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Determinacion sérica de cobre, cinc y relacion
sérica CU/ZN en pacientes con artritis reumatoide

Determination serum copper, zinc and serum ratio Cu/Zn in patients
with rheumatoid arthritis
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RESUMEN

El presente estudio tiene por objetivo comparar los niveles
séricos de cobre (Cu), cinc (Zn) y el cociente molar Cu/Zn en
129 pacientes con artritis reumatoide (RA), en 94 individuos
sanos como grupo control (GC) y 21 pacientes con enferme-
dades reumaticas no artriticas (NER), como la fibromialgia,
espondilitis anquilosante entre otras. Las concentraciones
séricas de Cu y Zn fueron analizadas por espectroscopia de
absorcion atémica en llama acoplada a un sistema de inyec-
cion en flujo continuo (EAA/FIA). Los resultados muestran un
incremento significativo (p<0,05) del cobre sérico en los pa-
cientes con AR en comparacion con los otros grupos (NER y
GC); este aumento fue directamente proporcional a la activi-
dad inflamatoria de la enfermedad. El nivel medio de cinc séri-
co mostré una disminucion progresiva. Asimismo, el detrimen-
to sérico del cinc esta relacionado con la evolucion de la
enfermedad o la pérdida de capacidad funcional del paciente
con los niveles alterados de cobre observados en pacientes
con AR activo y en etapa temprana de la enfermedad (p<0,05).
Los cocientes molares de Cu/Zn fueron de 1,88; 1,14y 1,18
parala AR, GC y NER, respectivamente, demostrando que su
modificacién es mas notoria que evaluar cada oligoelemento
por separado. Estos hallazgos sugieren que existe una redistri-
bucion tanto del cobre como del cinc en muchos compartimien-
tos del cuerpo, como respuesta inflamatoria. Por lo que niveles
séricos de Cu, Zn y Cu/Zn molar puede ser un criterio valioso
para la evaluacion clinica y posiblemente, para el estudio y
seguimiento de los pacientes con AR.

Palabras clave: Cobre, cinc, artritis reumatoide, espectrosco-
pia de absorcion atémica en llama, inyeccién en flujo.

A

SUMMARY

The aim of this study was to measure the serum levels of
copper (Cu) and zinc (Zn) in 129 patients with rheumatoid
arthritis (RA), in 94 healthy subjects (HS) and in 21 patients
with non-rheumatic diseases (NRD) such as osteoarthritis,
fibromyalgia, and ankylosing spondylitis. Serum concentra-
tions of Cu and Zn were measured by flow injection analy-
sis/flame atomic absorption spectroscopy (FIA/FAAS). The
Cu/Zn molar ratio in serum also was evaluated in these pa-
tients. The result shown that the average concentration of
serum copper in patients with RA was significantly increased
(p <0.05), on comparing with other patients. This increase
was directly proportional to staging or disease progression
while zinc concentration was significantly lower in patients
with RA, but no differences were found between the stages of
the disease. The values of Cu/Zn ratio were 1.88, 1.14 and
1.18, for AR, HS, and NRD patients, respectively. In conclu-
sion, in patients with RA serum copper tend to increase and
serum Zn tend to decrease and Cu/Zn molar ratio increases
significantly (p<0.05). In conclusion, our results suggest that
serum Cu, Zn and Cu/Zn molar ratio could be valuable crite-
ria for clinical evaluation and possibly follow-up study of pa-
tients with RA.

Keywords: Copper, zinc, rheumatoid arthritis, atomic ab-
sorption spectroscopy, flame, flow injection.
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INTRODUCCION

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad in-
muno-inflamatoria crénica de etiologia desconocida que
afecta aproximadamente el 2% de la poblacion adulta, de
dos a tres veces mas frecuente en la mujer que en el
hombre y, aunque puede comenzar a cualquier edad,
tiene una incidencia maxima entre los 25 y los 60 afios(").
Esta enfermedad se caracteriza por la inflamacion per-
sistente del cartilago articular, o de las coyunturas sino-
viales, que conllevan progresivamente a la destruccién
del hueso circundante al cartilago. El proceso se inicia
cuando la capa que cubre el interior de las articulaciones
se inflama, causando dolor y entumecimiento; los dafios
son mas comunes en dedos de manos y pies, pero no
resultan raros en mufecas, codos, hombros, rodillas y
tobillos. Asimismo pueden afectar los cartilagos, huesos
y ligamentos, provocando deformacion, cicatrices y rigi-
dez, dificultando el movimiento, especialmente después
de largos periodos de reposo®.

La causa de la AR se desconoce y se ha sugerido
que es una manifestacion de la respuesta del huésped
con susceptibilidad genética a un agente infeccioso. Al-
gunos autores sugieren que también podrian involucrar-
se factores ambientales y hormonales, interrelacionados
en forma compleja(®. Dada la amplia distribucion de la
AR en todo el mundo, se piensa que el microorganismo
infeccioso debe ser ubicuo y aunque se han propuesto
diferentes microorganismos (mycoplasma, citomegalovi-
rus, etc.), no existen pruebas concluyentes que demues-
tre que producen la enfermedad®.

Las manifestaciones clinicas de la AR se inician con
la llegada de los leucocitos en el liquido sinovial. Estos
linfocitos producen mediadores proteicos (citoquinas)
que inician la inflamacién, atraen otras células inmuno-
I6gicas al sitio, activan células residentes y causan un
exceso en la produccién del liquido sinovial®. En la AR
temprana, la membrana sinovial se vuelve delgada debi-
do ala hiperplasia e hipertrofia de las células de la mem-
brana sinovial. Una extensa red de nuevos vasos (angio-
génesis) comienza a formarse en el espacio sinovial. Las
células T (principalmente CD4+) y las células B (algunas
de las cuales son células plasmaticas) se infiliran en la
membrana sinovial. Estas células se encuentran inclusi-
ve en el liquido sinovial, junto con un gran numero de
neutroéfilos. En las etapas tempranas de la AR, la mem-
brana sinovial comienza a invadir el cartilago. En la AR
declarada, la membrana sinovial se comienza a transfor-
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mar en un tejido inflamatorio “panus”. Este tejido invade
y destruye el cartilago y el hueso adyacente. El panus
consiste en sinoviositos tipo A (sinoviositos tipo macroé-
fagos) y tipo B (sinoviositos tipo fibroblastos) y células
plasmaticas(®5),

La actividad incrementada de los macrofagos, con la
cooperacion de otras células como monocitos y granulo-
citos, infiltran el tejido sinovial, generan especies reac-
tivas del oxigeno (radicales libres) que se consideran
mediadores de la inflamacion. Estos radicales libres tam-
bién son mediadores del dano tisular, debido a que estas
especies reactivas del oxigeno promueven la peroxida-
cion lipidica, una reaccién oxidativa en cadena, con efec-
tos devastadores, que destruyen los fosfolipidos (acidos
grasos insaturados) de las membranas celulares, con
dafios a la proteinas membranales que determinan la
lesion /inflamacion y la muerte de las células(®).

El cinc y el cobre son parte integral de diversas me-
taloenzimas como la Cu, Zn- superoxido dismutasa (Cu,
Zn-SOD) y la ceruloplasmina, una cuproenzima(®), que
desempefian un papel importante en la inmunidad y en
los mecanismos de proteccion ante el dano causado por
las especies reactivas del oxigeno, tales como la dismi-
nucion de la expresion de las citoquinas y la actividad de
las colagenasas inducidas por el factor de necrosis tu-
moral a, el cual necesita un mecanismo adicional de pro-
teccion contra la AR®).

El papel del Zn en la inflamacion crénica ha sido de
gran interés por su participacion como cofactor de enzi-
mas importantes involucradas en la sintesis de colageno,
el metabolismo 6seo, sistema de complemento, enzimas
de liberacion lisosomal y funcién del macrofago ©:19). En
pollos, la deficiencia de cinc esta asociada con artropa-
tias y en el hombre, esta carencia determina alteracio-
nes en la cicatrizacion de heridas, ulceraciones cuta-
neas y quemaduras, enfermedades hepaticas entre
otras(®. En relacion al Cu se observa una alteracion de
sus niveles séricos en patologias con actividad inflama-
toria importante('"). En un modelo animal con procesos
inflamatorios se ha demostrado que este oligoelemento
posee propiedades anti-inflamatorias, ya que al parecer
forma complejos con los agentes anti-inflamatorios po-
tenciando su efecto('.12). Por esta razén la determina-
cion simultanea de los niveles séricos de cobre (CuS)y
de cinc (ZnS) ha sido utilizada para la evaluacion clinica
en diversos procesos infecciosos e inflamatorios. Los
resultados obtenidos en estas investigaciones sugieren
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que la relacién molar CuS/ZnS es util para evaluar la efi-
cacia de los regimenes terapéuticos empleados en sus
tratamientos, mientras que en otros casos la relacién
pudiera ser empleada con fines diagndsticos y/o pro-
nosticos(13),

La AR es una enfermedad con un compromiso infla-
matorio articular importante, por lo que es posible que
existan alteraciones en las concentraciones séricas de
estos micronutrientes esenciales. En tal sentido, el moti-
vo del presente estudio fue determinar las concentracio-
nes séricas de cobre y cinc y estimar la relacion molar
CuS/ZnS, en pacientes que padecen AR, en individuos
sanos y en pacientes que padecen enfermedades reu-
matoldgicas, y establecer la comparacion entre los gru-
pos. Ademas correlacionar algunos parametros rela-
cionados con la actividad de la enfermedad, como la
velocidad de sedimentacion globular (VSG), proteina “C”
reactiva (PCR), la hematologia, el factor reumatoide (FR)
y las concentraciones séricas de estos elementos traza.

MATERIALES Y METODOS
Poblacién y muestra

El presente estudio es de corte transversal, descrip-
tivo, de tipo casos y control, sin hipétesis previa. Para el
célculo de la muestra se utilizé el paquete estadistico Epi
Info Version 7.0, recomendado por la OMS. Se estudia-
ron 244 personas de los dos géneros (160 mujeres y 84
hombres) y de edades entre 18 y 79 afios, durante los
meses febrero-junio del 2010, divididos en tres grupos
de estudio:

A. Pacientes con artritis reumatoide (AR): en este
grupo se incluyeron 129 pacientes con artritis reumatoide
(117 mujeres y 12 hombres), diagnosticados con artritis
reumatoide segun los criterios de la Asociacién Ameri-
cana de Reumatologia (ARA('%) y clasificados de acuer-
do a la escala de capacidad funcional en cuatro estadios,
siendo la clase 1V, la de mayor discapacidad funcional. El
estado de remision del paciente con AR, se valord segun
los criterios reportados por Pinals y col.(15).

B. Personas con enfermedades reumatolégicas
no artriticas (NAR): este grupo incluy6 21 pacientes
(18 mujeres y 3 hombres) que padecen enfermedades
como artrosis, fibromialgias, espondilitis anquilosante;
todas las patologias diagnosticadas tanto por clinica
como por radiologia.

Todos los pacientes con enfermedades reumatologi-
cas fueron diagnosticados y monitoreados en el servicio
de Reumatologia del Instituto Auténomo del Hospital de
La Universidad de los Andes (lahula).

Criterios de inclusion: se incluyeron en el presente
estudio aquellos pacientes con enfermedades reumato-
I6gicas y AR inclusive; diagnosticadas al menos tres me-
ses previos a la realizacion del estudio y que estuvieran
recibiendo cualquier tipo de terapia antirreumatica y que
firmaron su consentimiento voluntario por escrito para su
participacion en la investigacion. Como criterios de ex-
clusion se consideraron los siguientes aspectos: ante-
cedentes con trastornos cardiovasculares, hepaticos y
renales, sintomas sugestivos de lupus eritematoso sisté-
mico, lesiones 6seas traumaticas en mano recientes,
infecciones agudas o croénicas, situacion clinica general
inestable, diabetes no controlada, estar recibiendo su-
plementacion de vitaminas y/o micronutrientes, estar
participando en otro estudio, embarazo y cuestionario de
informacion demografica incompleta.

C. Individuos sanos o grupo control (Control):
este grupo estuvo conformado por 94 individuos volun-
tarios aparentemente sanos de entre 18 y 75 afos, que
acudieron al Banco de Sangre del IAHULA como do-
nantes voluntarios. Todos ellos sometidos a un minucio-
so examen clinico y de laboratorio, evidenciando que no
presentaron signos clinicos de enfermedad ni aguda ni
crénica (no controlada), ni evidencia de infecciones o
procesos inflamatorios recientes (al menos en los ulti-
mos dos meses) y hematocrito, proteina “C” reactiva y
presion arterial normal.

Procedimiento

Para la seleccion de la muestra y el desarrollo de la
investigacion, se procedié siguiendo los principios éticos
para las investigaciones médicas en seres humanos('9).
El estudio se realizé previa evaluacién y autorizacion del
Comité de Etica del IAHULAy en estricta adherencia a
los principios éticos de la buena practica clinica. A los
pacientes que acudieron a la consulta de reumatologia
y que presentaran un diagnéstico de AR, previo a la
evaluacion clinica se concerto una entrevista a fin de
comunicarles el objetivo de la investigacion, las evalua-
ciones y determinaciones de laboratorio que se realiza-
rian, asi como también sobre los beneficios y los ries-
gos a los cuales se exponian durante la participacion.
Los pacientes que expresaron su voluntad de participar
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en el estudio firmaron por escrito el consentimiento infor-
mado. Seguidamente se les aplicd un cuestionario en el
cual se obtuvo informacioén de cada uno de los partici-
pantes sobre aspectos demograficos basico tales como:
edad, sexo, tiempo de la enfermedad, medicamentos,
terapia de reemplazo (para el sexo femenino), tabaquis-
mo, consumo de alcohol y tiempo promedio de padecer
la enfermedad. De acuerdo con los criterios de seleccién
previamente establecidos, a todas las personas selec-
cionadas se les cité nuevamente para la toma de mues-
tra sanguinea.

Obtencion de las muestras

A cada paciente se les tom6 aproximadamente 10 mL
de muestra sanguinea por extraccion venosa antecubital
con jeringa desechable libre de metales, en ayunas entre
las 7 y 9 a.m. Esta precaucion de obtener el espécimen
sanguineo durante este intervalo de tiempo limitado es
con el fin de evitar las fluctuaciones fisioldgicas (ritmo cir-
cadiano) reportadas al cabo de este lapso, y en ayunas
para evitar falsos resultados o variaciones de la concen-
tracion de cinc, provocados por la turbidez plasmatica
que se produce, luego de la ingestidn de los alimen-
tos(17). Cuatro mL de sangre se colocaron en un tubo con
anticoagulante EDTA para las determinaciones hema-
tolégicas correspondientes. El resto del espécimen san-
guineo (6mL) se colocé en un tubo sin anticoagulante, se
dej6é a temperatura ambiente hasta la retraccion del coa-
gulo y se centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos. El suero
asi obtenido se distribuyé en dos alicuotas, que fueron
colocadas en tubos de polipropileno. Una alicuota se
conservo a—20 °C para el andlisis de cobre y cinc. La otra
alicuota se conservo a 4 °C, y se proces6 a la brevedad
para los estudios inmunoquimicos.

Las pruebas de laboratorio a determinar en las mues-
tras sanguineas fueron las siguientes: hemoglobina (Hb),
hematocrito (Hto), cuenta de leucocitos, velocidad de se-
dimentacion globular (VSG), proteina C reactiva (PCR), y
factor reumatoideo (FR), y para la determinacion de los
micronutrientes: cobre y cinc.

Los valores y rangos normales para estos parame-
tros, de acuerdo con el servicio de Reumatologia, fueron
los siguientes:

a.- Hb Normal: Hombres (H) = 16 + 2 g/dL; Mujeres (M) =
14+ 2 g/dL
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b.- Hto Normal: H=47 +5%; M =42 +5 %.
c.- Cuenta de leucocitos normal: 5000-10000 mm?3,.

d.- PCR: Normal: <6 mg/dL; actividad inflamatoria (Al)
leve: 7-25 mg/dL; 25-192 mg/dL Al moderada; Al
extensa: >192 mg/dL.

e.- VSG: normal 0-15mm; elevada >16 mm.

f.- FR: Normal <8 IU/mL; bajo 8-32 IU/mL; moderado
33-256 IU/mL; alto>257 1U/mL.

g.- Para los micronutrientes se consideraran los puntos
de corte para el cinc de 0,70 pg/mL y 0,90 pg/mL
para el cobre(18),

Se estimo el indice de actividad inflamatoria (Al)
obtenido de una férmula de regresion logistica que deter-
mina numéricamente el grado de actividad de la AR
(DAS28), el cual incluye tanto los hallazgos clinicos cate-
gorizados tales como: tiempo de rigidez matutina, inten-
sidad del dolor articular, nUmero de articulaciones doloro-
sas y tumefactas, y marcadores de laboratorio (VSG y
PCR), los cuales se combinaron para obtener el Al que
se clasifico como leve, moderada y alta('9).

Equipos y reactivos

Para la determinacién de cinc y de cobre se empled
un equipo de espectroscopia de absorcion atémica mar-
ca Perkin Elmer (Norwalk, CT EE.UU.), modelo Precisely
Analyst 200. Para las determinaciones hematoldgicas se
utilizé un contador hematolégico modelo C1200 Diff de
Beckman Coulter (Fulerton, CA, EE.UU.). Para VSG se
utilizaron tubos milimetrados especificos para el método
de Wintrobe. La PCR y el FR se determinaron por la téc-
nica de aglutinacién directa en latex, utilizando kits co-
merciales de los Laboratorios Plasmatec (Londres,
Inglaterra).

Para la preparacion de soluciones y lavado del mate-
rial de laboratorio se emple6 agua desionizada de alta
pureza (18 Q-cm™ de resistividad). Todo el material utili-
zado para la determinacion de los minerales fue tratado
con acido nitrico al 20% y luego se enjuago en tres oca-
siones con agua desionizada, con el objeto de eliminar
cualquier contaminacién de material y trazas de los ele-
mentos en estudio. De igual manera los materiales utili-
zados en cada uno de los pasos de la toma de muestra
hasta su analisis fueron controlados para asegurar la
ausencia de contaminacion exdgena por metales. Todos
los reactivos utilizados fueron de mayor grado analitico
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(marcas Merk, Sigma y Riedel De Haen). Se prepararon
soluciones patrones de 1000 mg/L de cobre y de cinc
(Marca Perkin Elmer), al disolver cantidades apropiadas
de nitrato de cobre (99%) y cinc metalico (99,9%). De es-
tas soluciones se prepararon diariamente patrones de
trabajo para los elementos por dilucién sucesiva usando
los mismos reactivos. El material biolégico para evaluar la
exactitud y precision en la medicion de los parametros he-
matolégicos, inmunoquimicos y minerales fueron: mues-
tras sanguineas certificadas nivel | y Il (marca Coulter
Beckman); suero reactivo: positivo y negativo (marca
Plasmatec) y suero certificado (marca Nycomed, Norue-
ga), respectivamente.

Metodologia analitica

La técnica de analisis para la determinacién de Cu y
de Zn se realizo por espectrofotometria de absorcion
atomica con atomizacion en llama (EAA), acoplado a un
sistema de inyeccién en flujo continuo (FIA). Esta técnica
fue optimizada en el laboratorio de Espectroscopia
Molecular de La Universidad de los Andes; las condicio-
nes de trabajo fueron verificadas con un patrén acuoso
especifico de acuerdo al elemento a determinar y en ba-
se a esto se seleccionaron las condiciones instrumen-
tales adecuadas para cada analisis('9. Las determina-
ciones de los elementos evaluados se llevaron a cabo
por regresion lineal simple, previa absorcion de la mues-
tra por el equipo. Las condiciones de lectura para el cinc
fueron de longitud de onda de 213,86 nm y corriente de
12 mAy para el cobre 324,8 nmy 15 mA. Empleando
para ambos minerales una composicion de la llama aire-
acetileno con estequiometria oxidante (flujo de aire/ ace-
tileno: 10,0/2,5 mL/min).

Las muestras se midieron por triplicado, y una serie
de patrones y muestras de pool de suero (de concentra-
cién previamente conocida) se corrieron por cada 20
muestras analizadas. La exactitud del método se inves-
tigd mediante el analisis de una muestra de suero certifi-
cada. Para todas las pruebas los controles se analizaron
simultaneamente con las muestras sanguineas.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el programa
SPSS version 15.0 (Spss®, Inc.,Chicago, IL, USA) y hoja
de calculo Excel, ambos en ambiente Windows. Las con-
centraciones séricas de cinc (ZnS), cobre (CuS) y la
relacion sérica de Cu/Zn (CuS/ZnS) se expresaron en

medias + desviacion estandar (X + DE) y las variables
categoricas (edad, estadio de la enfermedad, actividad
inflamatoria) se expresaron en frecuencias y porcenta-
jes. Se aplicé el test de Kolmogorov-Smirnov para verifi-
car la distribuciéon normal, para los niveles de CuS y ZnS
distribuidos por edad y sexo. Para establecer las diferen-
cias significativas entre dos promedios se aplicé la prue-
ba “t” de Student y para comparaciones multiples se apli-
c6 el analisis de varianza de un factor (ANOVA) seguido
del pos-test de Tukey. Para establecer la relacién entre
las variables se empled el test de correlacion simple de
Pearson (r), a las correlaciones significativas; se constru-
yeron modelos de regresion lineal para establecer las
ecuaciones de relacién entre las variables (sexo, edad,
ZnS y CuS). Se tomé como indice de confiabilidad esta-
distica el 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Los datos demograficos y las caracteristicas de la
poblacién, tales como fumador activo, consumo de licor
y actividad de la enfermedad se muestran en la tabla I.

Tablal
Caracteristicas de la poblacion estudiada

Grupos de estudio
Datos demograficos Control | AR | NER
Sexo
+ Femenino (%) 20,6 73,1 6,3
+ Masculino (%) 72,6 14,3 13,1
Edad 334+11°| 502+13 | 48,2+13
Tiempo de enfermedad (afios) — 1,7£10 | 6626
Fumador activo (%) 6,4 22,5 1,0
Frecuencia de consumo
de alcohol (%):
<2 veces por semana 52 17,8 0
> 2 veces por semana 1,0 0 0
Actividad de la enfermedad (%):
* Activa — 85 88
* Remisién 15 12

En lo que respecta al grupo AR, el grupo mayormen-
te afectado fue el sexo femenino (73,1%), con una edad
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promedio de inicio de los sintomas compatibles con la
AR, entre los 35 y 45 afios (82,89%), siendo los estadios
mas avanzados entre los 40 y 60 afios (75%), y con
mayores niveles de actividad inflamatoria y limitacion de
la capacidad funcional en pacientes con edades entre 60
y 79 afios (77,7%). Sin embargo, se observé que un 15%
de los pacientes mas jovenes ya reportaban limitaciones
importantes en la capacidad funcional y niveles impor-
tantes de actividad inflamatoria. Entre los rasgos clinicos
mas relevantes que manifestaron los pacientes encon-
tramos el dolor articular en las manos y rigidez matutina
(87,5%) en el grupo mas joven (<45 afos), mientras que
en las personas de mas edad se observo que tanto la ri-
gidez matutina como la articulaciones comprometidas
eran de mayor duracioén y extension. A pesar de estas
observaciones la relacién entre la AR y la edad fue débil-
mente significativa (r 0,38; p 0,041). EI 86% de los pa-
cientes con AR estudiados se encontraban entre los esta-
dios | y Il de capacidad funcional, y el 14% (18 pacientes)
en los estadios lll y IV.

Para la determinacion sérica de cobre y de cinc por
el método EAA-FIA se evalué la precision intraensayo e
interensayo; siendo los coeficientes de variacion de 2,2y
1,9y de 2,2y 1,8% de cobre y de cinc, respectivamente.
La exactitud determinada mediante el analisis del suero
certificado, los valores experimentales obtenidos no di-
fieren significativamente de los valores de referencia
(p<0,05). Para evaluar si existe interferencia por parte de
las muestras de suero, se realizé un estudio de adicion
de estandar, el cual demostré que no existe efecto de
matriz para la determinacion de los elementos analiza-
dos, ya que las pendientes de la curva de calibracion
acuosa y la de adicion estandar no muestran diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).

Para estudiar si existe una relacién entre el género,
consumo de alcohol y tabaquismo y actividad de las en-
fermedades reumatoldgicas se aplico el test de X2 con el
método de Cochran-Mantel-Haenszel, el cual arrojé un
porcentaje de cambio menor al 5%, lo que indica que es-
tas variables no afectan significativamente la evolucién
de la enfermedad en el presente estudio. Por lo tanto, no
se tomaron en consideracion para los posteriores ana-
lisis estadisticos.

En el grupo de pacientes con AR se encontré un in-
cremento significativo (p<0,05) en los niveles de VSG,
PCRYy FR, pruebas de laboratorio empleadas en la eva-
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luacién clinica de la enfermedad, en comparacion con
los valores detectados en los grupos NER y control sano,
los cuales se incluyen dentro de la normalidad. El mode-
lo lineal univariante aplicado demostré que estos para-
metros, indicadores de la actividad inflamatoria en los
pacientes con AR, estan significativamente relacionados
(p<0,001), explicando el 79,5% de la actividad inflamato-
ria (Al) observada en los pacientes. En lo que respecta a
los niveles hematolégicos, solamente la hemoglobina
(Hb) del grupo que cursa con la AR fue significativamen-
te menor a los valores observados para los otros grupos
de estudio (p<0,001). También se mostrd una discreta
disminucion de la cuenta de leucocitos tanto en el grupo
AR como en el grupo NER, aunque sin relevancia esta-
distica (p>0,05) (tabla II).

Tablall

Parametros de laboratorio evaluados en el estudio
Pruebas de laboratorio Control AR NER
Hb (g/dL) 142+0,1° | 13,7£1,02 | 142+10
Hto (%) 45+4 41%3 43+4
Cuenta de blancos (mm3) | 7000 + 1091|6722 + 1661 | 6781 + 1551
VSG (mm) 311 28+14ab 17+12
PCR (mg/mL) <5 177 £ 58ab 816
FR (IU/mL) <6 893 +255aP| 28+8

¢ Cada resultado corresponde a Media + DE (ug/mL); @ p<0,05 al comparar los
grupos AR y Control.  p<0,05 al comparar los grupos AR y NER.

Como puede apreciarse en la tabla lll, el valor medio
de cobre sérico encontrado en el grupo AR es significati-
vamente mayor (p<0,05), mientras que el Zn sérico, por
el contrario, es significativamente inferior (p<0,05) al
comparar los grupos control y NER. Un comportamiento
similar se observé en los valores medios de la relacion
molar CuS/ZnS (p<0,001).

En los pacientes con AR activa la concentracion de
Cu es mayor, mientras que la de Zn es menor (p<0,05) en
comparacion a lo que se observa en los pacientes en
etapa de remision, si bien esta claro que si los sintomas
clinicos cesan y la Al disminuye, es de esperarse que
también los niveles tanto de cobre como de cinc tiendan
a normalizarse (ver tabla 1V). El mayor valor para la re-
lacién molar CuS/ZnS se encuentra en los pacientes con
AR activa (p<0,05). Al discriminar la concentracion sérica
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Tablalll

Niveles séricos de cobre (CuS), cinc (ZnS) y relacién
molar CuS/ZnS obtenidos en pacientes
con artritis reumatoide (AR), pacientes
con enfermedades reumatolégicas
no artriticas (NER) y Control

. Grupos de Estudio
Bioelemento
Control AR NER
CuS (ug/L) 1,13+0,09° {1,36+0,2620| 1,16+0,19¢
ZnS (uglL) 0,98+0,11 [0,80+0,242b| 1,17 +0,30°
Relacion CuS/ZnS 1,14 1,88ab 1,18¢

¢ Cada resultado corresponde a la media + desviacion estandar.
2p<0,001 al comparar los grupos control y AR.

bp<0,001 al comparar el grupo AR con el grupo NAR.

¢ p<0,001 al comparar los grupos NER y Control.

Tabla IV

Niveles séricos de cobre (CuS), cinc (ZnS)
y relacion molar CuS/ZnS en pacientes
con artritis reumatoide (AR), segun la actividad
de la enfermedad

. Grupo AR
Bioelemento
Activo Remision Todos
Cus (ugl/L) 140+£0,19 [1,26+0,132 | 1,36+ 0,26
ZnS (ug/L) 0,78+0,22 | 0,92+0,19 | 0,80+0,24
Relacion CuS/ZnS 2,01+£0,53 [1,55+£0,522 | 1,88+0,71

2 p<0,05 al comparar el estado activo de la AR con el de remision.

de los oligoelementos en estudio, en las pacientes fe-
meninas con AR que reciben estrégeno no se evidencia-
ron diferencias significativas con respecto a aquellas que
no lo reciben (p<0,05) (Tabla VI).

TablaV

Niveles séricos de cobre y cinc segun el nivel de actividad
inflamatoria en pacientes con AR

Analito Nivel de actividad inflamatoria de la enfermedad
Leve Moderada Alta p valor
Cobre 1,31+£0,12 | 1,34+0,17 | 1,44+£0,15| 0,098
Cinc 0,82+0,24 | 0,79+0,25 | 0,75£0,25| 0,640
RICuS/znS 1,77+0,66 | 1,87+0,72 | 212+0,63 | 0,270

ttodos los estadios de la AR.

Los pacientes con FR positivo muestran una cupre-
mia mayor (1,37 £ 0,1 ug/mL) que la observada en aque-
llos pacientes con FR negativo (1,33 + 0,3 ug/mL), aun-

Tabla VI

Relacién entre las concentraciones séricas de cobre
y de cinc y cada uno de las variables consideradas
para el estudio de AR

ZnS CuS RICuS/ZnS

Variable
independiente Valor | Pvalor | Valor | Pvalor | Valor | Pvalor

der der der
Hb 0,49 0,002 | -0,13 | 0,063 | -0,32 | 0,000
Cuenta
de blancos 0,24 0,000 | -0,03 | 0,602 0,19 | 0,003
VSG -0,47 | 0,000 | 0,42 | 0,000 0,52 | 0,000
PCR -0,18 | 0,005 | 0,19 | 0,003 0,30 | 0,000
FR -0,64 | 0,003 | 0,11 | 0,094 0,36 | 0,000
Al -0,33 | 0,000 | 0,24 | 0,001 0,52 | 0,000
EstadiodelaAR| -0,39 | 0,000 | 0,49 | 0,005 0,38 | 0,000

que estadisticamente no sean significativas (p>0,050). El
cinc sérico no cursa con diferencias importantes al res-
pecto (p 0,602). La relacion molar CuS/ZnS se modificd
positivamente para el grupo AR con PCR y FR seropo-
sitivos (1,98 y 1,87 respectivamente) en comparacion con
los pacientes seronegativos (1,82 y 1,84), aunque esta
diferencia no muestra aceptacion estadistica (p>0.050).

Se observoé que los pacientes con FR positivo repor-
taron un nivel de cupremia mayor (1,37 £ 0,10 ug/mL)
que la observada en aquellos pacientes con FR negativo
(1,33 £ 0,26 pg/mL), aunque estadisticamente no sean
significativas.

En relacion al género, se observaron diferencias sig-
nificativas tanto para la cupremia (CuS) y la cincemia
(ZnS) del grupo control (p<0.050). En relacién a la edad,
la poblacién estudiada mostrd un ligero aumento en los
niveles de cupremia a medida que incrementa la edad
(r=0.369; p<0.009); este hallazgo fue mas contundente
para el grupo AR (r=0.415; p<0.001). En este mismo sen-
tido, el cinc mostré una franca disminucion para la va-
riable edad (p<0.05). Un comportamiento semejante se
observo al analizar la actividad funcional o evolucion de
la enfermedad, encontrando una relacién inversamente
proporcional con los niveles de cincemia a medida que
avanzaba la enfermedad, no asi para el cobre sérico,
que a pesar que demuestra una franca alteracion de sus
niveles, desde el inicio de la AR, al discriminarse por
estadio no se aprecian diferencias importantes entre los
mismos (ver Figura 1).
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Figura 1. Niveles séricos de cobre y cinc en pacientes
con AR, segln el estadio o evolucion de la enfermedad

Se encontré que un 24,8% de los pacientes con AR
presentaban riesgo de deficiencia de cinc (<0,70 pg/mL)
mientras que el 86,82% presentan niveles de cobre séri-
co por encima de 1,40 pg/mL, siendo los grupos etarios
de mayor edad los mas afectados. Al considerar las con-
centraciones séricas de cobre y cinc segun el indice de
actividad inflamatoria en la AR, se observd un comporta-
miento semejante al reportado con los estadios de la AR,
mostrandose la relacion inversa entre la cupremia y la
cincemia. Esto se corresponde con lo presentado en la
tabla V, aunque no se diferencian significativamente los
niveles reportados con la actividad leve y moderada; se
aprecia claramente una divergencia con la Al elevada.

En lo que respecta al grupo NER, la actividad infla-
matoria en la mayoria de los casos estudiados fue menor
en comparacion con el grupo AR, y no se encontraron
diferencias importantes (p<0,05) entre las enfermedades
reumatolégicas estudiadas. No se observaron niveles
séricos de cobre por encima de los rangos normales y
para el caso de cincemia, solamente el 2% de los casos
estudiados reportaron riesgo de deficiencia de cinc. La
relacion molar CuS/ZnS no reporté modificaciones rele-
vantes para este grupo.

El analisis de correlaciéon de Pearson (ver tabla V1),
indica que las variables Hb, cuenta de blancos, VSG,
PCR, FR, Al y estadio de la AR estan vinculadas signifi-
cativamente con las concentraciones de cinc y de cobre,
por lo cual la modificacién de algunos de estos parame-
tros esta relacionado significativamente con la variaciéon
sérica del Cu y del Zn. De igual manera, esta correspon-
dencia es semejante para la relacion molar CuS/ZnS,
aunque la modificacion es mas dramatica que el evaluar
individualmente la cupremia y la cincemia (p<0,001). El
modelo lineal multivariante aplicado a las concentra-
ciones séricas de cobre y de cinc demostro que las varia-
bles estudiadas explican el 81,2% y el 67% de los cam-
bios observados en estos oligoelementos, siendo las
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variables mas importantes en relacion al cobre séricos,
la VSG, el FR y la Al mientras que para el cinc sérico, la
Hb, La VSGy el FR son las variables mas significativas.
Sin embargo, al considerar la relacion molar CuS/ZnS el
valor predictivo es mayor (92,9%).

DISCUSION

En el presente estudio, en los pacientes con AR se
observo una disminucién en la concentracion sérica del
cinc (cincemia), y hemoglobina, en contraparte con un
incremento concomitante en los niveles de cobre, PCR,
VSG y FR en comparacion con los grupos control y NAR
que no muestran esta modificacion. Estas diferencias se
corresponden con la literatura consultada(!!. 12.21-24),

Es un hecho conocido que la inflamacién induce
cambios sistémicos, conocidos colectivamente como
respuesta de fase aguda. Entre las alteraciones que pro-
ducen esta respuesta encontramos: hipoferremia, hipo-
cincemia, hipercupremia, incremento de la concentra-
cion sérica de PCR y VSG. Es probable que estas
respuestas estén mediadas, en parte, por la produccién
y liberacion de citosinas como la interleucina 1 (IL-1), la
interleucina 6 (l1-6), interferén (IFN-alfa 2) y el factor de
necrosis tumoral (TNF)5). Estos cambios se piensa que
son aspectos beneficiosos de la respuesta de fase agu-
da temprana y se pueden considerar como un mecanis-
mo de defensa frente a los procesos inflamatorios. La
mayoria de estos cambios se observan en cuestion de
horas o dias después de la aparicion de la inflamacion(10),
La IL-1, proteina termolabil, se libera en los tejidos lesiona-
dos y favorece la captacion de cinc, hierro y aminoacidos
a nivel de tejido hepatico, con una salida incrementada
del cobre hacia la circulacion; lo cual ha sido sefalado
por algunos investigadores, como principal mediador de
la respuesta de fase aguda y como una posible causa de
los cambios séricos de los elementos y proteinas con
estas respuestas(23).

La hipocincemia ha sido reportada en diversas pato-
logias inflamatorias; esto puede ser por el resultado de
diversos factores, tales como una dieta inadecuada, el
suministro de medicamentos, anorexia, vomitos, hospita-
lizacién y caquexia(?2.23.26) | g caquexia reumatoidea
describe la pérdida de masa celular corporal que puede
ocurrir entre pacientes con AR, la cual esta caracterizada
por una alteracién en el metabolismo proteico-calérico,
que conduce a un incremento en la produccién de cito-
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sinas inflamatorias (interleucinas -1B Y TNF)@7) y a un
hipercatabolismo corporal total que se acompafa, a su
vez, de una pérdida marcada de Zn por la orina. Por otra
parte, esta rapida disminucién de la concentracion sérica
de Zn, hasta un 70% de lo normal(8) puede explicarse
en gran parte, a un paso acelerado del Zn desde el plas-
ma al higado(?®. De acuerdo con Funseth y col.(2) |a dis-
minucion de Zn y de los aminoacidos séricos y su de-
posito elevado en el higado es fundamental para la
sintesis incrementada de las diversas “proteinas de fase
reactiva aguda” (entre ellas la ceruloplasmina y la PCR),
que intervienen en los mecanismos de defensa del hués-
ped frente a los procesos inflamatorios e infecciosos®?).
La disminucién de Zn sérico en esta enfermedad no es
indicativo de deficiencias pasadas(32). Posiblemente tam-
bién los monocitos sanguineos periféricos puedan ser un
sitio adicional para que el cinc sea movilizado durante la
fase inflamatoria en pacientes con un estado activo de la
enfermedad con periodos mayores a 54 meses. El me-
canismo que explica este hallazgo no es muy claro, ya
sea que la citosinas en fase crénica contintien con la mo-
vilizacion del cinc desde el compartimiento a otro o si
realmente se produce un agotamiento del cation, lo que
significa una deplecion que no se correlaciona ni con la
edad y la duracion de la enfermedad ni con la concentra-
cion plasmatica del cinc3),

La alteracion del Cu es comun durante los estados
infecciosos e inflamatorios('9). Se cree que lo cambios en
el metabolismo del Cu son secundarios a un aumento de
la sintesis hepatica y a la liberacién de ceruloplasmina 'y
del Cu hacia el plasma. Este hecho es de importancia:
primero, porque la ceruloplasmina tiene propiedades
antiinflamatorias y gobierna la capacidad antioxidante
del plasmay, segundo, porque el Cu tiene propiedades
bactericidas y antiflamatorias(®4). El aumento de la concen-
tracion sérica de Cu (hipercupremia), generalmente em-
pieza muy pronto en el curso de una inflamacion aguda o
de una infeccién, pero es menos acelerada en compara-
cion con los cambios que presentan el Zn 'y el Fe(19),

La concentracion sérica de los elementos traza en los
pacientes con AR no mostré relacion con la duracién de la
enfermedad. Asimismo, no se evidenciaron variaciones
séricas importantes en este grupo con el suministro de
estrogeno, lo cual coincide con los trabajos previos (3%),
Se demostrd que los niveles de cobre se modifican desde
el inicio de la enfermedad y se mantiene alterado duran-
te la evolucién de la AR, mientras que la disminucion de

la cincemia (hipocincemia) persiste ante la severidad de
la actividad inflamatoria y en concordancia con la dismi-
nucion de la capacidad funcional del paciente. Los nive-
les plasmaticos de cinc se correlacionan significativa-
mente y de forma inversa con los hallazgos clinicos y de
laboratorio. Por su parte, Wanchu y col.(®3), refieren que
en los pacientes con AR en etapa de remision, los nive-
les séricos de los elementos traza tienden a normalizar-
se. En tal sentido, nuestros resultados confirman esta
observacion: aunque los niveles séricos de cobre y de
cinc se mantienen dentro de los rangos normales, es evi-
dente que la relacion inversa se mantiene y la tendencia
a los valores extremos es discreta. La concentracion sé-
rica del cobre elevada puede estar relacionada con el
desarrollo de las lesiones patolégicas observadas en AR
y algunos investigadores afirman que puede ser debido
a una respuesta secundaria. Esto puede explicarse,
dado que el cobre se encuentra fuertemente unido a un
transportador proteico especifico conocido como cerulo-
plasmina. Esta proteina es conocida como reactante de
fase aguda, la cual se incrementa como respuesta a la
inflamacion. La ceruloplasmina no se analizé en el pre-
sente estudio, pero existe evidencia que demuestra una
correlacion significativa entre el Cu y la ceruloplasmina
en estudios con AR y control(32:36),

En relacion al desarrollo de las lesiones patoldgicas
enla AR, podemos sefialar que esta enfermedad se pue-
de categorizar como enfermedad angiogénica, ya que
muchas de las moléculas involucradas en la patogénesis
de la AR promueven la angiogénesis, entre ellas diver-
sas citosinas, factores de crecimiento, quimiocinas y me-
taloproteinas de la matriz(37:38), Algunos investigadores
refieren que el cobre, por ser parte integrante de la angio-
genina, una cuproenzima, y diversas citosinas inflama-
torias es capaz de promover el proceso de angiogénesis
y mantener el proceso inflamatorio en el tiempo(39:40), Por
esta razon, diversos estudios han sugerido que el tetra-
tiomolibdato (TTM), un potente quelante del Cu, produce
un efecto antiangiogénico y antiflamatorio disminuyendo
los niveles séricos y tisulares de cobre en modelos ani-
males con AR. Por lo que se ha informado su valor tera-
péutico en el tratamiento de varios tipos de cancer, ARy
otros procesos inflamatorios®?).

La AR es una enfermedad de inflamacion crénica con
exacerbaciones agudas de incremento sérico de protei-
nas de fase aguda@"). Por lo tanto, es probable que la ele-
vacion sérica de cobre observada en nuestros pacientes
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con AR, sea una respuesta secundaria como conse-
cuencia de la elevacion de la ceruloplasmina promovida
por la sintesis hepatica como respuesta a la fase activa
de la inflamacion y en parte se deba a la inflamacion des-
controlada como resultado de la deficiencia de cobre en
el sitio de la inflamacién. Esta explicacion ha sido respal-
dada por otros investigadores(23.24.32) y se corresponde
con nuestros hallazgos, al encontrar que la proteina de
fase aguda PCRy la VSG (la cual esta influenciada por la
proteina de fase aguda fibrindgeno) estan alteradas en
pacientes con AR y ambas estan significativamente rela-
cionadas con el cobre sérico. No obstante, la evidencia
de que la concentracion sérica del cobre en AR refleja la
respuesta de fase aguda, puede ser demostrada de
manera similar en pacientes con espondilitis anquilosan-
te, la cual es una condicion inflamatoria bien conocida y
asociada con una respuesta de fase aguda(®®). Sin
embargo, no se ha demostrado que los niveles de cobre
elevados estan asociados a la condicién degenerativa, no
asociada con fase de respuesta aguda.

Los resultados del presente estudio han demostrado
que existe una relacion importante entre el cobre y la ac-
tividad de la enfermedad medida a través de los marca-
dores tanto clinicos como de laboratorio. Los pacientes
evaluados han presentado una actividad elevada de la
enfermedad y en concordancia con el incremento de los
valores medios de cupremia; de igual manera se han
correspondido con las manifestaciones de menor inten-
sidad de laAR.

Las diferentes variables consideradas en el presente
estudio reflejan la extension y severidad de la AR, y de-
muestran que tanto la concentracion sérica del cobre y
del cinc como la combinacién de ellos puede ser consi-
derada un buen predictor de la actividad inflamatoria y
por ende, en la evolucion de la enfermedad, debido a la
asociacion existente entre la severidad de la enfermedad
y el componente inmuno-inflamatorio del proceso reu-
matico y la alteracion de las concentraciones séricas de
cobre y de cinc.

Por otra parte, es posible considerar acerca del po-
sible papel de la suplementacion del cobre y cinc en pa-
cientes con AR. En el presente estudio los resultados
muestran que los pacientes con AR en remision pueden
tener niveles muy similares a los obtenidos por el grupo
control. Algunos investigadores opinan al respecto que si
la dieta de los pacientes con AR activa puede ser defi-
ciente en cinc (como se muestra en los niveles séricos),
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puede que sea improbable que el contenido de cobre se
eleve por tal deficiencia o viceversa(®3). En relacion a esto
hay mucha discrepancia, por esta razon se requieren es-
tudios de cohorte con pacientes con la AR activa, donde
se observe con detenimiento el inicio de la remisién. Si
los niveles plasmaticos de cinc se incrementan y los nive-
les de cobre disminuyen con el control de la inflamacion y
llegan a los niveles de control, indica que no es necesaria
la suplementacion dietaria de estos elementos.

En diversos procesos patoldgicos habitualmente se
cuantifican las concentraciones séricas de cobre o de
cinc de manera individual. En estos procesos, con pocas
excepciones, se encuentra un incremento en el cobre y
una disminucion simultanea en los niveles séricos del
cinc. Sin embargo, la relacion CuS/ZnS no ha sido eva-
luada en la gran mayoria de las enfermedades, aun
cuando ella se modifica mas dramaticamente que las
concentraciones individuales del cobre y del cinc. Los
estudios previos realizados en diversos procesos infec-
ciosos e inflamatorios sugieren que la relacion es util
para evaluar la eficacia de los regimenes terapéuticos
empleados en sus tratamientos; mientras que en otros
casos la relacién pudiera ser empleada con fines diag-
nésticos y/o prondsticos. El cinc plasmatico disminuido,
el cobre que se incrementa y la relacion Cu /Zn que se
eleva son hallazgos muy frecuentes. Este modelo se ob-
serva en el infarto miocardico, en la cardiopatia isquémi-
cay en diversos procesos catabdlicos e inflamatorios no
especificos y en diversos procesos catabdlicos e infla-
matorios no especificos(24:42-45),

Se han demostrado, para ciertas enfermedades,
cambios en los niveles plasmaticos de Cu y de Zn, pero
un desequilibrio de la relacion CuS/ZnS parece ser un me-
jor indicador de infecciones, complicaciones vasculares y
pronostico de las enfermedades que el estado del Zn o del
Cu por si solos(#6-48). También se ha observado una aso-
ciacion positiva y significativa entre la proporcion Cu/ Zn
del suero y el estrés oxidativo en pacientes urémicos.

Hubo correlaciones positivas de la relacion CuS/ZnS
con el indice de actividad inflamatoria (Al), estadio de la
enfermedad y parametros de laboratorio (VSG, Hb, PCR
y FR). En la presente investigacion se observé un mar-
cado incremento en la relacién de CuS/ZnS en los pa-
cientes con AR activa, la cual tiende a disminuir y alcan-
zar los valores de los pacientes sanos y de control a
medida que la enfermedad tiende a la remision. Por esta
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razoén los niveles de Cu, Zn y la relaciéon molar CuS/ZnS
pueden ser criterio valioso para la evaluacion clinica 'y
posiblemente, para el estudio y seguimiento de los pa-
cientes con AR.
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