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Resumen

En el presente estudio se determinaron por espectometria de absorcion atémica con lla-
ma (FAAS) los niveles séricos sanguineos de cobre (Cu) y zinc (Zn) de 100 individuos (n=100),
50 de ellos con sindrome metabdlico (SM) y 50 como controles (C) de ambos géneros residen-
ciados en la ciudad de Maracaibo. Las muestras de sangre completa para ambos grupos se re-
colectaron del antebrazo derecho, en tubos de polipropileno no heparinizados en el Centro de
Investigacion Endocrino Metabdlico (CIEM) de la Facultad de Medicina de la Universidad del
Zulia (LUZ), una vez separado el codgulo, se centrifugd para obtener el suero sanguineo y se
almacend a 4°C. La cuantificacion de Cuy Zn se realiz0 por curvas de calibracion preparadas a
partir de soluciones estandares concentradas de Zny Cu. Los rangos de trabajo fueron de 0,10;
0,50; 1,005 2,00; 4,00y 6,00y 0,05; 0,105 0,20; 0,305 0,40; 0,50; 0,60; 0,80; y 1,00 para Cuy Zn, res-
pectivamente. Los resultados analiticos estan expresados en mgL-'. Los niveles séricos de Cuy
Zn en pacientes con SM (ca. 0,76 = 0,24y 1,31 = 0,42) estuvieron por debajo de las obtenidas
paralos individuos controles (ca. 0,96 = 0,21y 1,04 + 0,14), evidenciando compromiso de estos
elementos en los trastornos del metabolismo de los carbohidratos y lipidos estudiados.

Palabras clave: absorcion atémica, sindrome metabdlico, suero sanguineo, cobre y zinc.
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Cu and Zn Levels in the Blood Serum of Patients with Metabolic
Syndrome in the City of Maracaibo

Abstract

In this study, copper (Cu) and zinc (Zn) levels were determined by flame atomic absorp-
tion spectrometry (FAAS) in the blood serum of patients with metabolic syndrome (MS) and
controls (C) from the city of Maracaibo. Whole blood samples (N = 100; 50 for MS and 50 for
C) were collected in polypropylene containers at the Endocrine Metabolic Research Center
(CIEM), Faculty of Medicine at the University of Zulia. After separating the clot, each sample
was centrifuged to obtain serum and stored at 4°C. Quantification of copper and zinc was per-
formed by calibration curves prepared with concentrated aqueous standards of 0.10, 0.50, 1.00,
2.00,4.00 and 6.00 mg Cu L-1; and 0.05, 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50, 0.60, 0.80, and 1.00 mg Zn L.
Serum concentrations of copper and zinc in patients with MS (ca. 0.76 = 0.24 and 1.31 = 0.42
mg L, respectively) were below those obtained for subjects in the control group (ca. 0.96 +
0.21 and 1.04 + 0.14 mg L', respectively), demonstrating the involvement of Cu and Zn in dis-
orders of carbohydrate and lipid metabolism in the experimental population studied.

Key words: flame atomic absorption spectrometry, metabolic syndrome, blood serum,

copper, zinc.

Introduccion

La determinacion de metales esenciales tales como: co-
bre (Cu), zinc (Zn), calcio (Ca), hierro (Fe), magnesio
(Mg), potasio (K) y sodio (Na), entre otros, en fluidos bio-
16gicos, permite conocer el estado de salud del individuo
[1, 6, 10, 17]. Asimismo, establece la importancia de estos
en algunas vias metabolicas y relaciona sus carencias o de-
ficiencias con algunas enfermedades, estableciendo algu-
nas relaciones entre las concentraciones de los mismos y
ciertas patologias clinicas [5, 7, 14, 12].

Elsindrome metabdlico (SM) es un conjunto de altera-
ciones que presenta un mismo individuo, entre las que se
encuentra aumento de la circunferencia de la cintura, au-
mento de la presion arterial, incremento de los triacilglicé-
ridos en ayunas, bajos niveles de colesterol-HDLy aumen-
to de la glucosa basal, entre otros [18, 21]. E1 SM se presen-
ta cuando al menos tres de estos cinco factores de riesgo
estan presentes. El SM a su vez estd asociado como un fac-
tor de riesgo para enfermedades cardiovasculares (ECV),
las cuales hoy dia van en incremento en el pais [20, 23].

La incidencia del SM es elevada y sigue incrementan-
dose rapidamente en la ciudad de Maracaibo, por lo que se
espera que esta patologia incida en un aumento de ECV

[11]. Esto es debido a varios factores como una dieta diaria
caracterizada por una alimentacion hipercaldrica, seden-
tarismo, poca actividad fisica y un incremento de la preva-
lencia de la obesidad. Estos factores también incrementan
la incidencia de la diabetes tipo 2, que aparece por la inte-
raccion de factores genéticos e influenciados por el am-
biente, la alimentacion y poca actividad fisica [20]. Cabe
indicar que el SM y la diabetes son una epidemia global, ya
que se estima que afecta a mas de 150 millones de perso-
nas alrededor del mundo, siendo la diabetes tipo 2 la res-
ponsable de mas del 90% de los casos [18]. Debido a estas
patologias asociadas con el déficit y aumento de estos ele-
mentos trazas, es necesario determinar los niveles séricos
de los mismos, que permitan ser indicadores bioquimicos
de esta patologia, tal es el caso del Cu'y Zn, mediante el
uso de técnicas analiticas confiables, exactas y precisas
como lo es la FAAS.

En tal sentido, existen diferentes técnicas para la deter-
minacioén de Cuy Zn en suero sanguineo humano. Estas
incluyen: (i) espectometria de masa con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS) [1, §], (ii) voltametria de despo-
jo anddico (ASV) [15], (iii) espectrometria de absorcion
atdmica con atomizacion electrotérmica (ETA-AAS) [9,
24]y (iv) espectrometria de absorcion atémica con llama
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(FAAS) [6, 16], entre otras. De todas, la FAAS es la mas
usada, debido a: su buena precision y exactitud, control de
las interferencias, facil manejo y bajos costos de opera-
cion. En este trabajo se presentan los niveles de Cuy Zn en
suero sanguineo de pacientes con SM y sujetos controles
determinados a través de la FAAS, destacando la impor-
tancia clinica de estos elementos en el tratamiento de la
patologia estudiada.

Metodologia

Equipos

Parala determinacion analitica de Cuy Zn se usé un es-
pectrofotémetro de absorcion atomica marca Perkin El-
mer modelo 2380, en el modo instrumental de absorcién
atomica con llama (FAAS), usando las condiciones instru-
mentales recomendadas por el fabricante del equipo [2].
La mineralizacién del material certificado sdlido se reali-
z6 en recipientes cerrados de Teflon® con vélvulas de des-
presurizacion irradiados en un horno de microondas mar-
ca CEM modelo MDS-81D, aplicando el procedimiento
previamente reportado [9, 22].

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.
Las soluciones concentradas de Cuy Zn (ca. 1000 mg L") se
prepararon a partir de una solucién concentrada comercial
(e.g., Titrisol, Merck). Las soluciones patrones de las curvas
de calibracion se prepararon diariamente. El intervalo de
concentraciones para las curvas de trabajo o calibracién
fue: Cu (mg L") 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0y para Zn (mg L)
0,05; 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70; 0,80y 1,00. Todas
las soluciones de trabajo se prepararon con agua desioniza-
da grado I ASTM [3], en acido nitrico 0,01 M.

Muestras

La poblacion estuvo conformada por 50 pacientes con
SMy 50 individuos controles (personas sanas), que asisten
al Centro de Investigacién Endocrino Metabdlico (CIEM)
de la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia,
Maracaibo, Venezuela. Se tomaron 5 mL de sangre com-
pletay se colocaron en tubos de polipropileno, una vez for-
mado el coagulo se centrifugaron a 1500 rpm por 20 minu-
tos, separando el suero en un tubo de polipropileno nuevoy
limpio. Las muestras previamente rotuladas e identificadas
se almacenaron a 4°C hasta el momento del analisis.

Procedimientos
Las muestras de suero sanguineo como los materiales
certificados se diluyeron 10 veces con agua desionizada y

acido nitrico 0,01 M, respectivamente. Cada porcion de
prueba se prepard por triplicado y las lecturas de absor-
bancia de Cuy Zn se registraron por pentaplicado.

Se emplearon dos materiales certificados de referencia
para evaluar la exactitud del método: “Iejido de Ostras”
(NIST SRM-1566) y “Agua de Consumo Humano” (HPS
CRM-590321).

Andlisis estadistico

El analisis de los resultados obtenidos se realizé utili-
zando el paquete estadistico SAS (“Statistical Analysis
System”) [19], se evaluaron los efectos del tratamiento
(muestras de suero) sobre la variable respuesta (concen-
traciones totales de Cuy Zn) a través de la técnica del ana-
lisis de varianza mediante el procedimiento GLM (“Gene-
ral Linear Model”). Para la separacion de medias se utilizo
la prueba de Duncan Waller. Se utilizé un nivel de 5% para
medir la significancia de diferencia entre medias.

Resultados y discusion

En la Figura 1 se presenta la distribucion de frecuencia
segun el sexo, donde el 63,6% corresponde al género mas-
culino y el 36,4% al femenino. De la poblacion bajo estu-
dio (n=50) diagnosticados con SM el 77,6% (38 indivi-
duos) correspondio al sexo masculino y el 22,4% (11 indi-
viduos) al femenino. Estos resultados concuerdan con el
realizado por la NHANES (Encuesta Nacional de Exami-
nacion de Salud y Nutricién) y Framingham, mostrando
una prevalencia de 24 y 26,8% en hombres y de 23,4 y
16,6% en mujeres, respectivamente [11, 20]. En relacién a
la poblacion control (n=50), el 50% (25 personas) corres-
pondi6 tanto al género femenino y masculino.

En la Tabla 1 se presentan los criterios de diagnostico
para el sindrome metabdlico segin la Federacion Interna-
cional de la Diabetes (IDF), la Asociacion Americana del
Corazon (AHA, USA) y el Instituto Nacional del Cora-
z6n, Pulmén y Sangre (NHLBI, USA). Se puede observar
que los individuos diagnosticados con SM (n=50) presen-
taron los siguientes valores alterados en los examenes cli-
nicos: indice de masa corporal 32,81 Kg/m? (VN < 30
Kg/m?), glicemia basal de 104,77 mg dL-! (VN = 70-100
mg dL1), los triacilgliceridos de 228 mg dL-! (VN < 150
mg dL), lipoproteina de alta densidad (HDLc) 34,60 mg
dL! (= 40 mg dL-! para el hombre y = 50 mg dL-! para la
mujer) y la presion arterial sistdlica 131,42 mmHg (VN <
130 mmHg). Es decir, los individuos estudiados presenta-
ron més de 2 factores de riesgo establecidos por la IDEF,
para su correcta ubicacion en este grupo experimental. En
oposicion, los pacientes sin SM (poblacién control)
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Figura 1. Distribucion de frecuencia segin el sexo.

(n=50) presentaron todos los valores para las pruebas cli-
nicas de laboratorio dentro de los intervalos esperados
para este tipo de poblacion (Tabla 1).

EnlaTabla 2 se presentan las figuras analiticas de méri-
to para la determinacién de Cuy Zn por la FAAS en suero

En el estudio de la exactitud para ambos elementos, el
porcentaje medio de error entre los valores experimenta-
les y certificados fue menor al 5%, lo cual indica una ade-
cuada exactitud segin los estdndares internacionales de
calidad [9]. Ademads, este pardmetro también se evalud
mediante estudios de recuperacion, obteniendo porcenta-
jes promedios de recuperacién de 97,67 + 0,58 para Zny
98,67 = 3,51 para Cu. Estos resultados corroboran una vez
mas la adecuada exactitud para los métodos analiticos em-
pleados; por estar incluidos dentro del intervalo tedrico
aceptable a nivel internacional de 95 a 105% [3, 9]. La pre-
cision promedio encontrada (expresada como desviacion
estandar relativa, DER), tanto en la corrida como entre las
corridas, fue 1,64% para el Zny 3,32% para el Cu, los cua-
les se ubican dentro del intervalo aceptado de valores de
DER establecidos por las normas internacionales (ca. *
5,0%) e indica la excelente reproducibilidad de los méto-
dos utilizados. El método de adicion estandar se utilizd
para la cuantificacién metalica, asi como para la evalua-

sanguineo de pacientes con SM y controles. cién de los efectos de las interferencias no espectrales por

Tabla 1. Diagndstico de Sindrome Metabdlico segin IDF/AHA/NHLBI 2009.

Sin SM Con SM Total p
Media DE Media DE Media DE
Edad 33,57 15,52 4448 14,07 38,97 15,73 < 0,001
IMC (Kg/m?) 25,73 493 32,81 5,99 29,23 6,51 < 0,001
Glicemia basal (mg/dL) 90,33 29,43 104,77 45,09 97,47 38,48 0,066
Colesterol total (mg/dL) 162,84 43,60 184,29 38,41 173,45 42,30 0,012
Triacilglicéridos (mg/dL) 87,39 49,70 228,48 127,34 157,21 119,17 < 0,001
HDL (mg/dL) 52,082 15,073 34,604 6,699 43,433 14,585 < 0,001
HOMA-IR 1,76 0,88 3,28 1,47 2,51 1,42 < 0,001
Presion Arterial Sistdlica (mmHg) 118,67 17,31 131,42 17,72 124,98 18,56 0,001
Presion Arterial Diastdlica (mmHg) 72,51 9,00 83,81 12,18 78,10 12,06 < 0,001

IDF: Federacion Internacional de Diabetes. AHA: Asociacion Americana del Corazon. NHLBI: Instituto Nacional del Pulmén, Corazén y Sangre.
IMC: Indice de masa corporal. HDL: Lipoproteina de alta densidad. Homa-IR: resistencia a la insulina medido por el modelo homeostatico.

Tabla 2. Figuras analiticas de meritos para la determinacion de Cuy Zn en suero sanguineo de pacientes con sindrome

metabdlico por la FAAS.
Metal Curva de calibracion® Coeficiente de  Rango Linear Lp® Lo® Exactitud  Precision? Concentracién
correlacion (mg L) (mg L) (mgLT) (%) DER (%) Caracteristica®
(mg L™
Cu  Y=0,0484X+0,0013 0,9998 6,0 0,026 0,17 98,67 = 3,51 1,64 0,086
Zn _ Y=0,2088X+0,0019 0,9997 1,0 0,007 0,041 97,67+351 3732 0,016

2 Xy Y son la concentracion del metal (mg L) y la absorbancia integrada (s), respectivamente.

b Limite de deteccion, definido como tres veces la desviacion estandar del blanco.

¢ Limite de cuantificacion, definido como diez veces la desviacion estandar del blanco.

4 Promedio de la DER, para muestras reales. Las muestras se preparon por triplicado y leidas por pentaplicado.
¢ Concentracion del analito que produce una absorbancia integrada de 0,0044.
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comparacion de las pendientes de las curvas de calibracion
preparadas con patrones acuosos en acido nitrico 0,01 M.

Este método permitio obtener curvas de adicion estan-
dar con pendientes estadisticamente indistinguibles de
aquellas obtenidas para las curvas de calibracion de Cu'y
Zn construidas con estandares acuosos. Esto indic6 la au-
sencia de interferencias no espectrales en el anélisis em-
pleando los métodos analiticos basados en la FAAS y, en
consecuencia, permitio la cuantificacion de Cu y Zn me-
diante la curva de calibracion. Una vez validada analitica-
mente las metodologias, estas se emplearon para determi-
nar las concentraciones de Cuy Zn en suero sanguineo de
pacientes con SM y controles.

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de
las concentraciones de Cuy Zn en el suero sanguineo estu-
diado. Al comparar los resultados obtenidos de los pacien-
tes con SMy con los de los individuos controles no hubo di-
ferencias estadisticamente significativas (p < 0,05), pode-
mos observar que los pacientes con SM presentan concen-
traciones de Cu y Zn menores que las obtenidas para los
individuos controles; sin embargo estan dentro de los valo-
res referenciales de cobre para hombres (ca. 0,71-1,4 mg
L-')ymujeres (ca. 0,8-1,5 mg L),y de zinc (0,7-1,5 mg L)
[13]. Estos resultados concuerdan con los reportados por
Skalnaya y col. [21], donde individuos obesos y diabéticos
presentaron bajos niveles de Cuy Zn en relacion a los suje-
tos controles, los cuales evidencian la presencia de trastor-
nos en el metabolismo de los carbohidratos y lipidos en
esta patologia, ya que el Cu y el Zn actiian como co-fac-
tores de numerosas enzimas; tales como, superéxido dis-
mutasa, lisil oxidasa, ceruloplasmina, anhidrasa carbonica
y fosfatasa alcalina, entre otras 1, 10.

Estudios realizados por De Blas Bravoy col. [8], Barany
y col. [4] y Lin y col. [14] reportaron valores normales
(mg/L)de Cu 1,5 £ 0,31; 1,0 (ca. 0,552 2,6); y 0,90 = 0,13y
de Zn2,2 +0,34;0,99 (ca. 0,52a1,5); y 1,22 + 0,25 en sue-
ro sanguineo, empleando las técnicas analiticas ICP-OES
y ICP-MS de tltima generacion y por ende costosas, los
cuales se correlacionan con los resultados obtenidos en
este trabajo empleando FAAS, la cual es una técnica muy
robusta, amigable, de facil manejo por parte del personal
técnico encargado de llevar a cabo los analisis espectromé-
tricos y de mas bajo costo al comparar el valor comercial
del argén empleado en las técnicas de ICP.

Consideraciones finales

Las metodologias empleadas para la determinacion de
los elementos bajo estudio fueron exactas, precisasy libres
de interferencias. Ademas, los resultados encontrados en

Tabla 3. Concentraciones (mg L™ = 1DE) de Cuy Zn sé-
rico en pacientes con sindrome metabdlico e in-
dividuos controles de la ciudad de Maracaibo.

Metal Controles

(mg L-! = 1DE)

Sindrome metabolico
(mgL-! = 1DE)

Cu 0,76 + 0,24 (0,23-1,44)
Zn 096 + 0,21 (0,64-1,55)

1,31 + 0,42 (0,66-2,73)
1,04 + 0,14 (0,80-1,37)

este estudio permiten afirmar que la alteracion del meta-
bolismo de carbohidratos y lipidos conlleva a niveles bajos
de Cuy Zn en personas con sindrome metabolico.
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