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CONCLUSIONES

LA POBLACI ON AFECTA DE DI ABETES MELLITUS TIPO 2
PRESENTA UNOS NI VELES MAS ELEVADOS DE ZI NC, COBRE Y

CERULOPLASM NA QUE LA POBLACI ON SANA.

EL CONTROL METABOLI CO DE LOS PACI ENTES CON DI ABETES
MELLI TUS TI PO 2 PUEDE PARTI Cl PAR EN LA PATOGENESI S

DE LOS ELEVADOS NI VELES DE COBRE OBSERVADOCS.

LOS NI VELES DE METALOTI ONEi NA SON MAS ELEVADOS EN

LOS PACI ENTES CON DI ABETES MELLI TUS TI PO 2.

LA METALOTI ONEi NA ERI TROCI TARI A SE MOSTRO UTI L COMO
MARCADOR DEL STATUS ORGANICO DEL COBRE EN LA

POBLACI ON CONTROL.

EL ANALI SIS DE LA METALOTI ONEi NA EN LA DI ABETES
MELLI TUS TIPO 2 NO PARECE SER SUPERI OR, EN EL
ESTUDI O DEL STATUS ORGANI CO DE ZINC Y COBRE, A LA

DETERM NACI ON DI RECTA DE DI CHOS ELEMENTOS TRAZA.

133



DISCUSION

5.1. ZINC

5.1.1. SUERO

Tanto en & grupo Control como en € grupo DM 2 no se observaron diferencias
sgnificativas en los vaores de la zinquemia entre hombres y mujeres [984,16 + 168,97 vs
982,24 + 179,17 ng/mL parae grupo Control y 940,00 (125,00) vs 935,00 (122,50) ng/mL
para e grupo DM 2](Tablas X y XII). Sn embargo, adgunos autores han observado en
hombres con DM 2 vaores de zinquemia superiores a los de las mujeres con DM 2
posiblemente debido alamayor concentracion de abumina que habitua mente presentan los
primeros (Nobels et al., 1986).

Cuando se compararon |los valores de las concentraciones de Zn en suero del grupo
Control con los dd grupo DM 2 no se hdlé diferencia Sgnificativa entre los dos grupos.
Ademés, puede observarse que aunque los valores de la concentracion de Zn en suero del
grupo DM 2 presentaron cierta tendencia a ser inferiores alos del grupo Control [937,50
(125,00) vs 980,00 (111,87) ng/mL], edta diferencia no llegd a acanzar significancia
estadistica (Tablas X1, XIV y XV).

Cuando se estudio lainfluencia del tiempo de evolucion de la enfermedad sobre los
niveles en suero de Zn enlos pacientes con DM 2 no se obtuvo correacion significativaentre
ambos parametros (TablaX X V). En este sentido, otros autores coinciden enestaausenciade

correlacion (Zargar et al., 1998).
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Aunquelamayoriadelosestudiosreferentesa statusdel Zn séricoenlaDM 2 hacen
referencia a hipozinquemia asociada a hiperzincuria, existe cierta controversia d respecto,
habiéndose descrito normozinquemia (Honnorat et al., 1992;Zargar et al., 1998),
hipozinquemia (Schlienger et al., 1988; Razet al., 1989; Melinkeri et al., 1990; Walter et
al., 1991; Car et al., 1992; Williams et al., 1995; Rauscher et al., 1997; Chausmer,
1998; Terreset al., 1998) ehiperzinquemia(Martin et al., 1975; D’ Ocon et al., 1987).Las
diferencias halladas en estos estudios podrian ser causadas parcialmente por los métodos de
tomade muestras, predispos cidn étnica, hébitos dietéticos, control delaglucemiao existencia
de complicaciones clinicas.

La presencia de valores normaes de Zn en suero junto con un aumento de la
excrecion urinariade Zn puede ser debidaaun aumento delaabsorcionintestind deZnenlos
individuos digbéticos (Schlienger et al., 1988) y aunadisminucion delaexcrecionintestina
de Zn junto con un aumento del catabolismotisular (Heise et al., 1988). En este sentido, seha
descrito en ratas con DM inducida quimicamente con estreptozotocina un incremento de la
absorcion intestind de Zn y Cu (Failla y Kiser, 1983). En otros experimentos smilares
realizados con ratas espontaneamente hiperglucémicas e hiperinsulinémicas € aumento dela
absorcionintestind deZny Cu se correlaciond con lapolifagiaque presentan estosanimaesy
ademés se observo en éstos un aumento de la masa de la mucosa intestina, sugiriendo los
autores que d aumento delaabsorcionintestina de Zny Cu seriadebido aunaalteracion del
trangporte de metales a nivel de la SBC (Craft y Failla, 1983). Experimentos redizados
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posteriormente por otros autores muestran un aumento de laabsorcién intestina de Zny Cu
debido aun incremento en la.concentracion deMT enlas cdulasintestinaes(Escobar et al .,
1995).

Ademés, otrosautores, araiz de estudios realizados en ratas diabéticas, sugieren que
la hiperglucemiaper se es probablemente d principa factor determinante en € incremento de
laabsorcidn de metaestrazay sudmacenamiento tisular en € transcurso de estaenfermedad
(Raz et al., 1988).

La hipozinquemia observada por agunos autores en laDM 2 es atribuida por éstos
directamente d aumento delaspérdidasurinariasde Zn (§6gren et al., 1988; Walter et al .,
1991, El-Yazigi et al., 1993; Williams et al., 1995), 0 auna disminucion delaabsorcion
intestina (Kinlaw et al., 1983; Mooradian et al., 1994). Sin embargo, otros autores que
también describen hipozinquemiaen laDM 2 aribuyen éstaa unadisminucion delos niveles
de dbumina 'y aminoécidos en suero (Nobels et al., 1986; Kobbah et al., 1988). Otros
autores describen va ores de Zn en suero disminuidos Unicamenteen laDM 2 acompa_adade
complicaciones como nefropatia, neuropatiay macroangiopatia, atribuyendo estadisminucion
de lazinquemiaalapérdida de proteinas por laorina debido alanefropatiay laconsguiente
disminucion de dbdmina sgrica (Nobels et al., 1986). Sin embargo, lafatade correlacidn
observadapor dgunosautoresentred Zn séricoy laadbiminasugiere quelaproteinuriano es
launicaexplicaciony que podriaexigtir otro mecanismo adiciond quefavorecerialas pérdidas
urinariasde Zn (Kinlaw et al., 1983).
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Otraexplicacion a descenso delosnivelesde Zn enlaDM 2 observado por agunos
autores, radica en la exisencia en esta enfermedad, a menos en su fase inicid, de un
incremento de la secrecion de insulina. Adl, la secrecion aumentada de insulina causaria
deplecion cdular de Zn. Es decir, la cdula podria producir més insulinapero no més Znyy,
junto con la hiperzincuria, disminuiria la disponibilided de Zn en € pool cdular. Con la
paulaina pérdida de Zn intracdlular disminuiria lainsulina secretada necesaria para un nivel
dado de glucosay, de estamanera, e idote deviene mas vulnerable acudquier tipo deda o.
Esto se asociariaa cuadro clinico en d cud, después de una hiperglucemia prolongaday la
incapacidad de las céulas del idote de producir suficiente insulina para controlar la glucosa,
ocurre la pérdida del idote en su conjunto. Estos acontecimientos proporcionarian un
mecanismo medianted cud d déficit de Zn puede afectar € progreso delaDM 2 (Sprietsma
y Schuitemaker, 1994). En este sentido, se ha observado que @ uso tergpéutico deinsulina
enlaDM 2 incrementala zinquemiasin que e Zn contenido en las preparaciones de insulina
pueda ser responsable de ello, dado que éste es cuantitativamente irrelevante (20 ng/dia) en
relacion d gporte dimentario (2 mg/dia) (Schlienger et al., 1988).

Por otro lado, otros autores muestran, en estudios del metabolismo del Zn en
individuos con DM 2 usando is6topos de Zn, una disminucion de la concentracion de Zn
S&ico y un incremento de la excrecion urinaria de Zn. Sin embargo, estos mismos autores
sugieren que, dado que no se observaron diferencias en € pool de Zn intercambigble, €
metabolismo del Zn no estd dterado enlaDM 2 (Rauscher et al., 1997).
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El Zn sérico no es  Unico pool deZn que puede verse afectado enla DM 2. Sehan
descrito niveles disminuidos de Zn en misculo esquelético (§ogren et al., 1988) y deplecion
cdular ubicua de Zn (Ripa y Ripa, 1995). En este sentido, en diversos experimentos
realizados en ratas genéticamente diabéticas y obesas se ha observado unadisminucion dela
concentracion de Zn en tgido 6seo y plasmajunto con hiperzincuria (Levine et al., 1983);
vaores normaes de Zn en plasma, disminuidos en higado, rifion y misculo, y ligeramente
aumentados en tgjido 6seo (Raz et al., 1988), todo lo cud sugiere, segiin estos autores, que
el déficit de Zn podriajugar un papel en lapatogénesisdelaresstenciaalainsulinay también
por otro lado pone en duda laidoneidad del plasma parad estudio dd status de Zn (Raz et
al., 1988).

Sinembargo, paracotros autores, ladisminucion delosnivelesde Zn en plasmaocurre
Solamente en una parte de los pacientes DM 2 y no esta relacionada con € control de la
enfermedad (Niewoehner et al., 1986). De todasformas, |los menores niveles de zinquemia
observados en diversos estudios sobre pacientes DM 2 cabria definirlos alo sumo, segiin
agunos autores, como un déficit moderado de Zn (Blostein-Fujii et al., 1997).

Asi pues, € verdadero status del Zn en laDM 2 quedaria por definir dado que la
concentracion s&rica sblo condtituye un reflgo imperfecto del contenido tisular que se
interrelaciona en los sstemas enziméticos. Es deseable un estudio del contenido totdl
aproximado por su determinacion en biopsias musculares o cabell os antes de considerar un
eventua efecto beneficioso de suplementos de este emento traza en la meora de la
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senghilidad alainsulinaenlaDM 2 o sobrelaasimilacion periféricade glucosa(Schlienger et
al., 1988).

En este sentido, hay autores que propugnan lapocaidoneidad del suero o del plasma
enlavdoracion dd statusde Zn en d organismo debido aquelas concentracionesdeZnen €
musculo esquelético y cdlulas sanguineas no se corrdacionan con la zinquemia, tanto en
pacientes DM 2 como en controles sanos (Raz et al., 1988; §ogren et al., 1988). Deigud
modo, |as dteraciones experimentadas en & contenido de Zn del organismo no sereflgan en
los niveles de Zn en suero y tampoco reflgjalas reducciones del contenido de Znenladieta,
optando asi dgunos autores por la determinacion de la MT eritrocitaria en lugar de la
determinacion de los vaores de Zn en suero en lavaoracion del satus de Zn ddl organismo
(Grider et al., 1990; King, 1990). Otro delosmotivos por |os cualesagunos autorescreen
poco idéneo d suero paralavaoracion de status de Zn en @ organismo son las variaciones
diarias observadas en la concentracion de Zn s&ico y, con dlo, la necesidad de
estandarizacion del espacio de tiempo comprendido entre la Ultima ingesta y |a toma de
muestra, puesto que la concentracion de Zn en suero puede disminuir entre un 15%y un 20%
después delas comidas. Ademés, la.concentracion de Zn en suero estambién sensibleaotros
cambios metabdlicos, por gemplo, estrés, infeccion, dimentacion, ayuno y status hormonal
(King, 1990).

En otro orden de cosas, y por |o que respecta alaadministracion de suplementos de
Zn a edtos pacientes, algunos autores han apuntado la posibilidad de tratar con dichos
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suplementos a los que presenten hipozinquemia. Sin embargo, estetipo de tratamiento no ha
mostrado ninglin efecto sobrelosvalores de HbA,. (Niewoehner et al., 1986), puedeinduso
ser contrgproducente y agravar laintoleranciaalaglucosa(Razet al., 1989) y, en definitiva,
no ha demostrado tener una eficacia clinica red (Chausmer, 1998). Otros autores, sin

embargo, han observado una elevacion de los niveles de Zn s&ico y de actividad de la 5-

nucleotidasa, una enzima zinc-dependiente, tras la administracion de suplementos de Zn en
mujeres con DM 2 postmenopausicas (Blostein-Fujii et al., 1997).

En d presente trabgo, la ausencia de diferencia sgnificativa en los vaores de la
concentracion de Zn en suero entre el grupo Control y € grupo DM 2, cuando lamayoriade
laliteratura existente hace referenciaauna hipozinquemiaen laDM 2, podriaser debidaalas
caracterigticas propias del grupo de individuos con DM 2 seleccionado. Los pacientes
seleccionados para este estudio, tal como se indica en € capitulo de Materia y Métodos,
presentaban un tiempo de evolucion de su enfermedad inferior a 10 a os, la edad estaba
comprendidaentre 35y 65 afios, estaban en tratamiento exclusivo con dieta, Sn aceptarselos
pecientes en tratamiento con insulina 0 hipoglucemiantes orales y no presentaban las
complicacionestipicas delaenfermedad. En este sentido, losresultados delosvaoresde Zn
en suero en los pacientes DM 2 del presente estudio se corresponden con los resultados de
los autores que describen valores normaes de Zn en suero en este tipo de poblacion
(Honnorat, 1992; Zargar et al., 1998) o Unicamente valores por debgo de lo normal en
aguellos pacientes DM 2 con complicaciones tdes como nefropatia, neuropatia y
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macroangiopatia (Nobels et al., 1986).

Por ltimo, hay que subrayar que, seguin dgunos autores, unamoderadareduccion de
Znen plasmay suero no es necesariamenteindicativade unadisminucion dd statusde Zn. Las
diferencias halladas entre diversos estudios en la vaoracion de parametros similares pueden
parecer contradictorias probablemente debido a que no se tomaron en cuenta todas las
posiblesinfluencias fisoldgicas. Ademéas, esimportante tener en cuenta que un cambio en €
nivel de Zn (o cuaquier otro meta traza) necesita ser correlacionado con una dteracion
bioguimicay, mésimportante alin, con funciones fisol gicas parademostrar que d status del

meta dterado reflga déficit o exceso (Walter et al., 1991; Mooradian et al., 1994).

5.1.2. HEMATIES

En d grupo de individuos Control los hombres presentaron una concentracion
sgnificativamente més dtade Zn eritrocitario que las mujeres [12,52 (1,24) vs 11,81 (0,85)
no/g Hb, p<0,05] (Tabla X). Eda diferencia intersexo no fue observada entre hombres 'y
mujeres pertenecientes a grupo DM 2 (13,25 + 1,97 vs 13,22 + 1,51 ng/g Hb, p=NS)
(Tabla XIlI).

Cuando se compararon los vaores de la concentracion eritrocitaria de Zn entre
grupo Control y € grupo DM 2 se observo que l os sujetos pertenecientes aeste Ultimo grupo

presentaban unos val ores significativamente més atos que | os sujetos pertenecientes d grupo
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Control [12,00 (1,28) vs 13,23 + 1,70 ng/g Hb, p<0,001] (TablaXI11).

En e organismo, lamayor partedd Zny Cu se encuentran tanto en e compartimiento
intracelular como asociado d tejido 6seo. Una pequefia parte se hdlaen @ plasmaunido a
proteinas. ES, por lo tanto, y seglin algunos autores, improbable que la concentracion sérica
de estos elementos traza reflge con exactitud @ contenido tota corpora. El misculo
esguel ético es probablemente € tejido més apropiado parael estudio deloseementostraza.
Obviamente, este tgjido no es facilmente accesible y, por lo tanto, deberia usarse otro. Sin
embargo, las cdulas sanguiness (leucocitos 0 hematies) son una buena dternativa (Raz y
Havivi, 1989) debido a su fécil obtencion. A lahorade optar por hematies o leucocitos, se
podria pensar que |os leucocitos presentan aguna ventga sobre los hematies porque quiza
son més representativos del resto de los tejidos dado que poseen niicleoy mitocondrias. Sin
embargo, & contenido de dementostrazaen | osleucocitosmononuclearesesdiferentedel de
losleucocitos polimorfonuclearesy, en consecuencia, lavaoracion del contenido de dementos
traza deberiahacerse separadamente en cadagrupo de células(Razy Havivi, 1989). Debido
aesto Ultimo, en € presente trabgjo se optd finalmente por estudiar € contenido de metales
traza de los hematies.

Existen pocos datos en relacion alos vaores de la concentracion de Zn en hematies
de pacientes con DM 2, habiéndose descrito unadisminucion de éstos respecto alapoblacidn
generd (Raz y Havivi, 1989; Shvets et al., 1994). Segin estos Ultimos autores, losvalores
disminuidos de Zn eritrocitario observados en pacientes con DM 2 tendieron a aumentar d
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ingaurarse d tratamiento convenciona (Shvets et al., 1994). Asimismo, también se han
descrito vaores disminuidos de Zn en linfocitos, granulocitos y plaguetas (Walter et al.,
1991). Sin embargo, existen otros estudios donde no se observadiferenciaggnificativa entre
los vaores de Zn en hematies de pacientes DM 2y controles (Raz et al., 1988).

En & presente trabgjo, laexistenciaen  grupo Control de valores més atos de Zn
eritrocitario en hombres podriainterpretarse como € reflgjo delatendenciade etos Uitimosa
presentar concentraciones ligeramente mas dtas de Zn en suero aunque, y td como se
mencionamés arriba, dichatendenciano a canzo significancion etadigtica. En este sentido, y
tal como se hamencionado anteriormente, a gunos autores sugieren que los hombres podrian
presentar val ores séricos més atos de Zn quelas mujeres debido alamayor concentracion de
ablmina que presentan éstos (Nobels et al., 1986).

Asimismo, lapresenciaen € presente trabgjo de concentraciones eritrocitariasde Zn
més dtas en los sujetos dd grupo DM 2 podria interpretarse como una adaptacion
compensatoria del organismo frente a Situaciones que pueden ocurrir en la DM 2 y que
aumentan laofertade Zn como son € aumento delaabsorcionintestinad deZn (Schlienger et
al., 1988), ladisminucion delaexcrecionintestind deZny € aumento ddl catabolismo tisular
(Heise et al., 1988).

A estos Ultimos factores, y tal como también podra verse mas adelante, podria
a adirsed papd delaMT. End presentetrabg o se observaron unosva oresaumentados de
MT en suero, orinay hematies en los pacientes DM 2. Lapresenciaen los sujetos DM 2 de
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vaoresmasdtosde MT eritrocitariapodriacontribuir, asu vez, alapresenciadevaoresmas
altos de Zn eritrocitario en los individuos del mencionado grupo DM 2. Este aumento de la
concentracion de Zn eritrocitario permitiriad organismo afrontar € incremento delaactividad
de varias enzimas que requieren Zn (Tabla I1) dentro de la lucha contra la disminucion dd
status antioxidante observado en estos pacientes.

Apoyando lateoriadeladisminucion dd status antioxidante observado en laDM 2,
algunos autores describen que la disminucidn de la actividad de la SOD eritrocitaria se
correlaciona estrechamente con losnivelesde Zny Cu en hematies(Zbronska et al ., 1995).

De todas formas, y td como figura més addante, dgunos autores sugieren que la
concentracion deM T en hematies podriaser uno delosindicesmés sensiblesy especificosen
lavaoracion dd status de Zn dd organismo (Bremner y Morrison, 1986; Grider et al.,

1990; Martinez-Vea et al., 1996; Sullivan et al., 1998).

5.1.3. ORINA

Tanto en & grupo Control como en & grupo DM 2 no se observaron diferencias
ggnificaivas entre hombres y mujeres en los valores de la excrecion urinaria de Zn [450,00
(480,00) vs 380,00 (160,00) ny/g creatininaparad grupo Control y 2280,00 + 1440,00 vs
2333,00 (900,00) ny/g cregtininapara e grupo DM 2] (Tablas X y XIlI).

Ené grupo Control se observo unacorrelacion podtivaentrelasexcrecionesurinarias
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de Zny de MT (r=0,66; p<0,001) (TablaXVIy Fig.5). Una correlacion positivaentre las
excreciones urinarias de Zny MT también ha sido descrita por otros autores en un estudio
efectuado con voluntarios sanos (Folch et al., 1998). Sin embargo, en € grupo de pacientes
con DM 2 del presente estudio aunque también se observo un incremento de la excrecion
urinariade MT y de Zn, no se hal6 correlacion postiva entre la excrecion urinaria de estos
dos parametros. En este sentido, en un estudio redlizado con pacientes con sindrome
nefratico, unaexcrecion urinariaincrementadade M T favoreceria unaexcrecion urinariadta
de Zn en estos individuos (Martinez-Vea et al., 1996).

En & grupo de pacientes con DM 2 se observé una correlacion postiva, tanto en
hombres como en mujeres, entrelaexcrecion urinariade Zny lacupremia (r=0,67; p<0,001,;
TablaX1X). End mismo grupo se observd también unacorrelacion positiva (r=0,25; p<0,05;
TablaXIX) entrelasexcrecionesurinariasde Zny Cuincluso gustando por otrasvarigblesen
el estudio de regresion miitiple (r=0,66; p<0,05; Tabla X XIV). En € presente trabgjo, esta
corrdacionentree Zny e Cu en orina Unicamente se observo en aguellos pacientes con DM
2y noend grupo Control. Sin embargo, agunos autores describen también una correlacion
positiva entre las excreciones urinarias de Zn y Cu en individuos sanos (Watanabe et al .,
1991; Folch et al., 1998).

Cuando se compararon los valores de la excrecion urinariade Zn del grupo Control
con losdd grupo DM 2 se observé que |os sujetos pertenecientes aeste Gltimo presentaban
unos niveles significativamente mas adtos de excrecion de Zn en orina que los sUjetos
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pertenecientes a grupo Control [2310,00 (830,00) vs 430,00 (190,00) ng/g crestining,
p<0,001] (TablaXlI1).

En este sentido, aunque € ha descrito tanto hiperzinquemia, normozinquemia e
hipozinquemia en los pacientes diabéticos, todos los autores coinciden en presentar
hiperzincuria(Kinlaw et al ., 1983; Heiseet al., 1988; Razet al., 1989; Walter etal., 1991,
Honnorat et al., 1992; Chen et al., 1995; Rauscher et al., 1997; Chausmer, 1998).
Ademéas, segln otros autores, la hiperzincuria observada en pacientes diabéticos es
especidmente pronunciada en mujeres (Martin et al., 1975). En € presente trabagjo no se
observo esta Ultima caracteristica, aunque si unaligera tendencia de las mujeres a presentar
vaores més devados, sin llegar avalores de Sgnificancia estadistica (Tabla X11).

Se han descrito varias explicaci ones posibles parala hiperzincuria con mantenimiento
de la zinquemia rorma en este tipo de pacientes. Ademas, y ta como se ha mencionado
anteriormente, unaeventud terapiacon insulina seriainsuficiente paraexplicar ete fendmeno
(Schlienger et al., 1988). Algunos experimentos en animales han mosirado un incremento de
laabsorcion intestind deZny Cu enratas digbéticas, un aumento delaconcentraciondeZny
Cu en dgunostgidos y un incremento de la excrecidn urinariade Zn'y Cu (Craft y Failla,
1983; Failla y Kiser, 1983; Faillay Gardell, 1985; Raz et al., 1988; Escobar et al.,
1995). Otros mecanismos, como la disminucion de la excrecion intestind de Zn y d
incremento del catabolismo tisular (Heise et al., 1988), pueden apoyar la ausencia de la
deplecion de Zn en laDM. Segln dgunos autores, la hiperglucemia per se podria producir
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hiperzincuria (Kinlaw et al., 1983; Mooradian y Morley, 1987).

En experimentos con animaes se ha observado que la hiperglucemia induce una
disminucion de la resbsorcion tubular de Zn (Victery et al., 1981) y la hiperglucemia
experimentamente inducida provoca hiperzincuria (Kinlaw et al., 1983). Algunos autores
gpoyan lahipdtessquelahiperglucemiay laconsiguiente cargade glucosapresentadad ri_6n
es la responsable de la hiperzincuria observada en pacientes digbéticos (El-Yazgi et al.,
1993).

Otrosautores, Ssn embargo, sugieren quelahiperzincuriaes un factor que contribuyea
lahipozinquemia observada por dgunos autores en pacientes diabéticos(Walter etal., 1991).

Seguin dgunos autores, la hiperzincuria podria verse compensada con un incremento
de laabsorcion gagtrointestind deZnlo cud judtificariaunazinquemianorma como ladescrita
en e presente trabgo (Schlienger et al., 1988; Chen et al., 1995; Chausmer, 1998).

Findmente, y seglin dgunos autores, ladeterminacion del nivel deMT en orinapuede
representar un buen indice en la vaoracion dd satus de Zn del organismo dada su
correlacion, en experimentaos redlizados con ratas, con la adminigtracion de Zn (Bremner y
Morrison, 1986).

En e presente trabgjo, la presencia de una excrecion urinaria de Zn aumentada no
estuvo asociada con unadisminucion de laconcentracion de Zn en suero o con cua quier Sgno
conocido de dteracion del status de Zn, coincidiendo en este aspecto con los trabgos
descritos por otros autores (Honnorat et al., 1992). También, y ta como acaba de
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mencionarse anteriormente, factores como & aumento delaabsorcionintestina de Zn (Craft
y Failla, 1983; Schlienger et al., 1988; Chen et al., 1995; Chausmer, 1998), disminucion
de la excrecion intestind de Zn y aumento del catabolismo tisular (Heise et al., 1988) y la
hiperglucemia per se (Kinlaw et al., 1983; Mooradian y Morley, 1987) explicarian, segiin
algunos autores (Honnorat et al., 1992) € aumento de la excrecion urinaria de Zn con

ausencia de deplecion corpord de este metal.

5.2. COBRE

5.2.1. SUERO

En & grupo deindividuos Control las mujeres presentaron unos valores de cupremia
significativamente més elevados que los hombres [803,00 (147,50) vs 965,26 + 268,67
ng/mL, p<0,001] (Tabla X). La presencia de una cupremia mas ata en mujeres yaha sido
previamente descrita por diversos autores en la literatura (Underwood, 1977; lyengar y
Woittiez, 1988; Baleset al., 1990) y, seglin €é3os, probablemente estadiferenciacbedezcaa
un efecto estrogénico.

En & grupo DM 2, d igud que en d grupo Control, las mujeres presentaron unos
vaores mas atos de cupremia que los hombres [1055,00 (157,50) vs 1156,56 + 215,81
ng/mL; p<0,05; Tabla X] incluso gustando por otras variables en @ estudio de regreson

multiple (r=0,52; p<0,05; Tabla XXII). Esta concentracion més dta de Cu en suero en
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mujeres con DM 2 también hasido previamente descritaen laliteratura(Walter et al., 1991)
y posiblemente obedezca también alas mismas causas gpuntadas en € grupo Control.

Cuando se compararon los valores de las concentraciones de Cu en suero del grupo
Control con los del grupo DM 2 se observo que los sujetos pertenecientes a este Ultimo
presentaban unas concentraciones significativamente més dtas que | os sujetos pertenecientes
a grupo Control [1124,71 + 223,81 vs 877,00 (173,00) ng/mL, p<0,001] (Tabla XIIl).

End grupo Control lacupremiase correacioné deformapositivacon laCP (r=0,21,;
p<0,01; Tabla XVI). Asimismo, la cupremia se correlaciond de forma postiva con la
concentracidn de Cu eritrocitario (r=0,68; p<0,001; Tabla XVI) y con la concentracién de
MT eritrocitaria (r=0,30; p<0,01; TablaXV1) incluso después de gjustar por otras variables
de confusién en € estudio de regresion mdtiple (r=0,63; p<0,001; Fig.4) y (r=0,28; p<0,05;
Fig.5) respectivamente.

En & grupo DM 2 la cupremia se corrdaciond de forma positiva con la glucemia
(r=0,28; p<0,001; TablaXV1lI), losvaoresdelaHbA,. (r=0,27; p<0,001; TablaXVIl)y la
CP en suero (r=0,25; p<0,001, Tabla XVII) incluso gustando por otras variables de
confuson en € estudio de regreson mltiple (Tabla XXI1). Asimismo, la cupremia se
correlaciond con la cupruria (r=0,20; p<0,05; Tabla XVI1) incluso después de gjustar por
otras variables en d estudio de regreson mdiltiple (Tabla XX1V).

Cuando se estudio lainfluencia del tiempo de evolucion de la enfermedad sobre los
niveles de cupremia en los pacientes con DM 2 no se obtuvo correlacion sgnificativa entre
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ambos parametros (TablaX X V). En este sentido, otros autores coinciden en etaausenciade
correlacion (Noto et al., 1983; Zargar et al., 1998).

EnlaDM 2 s ha descrito tanto hipercupremia (Martin et al., 1978; Noto et al.,
1983; D'Ocon et al., 1987; Razet al., 1989; Walter et al., 1991; Mooradian et al., 1994,
Zargar et al., 1998), normocupremia (Williams et al., 1995; Leonhardt et al., 1996;
Terres et al., 1998) como hipocupremia (Car et al., 1992). Con € fin de intentar explicar
edas diferencias en los distintos trabgos publicados, tanto en lo referente a las
concentraciones de Cu como a las de Zn, se han apuntado diversas causas como la
variabilidad en lametodol ogia de tomade muestras, predisposi cidn étnica, hdbitos dietéticos,
control de la glucemia o existencia de complicaciones clinicas (Chen et al., 1995).

En e presentetrabg o, se hapodido observar quelasmujerescon DM 2 presentaron
unos niveles de Cu sérico mas elevados, coincidiendo con agunostrabgos previos(Walter et
al., 1991). Sin embargo, no todos | os autores observan estadiferencia(Terreset al., 1998).

Por otro lado, y td como se comentd en € gpartado referente d Zn, estudios
redizados en ratas digbéticas sugieren que la hiperglucemia es probablemente per sed
principa factor determinante en laabsorcion de metaestrazay sudmacenamientotisular (Rez
et al., 1988). En este sentido, experimentos redlizados en animal es describen un incremento
de laabsorcion intestina de Cu en ratas con inducida por estreptozotocina(Craft y Failla,
1983; Escobar et al., 1995). Asimismo, otros autores, en experimentos redlizados en ratas
con DM inducida quimicamente con estreptozotocina, describen un incremento de la
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concentracion de Cu, expresada en forma de cociente Zn/Cu, en € higado y en € tgjido
adiposo (Aguilar et al., 1998). Sin embargo, d modeo anima estudiado probablemente
puede ser determinante en | os resultados observados; asi, en experimentosreaizadosen ratas
genéticamente diabéti cas obesas (Psammomys Obesus) no se observo ningunamodificacion
de los niveles de Cu tanto en suero como en musculo, rifion, higado y fémur (Raz et al.,
1988).

La presencia de concentraciones elevadas de Cu en suero puede observarse en
diferentes estados patol 6gicos, ademés de laDM 2, como infecciones crénicas y agudas,
anemas, enfermedad de Hodgkin, enfermedades del coldgeno y hemocromatosis
(Underwood, 1977), inflamacion (Murphy et al., 1985), leucemialinfocitica(Béguin et al.,
1987), aterosclerosis (Noto et al., 1983; Belch et al., 1989), hipertensién arteria (Clegg et
al., 1987), leucoplaquia ord y carcinoma de cdlulas escamosas (Jayadeep et al., 1997),
cancer de pulmon (Sattar et al., 1997), infarto agudo de miocardio (Vilanova et al., 1997),
artritis reumatoidea (Zoli et al., 1998), cancer de mama (Huang et al., 1999) y odusion
arterid cronica de las extremidades inferiores (Iskra y Majewski, 1999). Segin dgunosde
estosautores, esteincremento delosvaoresdelacupremiaen las enfermedades mencionadas
probablemente obedece a unarespuestade fase aguda(Zoli et al., 1998; Iskray Majewski,
1999) y aun incremento del estrés oxidativo (Huang et al., 1999).

Una de las hipitesis més consstentes para explicar € incremento de los vaores de
cupremiaobservados en la poblacion DM 2 obedece aunamayor absorcion intestina de Cu
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(Craft y Failla, 1983), d cud, anivel hepdico estimulad promotor dd gen delaMT y
probablemente también d de la CP (Fig.3). Este incremento del Cu circulante aumentariala
sintesis de meta oenzimas en los pacientes DM 2 (Cousins, 1985).

Por otra parte, se han observado niveles elevados de Cu en suero en pacientes
afectados de arteriosclerosis, tanto diabéticos como no diabéticos (Noto et al., 1983;
Mooradian y Morley, 1987). Ademés, se ha observado también que entre |os pacientes
diabéticos, 1os que presentaban los niveles més altos de Cu sérico eran agquellos de més edad
y losque presentaban macroangiopatiay microangiopatia, hipercolesterolemiao hipertenson
(Noto et al., 1983; Schlienger et al., 1988; Walter et al., 1991; Sogrenet al., 1988; Raz
y Havivi, 1989; Mooradian et al., 1994; Chen et al., 1995). Enestesentido, € aumento del
Cu s&rico podria ser explicado en @ contexto de la patogenia de la placa de ateroma, donde
la hipercupremia etaria considerada como un factor de riesgo (Fischer y Callins, 1981;
Schlienger et al., 1988). De manera inversa, los individuos diabéticos sin retinopatia,
hipertenson o enfermedad macrovascular presentan concentraciones sé&ricas de Cu
intermedias entre los individuos sanos y los individuos diabéticos con presencia de estas
complicaciones (Walter et al., 1991). En & presente trabgo no se pudo confirmar este
aspecto dado que la muestra seleccionada no mostraba complicaciones cronicas micro o

macroangiopdticas.

Por otro lado y tal como sehadescrito enlaintroduccion ddl presentetrabgjo, € Cu
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presenta propiedades pro-oxidantes y, en consecuencia, un desequilibrio en € metabolismo
del Cu podriacondicionar laaparicidn de un status de estrés oxidativo. En este sentido, seha
descrito que cuanto mayor esel cociente Cu/Zn en suero mayor esel contenido de perdxidos
lipidicos, es decir, existe unareacion entre € cociente Cu/Zn y la carga oxidante sistémica
(Mezzetti et al., 1998). De este modo y segin algunos autores, los individuos diabéticos
presentan un riesgo incrementado de desarrollar enfermedad arterid coronariaen parte debido
aqued Cuincrementalaoxidacidn, actuando como catalizador, delaslipoproteinas de bga
densidad (LDL) cuyares stencia contralaoxidacion se haladisminuidadebido d débil satus
antioxidante, contribuyendo asi a desarrollo de aterogénesisy otras complicacionesdelaDM

2 (Armstrong et al., 1996; Leonhardt et al., 1996). En pacientescon DM 2 (Fonseca et
al., 1997; Ceridlo et al., 1998) y DM 1 (Santini et al., 1997; Ruizet al., 1999) asi como
en experimentos redlizados en ratas con DM inducida mediante estreptozotocina(Kakkar et
al., 1998), cond fin deevauar € estrés oxidetivo, se han descrito aumentosdelosnivelesde
peroxidos lipidicos, evaluados mediante lamedicion delas TBARS. Ademés, seguin dgunos
autores, € pH &cido extracelular presente en lalesion aterosclerdtica, y en especid entre €

acumulo de macréfagos de ésta, explicariael motivo por d cud lalesion aterosclerdtica es
uno de los escasos lugares donde ocurre la oxidacion de LDL (Leake, 1997). Esteriesgo
incrementado de gparicion de complicaciones, en particular laenfermedad aterosclerdticaque
presentan losindividuos diabéticos, podriaser debido a incrementodelaformacion decdulas
€epuUMOosas como consecuenciadel mencionado aumento delasusceptibilidad delasLDL ala
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oXidacion (Beaudeux et al., 1995; Dimitriadiset al., 1995). Ademés, en pacientescon DM
2 s han descrito niveles eevados de autoanticuerpos anti-L DL oxidada con laintervencion
del Cu, los cuaes se hdlan asociados aun mayor riesgo de enfermedad coronaria(Griffin et
al., 1997). En este contexto, estudios redlizados sobre lasusceptibilidad alaoxidacion delas
LDL aidadas de plasma de individuos tanto DM 1 como DM 2 muestran aumentos de la
susceptibilidad a la oxidacion de las LDL de estos pacientes diabéicos con o sin
complicaciones vasculares preexistentes (Beaudeux et al., 1995).

Lapresenciade unincremento en laperoxidacion lipidicadebido aunincremento del
estrés oxidativo y a un aumento de la cupremia no es exclusva de la DM 2. Egte estado
metabdlico también se ha descrito en individuos afectos de otras enfermedades, como esen
pacientes con neoplasiamamaria(Huang et al., 1999). Paraddjicamente, d gercicio, € cud
impone un estrés oxidativo a organismo, es un importante protector de la enfermedad
cardiovascular. En este sentido, algunos autores sugieren que las LDL de losindividuos que
redizan deporte de forma regular presentan una susceptibilidad reducida a la oxidacion
(Shern-Brewer et al., 1998).

Como ya se ha comentado anteriormente, en € presente estudio se observa un
aumento de los niveles séricos de Cu en la poblacion andlizeda con DM 2. A su vez, se
constata n incremento de los niveles de MT y CP, lo cud permite especular sobre una
posible activacion anivel hepatico delasintessde MT y CPta como han descrito agunos
autores (Cousins, 1985). En € caso delapoblacién con DM 2 parece ser que la capacidad
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de absorcion gagtrointestind de Cu se hala aumentada, lo cua induciria un aumento de la
oferta de dicho metd para la sintesis de metaloenzimas (Craft y Failla, 1983; Raz et al.,
1988). En este sentido, € aumento observado de laactividad de CPy lacorrdacion postiva
entre éta y la concentracion de Cu en suero en los individuos DM 2 jugaria un papel
importante enlahomeostasisdel Cu en estetipo de pacientes, dado que unaparteimportante
del pool de Cu circulante se hdlaunido ala CP.

AdmisTo, en la poblacion con DM 2 andizada, € aumento observado en la
concentracion de Cu en suero y su correlacion podtiva con la HbA;c sugiere que la
hiperglucemia podria jugar un papel en & metabolismo del Cu. Otros autores han descrito
también un aumento de la concentracion de Cu en suero junto con una correl acion positiva

entre la cupremialy laHbA, (Schlienger et al., 1988).

5.2.2. HEMATIES

En & grupo Control se observd una concentracion significativamente més dtade Cu
eritrocitario en € subgrupo de mujeres con respecto a subgrupo de hombres[1,42 (0,57) vs
2,10 (0,60) ny/g Hb, p<0,001] (TablaX). Estadiferenciaintersexo no fue observadaen los
pacientes con DM 2 (3,56 + 1,10 vs 3,62 + 1,05 ng/g Hb, p=NS) (TablaXIl). Ademés, en
el grupo Control se observé una correlacion pogtiva entre € Cu eritrocitario y la cupremia

(r=0,68; p<0,001; Tabla XVI) después de gustar por otras variables en d estudio de
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regresion multiple (r=0,63; p<0,001; Fig.4).

End grupo DM 2 d Cu eritrocitario se correlaciond deformapostivacon laglucemia
(r=0,63; p<0,001; TablaX1X) y lacupremia(r=0,34; p<0,001; TablaXIX) incluso gustando
por otras varigbles en € estudio de regreson mtiple (Tabla XXI11), la HbA. (r=0,39;
p<0,001; Tabla X1X), la excrecién urinaria de Cu (r=0,40; p<0,001; Tabla X1X),y laMT
eritrocitaria (r=0,22; p<0,05; TablaX1X), y laCP gustando por otrasvariablesen € estudio
de regresién mdltiple (r=0,66; p<0,05; Tabla XXIlI).

Cuando se comparon los val ores delaconcentracion eritrocitariade Cu entred grupo
Control y @ grupo DM 2 se observé que los sujetos pertenecientes a este Ultimo grupo
presentaban unos vaores significativamente més atos que los individuos pertenecientes a
grupo Control [1,77 (0,62) vs 3,59 + 1,06 ng/g Hb, p<0,001] (Tabla XII1).

Existen pocosdatosen laliteraturaen relacion alosvaores delaconcentracion de Cu
en los hematies de pacientes con DM 2. Ademés, estos resultados son ago contradictorios
dado que agunos autores no han halado diferencias sgnificativas en los vaores de Cu
eritrocitario entre sujetos control y pacientes diabéticos(Chen et al., 1995; Williamset al .,
1995) mientrasque otros, Sh embargo, han descrito valores més bg os de Cu eritrocitario en
pacientes con DM 2 (Shvetset al., 1994).

Podria especularse que, en d presente trabgjo, € hdlazgo de unos valores més
elevadosde Cu eritrocitario enlosindividuos con DM 2 esunreflgjo del probable aciimulo de
Cu en diferentes érganos (higado, ri_on, masculo, hueso, etc.), tal como dgunosautoreshan
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observado en estudiosredlizados con ratas diabéticas(Raz et al ., 1988). Lapresenciade Cu
en e compartimiento eritrocitario parece estar regida por fendmenaos fisiolégicos, dado que,
tanto en e grupo Control (r=0,68; p<0,001; Tabla XVI) como en & grupo DM 2 (r=0,34;
p<0,001; Tabla XIX), exige una corrdacion significaiva entre é Cu s&ico y € Cu
eritrocitario incluso gustando por otras variables en @ estudio de regresién miitiple (Fig4y
Tabla XXII1).

Ademés, hay que a_adir en lacontribucidn d mayor contenido de Cu eritrocitario en
estos pacientes d papel de laMT eritrocitaria. La presencia en los sujetos con DM 2 de
vaores mas dtos de MT eritrocitaria, ademas de correlacionarse postivamente con € Cu
eritrocitario, podrian contribuir, a su vez, a la presencia de valores més dtos de Cu
eritrocitario en los individuos dd mencionado grupo.

Por otro lado, dentro delateoriade ladisminucion del status antioxidante observado
enlaDM 2,y tal como puede |eerse anteriormente en @ apartado referentea Zn eritrocitario,
agunos autores han observado en estetipo de pacientes unadisminucion delaactividad dela
SOD eitrocitaria correl acionada estrechamente con los niveles de Zn y Cu en hematies

(Zbronska et al., 1995).

5.2.3. ORINA

End grupo Control se observé unacupruriasgnificativamente masataen e subgrupo
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de mujeres[47,50 (13,12) vs 73,23 £ 31,27 ny/g creatining, p<0,05] (TablaX). Vaoresde
excrecion urinariade Cu superiores en mujeres sanas han sido igual mente descritos por otros
autores (Folch et al., 1998), los cudes daribuyen edta diferencia a la influencia de las
hormonas esteroidess.

En € presente trabgjo, estas diferencias observadas entre la poblacién sana
desaparecen d andizar losvaoresde Cu en orinaen lapoblacion con DM 2. End grupo DM
2, estaausenciade diferencias entre hombres y mujeres se produce a expensas de un mayor
incremento relativo de la excrecion urinariade Cu por parte de los hombres (81,35 + 30,79
vs 80,19 + 27,41 ny/g creatining, p=NS; Tabla XIII).

En e grupo DM 2 se observé que la excrecion urinaria de Cu se correlaciond de
forma positiva con la glucemia (r=0,36, p<0,001; Tabla XIX), la HbA. (r=0,60, p<0,001;
Tabla XIX), lacupremia (r=0,20, p<0,05; Tabla XIX), laexcrecién urinariade Zn (r=0,25,
p<0,05; Tabla X1X) y la concentracion de Cu en hematies (r=0,40, p<0,001; Tabla XIX)
incluso gjustando por otras variables en € estudio de regresion mdltiple (Tabla X XIV).

Cuando se compararon losvaores delaexcrecion urinariade Cu entrelosindividuos
del grupo Control y losindividuosdel grupo DM 2 se observo que aquellos pertenecientes a
este Ultimo grupo presentaban unos niveles sgnificativamente mas dtos de excrecion urinaria
de Cu [58,50 (25,00) vs 80,65 + 28,64 ny/g creatining, p<0,001] (Tabla XIIl). Cabe
destacar, sin embargo, que en d presente trabajo € incremento de | as pérdidas de Cu por la
orinano se correspondid con un descenso de los va ores de Cu ni en suero ni en hematies. El
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aumento de laexcrecion urinariade Cu en pacientes con DM 2 también hasido descritoenla
literatura por otros autores (Taneja et al., 1998).

En este sentido, dgunos autores han descrito también un aumento de la excrecion
urinaria de Cu en ratas con DM experimenta inducida con estreptozotocina. En este modelo
animd, la adminigtracion de tratamiento con insulina a estas ratas digbéicas redujo
significativamentelas cantidades de Cu'y otros micronutrientes, sugiriendo queladteracion del
status hormona erala causa primariadel incremento de estas pérdidas urinarias. Ademas, €
incremento del Cu urinario no se asociaba a un descenso en d plasmade este metal (Lau y
Failla, 1984).

Por otro lado, se ha podido observar que aguellos pacientes con DM 2 afectos
ademas de neuropatia o de alguna enfermedad infecciosa son |os que presentan cifras més
elevadas de Cu en orina. Esto Ultimo podria estar relacionado con una dteracion del
metabolismo de las cdulas nerviosas y dd tgido conectivo cercano, dado que € Cu es
esencid para adgunas actividades enziméticas (El-Yazigi et al., 1991).

En € presente trabajo, la correlacion pogtiva observada entre los niveles de Cu en
orinacon los de Cu en suero en la poblacion DM 2, asociado a unos niveles claramente mas
elevados de este metd tanto anivel sérico como eritrocitario (TablaX X), induce apensar que
lacupruriano esmés que un reflgjo deunincremento delaofertade Cu d filtrado rend. Dado
gue e trata de un estudio puramente observaciona no se pueden inferir otros mecanismos
fis opatol dgicos de |os datos obtenidos.
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A pesar deno disponer, en € presentetrabgo, delosvaoresdelaexcrecion urinaria
de CP, no se puede descartar por completo que una excrecion urinaria aumentada de esta
proteinacontribuyaaincrementar lacupruriaen estapoblacion, ta como han descrito agunos
autores (Yamazaki et al., 1995), especid mented setieneen cuentaquelosniveles séricosde
CPeran dgnificativamente més atos en los pacientes con DM 2.

Ademés, la MT, cuya excrecion winaria eda claramente incrementada en los
pacientes con DM 2, podria desempe ar a ete nivel un pape smilar d delaCP en lo
referente d Cu. En este sentido, agunos autores han sugerido quelaMT podriaactuar enla
orinaligando Zny Cu (Watanabe et al., 1991) mientras que otros han descrito un incremento

de la excrecion urinaria de MT en pacientes con DM 2y DM 1 (Minami et al., 1999).

5.3. METALOTIONEINA

5.3.1. SUERO

Tanto en d grupo Control como en & grupo DM 2 no se observaron diferencias
sgnificativas en los vaores de la concentracion de MT en suero entre hombres y mujeres
[43,60 (15,80) vs 36,90 (19,85) ng/mL, p=NS, para e grupo Control y 112,10 (56,00) vs
95,55 (39,30) ng/mL, p=NS, parael grupo DM 2] (Tablas X y XII).

En d grupo DM 2 se observé unacorrelacion negativaentrelaconcentracion deMT
ensueroy laexcrecion urinariade MT (r=-0,41; p<0,001) (TablaX1X, Fig.23) posiblemente
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debido a incremento de la excrecidn urinariade MT en los pacientes con DM 2.

Cuando se compararon losvaoresdelas concentracionesde M T en suero del grupo
Control conlosdd grupo DM 2 se observo que | os sujetos pertenecientes aeste Ultimo grupo
presentaban unosva ores significativamente més dtos|[ 37,20 (17,82) vs 98,65 (45,70) ng/mL,
p<0,001] (TablaXIII).

Asi, unadelas funciones del aumento de la concentracion séricade MT, reflgo del
aumento delasintesishepéticade MT, serialaregulacion del metabolismodd Zny del Cuen
respuesta d incremento de sus niveles, contribuyendo de ese nodo a la detoxificacion y
gerciendo asi un papel citoprotector frente a estos metales (Dunn et al., 1987). Enopinidn
de agunos autores, la determinacion de MT en suero se ha convertido en uno de los
indicadores més sensibles del status orgénico de Zn. Ademas, seguin éstos, laconcentracion
de MT en suero se correlaciona estrechamente con laconcentracion de M T hepética, lo cud
puede ser unaestimacionindirectadd valor delaMT tisular y delasreservasde Zn (Bremner
y Morrison, 1986; King, 1990).

Por otro lado, tal como se citaen laintroduccion de este trabgjo, diversas citoguines,
como & TNF-a, lalL-6y d interferon, han mostrado ser inductoras de la sintessde MT
(Cherian y Chan, 1993). En este sentido, actuamente se consideraala DM 2 como un
estado de activacion cronica de citoquinas proinflamatorias (Hotamidligil y Spiegelman,
1994; Ferndndez-Real et al., 1997), las cudes podrian contribuir a mantener niveles
elevados de MT en estos pacientes. No obstante, esta hipitesis precisaria ser abordada
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mediante estudios dise_ados atd efecto.

Algunos autores han propuesto que los cambios en ladistribucién de Zny Cu, con €
consguiente incremento de la sintesis de MT, podria representar una adaptacion del
organismo frente a diversas agresones y sSituaciones de estrés (Failla y Kiser, 1981;
Cousins, 1985). Otros autores, dado € papel antioxidante atribuido alaMT, describen un
incremento de lasintesis de éta ante diversas situaciones que incrementan € estrés oxidativo
(Hidalgo et al., 1988; Hidalgo et al., 1990). El estrés oxidativo puede ser un factor
patogénico importante en & desarrollo de las complicaciones vasculares en la DM 2
(Leinonen et al., 1998) y se hasugerido € papel protector delaMT como un scavenger
paralos radicaes libres de oxigeno (Yangy Cherian, 1994). Ademés, diversos autoreshan
relacionado la persstencia de hiperglucemia tanto en la DM 2 como en [aDM 1 con un
incremento de la produccidn de radicaes libres (Dominguez et al., 1999; Ihara, 1999). En
este sentido, € aumento observado en € presente trabgo en los niveles de MT de los
pacientes con DM 2 podriatraducir laexistenciade un da_o tisular en € contexto delaDM
2, posiblemente debido en parte a este incremento de radicales libres descrito en esta

poblacion.

5.3.2. HEMATIES

Tanto en & grupo Control como en € grupo DM 2 no se observaron diferencias
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sgnificativas en los vaores de la concentracion de MT en hematies entre hombresy mujeres
[45,20 (30,05) vs 66,30 (55,42) ng/g Hb, p=NS, para e grupo Control y 912,90 (277,50)
vs 970,55 (357,42) ng/g Hb, p=NS, parad grupo DM 2] (Tablas X y XII).

En & grupo Control destaca una correlacion podtiva entre los vaores de MT
eritrocitariay la concentracion séricade Cu (r=0,30; p<0,01; Tabla X V1) incluso ajustando
por otras variables en € estudio de regresién mdiltiple (r=0,28; p<0,05; Fig.5).

End grupo DM 2, € factor més determinante en la presenciade un incremento dela
concentracion de MT en hematies es |a hiperglucemia que presentan estos pacientes dado
que, en este grupo, la MT eritrocitaria se correlaciond de forma positiva con la glucemia
(r=0,47; p<0,001; TablaXIX) incluso gustando por otrasvariablesen € estudio deregresion
multiple. Ademés, en d grupo DM 2 la MT eritrocitaria también se correlaciond de forma
pogitiva con la HbA¢ (r=0,21; p<0,05; Tabla XIX), la cupremia (r=0,23; p<0,05; Tabla
XIX) y la concentracion de Cu en hematies (r=0,22; p<0,05; Tabla X1X).

Cuando se compararon los vaores de las concentraciones de MT eritrocitaria dd
grupo Control conlasdd grupo DM 2 se observo que | os sujetos pertenecientes aeste Ultimo
grupo presentaban unas concentraciones sgnificativamente més dtas que los sujetos
pertenecientes a grupo Control [965,30 (300,60) vs 48,70 (45,32) ng/g Hb, p<0,001]
(TablaXIIl).

En e presentetrabgo, tanto en  grupo Control como en e grupo de pacientesDM 2
la existencia de correl aciones pogitivas entre laMT eritrocitariay lacupremiay entrelaMT

124



DISCUSION

eritrocitariay € Cu eritrocitario (Unicamente en DM 2) sugiere laexistencia de una estrecha
relacion delaMT con & metabolismo del Cu.

Dado que la concentracion de MT en los tgjidos depende del statusde Zny Cuy
también del estado fisiopatoldgico del individuo (Bremner, 1987), podian ser previshbles y de
hecho, asi fue en este trabgo, concentraciones aumentadas de MT eritrocitaria. En este
sentido, experimentos realizados con voluntarios jévenesy sanos alos que selesa adio un
suplemento de 50 mg/d de Zn dieron como resultado un incremento Sgnificativo delaMT

eritrocitariaasi como unincremento del MT-mRNA enlosmonocitos(Sullivan et al., 1998).

Ademés, paraagunosautores, ladeterminacion deMT en hematies es probablemente
uno de los indicadores més estables, incluso més que la MT en suero debido a su menor
respuesta a factores de estrés, paralavaoracion dd status de Zn en € organismo. Esto es
debido aquelosnivelesde Zn en suero reflgan pobremente el mencionado status organico de
estemetd, tal como se hamencionado anteriormente (Bremner y Morrison, 1986; Bremner
y Beattie, 1990; Grider et al., 1990; Martinez-Vea et al., 1996; Sullivan et al., 1998).

Como sehavisto anteriormente en € gpartado referentea Zn en suero, existen dudas
sobre la idoneidad de la determinacidn de Zn en suero o plasma para conocer @ datus
organico de Zn. En este sentido, diversos autores han sugerido la redizacion de la
determinacion delaMT. En € presentetrabgjo, no se observaron diferencias significativasen
la concentracion de Zn en suero entre @ grupo Control y e grupo de pacientes DM 2. De
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hecho, existen en la literatura datos contradictorios en referencia a los vaores de la
concentracién de Zn en suero en pacientescon DM 2, tal como sehavisto anteriormenteen e
apartado referente d Zn en suero. Sin embargo, en € presente trabgjo, Si se observaron
concentracionesde MT eritrocitariasgnificativamentemésadtasen lospacientescon DM 2,10
cud podriaapuntar, de acuerdo con los autores antes citados, haciaun status de Zn organico

incrementado en este tipo de pacientes.

5.3.3. ORINA

Tanto en & grupo Control como en € grupo DM 2 no se observaron diferencias
sgnificativas en los vaores de la excrecion urinariade MT entre hombresy mujeres [57,20
(67,55) vs 79,20 (52,47) ng/g credtininag, p=NS, parad grupo Control y 1130,64 + 351,31
vs 1261,00 (244,25) ny/g credtining, p=NS, para e grupo DM 2] (Tablas X y XII). Sin
embargo, en un estudio redlizado con voluntarios sanos, algunos autores describen vaores
més dtos en mujeres (Folch et al., 1998). En € presente trabgjo, aunque € subgrupo de
mujeres del grupo Control present6 vaores mas elevados que @ subgrupo de hombres, la
mencionada diferencia no dcanzd significancia estadigtica

En & grupo Control, ta como ya se ha mencionado en € gpartado referente a la
excrecion urinaria de Zn, se observo en ambos sexos una correlacion postiva entre las

excreciones urinarias de MT y de Zn (r=0,66; p<0,001) (Tabla XVI). En un estudio
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efectuado con voluntarios sanos se ha descrito, aunque Unicamente en hombres, una

correlacion pogtivaentre las excreciones urinariasde Zny MT (r=0,50; p<0,001) (Folch et
al., 1998). Ademas, agunos autores han propuesto quelaMT podriaactuar enlaorinacomo
unaproteinaqueligatanto d Zn comod Cu (Watanabeet al., 1991). En este sentido, enun
estudio realizado con pacientes con sindrome nefrati co, laexcrecion urinariaincrementadade
MT favoreceria una excrecion urinaria dta de Zn en estos pacientes (Martinez-Vea et al.,

1996). Lacorrelacion positivaobservadaen € presentetrabajo entrelas excrecionesurinarias
de MT y Zn dd grupo Control gpoyarian esta hipdtesis. Sin embargo, en € grupo de

pacientes DM 2 del presente estudio aunque se observo tanto un incremento de laexcrecion

urinariadeMT como de Zn, no se hal6 correlacion positivaentre las excreciones urinarias de
ambos parametros. Otros autores, Sn embargo, han descrito unacorrelacion positivaentrela
excrecion urinariade MT y lade Zn en pacientes DM 2 (Minami et al., 1999).

End grupo DM 2,y ta como semencionaen e apartado referente alaconcentracion
de laMT en suero, se observd una correlacion negativa entre los vaores de la excrecion
urinaria de MT y los valores de la concentracion sérica de MT (r=-0,41; p<0,001; Tabla
XIX) posiblemente, tal como también se menciona mas arriba, debido a incremento de la
excrecion urinariade MT en los pacientes con DM 2.

Cuando se compararon los vaores de laexcrecion urinariade MT delosindividuos
del grupo Control con los individuos de grupo DM 2 se observd que los sujetos
pertenecientes a este GItimo grupo presentaban unos niveles significativamente més atos de
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excrecion urinariade M T que los sujetos pertenecientes a grupo Control [1222,00 (260,50)
vs 61,25 (58,20) ng/g creatinina, p<0,001] (Tabla XIII1). En este sentido, hay escasas
referencias en laliteratura con respecto alaexcrecion de M T en orina por parte de pacientes
diabéticos. Se hadescrito, d igua que en e presente trabgjo, un incremento en la excrecion
urinariade MT en pacientes diabéticos, tanto DM 2 como DM 1 (Minami et al., 1999).

El aumento delasintessde M T que experimentan los pacientescon DM 2 sereflga,
en primer lugar, en un aumento de la concentracion de MT en suero, reflgo a su vez dd
aumento de la sintesis hepdticade MT (Bremner, 1987). De este modo, la presenciaen
organismo de dtas concentraciones de MT hace previsble un aumento de su excrecion
urinaria en los pacientes con DM 2, tal como se describe en e presente trabgjo. Ademas,
agunosautores han descrito quelaMT esta presente principa mente en d tdbulo proxima del
ri_onenlospacientesdiabéticos. Adl, laMT producidaen € tabulo proxima de ri_én podria
s excretadaalaorinajunto con @ Zn (Minami et al., 1999).

En este sentido, a raiz de experimentos redizados en animaes, dgunos autores
sugierenquelaMT podriadesempefiar un papel enlaexcrecion urinariade Cu, en especid en
aquellos con exceso de este meta (Evering et al., 1991). Los resultados del  presente
estudio, aunque no se hayaobservado unacorrdacion lined significativa, podrianencgar con
lamencionada hipdtesis dado que todos | os datos disponiblesindican qued Cu del organismo
enlaDM 2 estdaumentado. Ademés, en experimentosredizadosen animaes, y enrdaciona
la excrecion urinaria de MT, se ha observado también un incremento sgnificativo de la
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excrecion urinaria de MT en aqudlos individuos a los cudes s les administré diferentes
metaes entreellosZny Cu (Sato et al., 1989).

Por dltimo, seglin dgunos autores, ladeterminacion delaexcrecion urinariadeMT, d
igud que la determinacion de laMT en plasma o laMT eritrocitaria, puede proporcionar

informacion sobre @ status orgénico de Zn (Bremner y Morrison, 1986).

5.4. CERULOPLASMINA

Lasmujeres pertenecientesd grupo Control presentaron unosvaoresde CPen suero
sgnificativamente més elevados que los hombres [97,45 + 19,77 vs 105,13 + 17,58 U/L,
p<0,01) (Tabla X). Los mayores niveles de actividad de CP en suero observados en las
mujeres pertenecientesa grupo Control probablemente obedezcan alapresenciaen éstasde
una cupremia mas elevada. En d presente trabgjo, y por lo que respectad grupo DM 2, a
pesar de que las mujeres presentaron unos vaores mas eevados de CP en suero que los
hombres, la mencionada diferencia no dcanzé sgnificancia estadigtica (108,69 + 24,34 vs
115,28 + 25,65 U/L, p=NS) (TablaXl1).

En & grupo Control se observd una correlacion positiva entre la actividad de CP en
suero 'y la concentracion de Cu en suero, probablemente debido aquela CP esla principal
proteina trangportadora de Cu en € organismo (r=0,21; p<0,01) (Tabla XVI).

End grupo DM 2 laactividad dela CP en suero se corrdaciond de manera positiva,

129



DISCUSION

d igud que en d grupo Control, con la concentracion de Cu en suero (r=0,29; p<0,001,;
TablaXIX) incluso gustando por otras variables en d estudio de regresién mdtiple (r=0,52;
p<0,05; TablaXXIll), laconcentracion de Cu en hematies gjustando por otrasvarigblesen e
estudio de regresion mitiple (r=0,66; p<0,05; Tabla XXIII) y débilmente con la HbA.
(r=0,17; p<0,05; Tabla XIX).

Cuando se compararon los valores de las actividades de CP en suero dd grupo
Control conlosde grupo DM 2 se observo que | os sujetos pertenecientes aeste Ultimo grupo
presentaban unos valores significativamente més dtos [103,00 (12,00) vs 110,00 (19,00)
UI/L, p<0,001] (Tabla XIII).

En este sentido, agunos autores también han descrito niveles significativamente més
elevados de CP en suero en la DM 2 (Martin et al., 1978; Jones et al., 1988). Otros
autores, ademas de describir dichos valores més dtos de CP en la DM 2, destacan una
correlacion positiva, a iguad que la observadaen € presente trabgjo, entre laHbA,. y laCP
(Daimon et al., 1998).

En e presente trabg o, |a hiperglucemia perdstente que presentan |os pacientes con
DM 2, olo que eslo mismo, unos va ores pers stentemente atos de HbA, ¢, estén asociados
con un incremento de la CP en suero. Otros autores, Sn embargo, no hallan diferencias
ggnificativas entreindividuos DM 2y sujetos control (Collier et al., 1990; Mc Rury et al.,
1993) aunque algunos describen vaores de CP con tendencia a ser mas atos en pacientes
digbéticos aunque sin acanzar significanciaestadistica(Walter et al., 1991). Algunosautores,
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sin embargo, si describen niveles aumentados de CP entre aquellos pacientes con DM 2y
enfermedad vascular, mientras que € resto de pacientes presentan unos niveles normaes(Mc
Rury et al., 1993).

En d presente trabajo, & incremento observado enlaactividad en suero delaCPen
los pacientes con DM 2, y dado que la CP es una proteina de fase aguda, podriair en la
direccion gpuntada por agunos autores (Collier et al., 1990; Mac Rury et al., 1993;
Cunningham et al., 1995) referente d aumento de la actividad delosradicaes libresy del
estrés oxidativo en la DM. Este estrés oxidativo seria en parte responsable, segin agunos
autores, de las complicaciones cronicas observadas en esta enfermedad, en particular las
complicaciones vasculares y, en consecuencia, & aumento de la actividad antioxidante del
suero serialarespuestaa mencionado estrés oxidativo (Joneset al ., 1988). En este sentido,
se ha descrito también la presencia de valores incrementados de CP y de Cu en sueroen
otros estados patoldgicos, como carcinoma de células escamosas y leucoplaguia ord
(Jayadeep et al., 1997), cancer de pulmon (Sattar et al., 1997), artritis reumatoidea(Zoli et
al., 1998) y oclusion arterid cronicade lasextremidadesinferiores(Iskray Majewski, 1999).

Por otro lado, y seguin otrosautores, € desarrollo delas complicacionesvascularesde
la DM edtaria relacionado, ademés, con @ incremento de la viscosdad del suero. Este
incremento es debido aquelahiperglucemiacronicafavorece ladisminucion delosnivelesde
abiminay € incremento de la CP junto con otras proteinas de fase aguda, entre elas la
haptoglobina, a -1-glicoproteina &cida, proteina C reactivay a-1-antitripsna (McMillan,
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1989).

EnlaDM 2 d gatus antioxidante se hala reducido, o cud, segiin agunos autores,
podria contribuir d desarrollo de las complicaciones observadas en d curso de esta
enfermedad. En este contexto, se ha descrito una disminucion de la actividad dela SOD en
hematies (Zbronska et al., 1995) y leucocitos (Zbronska et al., 1995; Vucic et al., 1997)
de pacientes diabéticos. Ademaés, estos autores describen que € tratamiento correcto de la
enfermedad incrementalaactividad delaSOD y retrasalas complicaciones(Zbronska et al .,

1995).
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1.1. PROLOGO

L oselementostraza son aquellos cuya presenciaen lostgidoshumanosy animaeses
minima, habitualmente en cantidades ddl orden de miligramos por kilo o incluso menores. En
consecuencia, |os requerimientos nutricionaes de estos € ementos se expresan en miligramos
por dia Los dementos traza, Sh embargo, son imprescindibles para la redizacion de gran
numero de funciones bioquimicas. De entre los lementostraza, € zinc (Zn) y € cobre (Cu)
destacan por su importancia e implicaciones biologicas (Milne, 1994). Adl, d Zny d Cu
forman parte fundamenta de a gunas enzimas, llamadas meta oenzimas, presentesen diversas
funciones bioldgicas y, debido a su congtitucion, actlan transfiriendo eectrones y uniendo
aomosy moléculas (Abdel-Mageed y Oehme, 1990).

Las metalotioneinas (M T) son unas proteinas estrechamente relacionadas con € Zn,
Cuy metdestrazaen generd. EntrelasfuncionesdelasMT cabe destacar su intimarelacion
con € metabolismo de los elementos traza, participando tanto en la absorcion como en €
admacenamiento y diminacion de los mencionados dementos. ASImismo, regulan los niveles
celulares de Zn y Cu, participan en los procesos de detoxificacion de metales pesados,
intervienen en d proceso de inflamacion y estén implicadas en diversas situaciones como
infecciones y neoplasias (Sobocinski y Canterbury, 1982; Sato y Bremner, 1993). Por
Gltimo, otra importante funcidén de la MT es su participacion en la defensa dd organismo
contra @ estrés oxidativo como scavenger de los radicaes libres (Dunn et al., 1987;

Hidalgo et al., 1988).
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Lainterrelacion entre la Diabetes Mdlitus (DM) y diferenteselementostraza, € Zny
el Cu entre dlos, y éstos con la MT, se caracteriza por un ato nivel de reciprocidad. La
hiperglucemia aénica no controlada puede causar dteraciones significativas en € status de

estos dementosy, en consecuencia, end delaMT (Mooradian et al., 1994).
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1.2. DIABETESMELLITUS

La DM es un desorden dd metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos
asociado aunainsuficienciardativa o absoluta de la secrecion deinsulinay con varios grados
de resstenciaa ésta. Su forma clinicatipica se caracteriza por la presencia de hiperglucemia
en ayunas y, en la mayoria de pacientes con una larga evoluciéon de la enfermedad,

ateroscleros's, enfermedad vascular microangiopéticay neuropatia (Fajans, 1995).

1.2.1. CRITERIOSDIAGNOSTICOS

El diagndstico de DM puede ser efectuado S se cumplen aguno de los siguientes
criterios (American Diabetes Association, 1997):
1.- Glucemia (determinada en cuaquier momento dd dia) 2 200 mg/dL (11,1 mmol/L).
2.- Glucemiaen ayunas3 126 mg/dL (7,0 mmol/L).
3.- Test de sobrecarga oral de glucosa con un resultado alas dos horas® 200 mg/dL (11,1

mmoliL).

1.2.2. CLASIFICACION DE LA DM

La clasficacion actud delaDM, segin € Comité de Expertos en € Diagndstico y
Clasificacion delaDiabetes Mdlitus de laAmerican Diabetes Associ ation puede observarse

enlaTablal.
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Tabla|. Clagficacion delaDM (American Diabetes Association, 1997).

|. Digbetestipo 1 (destruccién de cdulas )
A. Causainmune
B. Idiopdtica
1. Digbetestipo 2
[11. Otros tipos
A. Defectos genéticos de lafuncion delas cdulas 3
1. Cromosoma 12, HNF-1a (anteriormente MODY 3)
2. Cromosoma 7, glucoquinasa (anteriormente MODY 2)
3. Cromosoma 20, HNF-4a (anteriormente MODY 1)
4. DNA mitocondria
5. Otros
B. Defectos genéticos en laaccion de lainsulina
1. Resgenciatipo A alainsulina
2. Leprechaunismo
3. Sindrome de Rabsor-Mendenhall
4. Digbetes lipoatrofica
5. Otros
C. Enfermedades del pancreas excocrino
1. Pancrettitis
2. Trauma/pancrestectomia
3. Neoplasa
4. Fibrosis quistica
5. Hemocromatosis
6. Pancreatopatia fibrocalculosa
7. Otras
D. Endocrinopatias
1. Acromegdia
2. Sindrome de Cushing
3. Glucagonoma
4. Feocromocitoma
5. Hipertiroidiamo
6. Somatostatinoma
7. Aldosteronoma
8. Otras
E. Inducina por farmacos o por substancias quimicas
1. Pentamidina
2. Acido nicotinico
3. Glucocorticoides
4. Hormonartiroidea
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5. Diazéxido
6. Agonigtas [3-adrenérgicos
Tabla | (continuacidn)

7. Tiazidas
8. Dilantina
9. a-interferon
10. Otros

F. Infecciones
1. Rubeola congénita
2. Citomegdovirus
3. Otras

G. Formas raras de diabetes de causainmune
1. Sindome “ diff-mar’
2. Anticuerpos anti-receptor de lainsulina
3. Otras

H. Otros sindromes genéticos ocasiona mente asociados con diabetes
1. Sindrome de Down
2. Sindrome de Klinefelter
3. Sindrome de Turner
4, Sindrome de Wolfram
5. Ataxiade Friedreich
6. Corea de Huntington
7. Sindrome de Lawrence Moon Beidd
8. Digtrofiamiotonica
9. Porfiria
10. Sindrome de Prader Willi
11. Otros

IV. Diabetes mdlitus gestaciona (DMG)

1.2.3. DIABETESMELLITUSTIPO 2

LaDiabetesMdlitustipo 2 (DM 2) eslaformamasfrecuente de DM (cercadel 90%
delosindividuosdiagnogticadosde DM). LaetiopatogeniadelaDM 2 implicaateracionesen
la insulino-secrecion con gparicion de insulino-resistencia e hiperglucemia (Bell, 1991). La

inaulino-resistencia puede ser causada por diferentesfactores genéticos o metabdlicos. Unade
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las causas més frecuentes deinsulino-resstenciaeslaobesidad. Lainsulino-resistenciapuede
asociarse a un conjunto de dteraciones metabdlicas que incluyen intolerancia a la glucosa,
hipertension arterid, dislipemiaeincremento de enfermedad macrovascular (Lebovitz, 1999).

Lahiperglucemiaobservadaen € curso delaDM 2 esunade las causas principaes
dd desarrollo de complicaciones entre las cudes destacan las lesones microvasculares
(retinopatia, nefropatia y neuropatia) y la afectacion macrovascular con aerosclerosis
acelerada (Chausmer, 1998).

La DM 2 es un trastorno heterogéneo; la expresion clinica de éta es una
superposicion de factores genéticosy ambientaes(Lebovitz, 1999). Un factor importanteen
la patogénesis de laDM 2 es la presencia de obesidad, |o cual contribuye ala aparicion de
resstenciaalaaccion de lainsulina (Fajans, 1995). Lafrecuenciadd diagnésticode DM 2
seincrementa con laedad y generdmente d inicio de la enfermedad no requiere tratamiento
con insulina (Lebovitz, 1999). Los pacientes con DM 2 son no-insulino dependientes parala
prevencion delacetoss, pero pueden requerir insulinaparalacorreccidn de lahiperglucemia
en ayuno s ésta no ha podido ser corregidacon ladietao farmacos hipoglucemiantes ordes
(Fajans, 1995).

Durante |os Ultimos afios ha aumentado € interés en @ estudio por andizar d efecto
delaDM 2 sobre los elementos traza. Existen varios trabg os, con resultados diversos, que
han evauado los nivel es de metal es en | os pacientes digbéticos(Nobe set al., 1986; D’ Ocon

et al., 1987; Razet al., 1988; Schlienger et al., 1988; Raz et al., 1989; El-Yazgi et al.,
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1991; Walter et al., 1991, Car et al., 1992; Honnorat et al., 1992; Chen et al., 1995;
Mooradian et al., 1994; Williams et al., 1995; Rauscher et al., 1997, Chausmer, 1998;
Terreset al., 1998; Zargar et al., 1998). Por otro lado, a pesar de que la persistenciade
hiperglucemiaen laDM se ha relacionado con un incremento en la produccion de radicales
libres (Ceriello et al., 1998; Baynesy Thorpe, 1999; Dominguez et al., 1999; Ruizet al.,
1999; lharaet al., 1999) y teniendo en cuentalaimportanciadelaMT comoscavenger de
éstos, poco hay descrito en laliteratura en relacion a efecto delaDM 2 sobrelosnivelesde
MT (Minami et al., 1999; Smpkins, 2000).

En este sentido, algunos autores han descrito la presencia de MT en los tubulos
rena es proximales de pacientescon DM 2. Estos mismos autores describen un incremento de
la excrecion urinaria de MT en estos pacientes. La MT producida en los tibulos renaes

proximales podria ser excretadaalaorinaunidaa Zn (Minami et al., 1999).
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1.3. ZINC

1.3.1. FUNCIONESBIOLOGICAS

El Zn es un demento traza esencid para los seres vivos, presente en todos los
Organos, tgidos y secreciones del cuerpo humano. La cantidad corporal total de Zn en un
adulto de 70 kg oscilaentre 1,4y 2,3 9. Lostgidosy secreciones especid mente ricosen Zn
son prostata, semen, higado, ri_6n, retina, hueso y masculo. El misculo esqueléticoy d tegjido
Gse0 contienen € 80% del Zn corpord tota, € 95% dd cud se locdiza en d citoplasma
cdular. Menos de un 0,5% dd Zn corpora se hdlaen lasangre de humanos adultos, d 75
80% dd cua se encuentra en los hematies, principamente en la anhidrasa carbonica
gritrocitaria y € 12-22% restante en @ plasma. Los requerimientos nutriciondes diarios
aconsgados de Zn para un adulto oscilan entre 12 y 15 mg/d (Milne, 1994).

El Zn sehdlainvolucrado en multitud de procesos metabdlicos como son lasintesisde
proteinasy &acidos nucleicos, @ metabolismo deloshidratos de carbono, |laespermatogénesis,
laovulacion y, debido a sus propiedades antioxidantes, en la reduccion de actividad de los

radicales libres (Cousins, 1985) (Tablall).
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Tablall. Vias metabdlicas y sstemas enziméticos en los cudes estaimplicado d Zn.

- Glucdligs
- Sintesis de &cidos nucleicos
- Metabolismo del etanol
- Formacién dd hemo
- Hidrdlisis de proteinas y grupos fosfato
- Reduccion de actividad de radicaes libres
- Crecimiento y funciondlismo cdular
- Metabolismo delainsulina
*Prolongacion del efecto insulinico
*Union de lainsulina a proteinas de membrana
*Sintesis y dmacenamiento en pancress
- Produccion de colégeno
- Integridad y motilidad espermética
- Contraccion muscular
- Cdcificacion 6sea
- Ederoidogénesisy lipogéness
- Edtabilizador de membranas. Activador de sistemas de transporte transcelular
- Receptores sensoriales
Viga
M etabolismo hepético de la vitamina A
TConverson deretinol aretind en laretina
1EIl déficit de Zn ocasiona pérdida de vision nocturna
*Gusto
1El déficit de Zn ocasonadisgeusay disosmia
- Sdemainmune
*Produccion de hormonas timicas
*Transformacion linfocitaria ante mitdgenos
*Funcidn cdulas Naturd Killer (NK) y neutrdéfilos
«Citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos
*Produccién de linfoquinas

Unade sus funciones mas importantes es el de actuar como cofactor en gran nimero
de enzimas. Se han descrito més de 100 metaloenzimas que contienen Zn en su centro

caditico, lamayorialocaizadas en € higado (Caballero, 1992) (Tablalll).
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Tablalll. Metaoenzimas que requieren Zn.

ENZIMAS

Carboxipeptidasa A
Carboxipeptidasa B
Termolisna

L eucin-amino- peptidasa
Anhidrasa carbdnica
Fosfatasa dcdina
Aldolasa

Alcohol deshidrogenasa
Superdxido dismutasa
Aspartatotranscarbamilasa
RNA-polimerasa
DNA-polimerasa
5'Nucleotidasa
Colagenasa

a-Amilasa

L actato deshidrogenasa
Glutamato deshidrogenasa
Porfobilinbgeno sintetasa

El Zn proporcionaalas enzimas, ademas de su actuacion directaen lacatdiss, una
estabilidad estructura alamoléculaque lo contiene. En dgunas enzimas, como en laa cohol
deshidrogenasa, € Zn actlia como puente de unidn entre grupos reactivos. En otros casos,
como @ de la molécula de la insuling, € Zn s une de forma dédil a la a-hdice,
proporciondndo a ésta diferentes propiedades seglin € tipo de union. En la MT, d Zn se
encuentra formando parte de racimos tetraédricos unidos agrupostiol (Williams, 1984).

También e Znesesencid paralasintesisde DNA y desempefia un importante pape

11
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en d crecimiento celular, d ser necesario parala actuacion de las DNA y RNA polimerasas
(Prasad y Oberleas, 1974).

En e proceso de dmacenamiento y regulacion delaaccion delainsulinainvivod Zn
tiene un papel fundamentd. Los crigtdes de Zn-insulina estén presentes en las cdulas 3 ddl
pancreas, siendo utilizado por éstas en d dmacenamiento y regulacion de la secrecion de
insulina (Ahmad Wahid et al., 1988).

El Zn puedeinfluendiar | as propiedades antigénicas delainsulinaeincrementar launion
delainsulinaalas culas hepdticas. Asi, segin agunos autores, € metabolismo anormd del
Zn podriatener un papd patogenético en laDM 2 (Chausmer, 1998).

El Zn es necesario para una adecuada funcion ddl sstemainmune del organismo, en
especid deloslinfocitos T. Ademas, y dado que € Zn tiene un papel en la cicatrizacion de
heridas, dgunos autores han sugerido su uso en € tratamiento dd pie diabético(Mooradiany
Morley, 1987).

Asl pues, ta como figuraenlaTablalll, d formar parte detal cantidad de sistemas
enzimdticos d Zn resulta implicado en un gran nimero de vias metabdlicas y funciones

biol6gicas.

12



INTRODUCCION

1.4. COBRE

1.4.1. FUNCIONESBIOLOGICAS

El Cu, d igud que d Zn, es un demento esencid para los sstemas bioldgicos. Su
proximidad con € Zn en latabla periddicahace que posea unas caracteristicas quimicas muy
parecidas 'y que participe con éste en procesos comunes (Abdel-Mageed y Oehme, 1990).

Se consgderaquelosrequerimientosdiarios de Cu paraun adulto son de 1,5-3mg/da
(Milne, 1994). En condiciones normdes, € 56% del Cu ingerido en ladietaesabsorbido y
secretado por la bilis en su mayor parte, aungque una pequefia fraccion es diminada por la
orina(Cousins, 1985).

Untercio dd Cu dd organismo humano se hdlaend misculoy € resto, entgidosy
liquidos organicos (Underwood, 1977). Aproximadamente € 90% del Cu plasmético se
encuentraunido alaCeruloplasmina(CP) y d 10% restante aladbumina, aunque este Ultimo
de formamucho mas déil (Cousins, 1985).

El Cu es necesario para gran variedad de funciones que incluyen, entre otras, d
crecimiento, d sstema de defensadd huésped, laformacion y fortaleza 6sea, lamaduracion
de hematies y leucocitos, € trangporte de hierro, € metabolismo de glucosay colesteral, la

funcion cardiaca, @ desarrollo ddl tejido conectivo, la midinizacion de lamédulaespind, la

queratinizacion y d desarrollo del cerebro (Olivaresy Uauy, 1996). Como otros € ementos

13
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traza,  Cu presenta gran nimero de funciones bioldgicas en proteinas y enzimas, estas

Ultimas denominadas cuproenzimas (Tabla1V).

Tabla V. Cuproproteinas en las que participad Cu

PROTEINA LOCALIZACION
Albocupreinal Cerebro

Albocupreinalll Plasma

Albdimina Plasma

Azurina Higado

Ceruloplasmina Pasma

Hemodianina Higado

Lidl-oxidasa Tejido conectivo, higado
Metaotioneinal y Il Generdizada
Neurocupreina Cerebro, médula adrena
Superoxido-dismutasa Membrana eritrocitaria, citosol, higado
Transcupreina Plasma

A diferenciade otras enzimas, las cuproenzimas poseen dtaafinidad parad oxigeno,

en funcidn del nimero de &omos de Cu incorporados. Todas|as cuproenzimas que contienen

4 atomos de Cu, excepto la citocromo oxidasa, son capaces de reducir € oxigeno a agua,

mientras que aquellas que contienen de 1 a2 &omos de Cu reducen € oxigeno aperdxido de

hidrégeno. En organismos aerobios, la citocromo oxidasa proporciona oxigeno para la

contraccion muscular, las mitocondrias hepéticasy lamateriagrisde cerebro (Abdel -Mageed

y Oehme, 1990).

Una Cu-metdoenzima de gran importancia bioldgica es la superdxido dismutasa

(SOD). LaSOD esabundanteen & higado asi como en otrostejidos. Catdizaladismutacion
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del anidn superdxido:
X5+ 0,+2H ® H,0,+ O,

Otra importante Cu-metaoenzima es la lisil oxidasa, esencid en la biosintesis del
tgido conectivo. Su déficit probablemente explicalas lesiones que afectan a hueso y tgido
conectivo que se observan en ladeficienciade Cu. Su actividad en € higado se hardacionado
alasintesis de colageno durante la fibrosis hepética (Cousins, 1985).

Por otro lado, exigelaevidenciaqued Cu, contrariamente alo que sucedecond Zn,
presenta propiedades pro-oxidantes y, en consecuencia, un desequilibrio en  metabolismo
del Cu podriacondicionar laaparicion de un satus de estrés oxidativo. En este sentido, seha
descrito que cuanto mayor ese cociente Cu/Zn en suero mayor esel contenido de peroxidos
lipidicos, es decir, existe unarelacion entre d cociente Cu/Zn 'y la carga oxidante Sstémica

(Mezzetti et al., 1998).
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1.5. METABOLISMO DEL ZINC Y COBRE

1.5.1. ABSORCION INTESTINAL

Exigten 4 fasesen € proceso de absorcién intestind del Zny Cu (Fig.1): captaciony
trangporte a través de la superficie en borde de cepillo (SBC) de las cdulas intestinaes,
ingreso en la circulacion porta mediante la abdmina como transgportador y, por Ultimo,
resecrecion por las cdulas intestindes. Dentro de la cdulaintestind (Fig.1)  Zny d Cu
interaccionan con los poolsintracdularesy 9 existen concentraciones intracel ulares devadas

de dguno de étos s activa € promotor del gen de la MT, incrementandose asi su
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transcripcion (Cousins, 1985).
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Fig.1. Representacion esquematica de la célula de la mucosa intestinal y sitios probables de interaccion del Zn y Cu de la dieta.
El Cuy e Zn de la dieta y/o endbgenos son transportados a través de la SBC intestinal (A) y (B). Existe una interaccion entre dtas
concentraciones en el lumen de Zn y Cu para un sistema de transporte comin (C). El Zny e Cu son transferidos desde el enterocito a
plasma unidos ala albimina (tomado de Cousins RJ. Absortion, Transport, and Hepatic Metabolism of Copper and Zinc: Special Reference
to Metallothionein and Ceruloplasmin. Physiological Reviews 1985; 2:238-309)

El mecanismoy d control delaabsorcion de Zn son compleos. Laabsorcion deZn

es dependiente delaconcentraciony tienelugar alo largo detodo € intestino delgado, Sendo

end yeyuno donde éstaes mayor. Se hasugerido que e transportedd Zn atravésdelaSBC

de las cdulas dd intestino delgado podria redizarse, en parte, mediante un mecanismo de

difusion regulado por un trangportador (Lee et al., 1989). Existen diversosfactoresquetienen

influencia sobre laabsorcion de Zny Cu. EnlaTablaV se muestran los mas importantes.

Tabla V. Factores que influyen en laabsorcion de Zn'y Cu.

Absorcién deZn

Absorcion deCu

EDTA

Dietaricaen proteinas
Lisna, cigeing, glicina
Dieta pobre en hierro
Lactosa

L-aminoéacidos
Nitrilotriacetato
D-amino&cidos
Citrato, fosfato, gluconato
Oxdato, EDTA
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Hidtidina - Dietaricaen proteinas -

Secreciones pancreéticas - Htatos B

Prostaglandina E, - Acido ascorbico -
Acido ascorbico - Tiomolibdato B

Digtaricaen cdcio B Fibra B
Fibra B Bilis B

Dietapobre en proteinas Zinc B
Fitatos B

Cobre B

Dietaricaen hierro

- rincremento;  : disminucion

Laabsorcion deZn disminuye con lapresenciaen ladietadefitatos, ato contenido de
fosfatos 0 una excesiva cantidad de cacio, y se incrementa con la presencia de ciertos
aminoéacidos, péptidos o &cido etilendiaminotetracético (EDTA) (Abdel-Mageed y Oehme,
1990). La absorcion de numerosos metales pesados estéd aumentada durante periodos de
restriccion dimentaria (Quarterman y Morrison, 1981). La presencia de dtos niveles de
proteinas en la dietaestimulalaabsorcién de Zn (Solomonsy Cousins, 1984) y, alainversg,
larestriccidn de proteinas en la dietalimita su absorcion (Van Campen y House, 1974).

Lasecrecion del Zn en d intestino tiene lugar tanto por via pancreéticacomo biliar y
también a través dd flujo en direccion serosa a mucosa intestind. La secrecion de Zn
enddgeno juegaun importante pape enlahomeostasisdelacaptacion de Zn. El Zn circulante
gue no es captado por € organismo vuelve d tracto gastrointestina como un componente de
laMT secretada por las glandulas sdlivares, pancress, higado y rifion (Cousins, 1985).

Existe un antagonismo mutuo entrelaabsorcion deZny lade Cu. Nivelesadtosde Zn
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en ladieta disminuyen la absorcion de Cu. Del mismo modo, niveles dtos de Cu en ladigta
disminuyen moderadamente la absorcion de Zn (Oestreicher y Cousins, 1985).

La absorcion de Zn y Cu también estd influenciada por la hiperglucemia. Se ha
observado que laabsorcion de Zny Cu etdincrementada en ratas diabéticas. Lapolifagay
el incremento de lacaptacion deZny Cuanive dela SBC intestina debido aun incremento
de la masa de la mucosa podrian ser la causa de este efecto (Craft y Failla, 1983).

La absorcion de Cu tiene lugar en la totaidad dd tracto gastrointestinal,
preferentemente en d estdbmago, existiendo multitud defactores dietéticos queinfluyen enela
(Van Campen y Mitchell, 1965) (TablaV). Ademas, recientemente se ha sugerido que las
células de Paneth de lamucosaintestingl, cuya funcidn exacta esta sin aclarar, podrian estar
implicadas también en d metabolismo dd Cu mediante la captacion y dmacenamiento en su
interior en formade complgos Cu-MT (Mullinsy Fuentealba, 1998).

Laabsorcion de Cu puede ser saturable o no saturable, sugeriendo un mecanismo de
difusén activa o smple respectivamente (Bronner y Yost, 1985). La absorcion de Cu se
incrementaen individuos con déficit de Cu (Van Campeny Gross, 1968), en neoplasiasy en
laDM (Cohen et al., 1975). Las proteinas de ladietaincrementan labiodisponibilidad dd Cu
(Greger y Shedeker, 1980). La absorcion de Cu disminuye en individuos con un status
corpora de Cu adecuado (Cunnane y Horrobin, 1985). Los sulfatos y aulfitos también
reducen la absorcion de Cu formando complgos insolubles a lo largo dd tracto

gadrointestind (Abdel-Mageed y Oehme, 1990). Losfitatos, &cido ascdrbico, fosfomolibdato
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y fructosa disminuyen la absorcion de Cu debido a la formacion de complgos poco
absorbibles (Van Campen y Gross, 1968). El Zn, cadmio (Cd), plata (Ag) y mercurio (Hg)
reducen laabsorcion de Cu a competir por € lugar de absorcion (Van Campen, 1966; Van
Campen y Scaife, 1967).

L as secreciones enddgenas también tienen influencia en la absorcion de Cu. Labilis
presenta unainfluencia negetivaen lareabsorcion del Cu secretado (Gollany Deller, 1973).
Las secreciones pancredticas tienen un efecto smilar (Jamison et al., 1981). Los
glucocorticoides promueven la secrecion biliar de Cu, lo cud indicaque € estado hormond
puede alterar la absorcion de Cu d influenciar sobre este mecaniamo excretorio (Cousins,

1985).

1.5.2. TRANSPORTE PLASMATICO

La mayor parte dd Zn circulante plasmético esti asociado a proteinas, Sendo la
abumina la principa de dlas dado que transporta aproximadamente dos tercios de Zn
plasmdico (Prasad y Oberleas, 1970; Scott y Bradwell, 1983). La capacidad de la
abuminade donar Zn esunacaracteristicaesencia delatrandferenciade Znentred plasmay
lostgidos (Cousins, 1985).

La a,-macroglobuling, trandferring, CP'y gammeaglobulina también ligan cantidades
dgnificantesde Zn (Paris y Vallee, 1970; Giroux, 1975). Existe una pequefia cantidad de

Zn (2-3%) unida a hidtidina, glutamina, treoning, cisinay lisna (Prasad, 1979). Por ultimo,
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una pequeia fraccion circula enformaionica (Prasad y Oberleas, 1970).

El Cu se digtribuye en @ plasma unido principdmente ala CP, lacud trangporta e
90% del Cu plasmético. El Cu unido aladbuminay aminoacidos condtituye € pool menos
fuertemente unido. LaabUminay losaminoacidos parecen ser losligandos que transportan €
Cu enlacirculacion porta, 1o cua sugiere que € Cu unido débilmente es laforma donada a
los hepatocitos. El Zn'y & Cu no parecen compartir lugares comunes en la molécula de
abumina, por lo cud, es poco probable una competicion entre d Zny d Cu a ese nive
(Cousins, 1985).

El Cu essecretado delos hepatocitosen formade CP-Cu y estransportado asi hasta
lostgidos. Sus niveles plasméticos se ven dterados en ciertas patol ogias, asi como en dietas
deficientes en Cu. La CP est4 considerada como una proteinade fase aguday sometidaalas

ateraciones propias de este grupo de metabolitos (Cousins, 1985).

1.5.3. METABOLISMO HEPATICO

El Zn estrangportado haciad higado unido ala abdmina (Underwood, 1977). Td
como s muestraen laFig.2, d aporte congtante y suficiente de Zn intracelular se mantiene

gracias alaaccion concertada de diversos factores hormonaes (Cousins, 1985).
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Fig.2. Célula hepética. Regulacion del metabolismo del Zn'y dela sintesisde MT.

El Zn circulaen & plasma unido alaabimina El Zn celular se distribuye entre metaloproteinas, organelas, macromoléculas y membranas,
representadas aqui como pool 1&bil de Zn (acimulo de Zn) y pool de Zn-metdoproteina (intercambio de Zn). Nivelesintracelulares dtos de
Zn, consecuencia de un incremento en la concentracion plasmética de Zn, activan e promotor del gen delaMT (tomado de Cousins RJ.
Physiological Reviews 1985; 2:238-309).

En este sentido, estudios redizados con cultivos de céulas hepéticasy célulasHela
demuestran que & acimulo de Zn es estimulado en respuesta a glucocorticoides (Faillay
Cousins, 1978). El glucagdn estimula la captacion de Zn por parte de las cdulas dd

parénquima hepdtico, acentuandose este efecto cuando se combina con dexametasona
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(Cousins, 1985). Los cambios en € metabolismo dd Zn hepatico estén colectivamente
mediados, d menos en pate, por @ glucagon, la insulina y los glucocorticoides. La
disminucion enlaacumulacion del Zn sérico y hepético son efectos agudos de estrés, infeccion
y trauma, y podrian estar mediados por estas hormonas (Cousins, 1985).

Nivelesintrace ulares dtos de Zn, consecuenciade un incremento en laconcentracion
plasmética de Zn, activan € promotor de gen de la MT y  mRNA es traducido en
polirribosomas libres. Laexpresién de dicho gen parece ser més sensiblealoscambiosdeZn
en la dieta que a los cambios de Cu en ésta. Por otra parte, los glucocorticoides también
activan la transcripcion de este gen. El glucagdn y la epinefrina también pueden actuar en €
proceso intracelular de sintesis de la MT, probablemente activando la transcripcion via
CAMP. Los nuevos polipéptidos de MT unen d Zny d Cu intracdulares después de su
trangported interior delacdula El Cuintracdular también esunido alaMT. Estas proteinas
difieren en su susceptibilidad ala degradacion en € orden tioneina> Zn-MT > Cu-MT. Las
proteasas lisosomal es parecen estar implicadasen ladegradacion delaMT. Laresstenciade
Cu-MT a la degradacion podria explicar en parte su acimulo en agunas enfermedades
genéticas, p.e., laenfermedad de Wilson. Findmente, € Zn enddgeno esdevudtod intestinoa
través de lahilis. Probablemente, laablminay aminoacidos seanlosligandosaloscudeses
trandferido @ Zn durante € eflujo desde los hepatocitos (Cousins, 1985).

El higado es e drgano principd en d metabolismo del Cu. Generdmente, cuando €

Cu de la digta es bgjo, la concentracién de Cu hepético esta disminuida y viceversa
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(Underwood, 1977).

Laconcentracion de Cu en € higado estainfluenciadatanto por d aporte dietético de

Cu como por factores patol 6gicos especificos (Fig.3).
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Fig.3. Célula hepética. Regulacion del metabolismo del Cu y de la sintesisy secrecion de CP.
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Esguema de una célula parenquimatosa hepética donde se muestran los componentes clave de la regulacion hormonal del metabolismo del Cu
y de lasintesis y secrecion de CP. La captacion de Cu desde la circulacion portal implica tanto a Cu unido a aminoécidos y/o alblimina
como al Cu libre. El Cu celular se halla distribuido entre varios compartimientos, representados agui como pool de Cu (tomado de Cousins

RJ. Physiological Reviews 1985; 2:238-309).

Asdl, laaccién de laepingfrinaincrementalaacumul acion ceular de Cumés queotras
hormonas. Por otra parte, la transcripcion del gen de la CP podria estar regulado por
glucocorticoides, CAMP y/o Cu. Ademas, laepinefrinay € glucagdn incrementan los niveles
celulares de cAMP. Los glucocorticoides parecen incrementar también laexcrecion biliar de

Cu hepético (Cousins, 1985).

1.5.4. EXCRECION

Las heces condtituyen larutaprincipa de laexcrecion de Zn, aunque entreun 2y un
10% puede diminarse por la orina (Bunker et al., 1984). Se consderaque 2 g de Zn son
filtrados diariamente por los glomérulos rendes. La excrecion urinaria de Zn se ha estimado
entre 300 y 500 ny/dia en adultos(Hambidgeet al., 1983). Laexcrecion fecd incluyetanto
el Zn no absorbido de la dieta como la excrecion de Zn endégeno (Solomonset al ., 1982).
Las principdes rutas en la excrecion fecd dd Zn enddgeno son la hilis, la secrecion
pancredtica y las cdulas de lamucosaintestind (Menard et al., 1981). Las pérdidas por
descamacion de lapid y sudor son rutas excretorias menores dd Zn (Baer y King, 1984).

Al igud que € Zn, las heces congtituyen la ruta principa de la excrecion de Cu. La

excrecion fecal incluye tanto € Cu no absorbido de la dieta como la excrecion de Cu
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endégeno. La ruta principa en la excrecion fecd del Cu enddgeno es la bilis. Exige
controversaen laliteratura en relacion alas concentraciones de Cu en laorina, sih embargo,
se consideran normal es concentraciones entre 3,8y 6,6 n/L o unaexcrecion diariaentre5y

50 ng en d adulto (Abdel-Mageed y Oehme, 1990).
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1.6. METALOTIONEINA

1.6.1. PROPIEDADES

La Metalotioneina (MT) fue descubierta en 1957 cuando Margoshes y Vdlee
identificaron en € cortex rend dd caballo una proteina que unia € Cd responsable de la
acumulacion natural de Cd en dicho tgido. Posteriormente, fue aidaday caracterizada por
K&gi y Vdlee. La MT ha sdo una de las metaoproteinas més estudiadas a causa de su
induccién por metd es pesadosy hormonas. Dependiendo delaespecieanimd y del tgjido del
cud esadada, etaproteinase hdlaunidaavarios metales, especia mente Cd, Cu, Hgy Zn
(Kégi y Vallee, 1960). LaMT es € Unico compuesto biol égico que puede contener Cd de
forma natural. Sin embargo,  Cd sdlo es una de las varias opciones de componentes
metdicos en la molécula de MT. Los componentes mas comunes son Zn 'y Cu (Kagi y
Schaffer, 1988).

LaMT esté presente en todo € reino animd, plantas superiores, microorganismos
eucariotas y algunos procariotas. En los animdes, la MT es mas abundante en tgidos
parenquimatosos, por iemplo higado, ri_on, pancress e intestino (Kégi y Schéffer, 1988).

La MT se caracteriza por un ato contenido en tiol y ausencia de aminoécidos
arométicos, incluyendo tirosina, triptéfano y fenildanina Veinte de los 61 resduos de
amino&cidos son cigteing, todos los involucrados en la unién a metaes (Sato y Bremner,
1993). Las caracterigticas principal es de esta proteina pueden observarseenlaTablaVI y su

edtructura se muestra esquematicamente en laFig.4.
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Tabla VI. Caracterigticas de lamoléculade MT

1. Alto contenido de metal es pesados (7 @omos de Zn o Cd/molécula o 12 &omos
de Cu/molécula de proteina)
2. Peso molecular bgjo (aproximadamente 6800 Daen laMT-I)
3. Composicion en aminoécidos caracteristica
- Alto contenido de cisteina (20 cisteinas sobre un total de 61 aminoacidos)
- Inexigtencia de aminoé&cidos arométicos, enlaces disulfuro, e hididina
4. Presencia de isoformas
5. Cluster metalo-tiolatos (cluster A y clugter B)
6. Afinidad por los metdes
7. Termoestable

~TETOE0CO0COOEECEeeE

RN

Ca
S

Fig.4. Esquema de la estructurade laMT-I11 humana

28



INTRODUCCION

LasMT sehandividido clésicamenteentres clases. Laclase| comprendelasMT de
los mamiferos. Laclase |l comprende M T con ninguna o muy distante correspondencia con
las formas de los mamiferos, por gemplo, MT de erizo de mar, trigo, levaduras y dgunos
organismos procariotas. La clase 11l comprende MT con polipéptidos atipicos, como ¢
glutamilcigteina, en los dtios de union a metdes (Kagi y Schéffer, 1988; Valleey Maret,
1993).

LaMT dedase| presenta polimorfismos genéticos. En lostegjidos de los mamiferos
las dos isometalotioneinas principales son la MT-1y la MT-2. Difieren ligeramente en la
compaosi cion de aminoécidosy son separables mediante cromatografiadeintercambio idnico
con dietilaminoetil (DEAE) o HPLC (Suzuki y Maitani, 1981). Existen también subformas
dentro de dichas isometal otioneinas, separables por HPLC y especificadas mediante |etras
mindsculas, por gemplo, MT-1a, MT-1b, etc. (Kagi y Schéaffer, 1988). De todas formas,
dentro de la MT existe una amplia secuencia de la proteina que es homdloga entre varias
especies, lo cud indicaque presentaunaestructura primaria dtamente conservada(Cousins,
1985). Mastarde seaid6 laMT-3, presente en las neuronas ddl hipocampo, cuyaregulacion
esta dterada en laenfermedad de Alzheimer (Vallee y Maret, 1993).

Recientemente se ha propuesto una nueva clasificacion de la MT basada en las
smilitudes de su secuenciay su rdacion filogenética Ede sstemadividelasuperfamiliaMT en

familias las cudes a su vez se dividen en subfamilias, subgrupos e isoformas. De este modo,
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una familia MT son agudlas MT que comparten un conjunto de caracteres especificos
particulares. Cada familia se identifica mediante su nlmero y su rango taxondmico. En esta
clasificacion se describen 15 familias: Familia 1, MT de vertebrados, Familia 2, MT de
moluscos, Familia3, MT de crustaceos, Familia4, MT de equinodermos; Familiab, MT de
dipteros, Familia6, MT de nematodes, Familia7, MT deciliados, Familias8, 9, 10, 11, 12y
13, MT de hongos, Familia 14, MT de procariotas y Familia 15, MT de plantas. Una
subfamiliaMT contienelasMT que comparten un conjunto més restringido de caracteristicas
filogenéticas. Unasubfamiliase representacon unaletraminUsculaseguida, S esnecesario, de
un nimero. Asi, por gemplo,en la Familia 1 correspondiente alas MT de vertebrados se
describen 11 subfamilias (m1, m2, m3, m4, m, a, al, a2, b, bay t): m1, MT-1 de mamiferos,
m2, MT-2 de mamiferos, m3, MT-3 de mamiferos, m4, MT-4 de mamiferos m: MT de
mamiferosincompletamente asignableaml1 om2; a, MT incompletamente asignable de aves,
al, MT-1 de aves, a2, MT-2 de aves, b, MT de batracios, ba, MT deanurosy t, MT de
teledsteos. Un subgrupo MT representa una rama de secuencias de MT de una subfamilia
Por gemplo, m2U2: MT-2 ungulados, subgrupo de la subfamiliam2 (Binz y K&gi, 1999).
La unidén a los metdes condste en la formacién de un complgo de estructura
tetragdricacon cuatro grupostiol. Lossetedomos metdicosunidosalaM T estén ordenados
en dos clusters, uno con cuatro atomos (cluster A) y otro con tres aomos (cluster B) (Otvosy
Armitage, 1980). La union de los metales ocurre en primer lugar en € cluster A 'y a

continuacion en @ B. El orden de liberacién de estos domos esinversaalaunion (Nielsony
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Winge, 1983).

Las MT se han aidado de gran cantidad de tgjidos. Los més estudiados han sido a
partir de higado, rifion eintestino. Aunque gran parte dd interésdelaM T hasido debido asu
relacion con latoxicidad por Cd, laMT se ha mostrado como una proteina con contenido
predominante de Zn cuando se ha aidado del higado dd adulto (Buhler y Kagi, 1974). El
hecho dequelaMT unaZny Cu bgo condicionesfisiol égicas sugiere que sehdlainvolucrada

en d metabolismo de anbos metales (Dunn et al., 1987).

1.6.2. FUNCIONESBIOLOGICAS

LaMT acttacomo donador deionesde Zny Cu alas apometaoproteinas. LaMT
unida a Zn reactiva formas apo de anhidrasa carbénica (Li et al., 1980), fosfatasadcdinay
adolasa (Udom y Brady, 1980), y laMT unida a Cu reactiva formas gpo de tirosnasay
hemocianina (Beltramini y Lerch, 1983).

Las principaes funciones de laMT estén relacionadas con & metabolismo de los
metdes. Estas funciones comprenden la detoxificacion y d dmacenamiento de metaes
pesados y la regulacion del metabolismo del Zn y Cu celulares en respuesta a cambios
fisologicosy deladieta. Asi pues, laMT podriatener un papel citoprotector frenteametaes
debido a su funcion relacionada con launién ametadesy detoxificacion (Dunn et al., 1987).

Asimismo, laMT presentafuncionesen € control dd desarrollo fetd y laadaptacion
celular avariostiposde estrés. Ademés, otraimportante funcion delaMT es su participacion

en los mecanismos de defensa contra € estrés oxidativo como scavenger de losradicaes
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libres (Dunn et al., 1987; Hidalgo et al., 1988). Durante un periodo de estrés se
incrementan las necesidades de MT debido a aumento de la actividad de muchas
metaloenzimas. La MT encgaria de este modo en & armazén del proceso de defensa del

organismo. La donacion de metales a membranas cdulares es también una posible funcion
dentro de este contexto (Hidalgo et al., 1988).

Esinteresante resdtar d pape, antesmencionado, que presentalaMT d formar parte
delos sstemas de defensaque previenen € da o tisular producido por losradicaleslibresde
oxigeno. Estos sistemasincluyen antioxidantes especificos como lacata asaparad perdxido
de hidrogeno, la SOD para @ superdxido, glutation peroxidasas para € peréxido de
hidrogeno y perdxido lipidico, y antioxidantes no especificos como d glutation reducido, la
CPy la transferrina. El interés de laMT como antioxidante radica en su posible papd de
scavenger especifico delosradicales superdxido (Oy) ehidroxilo (OH), unadelas especies
de oxigeno activo mas potentes (Hidalgo et al., 1988; Sato y Bremner, 1993).

Eseste sentido, en experimentosrealizados con ratonesM T-1/11 knockout (M T-nul)
alosque selesadministré paracetamol se observd que éstos eran mas susceptibles a padecer
lesidén hepética que los ratones del grupo control. El pretratamiento con Zn, un método de
induccién de MT, protegié contralahepatotoxicidad del paracetamol alosratones controlesy
no alos ratones MT-null. Laadministracion de paracetamol produjo en los ratones MT-null
més peroxidacion lipidica que en los ratones control, evidenciadamediante d incremento de

las substancias reactivas del &cido tiobarbitirico (TBARS), es decir, los hepatocitos de los
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ratones M T-null fueron mas susceptibles d estrés oxidativo. Este estudio demostré que €
déficit de MT hace a los animdes més vulnerables a la hepatotoxicidad inducida por
paracetamol y este incremento de la sengbilidad parece estar asociada con € pape
antioxidante de la MT (Liu et al., 1999). Por € contrario, € fendmeno de MT-
overexpression disminuyelacitotoxicidad d reducir laoxidacion intracdular. Este fendbmeno
puede tener importancia durante la quimioterapia anticancerosaya que se haobservadoMT-
over expression en cd ulas tumora es humanas con resistencia adquiridaal os quimiotergpicos
(Lazo et al., 1998). Asimismo, experimentos redlizados en ratones transgénicos con MT-
overexpression alos cuaes selesindujo un da o en las cdulas 3 pancredticas mediante la
administracion de estreptozotoci na mostraron una reduccin significativa de la hiperglucemia

(Chen et ., 2001).

1.6.3. METABOLISMO Y REGULACION DE LA SINTESIS
DEMT

Labiosintesisde MT esta controlada por procesos mas 0 menos complejos que
implican aiones metdicos, hormonas y otros factores (Dunn et al., 1987).

1.6.3.1. METALES

LaMT es una proteinainducible por metal es. Metal es pesados como Cd, Zn, Cu, y
Hg inducen la sintesis de la apoproteina (tioneind) y se unen aela LaMT-Cd o MT-Cu

induci das contienen frecuentemente no 9lo Cd o Cu Snd también Zn como metal secundario.
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Otros metales traza como Co, Ni, Mn, Cry Feinducen lasintessde MT pero no seunena
ella, sendo & Zn d metd més usudmente unido ala proteina (Sato y Bremner, 1993).

Lainduccion de lasintesisde MT por metales pesados se ha demostrado en varios
tgidos. Laadministracion parenterd o enterd de varios metales, incluyendo Cd, Zn, Cu, Hg,
Auy Bi, induce la sintesis de MT en intestino, higado, ri_én y pancreas (Cousins, 1985;
Bremner y Beattie, 1990; Satoy Bremner, 1993; Saito et al., 1999). Cuandoe Znoéd Cu
de la diegtaes devado, lainduccion de MT aparece en primer lugar en € higado e intestino,
seguida por un incremento del acimulo de estos metales en ambos tgjidos (Dunn et al.,
1987). Losincrementos en la concentracion de Zn de ladieta pueden dterar laM T hepética
unida a Zn. La MT es entonces sintetizada rapidamente para contrarrestar acciones
potencidmente nocivas ddl Zn (Richardsy Cousins, 1976°%).

El Cu u otros metdes pueden reemplazar d Zn enlamoléculade MT. De ese modo,
el Zn liberado activad promotor del gendelaMT paraaumentar su transcripcion (Cousins,
1985). Laadministracion en animaes de Zn, Cu o Cd incrementa la transcripcion del gen e
incrementa la produccién de mRNA-MT y, por consiguiente, lasintessde MT (Durnamy
Palmiter, 1981; Bremner y Morrison, 1986). El Cd es € inductor mas potente vy,
comparado con d Cdy € Zn, d Cu es rdativamente un inductor mas débil de la sintesis de
MT hepética (Brenmer y Beattie, 1990).

En este sentido, y dado que la sintesis de MT es inducible por metades, unadelas

funciones biol dgicas que se han propuesto paralaM T eslaproteccion del organismo contradl
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dafio cdlular resultante de la administracion de estos metdes (Piscator, 1964).

1.6.3.2. HORMONAS Y FACTORES DE ESTRES

Lasintess de MT también esinducida por hormonas, entre ellas glucocorticoides,
glucagdn y epinefrina y también por otros factores que incluyen cAMP, interferon e
interleukina-1 (IL-1). Diversas Stuaciones de estrés como la restriccion dimentaria, la
limitacion figcay el da o tisular causado por agentesinflamatorios o endotoxinas bacterianas
también inducen lasintessde MT (Dunn et al., 1987). Sehasugerido quelalL-1, lacud es
produciday liberada por los monocitosy macréfagos en respuestaalainfeccion, estimulala
sintess de MT y la incorporacion de Zn d higado. Segin agunos autores, los
glucocorticoides pueden actuar como mediadores en lainduccion, estimulada por citoquines,
deMT, dado quelall-1 causalaliberacion de estashormonas mediante laestimulacién dela
liberacion de ACTH (Bremner y Beattie, 1990). La infeccion bacteriana incrementa la
sintessde MT hepdticay disminuye la concentracion de Zn en suero, caracteristicas ambas
de unarespuestade fase aguda(Bremner y Beattie, 1990). En este sertido, en experimentos
redlizados en ratones los cudes inhdaron endotoxina se observé un incremento en la
concentracion de M T tanto en higado como en pulmonesy teidos delasvias aéress, lo cud
sugiere, seguin dgunos autores, que la induccidn del gen celaMT y d incremento en la
concentracion de la misma podrian desempe_ar un pape en la proteccidon del organismo

frente a la inhaacion ocupaciona de endotoxina (Hur et al., 1999). Ademés, otros
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compuestos como d etanal, laindometacinay los agentes al quilantes también pueden inducir
lasintessde MT (Sato y Bremner, 1993).

Por lo que respecta a la induccion de la sintesis de MT mediante estrés fisico, la
exposicion aun entorno frio, € gercicio extenuante, € sometimiento a una laparotomiay la
intoxicacion por tetracloruro de carbono incrementan lasintesisde MT hepéticay rend. La
induccion de la sintesis de MT en estos casos probablemente sea mediada por hormonas,
factores de crecimiento u otros agentes. Asimismo, laexposicion arayos X, radiacion UV y
tens ones de oxigeno e evadastambién incrementalaconcentraciondeMT enhigado, ri_ény
otros organos (Sato y Bremner, 1993). Muchos de los inductores del estrés también
incrementan asu vez los niveles circulantes de glucocorticoides, los cudesestimulan lasintess
de MT en d higado y, en menor medida, en d corazén, ri_on, musculo esquelético y bazo.
L as catecolaminastambiéninducen lasintessdeMT (Bremner y Beattie, 1990). EnlaTabla
V1l se describen unaserie defactores y condi ciones experimentaes queinducen lasintesisde

MT.

Tabla VII. Factoresy condiciones que inducen lasintessde MT.

- Factoresfisicos - Fa&rmacos - Otros
Tensgon elevadade oxigeno  Paracetamol Acido ascorbico
Rayos X Adriamicina Carragenina
Rayos UV Bleomicina Endotoxinas
Exposcion d cdor Cefdoridina Edtreptozotocina
Cigplaino Ayuno
- Agentes alquilantes Menadiona Ejercicio
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Bromobenzeno Metronidazol
Diamida
Dietilmdesto - Herbicidas
| odoacetato Paraquat
lodometano Diquat
- Citoguinas - Solventes
Interleukina 1 Tetracloruro de carbono
Interferon Cloroformo
Factor de necrosis tumord Etanal

Sinembargo, aunquelaconcentracidn de metd es pesadosese determinante principa
sobre los niveles tisulares de MT, la induccion de la sintesis de MT también ocurre en
respuesta a diversos estimulos quimicos. La administracion de solventes organicos como €
tetracloruro de carbono, cloroformoy etanol incrementan lasintesishepéicadeMT asi como
la administracion de farmacos como e paracetamol, menadionay cefdoridina También la
administracion defarmacos como lableomicing, adriamicinay cisplatino incrementan lasintesis
de MT aunque probablemente este incremento delasintessde M T seaacausadelaaccion
generadora de radicales libres que presentan estas drogas. En este sentido, se han descrito,
ademés, diversos compuestos que producen estrés oxidativo y consecuentementeincrementan
la sintesis de M T, principadmente hepética, como son € paragquat, adriamicinay cisplatino
(Sato y Bremner, 1993).

Por otro lado, citoquinas como  factor de necrosstumord a (TNF-a), interleukines

1y 6 einterferon, secretados durante larespuestainmune y/o inflamatoria, son mediadoresde
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lasintesis hepéticade proteinas de fase aguda, inducen laformacién deradica es superdxido e
inducen la sintesis de MT y laincorporacion de Zn d higado. En este contexto y bajo una
Stuacion de incremento de la formacion de radicaes libres de oxigeno puede exigtir un

aumento delasintessde MT. De este modo, lasintesisde M T esinducida por exposicion a
generadores de radicales b oxigeno externos y subgtancias internas que promueven la
produccioén de radicdes libres (Cherian y Chan, 1993; Sato y Bremner, 1993). El estrés
oxidativo incrementa la peroxidacion lipidica'y € subsecuente da o tisular mediante la
produccion deradicaleslibres. LaMT puede ser inducidaen respuestad estrésoxidativoy su

funcion podria ser la proteccion de los tgidos ante d da o tisular. De hecho, segiin dgunos
autores, la concentracion hepaticade M T inducida por generadores de radicaes de oxigeno
se correlacionabién conlos nivees de perdxidoslipidicos, eva uados mediante lamedicion de
las TBARS (Sato y Bremner, 1993) . Adi, estos mismos autores sugieren quelaMT actiaa
lavez como un scavenger de radicdes libres y como un donante de Zn paralas enzimas
reparadoras de ADN (Sato y Bremner, 1993). En este sentido, la administracion de

interleukina-1 (IL-1) en ratas incrementa significativamente los niveles de mRNA de MT

hepdtica, acompafiado de un incremento delaMT e hipozinquemia. LainducciondeMT en
respuesta a | L- 1 sugiere que este agente podriajugar un importante pape incrementando los
niveles de MT en ciertos tgidos como parte del mecanismo de defensa del organismo (Di

Slvestroy Cousins, 1984).
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1.6.3.3. DEGRADACION

LaMT tiene un catabolismo rdpido. Experimentos de replecidn-deplecion de Znen
ratas demuestran que 24 horas son suficientes para disminuir hasta niveles inggnificantes un
pool considerable de MT unidaaZn (Richardsy Cousins, 1976). El lisosomapodriaser e
lugar principal de la degradacion de la MT, sendo la vida media (T%de laMT hepética
inducidapor Zn entre 18y 20 horas(Feldmany Cousins, 1976). Por sulado, laTYgelaMT

inducida por Cu es de 12-17 horas (Bremner et al., 1978).
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1.7. CERULOPLASMINA

1.7.1. PROPIEDADES

LaCeruloplasmina (CP) esunaa »-glicoproteinacon un PM de 136000 Daformada
por una cadena polipeptidica que contiene 6 &omos de Cu por molécula. La CP contiene un
7-8% de carbohidratos como cadenas terminaes de &cido sdico unidas d polipéptido. La
cadena polipeptidica la congtituyen 3 fragmentos de polipéptidos con un PM de 67000,
50000y 19000 Da(SIvermany Christenson, 1994). Con un punto isoeléctrico (pl) de4.4,
laCP migrahacialaregion a, enladectroforessen gel deagarosao ceulosa(Patel y Lott,

1984).

1.7.2. FUNCIONESBIOLOGICAS

La CP transportaa 90% del Cu en d plasmay es una proteina de fase aguda. La
concentracion de CP se incrementa durante la infeccion, inflamacion o necross (Iskra 'y
Majewski, 1999). Las principalesfunciones dela CP son: 1) oxidacion de F&** cuando éste
es liberado de los hepatocitos y convertido en Fe**-transferrina en la regulacion de la
movilizacion del hierro hepético; 2) transporte de Cu alostejidos; 3) actividad antioxidativaen
el suero, actuando de hecho como scavenger de radicales libres e iones superdxido; 4)
modulacion enddgena de la respuesta inflamatoria; y 5) actividad oxidasa para las aminas

aromédticas (Goldstein et al., 1979).
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Dado que la CP representa  90% del contenido de Cu del suero, podria
considerérsela como fuente primaria de Cu paralos tejidos extrahepéticos. Se ha propuesto
que la CP-CU?* es reducida en un receptor de lamembrana celular, sendo entonces el Cu'
transferido aun aceptor intracd ular no identificado. Alternativamente, la CP intacta puede ser
absorbida por endocitosis, y @ Cu" puede ser entonces liberado por proteolisis o un
mecanismo quereciclalaproteinaalamembranaplasmatica. El resultado delaentradade Cu
alas céulas podria ser que € Cu’ es oxidativamente tranferido a gpoenzimas (Cousins,
1985).

La funcion de la CP como antioxidante es una hipdtesis aractiva, porque la
generacion de productos de oxidacion, incluyendo X0,y H,O,, estd asociada con condiciones
gue incrementan los niveles de CP (Cousins, 1985).

Laactividad antioxidantedd plasmase hardacionado con laCP, demostréndose que
ésta puede actuar como scavenger de radicales superdxido (Goldstein et al., 1979). Dado
gue la CP es extracdular y la SOD es, en principio, intracelular, la CP podria ser un
scavenger principa en € plasma, particularmente cuando su concentracion es elevada. Asi
pues, la CP probablemente interviene en d sstema de defensa ddl organismo debido a sus

propiedades como scavenger deradicaesy donante de Cu (Cousins, 1985).

1.7.3. METABOLISMO

La CP se sintetiza principamente en e higado en forma de polipéptido de cadena
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smpley, después de laincorporacion de 6 &omos de Cu, es secretadad plasmacomo una
a -glicoproteina (Daimon, 1998). Los factores hormondes que muestran influenciaen la
produccion de CP por parte del higado son variados, ta como se muestraen laFig.3. La
expresion dd gen dela CP puede ser regulado por estimulosfisiol6gicosy farmacol 6gicos La
sintesis y la secrecion de CP se ateran por la presencia de inflamacion, accion de diversas
hormonasy Cu. Lasintesisde CPimplicaunicamente apolirribosomas unidosalamembrana.
Lasecrecion de CP como un polipéptido smplede 132.000 Day € concomitante cambio en
el contenido plasmético de Cu se ve incrementada por glucocorticoidesy, en menor medida,
por estrogenosy testosterona (Cousins, 1985).

L as concentraciones en plasmade CP pueden incrementarse por lapresenciadedafio
tisular, inflamacion aguda locaizada, infeccion y enfermedades inflamatorias cronicas. En la
Tabla VIl se muestra una lista de los factores fisoldgicos y condiciones experimentaes que
incrementan los niveles de CP en plasma. En este sentido, se han observado incrementos en
los valores de CP en enfermedades infecciosas como la tuberculogis y la infeccion aguda
respiratoriadta; enfermedades dd coldgeno como laartritisreumatoidey € lupus eritematoso
sstémico; neoplasias, obstruccion hiliar, anemiay la administracion de estrogencs. En este
contexto, probablementela CPinterviene en un papd de defensadd organismo, debido asus

propiedades como scavenger deradicaesy donante de Cu (Cousins, 1985).
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Tabla VIIlI. Inductoresde CP

NATURALES EXPERIMENTALES
Cancer ACTH
Desarrollo Acido retincico
Ejercicio Artritis
Embarazo Carragenina
Inflamacion cronica Cobre
Hiperglucemia Endotoxina
Infeccion Epinefrina
Colagenosis Estrogenos
Anemia Glucocorticoides

Inflamacion

IL-1

Turpentina

Zinc

Por e contrario, las concentraciones de CP plasmética disminuyen en laenfermedad
de Wilson, d sindrome de Menkes, € déficit hereditario de CP, insuficiencia hepética,
gastroenteropatias con deplecion de proteinas y sindrome nefrético severo (Daimon et al.,
1998).

En cuanto a pape hormond, la secrecion de CP, con € consiguiente cambio en €
contenido de Cu plasmético, esté incrementada por os glucocorticoides, loscuadesasu vez,
también incrementan la secrecion hepética de Cu. En este sentido, se ha propuesto que
cuaquier cambio en la CP relacionado con d estrés implica a los esteroides adrendes

(Cousins, 1985).

43



INTRODUCCION

L os estrogenos y |a progesterona también incrementan, aungque en menor medida, la
secrecion de CP (Cousins, 1985). Se haobservado correlacion entre el embarazo y niveles
elevados de CP (Speich, 1990). Niveles devados de testosterona en humanos se han
correlacionado con un incremento de la CP en suero. Laregulacion delasintesisy secrecion
de CP por los glucocorticoides es smilar a de otras proteinas de fase aguda. El gercicio
fisico también incrementa los niveles séricos de CP mediante € incremento de los niveles
plasmaéticos de epinefrinay laproduccion delL-1, lacua puedeincrementar losnivelesde CP
(Cousins, 1985). Asimismo, se han descrito incrementos de los niveles de CP en suero en

pacientes con DM 2 posiblemente debidos a la hiperglucemia que presentan estos enfermos

(Daimon, 1998).
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3.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se disefié un estudio de casosy controlesredizado apartir de un estudio transversal.

El disefio comprende tres fases.

Fase |. Obtencion de muestras de una poblacion control representativa de nuestro medio.

Fase |1. Obtencion de muestras de una poblacion afecta de DM 2 para € estudio de los

nivelesde Zn, Cu, MT y CP.

Fase I11. Estudio de asociacion entre las variables clinico-metabdlicas de los dos grupos de

poblacion andizados.
El tamafio delamuestrase cal cul 6 en base alaprobabilidad de obtener unadiferencia

bilateral entre las medias de los parametros de cada grupo de 10 unidades, con un poder

estadistico del 80% y un nivel de confianza dd 95%.
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3.2.SUJIETOSMOTIVO DEL ESTUDIO

3.2.1. POBLACION CONTROL

Laseleccion del grupo control seredlizé apartir de voluntarios aparentemente sanos,
residentes en Tarragona. L os criterios de seleccion fueron los siguientes:
1- Edad comprendida entre 35 y 65 afios.
2- Historia clinica negativa de enfermedad cronicay/o patologia aguda conocida e
momento de su inclusén en @ estudio.
3- Exploracion fiscanormd.
4- Glucemiabasa < 110 mg/dL.
5- Ausencia de tratamiento con farmacos durante |os tres meses previos d estudio.

6- Ausencia de antecedentes familiares de 17 y 2° grado de DM 2.

Conlosmencionados criterios seincluyeron un total de 210 individuos (99 hombresy

111 mujeres) en @ grupo control.
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3.2.2. POBLACION CON DM 2

La sdeccion del grupo DM 2 se rediz6 mediante muestreo no probabilistico
consecutivo entre pacientes afectosde DM 2, visitados en las Unidades de Endocrinologiade
los hospitades de Sant Pau i Santa Tecla y Joan XXIIl de Tarragona en € periodo
comprendido entre los meses de Enero a Diciembre de 1992. Todos |os pacientesincluidos
cumplian exactamente | os criterios de seleccion, que fueron los Sguientes:

1- Diagnéstico de DM 2 de acuerdo con los criterios del National Diabetes Data Gap
(NDDG 1979).

2- Edad comprendida entre 35 y 65 afios.

3 Tiempo de evolucion delaDM 2 inferior a 10 afios.

4- Tratamiento exclusivo con dieta. En ningln caso se aceptd tratamiento insulinico

0 con hipoglucemiantes ordes en € momento de su incluson en € estudio.

5- Ausencia de complicaciones de la DM 2 en  momento de su incluson en €

estudio.

Conlosmencionados criterios seincluyeron untota de 170 individuos (71 hombresy

99 mujeres) en € grupo DM 2.
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3.3. RECOGIDA DE DATOS

3.3.1. POBLACION CONTROL. DATOS CLINICOS Y

METABOLICOS
1- Datos defiliacién (nombre, direccion y teléfono).
2- Edad
3- Sexo
4- Peso
5- Tdla
6- Indice de Masa Corpord (IMC)
7- Glucemia basal
8- Zn en suero, orinay hematies.
9- Cu en suero, orinay hematies.
10- MT en suero, orinay hematies.

11- CP en suero.
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3.3.2. PACIENTES CON DM 2. DATOS CLINICOS Y
METABOLICOS

A losdatosclinicos utilizados parad grupo control, se afiadié e tiempo de evolucion
de laDM 2 desde su diagnéstico y a los datos metabdlicos del grupo control se afiadio la
determinacion de hemoglobina glicosilada (HbA,).

1- Datos defiliacion (nombre, direccion y teléfono).

2- Edad

3- Sexo

4- Peso

5- Tdla

6- Indice de Masa Corpora (IMC)

7- Tiempo de evolucion delaDM 2

8- Glucemiabasal

9-HbA

10- Zn en suero, orinay hematies.

11- Cu en suero, orinay hematies.

12- MT en suero, orinay hematies.

13- CP en suero.
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3.4. PROTOCOLO DE ESTUDIO

Previa informacion y consentimiento de los pacientes y controles se procedié a la
determinacion, aprimerahorade lamafiana, del peso y latdlade cada sujeto, asi como una

extraccion de sangre previo ayuno minimo de 12 horas.

3.4.1. EXTRACCION SANGUINEA

Laobtencion de las muestras sanguiness se redlizo mediante una inicapuncion en la
vena antecubital obteniéndose sangre venosa en las siguientes condiciones:
- 5 mL se recogieron en un tubo con gelainay paredes sliconadas parala
obtencion de suero.

- 5 mL en unajeringa conteniendo heparinad 1% parala obtencion de heméties.

3.4.1.1. OBTENCION DEL SUERO

Se dg 6 reposar lamuestra de sangre atemperaturaambiente durante 1-2 horashesta
lacompletaretraccion del codgulo. A continuacion, se centrifugd durante 10 minutos a 2000
3000 rpm con € fin de obtener la separacion Optimadel suero y |os hematies en dos fases,
adadas por una capa de gelosa inerte, la cud permite una mayor estabilidad de los

componentes séricos.

51



MATERIAL

Y

METODOS

3.4.1.2. OBTENCION DEL HEMOLIZADO

L as muestras de sangre obtenidas en lajeringa con heparina se centrifugaron a 1500
rpm durante 5 minutos paraseparar lascélulasdd plasma. Sea adid alascdulasun volumen
igual de NaCl 0,9% a4°Cy se mezcl6 varias veces, después delo cud se centrifugaron los
tubos, repitiéndose este procedimiento dos veces. Los hematies asi lavados fueron lisados
a_adiendo H,O destilada en proporcion 1:1. Las muestras se conservaron a-40°C hasta el

momento de efectuar |as determinaciones pertinentes.

3.4.2. OBTENCION DE LA ORINA

Seutiliz6 laorinadelaprimeramiccion delamafiana, recogidaen un reci piente estéril
de plagtico. Se centrifugd a 1500 rpm y se recogio € sobrenadante. El sobrenadante se

congel6 a-40°C hastad momento de las determinaciones andliticas.
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3.5. METODOSANALITICOS

3.5.1. INDICE DE MASA CORPORAL

El Indice de MasaCorpora (IMC) equivaentea indice de Quetel et (Quetelet, 1869)
€S un parametro clinico que esta en funcidn dd peso y la tala dd individuo. Se cdcula

mediante la Sguiente formula

Peso en Kg
IMC = IIIIMD0O0O0000d
(Tallaen m)?

3.5.2. DETERMINACION DE LA GLUCEMIA

Ladeterminacién de laglucemiaen @ suero se rediz6 en un autoanaizedor Cobas-
Mira (Roche®, Basilea, Suiza) mediante @ método enzimético-colorimétrico de la glucosa:
oxidasaapunto final, con liberacién de perdxido de hidrégeno, € cud, trassureaccion con €
cromogeno fenal + 4-aminoanti pirinaproporcionae compuesto coloreado quinoneiminaque

absorbe a505 nm (Trinder, 1969). El fundamento de lareaccion es d sguiente:

glucosa-oxidasa
Glucosa + H,0 + O, > &c. glucdnico + H,0,

peroxidasa
H,0, + cromoégeno OO0 OO0 > color (505 nm)
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3.5.3. HEMOGLOBINA GLICOSILADA

Lahemoglobinaglicosilada (HbA.) sedeterminé por cromatografiade dtaresuddn
(HPLC) en un cromatografo Hi-Auto Al, Andyzer®, modelo HA-8121 (Kyoto Daiichi,
Japdn). La fraccion HbA,. indicalas concentraciones medias de glucosaduranted ciclo vitd
de los heméties.

El autoanalizador consta de una columnaempagquetada con untipo degel congtituido
por particul as porosas de copolimeros de metacrilato, transportando un grupo hidrofébicoy
un grupo de intercambio idnico en la superficie dd gdl. El mecanismo de separacion de la
HbA . sebasaen d principio de cromatografiadeintercambio catidnico, previadilucién dela
muestra a 48°C con unasolucion de hemdlisisincorporadaa cromatografo. Estasolucion de
hemdliss esta condtituida por tetrgpolifosfato (TPP), un fosfato inorganico que cuando se
caienta a48°C durante 2 minutosy apH 6.0 diminalafraccion HbA 1, 14bil. Posteriormente
la muestra pasa a una columna termostatizada a 40°C donde tiene lugar la separacion
cromatogréfica. Se efectlia la lectura de las fracciones duidas (HbA.., HbA; y HbF), por
cada uno de lostres e uyentesincorporados a 2 longitudes de onda: 415y 500 nm mediante
un fotometro de doble longitud de onda, € cud permite diminar autométicamente las

interferencias debido aimpurezas 0 alos efectos de dispersi6n delaluz. Un microprocesador
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procesalos resultados en tiempo de elucion, areade eluido y porcentge de cadaunade las
hemoglobinas.
Los codficientes de vaiacion intra e inter-ensayo fueron 1,01% y 1,64%,

respectivamente. Los vaores de normalidad se sittian entre 6-8%.

3.5.4. ANALISISDE ZINC Y COBRE

3.54.1. SUERO

Serecogieron aicuotas de 200l y seenrasaron hasta2 mL con aguabidestilada. El
agua empleada en estas técnicas es bidestilada. Con d fin de diminar cudquier traza de
metaes, todo € materid empleado en la manipulacion delas muestras estalavado d &cido o

e trata de material de un silo uso.

3.5.4.2. HEMOLIZADOSY ORINA. DIGESTION ACIDA

Parallevar a cabo la minerdizacion se utilizd la digestion himeda con &cido nitrico
(65%). El &cido nitrico fue sdeccionado como agente oxidante por su efectividad para
disolver la materia orgénica y minimizar asl las posbles interferencias producidas por la

presencia de residuos organicos.

3.5.4.2.a. Hemolizados

- 0,5 mL de hemolizado + 2 mL HNO;
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- Predigestion en campana de extraccion de gases, atemperatura ambiente, durante 24h.

- Colocacion de las muestras en @ digestor a 135°C durante 2-3 h. Findlizado este ciclo,
aumento a 180°C durante un tiempo noinferior a3-4 h. Comprobadalatransparencia dela
digestion aumento a 200°C durante 30 min.

- Afadir 5mL de HNO; a 0,5%

354.2Db.0rina
-1 mL deorina+ 2 mL HNO;

- ldéntico procedimiento a seguido en los hemolizados

3.5.4.3. DETERMINACION DE ZINC Y COBRE

» 3543a.Zn

- Blancos: soluciéon d 5% de glicerina pura (suero) y HNOs a 0,5% (digestiones).

- Solucién madre: 1 mg/mL de Zn. Disolucidn de 1 g de Zn metdico en 20 mL de HCI
6N. Diluir hasta 2000 mL con agua bidestilada.

- Standards: se preparan a una concentracion de 50 ng/dL (S;) y 100 ny/dL (S).

» 354.3.b.Cu

- Blancos: agua bidestilada (suero) y HNOs a 0,5% (digestiones).

- Solucién madre: 1 mg/mL de Cu. Disolucidn de 1 g de Cu en 20 mL de HNO:. Diluir

hasta 1000 mL con agua bidestilada.
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- Standar ds: se preparan a una concentracion de 50 ng/dL (S;) y 100 ny/dL (S,).

Las determinaciones de Zn'y Cu en suero, orinay hematies se redizaron mediante
espectroscopia de emisidon atdmica de induccion por plasma (ICP-Termo Jarrell ASH,
PolyScan 61E) en € Servel T_cnic de la Universdad de Barcelore

Los vaores de las determinaciones realizadas en orina (Zn, Cuy MT) se expresan
g ustados alaconcentracion urinariade creetinina, donde laconcentracion del soluto ([M],) es
corregidasegun laconcentracion de cregtininade lamismamuestra([Cl,). Asi, M gustado =
[M]/[Clu (Bleiler y Schedle, 1962).

Con d fin devdorar laexactitud se utilizd un patron internaciond de referenciadela
Nationa Bureau Standards (NBS 1577 Bovine Liver) obteniéndose unarecuperacion de d

menos un 90% de los metd es andizados.

3.5.5. DETERMINACION DE METALOTIONEINA

Las concentracionesde MT en suero, orinay hematies se determinaron mediante un

método de RIA desarrollado por Folch'y colaboradores (Folch et al., 1992).

3.5.5.1. OBTENCION DEL ANTISUERO ANTI-MT

Como en cuaquier técnica de RIA se necesita una molécula capaz de interaccionar
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con d metabolito problema con € fin de hacer mas evidente la molécula que se quiere
cuantificar. En éstetipo de técnicas estamol éculaes un antisuero policlona especificofrentea
la MT, dd tipo IgG obtenidapor inmunizacion acongjostratados con un conjugado deMT e
IgG bovina (Vander Mallie y Garvey, 1979; Sobocinski y Canterbury, 1982). Al
combinarse este anticuerpo conlaMT delamuestrase produce un complgio MT-anti MT de
PM edevado, para, en una segunda fase del ensayo, ser capaz de unirse a un agente
precipitante tipo PEG, y debido a gran PM del conjugado, poder ser separado por técnicas
de precipitacion y detectarlo mediante un trazador radioactivo

Para la obtencion de este anticuerpo, se emplearon los siguientes reactivos.
- MT 1 y Il (SgmaChemicd Co., & Louis, MO, USA).

- 1gG bovina (Sigma Chemica Co., St Louis, MO, USA).

Procedimiento:

1- Polimerizacion y conjugacion de MT con IgG bovinay glutaradehido.

2- Adminigtracion a congjos de la MT conjugada y emulsionada con coadyuvante
completo de Freund.

3- Inyecciones de recuerdo: mismo protocolo que 1) y 2) cambiando a coadyuvante
incompleto de Freund. Fechas de administracion: 6, 15, 22 y 28 semanas.

4- Titulacion de la produccion de anticuerpos: extracciones de sangre alos congjos las
semanas. 13, 18, 24, 26y 29.
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3.5.5.2. MARCAJE DE LA MT CON *#|
Paralaobtencion de este trazador esnecesario MT pura(isoformas| y 1) y reactivo
de Bolton-Hunter  (N-sucdmidil-3-4-hidroxi-5-'%|-iodo-fenil-propionato, Amersham
IM5861) donador de **°I de una actividad de 2000 Ci/mmol (Vander Mallie y Garvey,
1979). Para obtener € trazador radioactivo se Siguio € siguiente proceso:
1- Evaporar bgjo N, d reactivo de Bolton-Hunter (500 nCi).
2- Afadir 5g de MT en 10 . de tampdn borato 0,1 M, pH 8,5.
3 Incubar 60 minutos en bafio de hielo con agitacion.
4- Afadir 0,25 ml de glicina0,4 M en tampon borato 0,1M, pH 8,5.
5- Incubar 5 minutos en bafio de hielo con agitacion.
6- Ariadir 0,25 mL de tampdn gdatina.
7- Purificacion dd trazador mediante separacion cromatogréfica a través de una
columna de Sephadex G-10 (20 x 0,6 cm), lavaday uida con tampon gelaina
8- Recoger fracciones de 0,3 mL.
o- Contar laradioactividad de estas fracciones.

10- Reunir fracciones de los duatos delaMT marcada.

3.5.5.3. PROTOCOLO DE RIA

Para la técnica de RIA, se siguieron las pautas generales decritas en la literatura
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(Vander Malliey Garvey, 1979; Mehray Bremner, 1984; Leibrandt et al., 1991). Enlas
pruebas de optimizacion preliminares en estos tipos de RIA se obtuvieron los meores
resultados empleando PEG como agente preci pitante que conferia unos valores minimos de
unién inespecifica en los tubos blanco de reaccion y una unidn maxima paralarecuperacion
del complejo radiactivo precipitado. Todo & proceso seredizo a4°C, cond findeno dterar
las propiedades inmunoldgicas de los anticuerpos (Vander Mallie y Garvey, 1979;

Sobocinski y Canterbury, 1982).

a- En una 12 fase se procedio a la descongelacion, en bafio de hieo, de muestras y

anticuerpos.

b.- Diluciones de los sueros, orinasy hemolizadosa 1/2, 1/5y 1/10.

c.- Montgje de la curva standard:
Se pate de una solucion madre de MT de 1 mg/mL. Mediante diluciones se
elaboran los puntos de la curva de desplazamiento: 10, 27, 72.4, 195, 524, 1445,
3890, 10471, 28183 y 75812 pg MT/ubo. En la figura 5 se representa
gréficamente una curva de desplazamiento tipica dd método desarrollado. Se
representa en @ ge de abcisas € logaritmo de la concentracion de MT (de 10 a
75812 pg MT/tubo) y en € ge de ordenadas @ cociente (B-N)x100/Bo-N. El
anticuerpo primario sea adio aunadilucién de 1/1000:

e.- Técnica propiamente dicha:
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Se redizo por duplicado y con un volumen total de 0,4 mL/tubo.
1- Tampon de Tris-gdaina 0,1mL detampdn Tris-HCl 50 mM, gdlatina0,1%,
azida sodica 0,1%, pH 8,0.

2- 0,2 ml de muestrao 0,1 mL de ladilucion del standard.

3- 0,1 mL de antisuero de congjo anti-MT en tampon Tris-gdatinaa 1/500.

4- 0,1 mL de*®I-MT (10.000 cpm) en tampdn Tris-gdatina

5- Incubacion de 18 horas a4°C.

6- Afiadir 0,1 mL de polietilenglicol 6000 a 30% en tampon Tris-Gelatina.

7- Incubacion de 15 minutos a4°C.

8- Centrifugar 5000 rpm, 30 minutos a4°C.

9- Desechar € sobrenadante.

10-  Anadir 0,2 mL de polietilenglicol 6000 a 15% en tampon gelaina

11-  Incubacion de 5 minutos a4°C.

12-  Centrifugar a 5000 rpm 15 minutos a4°C.

13-  Desechar € sobrenadante.

14-  Contar radioactividad del precipitado (Contador gamma, LKB).

15-  Representacion de larecta de desplazamiento: X=1log MT; Y =log B/Bo

Paracadatestgje se calcularon los parametros de larectastandard, € punto de corte
en d origen, lapendientey d coeficiente de regresion. Losvaoresde M T se calcularon por
interpolacion alarectasempre que r>0,95. Con € fin de evitar lainterferenciade ruido de
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fondo en la determinacion de MT <e utilizaron los Sguientes blancos:
1- 0,3 mL tampon Tris-gdaina+ 0,1 mL #I-MT.
2- 0,2 mL tampodn Tris-gelatina+ 0,1 mL suero preinmune + 0,1 mL #°|-MT.

3- 0,2 mL tampdn Tris-gelaina+ 0,1 mL suero inmune + 0,1 mL *#°I-MT (By).

Fig. 5. Representacion gréfica semilogaritmica de la curva de desplazamiento de laMT
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3.5.54. SENSIBILIDAD Y LIMITES DE DETECCION DEL RIA
Lasenghbilidad (EDs) del ensayo queda definida como laconcentracion de M T que
se corresponde con un 50% dd cociente B/B, y tuvo un vaor de 5,7 ng MT/mL con un
intervao lined dosis-respuesta entre 0,7 y 20 ng MT/mL (Fig.6). Se consderad limite de
deteccion (Bo-2DE) del ensayo como d valor interpolado correspondiente a Bo-2DE y tuvo

un vaor de 0,2 ng MT/mL (Fig.6).

Fig. 6. Limite de deteccion (Bo-2DE) y sensibilidad (EDso) del método RIA paraMT.
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3.5.5.5. REPRODUCIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL RIA

Sevaord lareproducibilidad caculando € coeficientede variacion (CV) intraensayo,

testando 20 veces 3 muestrasde M T de diferentes concentraciones. Paralareproducibilidad

interensayo se testaron durante 10 dias consecutivos por triplicado. Se calculé d CV como

CV=DS/X x 100. EnlaTablalX se muestran |os coeficientes de variacion (CV) intraeinter

ensayo en 3 puntos diferentes de la curvay en una muestra de higado fetal. Se observaen

todoslos casosun mayor CV paralosdatosinterensayo. Lamayor variacion end interensayo

se obtuvo a medir la concentracion de MT en higado fetd.

Tabla I X. Reproducibilidad dd método de RIA.

MT INTRAENSAYO (CV) INTERENSAY O (CV)
ng MT/mL % %
75 3,6 8,7
5,8 45 5,6
0,52 7 13
higado fetd 8,2 11,4
N muestras 15 10
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La especificidad se vaoro testando la respuesta del método frente a diluciones
seriadas de MT en tampon Tris-gelatinay frente a diluciones de dbimina e 1gG bovina
Unicamente la MT desplazd d trazador, no apreciandose efecto matriz sobre ¢
desplazamiento ddl trazador por [aMT fria

Se caculd € efecto de lacomposicion de las muestras de suero, orinay hemolizado
sobre d desplazamiento ddl trazador radioactivo, preparando variascurvasde MT standard a
las cuaes se les afiadio 50 . de suero humano, orinay hemolizado de hematies humanosa
digtintas diluciones en tampon Tris-gdlatina, determinando la concentracion de MT por €

método de RIA descrito.

3.5.6. DETERMINACION DE CERULOPLASMINA

La ceruloplasmina (CP) en suero se determing, en un autoanalizador Cobas-Mira
(Roche®, Basilea, Suiza), mediante la medicion de su activided oxidasa, en la cud €
dihidrocloruro de o-dianisna s usa como sudrato (Schosinsky et al., 1974). H
dihidrocloruro de o-dianisina se transforma, a pH 5, en un producto amarillo-marrén en
presencia de ceruloplasminay oxigeno. La acidificacion detiene lareaccion enziméticay se

forma una solucion rojo- plrpura estable con una absorbancia maxima a 540 nm.

Reactivos:

66



MATERIAL

METODOS

- Tampon acetato sodico 0,1 M, pH 5 (Acetato de sodio, CH;COONa, Merck,
Darmgtadt, Alemania).
- o-Dianisna[o-Dianisina(3,3-dimetoxibenciding, diclorhidrato, C14H1sN,O,2HCI),
Sigma Chemicd Co., St Louis, MO, USA].
- Acido sulfirico 9 M (écido sulfrico 95-97%, Merck, Darmstadt, Alemania).
Procedimiento:
1- 150 nL de T.acetato
2- 10 nL. suero
3- 40 nL o-dianisna
4- mezcla e incubacion a 30°C
5- detencion delareaccion a5y 15 min ac.sulfdrico

6- determinacion delaD.O. a540 nm frente a blanco de agua

356.1. CALCULO DE LA ACTIVIDAD CERULOPLASMINA
OXIDASA

Laactividad enziméticadela ceruloplasminase expresaen Unidades | nternacionales,
en términos de sustrato consumido: (Ags - As) X 6,25 x 10° U/L.
A5 Y As s0n las absorbancias a 15 y 5 minutos respectivamente. Se consideran

vaoresnormalesa 60 - 140 U/L.
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357 TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOSDATOS
El andiss estadigtico de los datos se rediz0 usando € paguete estadistico

SPSS/PC+.

3.5.7.1. PRUEBAS ESTADISTICAS UTILIZADAS
- Pruebas de gjuste ala curvade Gauss de todas |as variables: pruebade Shapiro-Wilks para

posteriormente aplicar |a prueba correspondiente.

- Estadistica descriptiva. Mediay desviacion standard, para las variables cuantitativas con
distribucion normd, medianaly desviacion cuartil (definidacomo lamitad deladiferenciaentre
el percentil 75y d percentil 25) paralas variables cuantitativas con distribucién no normd.

Distribucion de frecuencias paralas varigbles cuditativas.

- Pruebat de Student-Fisher (previa comprobacidn de la homogeneidad de las variancias

mediante la prueba F de Snedecor), o U de Mann-Whitney (no paramérica). Para la

comparacion de medias de variables cuantitativas con dos categorias.

- Andisis de correlacion y regresion miitiple. Coeficientes de correlacion de Pearson.
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- Egtudio de regreson mltiple para identificar factores de confusion en las corrdaciones
sgnificativas.

- Intervalo de confianza (1C) dd 95% delamedia. Calculado parainterpretar lasignificacion
de un resultado. Indicaen quéintervalo seencuentrael verdadero vaor delaestimaciondela

media. Para dcanzar la significacion estadistica no deben contener € vaor O.

- El nivel de significacion estadistico aceptado fue de p<0,05.
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2. HIPOTESISDE TRABAJO Y OBJETIVOS

Dado que:
1- Tanto d Zn como d Cu tienen numerosas funciones bioldgicas.
2. L os pacientes con DM 2 presentan dteraciones en las concentracionesde Zn  yQu

en suero, orinay hematies.

3.- La MT gerce funciones de control y homeostasis cdular dd Zn y Cu, con

implicaciones fisologicas en laregulacion y distribucion de estos dementos traza.

Pensamos que:

El andissdelasdeterminacionesdeMT enindividuoscon DM 2 resultarade interés

en d estudio de las variaciones observadas en d status de Zn'y Cu en esta poblacion.

43



HIPOTESISDE TRABAJO Y_OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

1- Vdorar laMT como indicador dd statusde Zn'y Cu en € organismo en la

DM 2.

2.2. OBIJETIVOS SECUNDARIOS

1- Determinar |as concentraciones s&ricas de Zn, Cu, CPy MT en los grupos
Control y DM 2.

2. Determinar las concentraciones eritrocitarias de Zn, Cu y MT en los grupos
Control y DM 2.

3.- Determinar € valor de laexcrecion urinariade Zn, Cuy MT en los grupos
Control y DM 2.

4.- Andizar |as diferencias observadas entre d grupo Control y € grupo DM 2 en los

mencionados parametros.

5.- Anaizar las reaciones entre los parametros s&xicos,  urinariosy eritrocitarios en
el grupo Control y en € grupo DM 2.

6.- Andizar las reaciones entre estos Ultimos y los parametros clinicos y metabdlicos

en ambos grupos.
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4.1. DESCRIPCION DEL GRUPO CONTROL

EnlaTablaX sedescribe d nimero deindividuos, € sexo, lamediadelaedad y de
IMC, vy los resultados de las determinaciones anditicas ddl grupo Control estudiado. Los
va ores se expresan como mediana (y desviacioncuartil) paralos parametros con distribucion
no normal, y como media + desviacion standard para aquellos con distribucion normal.

En la Tabla XI se describen de manera separada los mismos parametros arriba
indicados en funcion dd sexo. El subgrupo de mujeres del grupo Control presentd unos
vaoressgnificativamentemés atosque e subgrupo de hombresen las concentracionesde Cu
en suero [965,26 + 268,67 vs 803,00 (147,50) ng/mL (p<0,001)], Cu en hematies [2,10
(0,60) vs 1,42 (0,57) ng/g Hb (p<0,001)] y Cuen orina[73,23 £ 31,27 vs 47,50 (13,12)
ny/g creatinina (p<0,05)]. No se observé ninguna otra diferencia en los vdores de las

determinaciones anditicas entre hombres y mujeres del grupo Contral.
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Tabla X. Parametros clinicos y metabdlicos del grupo Control. Los resultados se expresan
como media * desviacion standard o mediana (desviacion cuartil).

GRUPO CONTROL
N_individuos 210
Edad (a_0s) 51,77 £ 9,09
Sexo (H/M) (99/111)
IMC (Kg/n¥) 25,20 + 2,69
sm-Glucosa (mg/dL) 89,95+ 7,75
sm-Zn (ng/mL) 980,00 (111,87)
sm-Cu (ng/mL) 877,00 (173,00)
smMT (ng/mL) 37,20 (17,82)
sm-CP (U/L) 103,00 (12,00)
hem-Zn (ny/g HDb) 12,00 (1,28)
hem+Cu (my/g Hb) 1,77 (0,62)
hemMT (ng/g Hb) 48,70 (45,32)
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uri-Zn (ny/g Creatining) 430,00 (190,00)
uri-Cu (ng/g Crestining) 58,50 (25,00)
uri-MT (ny/g Creatining) 61,25 (58,20)

IMC: indice de masa corpora; y m-Glucosa: concentracion de glucosaen suero; s m-Zn:
concentracion de zinc en suero; Sm-Cu: concentracion de Cu en suero; Sm-MT:
concentracion de MT en suero; 3 m-CP: CP en suero; hem-Zn: Zn eritrocitario; hem-Cu:
Cu eitrocitario; hem-MT: MT eritrocitariauri-Zn: excrecion urinaria de Zn; uri-Cu:
excrecion urinariade Cu; uri-M T excrecion urinariade MT.

Tabla XI. Parametros clinicos y metabdlicos del grupo Control en funcion del sexo. Los
resultados se expresan como media + desviacion standard o mediana (desviacion cuartil).

HOMBRES MUJERES
N_ individuos 99 111
Edad (a_0s) 51,10 + 8,87 52,36 + 9,29
IMC (Kg/n) 25,12 +1,91 25,28 + 3,23
srm-Glucosa (mg/dL) 89,67 + 6,93 90,21 + 8,43
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sm-Zn (ng/mL) 984,16 + 168,97 982,24 + 179,17
srm-Cu (ng/mL) 803,00 (147,50) 965,26 + 268,67°
smMT (ng/mL) 43,60 (15,80) 36,90 (19,85)
sm-CP (U/L) 97,45 + 19,77 105,13 + 17,58
hem+Zn (my/g Hb) 12,52 (1,24) 11,81 (0,85)°
hem:Cu (nmy/g Hb) 1,42 (0,57) 2,10 (0,60)?
hemMT (ng/g Hb) 45,20 (30,05) 66,30 (55,42)
uri-Zn (ny/g Crea.) 450,00 (480,00) 380,00 (160,00)
uri-Cu (ng/g Crea.) 47,50 (13,12) 73,23 £ 31,27°
uri-MT (my/g Crea.) 57,20 (67,55) 79,20 (52,47)

#p<0,001 (Prueba U de Mann-Whitney)

® p<0,01 (t de Student-Fisher). IC 95%: 1,99 a 13,38 U/L

°p<0,05 (PruebaU de Mann-Whitney)
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4.2. DESCRIPCION DEL GRUPO DM 2

EnlaTablaXIl sedescribed nimero deindividuos, € sexo, lamediadelaedady ddl
IMCy los resultados de las determinaciones anditicas del grupo de DM 2 estudiado. Los
va ores se expresan como mediana (y desviacion cuartil) paralos parametros con distribucién
no normal, y como media + desviacion standard para aguellos con distribucion normal.

EnlaTablaXIll sedescriben separadamentelos mismos parametros arribaindicados
en funcion del sexo. El subgrupo de mujeres DM 2 presenté unas concentraciones de Cu en
suero significativamente més dtas que @ subgrupo de hombres DM 2 [1156,56 + 215,81 vs
1055,00 (157,50) ng/mL, p<0,05]. No se observo ningunaotradiferenciasignificativaen los

vaores de |as determinaciones anditicas entre hombres y mujeres dd grupo DM 2.
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Tabla XI1. Parametros clinicosy metabdlicos del grupo DM 2. Los resultados se expresan
como media * desviacion standard o mediana (desviacion cuartil).

GRUPO DM 2
N_ individuos 170
Edad (a_os) 58,90 + 9,96
Sexo (H/M) (71/99)
IMC (Kg/n¥) 27,78 + 4,09
Evolucion (a 0s) 5,00 (4,00)
srm-Glucosa (mg/dL) 190,56 + 64,83
HbA L (%) 9,23+ 2,03
sm-Zn (ng/mL) 937,50 (125,00)
srm-Cu (ng/mL) 1124,71 + 223,81
smMT (ng/mL) 98,65 (45,70)
sm-CP (U/L) 110,00 (19,00)
hem+Zn (my/g Hb) 13,23+ 1,70
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hem-Cu (nmg/g Hb) 3,59+ 1,06
hemMT (ny/g Hb) 965,30 (300,60)
uri-Zn (my/g Creetining) 2310,00 (830,00)
uri-Cu (ng/g Credtining) 80,65 + 28,64
uri-MT (ng/g Creetining) 1222 (260,50)
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Tabla XIII. Par&metros clinicos y metabdlicos dd grupo DM 2 en funcion del sexo. Los
resultados se expresan como media + desviacion standard o mediana (desviacion cuartil).

HOMBRES MUJERES
N_ individuos 71 99
Edad (a_os) 59,31+ 9,73 58,60 + 10,17
IMC (Kg/n) 27,62 + 3,48 27,91+ 4,51
Evolucion (a o) 5,00 (4,25) 6,00 (4,00)
srm-Glucosa (mg/dL) 188,03 + 58,51 192,49 + 69,60
HbA . (%) 9,20+ 2,01 9,26 + 2,06
sm-Zn (ng/mL) 940,00 (125,00) 935,00 (122,50)
srm-Cu (ng/mL) 1055,00 (157,50) 1156 + 215,81°
sm-MT (ng/mL) 112,10 (56,00) 95,55 (39,30)
sm-CP (U/L) 108,69 + 24,34 115,28 + 25,65
hem-Zn (ng/g Hb) 13,25 + 1,97 13,22 + 1,51
hem+Cu (my/g Hb) 3,56 + 1,10 3,62+ 1,05
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hemMT (/g Hb) 912,90 (277,50) 970,55 (357,42)
uri-Zn (Mg Crea.) 2280,00 + 1440 2330,00 (900,00)
uri-Cu (nmg/g Crea) 81,35 + 30,79 80,19 + 27,41
uri-MT (ng/g Crea) 1130,64 + 351,31 1261,00 (244,25)

4p<0,05 (PruebaU de Mann-Whitney)
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43. COM PARACI(')N, DE LOS PARAMETROS
CLINICOSY METABOLICOSENTRE EL GRUPO
CONTROL Y EL GRUPO DM 2

Como puede observarseenlaTablaX IV, € grupo de pacientes DM 2 presentd unos
valores significativamente més atos de concentracion de Cu en suero [1124,71 + 223,81 vs
877,00 (173,00) ng/mL, p<0,001], concentracién de Cu en hematies[3,59 + 1,06 vs 1,77
(0,62) ng/g Hb, p<0,001] y excrecion urinariade Cu [80,65 + 28,64 vs 58,50 (25,00) ny/g
Crestinina, p<0,001]; unos vaores sgnificativamente més dtos de concentracion de Zn en
hematies [13,23 + 1,70 vs 12,00 (1,28) nu/g Hb, p<0,001] y excrecion urinaria de Zn
[2310,00 (830,00) vs 430,00 (190,00) ng/g Cresatinina, p<0,001]; unos vaores
significativamente mas dtos de concentracion de MT en suero [98,65 (45,70) vs 37,20
(17,82) ng/mL, p<0,001], concentracion de MT en hematies [965,30 (300,60) vs 48,70
(45,32) my/g Hb, p<0,001] y excrecion urinariade MT [1222,00 (260,50) vs 61,25 (58,20)
ny/g Creatining, p<0,001]; y unos vaores sgnificativamente mas dtos de CP en suero
[110,00 (19,00) vs 103,00 (12,00) U/L, p<0,001].

Unavez comparados|os grupos dd estudio, sequiso poner demanifiesto lainfluencia
del sexo sobre los parametros estudiados (Tablas XV y XVI), observéndose que las
diferencias sgnificativas encontradas en los vaores de Zn en hematies solo ocurren en €
grupo de mujeresy lasdiferencias observadasenlosvaoresde Cuen orinasolo ocurrenen e
grupo de hombres. Sin embargo, tanto los vaores de Zn en hematies de los hombres
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pertenecientes a grupo de pacientes con DM 2 como los vaores de Cu en orina de las
mujeres pertenecientes a grupo de pacientescon DM 2 fueron més e evados quelosvaores

delosindividuosde mismo sexo pertenecientesa grupo Control, aunque sin llegar aa canzar

sgnificancia estadidtica

Tabla X1V. Comparacion de los parametros clinico-metabdlicos del grupo Control y del

grupo DM 2.
GRUPO CONTROL GRUPO DM 2

N_ individuos 210 170
Edad (a 09) 51,77 + 9,09 58,90 + 9,96°
Sexo (H/M) (99/111) (71/99)
IMC (Kg/n¥) 25,20 + 2,69 27,78 + 4,09°
Evolucion (a os) 5,00 (4,00)
srm-Glucosa (mg/dL) 89,95+ 7,75 190,56 + 64,83%
HbA (%) 9,23+ 2,03
smZn (ng/mL) 980,00 (111,87) 937,50 (125,00)
srm-Cu (ng/mlL) 877,00 (173,00) 1124,71 + 223,81°
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Sm-MT (ng/mL) 37,20 (17,82) 98,65 (45,70)°
sm-CP (U/L) 103,00 (12,00) 110,00 (19,00)°
hem-Zn (ng/g Hb) 12,00 (1,28) 13,23 £ 1,70°
hem-Cu (ng/g Hb) 1,77 (0,62) 3,59 + 1,06°
hem-MT (ng/g Hb) 48,70 (45,32) 965,30 (300,60)"
uri-Zn (mg/g Crea.) 430,00 (190,00) 2310,00 (830,00)
uri-Cu (my/g Crea.) 58,50 (25,00) 80,65 + 28,64°
uri-MT (ny/g Crea.) 61,25 (58,20) 1222,00 (260,50)°

2 p<0,001 (t de Student-Fisher).IC 95%: 91,7 a2 109,0 mg/dL ; °p<0,05 (t de Student-Fisher).IC95%: 521a9,05
a_os; °p<0,05 (t de Student-Fisher). IC 95%: 1,89 a3,27 Kg/n? ¢ p<0,001 (Prueba U de Mann-Whitney)

Los hombres pertenecientes a grupo de pacientes con DM 2 presentaron unos
va ores sgnificativamente més adtos de concentracién de Cu en suero [1055,00 (157,50) vs
803,00 (147,50) ng/mL, p<0,001], concentracion de Cu en hematies[3,56 + 1,10 vs 1,42
(0,57) ny/g Hb, p<0,001] y excrecién urinariade Cu [81,35 + 30,79 vs 47,50 (13,12) ny/g
Creatining, p<0,001]; unos vaores sgnificativamente més atos de excrecion urinaria de Zn
[2228,0 + 1440,0 vs 450,0 (480,00 ngy/g Credtining, p<0,001]; unos vaores

sgnificativamente més atos de concentracion de MT en suero [112,10 (56,00) vs 43,60

(15,80) ng/mL, p<0,001], concentracion de MT en hematies [912,90 (277,50) vs 45,20
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(30,05) ny/g Hb, p<0,001] y excrecion urinariade M T [1130,60 + 351,30 vs 57,20 (67,55)
ny/g Creatinina, p<0,001]; y unos nivel essignificativamente mas atos de CP en suero (108,69
+ 24,34 vs 97,45 + 19,77 U/L, p<0,01).

Las mujeres pertenecientesa grupo de pacientescon DM 2 presentaron unosvaores
sgnificativamente més dtos de concentracion de Cu en suero (1156 + 215,81 vs 965,20 +
268,70 ng/mL, p<0,001) y concentracion de Cu en hematies [3,62 + 1,05 vs 2,10 (0,60)
ng/g Hb, p<0,001]; unos vaores significativamente més atos de concentracion de Zn en
hematies [13,22 + 1,51 vs 11,81 (0,85) ny/g Hb, p<0,001] y de excrecién urinariade Zn
[2333,0 (900,00) vs 380,00 (160,00) ng/g Creatinina, p<0,001]; unos vaores
dgnificativamente mas dtos de concentracién de MT en suero [95,55 (39,30) vs 36,90
(19,85) ng/mL, p<0,001], concentracion de MT en hematies [970,55 (357,42) vs 66,30
(55,42) nmy/g Hb, p<0,001] y excrecion urinariade M T [1261,00 (244,25) vs 79,20 (52,47)
ny/g Creetinina, p<0,001]; y unos nivelessignificativamente méas dtos de CP en suero (115,28
+ 25,65 vs 105,13 + 17,58 U/L, p<0,01).

Tabla XV. Comparacion de los parametros clinico-metabdlicos del grupo Control y del
grupo DM 2. Hombres,

GRUPO CONTROL GRUPO DM 2

N_ individuos 99 71

Edad (a_09) 51,10 + 8,87 59,31 + 9,73°
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IMC (Kg/nT) 25,12+ 1,91 27,62 + 3,48
Evolucion (a os) 5,00 (4,25)
srm-Glucosa (mg/dL) 89,67 + 6,93 188,03 + 58,51°
HbA,. (%) 9,20 + 2,01
srm-Zn (ng/mlL) 984,16 + 168,97 940,00 (125,00)
srm-Cu (ng/mL) 803,00 (147,50) 1055,00 (157,50)°
sm-MT (ng/ml) 43,60 (15,80) 112,10 (56,00)°
sm-CP (U/L) 97,45+ 19,77 108,69 + 24,34°
hem-Zn (ng/g Hb) 12,52 (1,24) 13,25 + 1,97
hem-Cu (ng/g Hb) 1,42 (0,57) 3,56 + 1,10°
hem-MT (ng/g Hb) 45,20 (30,05) 912,90 (277,50)°
uri-Zn (/g Crea.) 450,00 (480,00) 2228,0 + 1440,0°
uri-Cu (ny/g Crea.) 47,50 (13,12) 81,35 + 30,79°
uri-MT (ngy/g Crea.) 57,20 (67,55) 1130,60 + 351,30°
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#p<0,001 (t de Student-Fisher).IC 95%: 86,7 a 110,0 mg/dL
b1<0,01 (t de Student-Fisher). IC 95%: 4,04 a 18,43 U/L
“p<0,05 (t de Student-Fisher). IC 95%: 5,37 al1l,0a os
9p<0,05 (t de Student-Fisher). IC 95%: 1,68 a 3,32 Kg/n?

¢ p<0,001 (Prueba U de Mann-Whitney)
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Tabla XVI. Comparacion de los parametros clinico-metabdlicos del grupo Control y del

grupo DM 2. Mujeres.

GRUPO CONTROL GRUPO DM 2
N_ individuos 111 99
Edad (a_os) 52,36 + 9,29 58,60 + 10,17°
IMC (Kg/n) 25,28 + 3,23 27,91+ 451
Evolucion (a o) 6,00 (4,00)
srm-Glucosa (mg/dL) 90,21 + 8,43 192,49 + 69,60°
HbA . (%) 9,26 + 2,06
sm-Zn (ng/mL) 982,24 + 179,17 935,00 (122,50)
sm-Cu (ng/mL) 965,20 + 268,70 1156,56 + 215,81°
sm-MT (ng/mL) 36,90 (19,85) 95,55 (39,30)¢
sm-CP (U/L) 105,13 + 17,58 115,28 + 25,65"
hem-Zn (ng/g Hb) 11,81 (0,85) 13,22 + 1,519
hem+Cu (my/g Hb) 2,10 (0,60) 3,62 + 1,057
hemMT (ny/g Hb) 66,30 (55,42) 970,55 (357,42)°
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uri-Zn (my/g Crea.) 380,00 (160,00) 2333,0 (900,00)°
uri-Cu (my/g Crea.) 73,23 + 31,27 80,19 + 27,41
uri-MT (ng/g Crea) 79,20 (52,47) 1261,00 (244,25)°

#p<0,001 (t de Student-Fisher).IC 95%: 89,2 a 115,0 mg/dL
b p<0,001 (t de Student-Fisher).IC 95%: 22,3 a 50,0 mg/dL
©p<0,001 (t de Student-Fisher).IC 95%: 125 a 258 ng/mL
4p<0,01 (t de Student-Fisher). IC 95%: 3,78 a 18,52 U/L

¢ p<0,05 (t de Student-Fisher). IC 95%: 3,59 a 8,89 a_o0s
fp<0,05 (t de Student-Fisher). IC 95%: 1,57 a 3,69 Kg/n?

9 p<0,001 (Prueba U de Mann-Whitney)
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4.4. ESTUDIO DE CORRELACION

4.4.1. GRUPO CONTROL

En la Tabla XVII se muestran los coeficientes de correlacion, con sus niveles de
sgnificancia estadigtica, entre las diferentes determinaciones anditicas y datos clinicos.

En € estudio de las relaciones exigtentes entre |os parametros del grupo Control se
observaron diversas correlaciones sgnificativas (Tabla XV11). Destacan las correlaciones
observadas entre el Cu en sueroy @ Cu en hematies (r=0,68; p<0,001), € Cuensueroy la
MT en hematies (r=0,30; p<0,001), & Cu en sueroy laactividad de CP en suero (r=0,21;
p<0,01) y entred Zny laMT en orina (r=0,66; p<0,001).

A continuacion, se describen tambiénlosvaloresde estudio de correlacion demanera

separada en hombres (Tabla XVI11) y en mujeres (Tabla X1X).
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Tabla XVII. Codficientes de correlacion en d grupo Control.

Edad IMC s.-Glu s.-Zn s.-Cu s.-MT s.-CP u.-Zn u.-Cu u.-MT h.-Zn h.-Cu h.-MT
Edad 034 | -0,15 018 | 013 | -0,09 001 | 0,07 | -0,06 0,28 0,08 0,07 0,04
IMC 0,01 001 | 001 | 0,07 004 | 010 0,03 0,13 0,07 0,08 0,02
s.-Glu 003 | 015 | 010 018 | 017 0,06 0,13 -0,01 0,09 0,09
s.-Zn 008 | 011 0,08 | 014 0,11 0,003 0,01 0,02 0,06
s.-Cu 0,20 021" | 0,05 | -0,13 0,27 0,33 0,68 0,30°
s-MT 004 | 015 0,19 0,09 0,09 0,16 0,21
s.-CP 0,25 0,29 0,23 0,03 0,12 0,04
u.-Zn 0,05 0,66 0,12 0,09 0,08
u.-Cu 0,17 -0,17 0,03 0,25
u-MT 0,04 0,16 0,09
h.-zn 0,24 0,18
h.-Cu 0,13

<0,001; “p<0,01;
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Tabla XVIII. Coeficientes de correlacion en € grupo Control. Hombres

Eda IMC | s-Glu s.-Zn s.-Cu s-MT s-CP | u.-Zn u.-Cu u.-mMT h.-Zn h.-Cu h.-MT
Edad 0,33 | -0,04 0,04 0,19 -0,23 0,007 | -0,02 -0,26 -0,39 011 -0,05 0,16
IMC -0,03 -0,09 -0,02 -0,03 0,14 0,06 -0,03 0,10 0,06 0,04 0,04
s.-Glu -0,01 0,21 0,16 0,27 0,18 0,25 0,24 0,002 0,13 0,17
s.-Zn 0,25 -0,01 -0,13 0,23 -0,02 0,15 0,04 0,24 0,06
s.-Cu -0,16 0,10 0,16 -0,20 -0,19 -0,30 0,687 0,30°
s-MT 0,02 0,12 0,23 -0,08 -0,01 -0,12 0,24
s.-CP -0,20 0,28 -0,16 0,01 -0,22 0,04
u.-Zn -0,02 0,69° 0,03 0,03 0,17
u.-Cu 0,24 0,17 -0,10 -0,33
u.-MT 0,10 -0,15 -0,08
h.-Zn -0,03 -0,20
h.-Cu 0,12

<0,001; “p<0,01; °p<0,05

Tabla X1 X. Coeficientes de correlacion en @ grupo Control. Mujeres.

Eda IMC s.-Glu s.-Zn s.-Cu s-MT s.-CP u.-Zn u.-Cu u.-MT h.-Zn h.-Cu h.-MT

Edad 0,35" | -0,24 -0,01 0,08 0,02 -0,05 -0,03 0,08 -0,12 0,10 0,24 -0,10
IMC -0,01 0,06 -0,03 0,12 -0,02 0,18 0,10 0,16 0,14 -0,26 0,001
s.-Glu -0,04 0,10 0,06 0,07 0,22 -0,07 0,06 0,01 -0,05 0,01

88




RESULTADOS

s-Zn 003 | 019 006 | -009 [ -013 | -023 004 | -019 | 006
s-Cu 024 |02 | 022 | -027 | -038 026 | 056" | 026°
S-MT 005 | 041 | 034 | 029 017 | -016 | -017
s.-CP 025 | 018 | 025 013 | -009 | 002
u.-zn 003 | 063 008 |-014 | 003
u.-Cu 0,10 002 |[o011 | -024
u-MT 004 | -015 | 010
h.-zn 044 | -0,14
h.-Cu 011

p<0,001; °p<0,01; °p<0,05
4.4.2. GRUPO DM 2

En la Tabla XX se muedran los coeficientes de correlacion, con sus niveles de
sgnificancia estadigtica, entre las diferentes determinaciones anditicas y datos clinicos del
grupo DM 2.

En d estudio de las relaciones existentes entre |os parametros del grupo DM 2, se
observaron diversas correlaciones estadisticamente significativas (Tabla XX). Destacan las
correlaciones observadas entrelaglucemiay € Cu en suero (r=0,28; p<0,001), laglucemiay
la cupruria (r=0,36; p<0,001), laglucemiay & Cu en hematies (r=0,63; p<0,001) y entrela
glucemiay laMT en hematies (r=0,47; p<0,001); las corrdlacionesentrelaHbA. y € Cuen

suero (r=0,27; p<0,001), la HbA. y la cupruria (r=0,60; p<0,001), la HbA,. y d Cu en
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hematies (r=0,39; p<0,001) y entre la HbA;. y laMT en hematies (r=0,21; p<0,05); las
correlacionesentreel Cuen sueroy laCPen suero (r=0,29; p<0,001), e Cuensueroy e Cu
en orina (r=0,20; p<0,05), & Cu en sueroy € Cu en hematies (r=0,34; p<0,001) y entre €
Cuensueroy d Zn en orina (r=0,67; p<0,001); lacorrdacion entrelaMT ensueroy laM T
en orina (r=-0,41; p<0,001); lacorrdacion entree Zn eritrocitario y laexcrecion urinariade
MT (r=0,30; p<0,01) y la correlaciéon entre e Cu en orinay e Cu en hematies (r=0,40;
p<0,001).

A continuacion, se describen los valores dd estudio de corrdlacion de manera

separada en hombres (Tabla XX1) y en mujeres (Tabla XXI1).
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Tabla XX. Cosficientes de correlacion en € grupo DM 2.

Eda IMC s-Glu HbAxc | sZn s-Cu sMT s-CP u-Zn u-Cu u-MT h-Zn h-Cu h-MT
Edad -0,07 0,07 -0,01 0,11 0,09 0,17° 0,04 0,08 0,09 -0,06 0,04 0,10 -0,05
IMC -0,06 0,10 0,04 -0,06 -0,03 -0,01 0,02 -0,03 0,001 -0,30 -0,08 0,09
s.-Glu 0,59" 0,001 0,28" 0,09 0,09 0,15 0,36 -0,16 0,10 0,63° 0,47°
HbA 1 0,04 0,27° 0,06 0,17° 0,20 0,60° -0,15 0,07 0,39° 0,21°
s-Zn -0,05 -0,27 -0,04 -0,17 -0,18 0,09 0,01 -0,17 0,004
s-Cu -0,005 0,29° 0,67° 0,20° -0,08 -0,06 0,34° 0,23
sMT -0,01 -0,08 0,02 -0,41% -0,13 0,02 0,03
sCP 0,04 -0,01 -0,09 -0,14 -0,10 -0,08
u-Zn 0,25° 0,11 -0,05 0,28 0,13
u-Cu -0,07 0,14 0,40° 0,07
u-MT 030" | 0,03 0,04
h-Zn 0,14 -0,06
h-Cu 0,22°

¥<0,001; °p<0,01; p<0,05
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Tabla XXI. Coeficientes de correlacion en d grupo DM 2. Hombres.

Eda IMC s-Glu HbAic | sZn s-Cu sMT s-CP u-Zn u-Cu u-MT h-Zn h-Cu h-MT
Edad 0,07 -0,03 -0,02 -0,09 0,13 0,22 -0,12 0,17 0,29 0,08 -0,10 -0,01 -0,13
IMC -0,07 | -0,07 0,07 0,15 -0,06 014 | 011 0,03 0,14 -0,28 -0,03 0,16
s.-Glu 0,51° -0,10 0,23° 0,16 0,01 0,07 0,17 -0,13 0,08 0,53" 0,35°
HbAL 0,11 0,40° 0,10 0,07 0,29 0,54° -0,13 0,08 0,23 0,09
sZn 0,12 -0,30 0,03 0,11 021 | 010 0,01 -0,37 0,10
s-Cu 0,01 0,36 0,747 0,27 -0,16 -0,16 -0,001 0,07
sMT -0,09 0,01 -0,01 -0,44° -0,29 -0,05 -0,07
sCP 0,07 -0,14 -0,15 -0,09 -0,28 0,10
u-Zn 0,18 -0,13 -0,14 -0,04 -008
u-Cu 0,04 0,08 0,32° -0,20
u-MT 0,56° 0,14 0,11
h-Zn 0,12 0,02
h-Cu 0,01

Tabla XXII. Coeficientes de correlacion en € grupo DM 2. Mujeres.

Eda IMC s-Glu HbAic | sZn s-Cu sMT s-CP u-Zn u-Cu u-MT h-Zn h-Cu h-MT
Edad -0,15 0,14 0,01 -0,13 0,07 0,12 0,17 0,05 -0,05 -0,11 0,15 0,17 -0,003
IMC 0,06 | 019 0,01 -0,02 -0,01 0,06 -0,01 -0,06 | 0,06 -0,33 -0,10 0,07
s.-Glu 0,64° 0,06 0,31° 0,03 0,15 0,19 0,48° -0,18 0,12 0,70° 0,53°
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HbA, 004 | 018 | 002 024° | 0,15 066 | -0,15 0,05 049* | 027°
sZn 001 | 024 | 009 | 021 0,16 | 0,09 0,01 003 | -005
s-Cu 0,02 0,20° | 0,63 017 | -0,09 0,02 0,59 | 0,30°
sMT 013 | -0,13 004 | -041° | 007 0,11 0,14
sCP 0,02 009 | -0,10 018 | -001 | 004
u-Zn 0,31° | 0,20 0,02 047 | 0,22
u-Cu -0,12 0,19 046* | 0,23
u-MT 0,15 003 | -001
h-zn 0,16 -0,12
h-Cu 0,34°

3p<0,001; "p<0,01; °p<0,05
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4.5. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE EVOLUCION
DE LA DM 2 SOBRE LOS PARAMETROS DEL
ESTUDIO

Con € fin de averiguar las relaciones existentes entre | os parametros estudiados y €
tiempo de evolucion de laDM 2 se empled d test de correlacion basado en e céculo de
coeficiente de corrdacion. Al determinar dichos coeficientes no se observé ninguna
correlacion significativa entre € tiempo de evolucion de la enfermedad y los mencionados

parametros (Tabla XXV).

Tabla XXV. Coeficientes de correlacion del tiempo de evoluciéon delaDM 2.

smZn r=0,004 (NS) uri-Zn r=0,31 (NS)
sm-Cu r=0,05 (NS uri-Cu r=0,22 (NS)
sSmMT r=0,09 (NS) uri-MT r=0,10 (NS)
Edad r=0,15 (NS) CP r=0,12 (NS)
sm-Glucosa r=0,15 (NS) hem-Zn r=0,04 (NS)
HbA r=0,06 (NS) | hem-Cu r=-0,36 (NS)
IMC r=0,07 (NS) hem-MT r=0,25 (NS)
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4.6. ESTUDIO DE REGRESION MULTIPLE

Se redizd un estudio de regresién mlltiple para identificar posibles factores de

confusion en las correlaciones obtenidas en |os distintos grupos estudiados.

4.6.1. GRUPO CONTROL

Se utiliz6 un moddo de regresdn mulitiple para identificar determinantes
independientes de los niveles de Cu en hemeaties: Cu en suero, CPy sexo se evaluaron como
parametros independientes. El modelo indicd que sdlamente € Cu en suero erapredictor de

los niveles de Cu en hematies (Fig.7).

Fig.7. Grupo Control. Recta de regresion que expresalarelacion encontradaentreel Cu en
hematies y d Cu en
suero gjustada por CP
Y SeX0.

» W
a

n

=

hem Qu (ng/g Ho)

400 600 800 1000 1200 1400 1600

srmQu (ng/ n)
y=0.002x + 0.05
r=0. 63; p<0.001
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En e estudio de regresion entre laMT en hematiesy € Cu en suero gustado por

sex0, CP, Cu en hematiesy MT en suero, sdlamente el Cu en suero entré aformar parte del

5000
4000
3000

2000

hem MI' (ug/ g Hb)

1000

0i - - - - - - .
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

srm-Cu (ng/mL)
y=0, 18x - 69, 80
r=0, 28; p<0, 05

modeo (Fig.8).

Fig.8. Grupo Control. Recta de regresion que expresalarelacion encontradaentrelaM T en
hematiesy € Cu en suero gustada por sexo, CP, Cu en hematiesy MT en suero.
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4.6.2. GRUPO DM 2

Se utilizd un moddo de regreson mlltiple para identificar determinantes
independientes de los nivelesde MT en hematies: sexo, Glucemia, HbA,., Cuensuero, MT
en suero, CPy Cu en hematies se evaluaron como parametros independientes. EI modelo

indico que sdlamente la Glucemia era predictor de los niveles de MT en hematies (Fig.9).

3000 ¢

[
o
o
o

hem MI' (po/ g

0 5-0 160 150 260 2%0 360 3%0 4(-)0 450 560
srm Glucosa (nmg/dL)

y=5.63x - 47.19
r=0.47; p<0.001

Fig.9. Grupo DM 2. Rectade regresion que expresalarel acion encontradaentre laglucemia

y laMT en hematies gustada por sexo, HbA., Cu en suero, MT en suero, CPy Cu en
hematies.
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En e estudio de regreson mlltiple entre la concentracion de Cu en suero y sexo,
glucemia, HbA,,, CP, Cu en hematies y MT en hematies evduados como variables
independientes. EI modelo de regreson miltiple concluyé que entraban aformar parte del
mismo lasvariables sexo (acargo dd grupo de mujeres), CP, HbA,. y Cu en hematies (Tabla
XXII).

Tabla XXII1. Grupo DM 2. Estudio de regresion mdiltiple entre la concentracion de Cu en
sueroy e sexo, CP, HbA . y Cu en hematies.

Variable dependiente: sm-Cu B T p

Vaiablesindependientes. sexo 8147 2,26 <0,05
CP 151 209 <0,05
HbA . 2364 231 <0,05
Hem-Cu 49,77 2,79 <0,01

r=0,52 Congtante: 439,38

B: coeficientes de larectade regresion; T: T de Student-Fisher

Al redlizar d estudio de regreson miitiple entre e Cu en hematiesy sexo, glucemia,
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HbA ., concentracidn de Cu en suero, CPy MT en hematies evaluados como parametros
independientes, resultd que entraban aformar parte del modelo las variables glucemia, Cuen
sueroy CP (Tabla XXIV).

Tabla XXIV. Grupo DM 2. Estudio de regresén mltiple entre € Cu en hematies y la
glucemia, Cuensueroy CP.

Variable dependiente: Hem-Cu B T p

Vaidblesindependientes  glucemia 0,0094 6,99 <0,001
Sm-Cu 9,2840* 1,99 <0,05

CP -0,0072 -2,16 <0,05

r=0,66 Congtante: 1,56

B: coeficientes de larectaderegresion; T: T de Student-Fisher

End estudio deregreson mliltiple entre laexcrecion urinariade Cuy sexo, glucemia,
HbA;., concentracion de Cu en suero, CP, Cu en hematies y excrecidn urinaria de Zn
evauados como variables independientes. EI modelo de regreson mdiltiple concluy6 que
entraban a formar parte del mismo las variables HbA;., Cu en suero, Cu en hematies y
excrecion urinariade Zn (Tabla XXV).

Tabla XXV. Grupo DM 2. Estudio de regresién mltiple entre laexcrecion urinariade Cuy
HbA;., Cu en suero, Cu en hematies'y excrecion urinariade Zn.
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Variable dependiente; Uri-Cu B T p
Vaiablesindependientes. HbA,. 8,69 6,46 <0,001
S'm-Cu -0,034 1,99 <0,05
Hem-Cu 5,20 2,22 <0,05
Uri-Zn 0,0043 2,29 <0,05
r=0,66 Congtante: 10,54

B: coeficientes de larectaderegresion; T: T de Student-Fisher

102



RESULTADOS

4.7. RESUMEN DE RESULTADOS

1 La concentracién de Zn en suero de los pacientes con DM 2 ho presenta
diferencias con la concentracion de Zn en suero de los individuos pertenecientes
a grupo Control. Sin embargo, los pacientes con DM 2 presentan unos vaores

més elevados de concentracion eritrocitaria de Zn y de excrecion urinariade Zn.

2. L os pacientes con DM 2 presentan una concentracion de Cu en suero, una
concentracion eritrocitaria de Cu'y una excrecion urinaria de Cu mayores gue los

individuos pertenecientes d grupo Control.

3. Los vaores de la concentracion de MT en suero, la concentracion eritrocitaria de

MT y laexcrecion urinaria de M Tson mayores en |os pacientes con DM 2.

4. Los pacientes con DM 2 presentan unos niveles de CP en suero més elevados que
los individuos pertenecientes d grupo Control. Estos valores de CP se
corrdlacionan con la cupremia tanto en los individuos del grupo Control como en

los pacientes con DM 2.

5. En los pacientes con DM 2 tanto los vaores de glucemia como los de HbA,. se
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encuentran relacionados con los valores de Cu en suero, hematies'y orina

6. En los pacientes con DM 2 € nivel de glucemia es € Unico pardmetro predictor

de laconcentracion de MT eritrocitaria

7. Ni d tiempo de evolucién de laDM 2 ni € IMC gercen ningun tipo de influencia

sobre los nivelesde Zn, Cuy MT de los pacientes estudiados.

104



UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI
FACULTAT DE MEDICINA | CI_NCIESDE LA SALUT

ALTERACIONESEN EL METABOLISMO DEL ZINC, COBRE
Y METALOTIONEINA EN LA DIABETESMELLITUSTIPO 2

Memoria para optar a grado de Doctor en Medicinay Cirugia

Doctorando: Xavier Raga Luria

Director de latesis: Prof. José Luis Paternain Suberviola



Tarragona, 2001



