn 0,958 + 0,072 0,734 £ 0,103
Cu/Zn 1,12 1,40

DPD = diabético con pie diabético, DSD = diabético sin pie diabético
Concentraciones = media + DE (mg/L)

Los niveles de Cu y Zn en el grupo de DPD estuvieron entre 1,075 + 0,083 mg/L y 0,958 +
0,072 mg/L, respectivamente, con una relacion Cu/zZn de 1,12, y para el grupo DSPD se

19



QhaliKay. Revista de Ciencias de la Salud. 2019; 3 (1): 14-22

encontraron niveles de Cu y Zn en intervalos de 1,032 + 0,088 mg/L y 0,734 + 0,103 mg/L,
respectivamente, con una relacion de Cu/Zn de 1,40. Las relaciones Cu/Zn encontradas en
este estudio concordaron con las obtenidas por Viktorinova y col.,3! en pacientes con DM
(Cu/zn=1,42), pero difieren de la reportada por Saha-Roy Santa y col.,? (Cu/Zn=-0,815).

Conclusiones

Se evaluaron de los niveles séricos de Cu y Zn de pacientes DPD y DSPD con edades
comprendidas entre 55-75 afios, empleando la espectrometria de absorcion atébmica con
llama evidencié que los niveles de Cu y Zn estan en concentraciones adecuadas para
ambos grupos, sin embargo, la relacién Cu/Zn obtenida esta a expensa de los niveles de
cobre, lo que permite inferir que, el metabolismo de estos oligoelementos se encuentra en
equilibrio en los pacientes DPD y DSPD, como consecuencia de la buena ingesta de dichos
minerales diariamente.
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