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“ Cuando hacemos o mejor que podemos, nunca sabemos qué

milagro se produce en nuestravida o en lade otros”

Helen Kdller
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|. INTRODUCCION

En nuestro pais, el Dispositivo Intrauterino T de cobre 380A (DIU TCu380A) es uno de los
métodos anticonceptivos més utilizados y disponibles en todas las ingtituciones de salud,
sobre todo de tipo publico y es utilizado por mujeres en wn rango de edad entre 18 y 40
anos abarcando un gran porcentgje de la poblacion. El uso de este tipo de método se
difunde en los medios masivos de comunicacion como uno de los métodos de control natal

més eficaces y seguros, con un 99% de efectividad.

La mayoria de los estudios realizados acerca de la toxicidad del cobre en relacion con
alteraciones hepéticas, han sido de tipo experimenta y redizado en animales
encontrandose una marcada elevacion de enzimas especificas en sangre, tales como:
Sorbitol Deshidrogenasa (SDH), Alanina amino transferasa (ALT), Aspartato amino
transferasa (AST) y Gama Glutamil Transferasa (GGT). ¢349

La presente investigacion tuvo el objetivo de determinar s las mujeres que utilizaban este
método anticonceptivo (DIU TCu380A) presentaban dafio en higado, ya que de acuerdo a
investigaciones realizadas, este dispositivo induce concentraciones elevadas de cobre en
sangre; © 1o cua puede estimular la generacion de agin signo de toxicidad, o una

adaptacion sistémica a la exposicion cronicadel elemento.

En & estudio participaron 40 mujeres usuarias y 40 no usuarias del DIU TCu380A,
clinicamente sanas, sin antecedentes de padecimientos hepaticos, ingesta de complementos
con Cu o consumo excesivo de alcohol. Su edad promedio fue de 28 afios (£6), su IMC de
23.05y € tiempo de uso del DIU de 1 hasta 109 meses.

Después de proporcionarles informacion sobre €l estudio, todas las interesadas firmaron

una carta de consentimiento. Las participantes proporcionaron una muestra de sangre, de la
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que se determind en suero los siguientes indicadores de dafio hepatico: ALT, AST, GGT y
Proteina C reactiva (PCR); asi mismo, se les determiné Ceruploplasmina (Cp) por el
método de inmunodifusion radial en placa, por 1o que fue necesario obtener primeramente
anticuerpos anti-ceruloplasmina humana. "% También se determin cobre (Cu) por

Espectrof otometria de absorcion atémica.

L as concentraciores obtenidas de AST, ALT, GGT, PCR, Cp y Cu, resultaron mayores en
las mujeres usuarias del DIU TCu380A, siendo estos estadisticamente significativos
(P<0.05).

El tiempo de uso del dispositivo mostré un incremento de las enzimas ALT, AST y GGT, a

partir de los 37 meses de uso, las concentraciones resultaron por arriba de los de referencia.

En el caso de ceruloplasmina € tiempo no fue significativo, las concentraciones se
presentaron andlogas desde la insercion del DIU hasta los 109 meses de su colocacion.

Estas concentraciones fueron mayores que los valores de referencia ya establecidos.

Con respecto a PCR, solo se presento en las mujeres usuarias del DIU de 1 a 36 meses de

uso, en los demés periodos no se encontraron valores de la proteina

Todos estos resultados muestran que €l cobre liberado por el DIU provoca una alteracion
de las enzimas hepaticas, por 1o que alargo plazo del uso del DIU se puede producir dafio

en higado.
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1. MARCO TEORICO

2.1. Dispositivo Intrauterino T de cobre 380A (DIU TCu380A o DIU)

El DIU TCu380A es e método anticonceptivo temporal moderno de uso mas generalizado
en todo el mundo (100 millones de usuarias). Se afirma que €l nimero de usuarias del DIU
aumentard en un 25% 6 més e proximo decenio. @ Los DIU logran su efecto
anticonceptivo principa a interferir con la motilidad y la supervivencia de los
espermatozoides para prevenir la fertilizacion. Rara vez, cuando la fertilizacion ocurre, 1os

DIU también pueden prevenir laimplantacion. 19

2.1.1. Tipos de Dispositivos mas utilizados %

TCu 380A de cobre: Disponible en aproximadamente 70 paises, tiene 380
milimetros cuadrados de cobre, distribuidos en € cuerpo y los brazos de la T, su

tienmpo eficaz es de 5-10 afios.

Multiload 375: Disponible arededor de 50 paises, contienen brazos en forma de
herradura que tedricamente o hacen resistente a la expulsion. Cinco afios de uso

eficaz.

Nova T: Disponible en aproximadamente 60 paises. Brazos horizontales y asa en €l

extremo inferior que facilita la extraccion. Cinco afios de uso eficaz.

Mirena y Levonova: Disponible en 6 paises. Liberan la hormona progestina
sintética levonorgestrel, 20 microgramos diarios. Es tan eficaz como los DIU de

cobrey el efecto secundario de sangrado es menor. Cinco afios de uso eficaz.

Todo DIU produce una reaccion endometrial que estimula la liberacion de leucocitos y

sustancias de accion local, llamadas prostaglandinas. Estas actiian simultéaneamente en e
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cuello uterino, la cavidad uterina y e oviducto, para impedir que e espermatozoide
fertilice a 6vulo. El cobre presente en los DIU también tiene efectos espermicidas. Los
estudios realizados con mujeres que usaban DIU de cobre han demostrado la presencia de
un numero reducido de espermatozoides después del coito, comparado con el de las no
usuarias. El cobre tiene un alto grado de eficacia anticonceptiva, segun afirma Sivin, del
Population Council, que elabor6 el DIU TCu380A: "Sabemos que € DIU inerte interfiere
con € transporte de los espermatozoides’, afirma "Pero € cobre interfiere en mayor
medida Y cuanto més cobre se use, mayor serd el grado de interrupcion”. 9

Se recomienda que no seinserte el DIU si hay indicios de enfermedad pélvica inflamatoria
(EP), flujo vaginal anormal o infeccion cervicouterina o vaginal. Si la usuaria tiene una
enfermedad de transmision sexual (ETS) pero ya no corre riesgo de contraer una nueva
infeccion, la infeccion debe tratarse y cuando ésta haya desaparecido se podra insertar €
DIU. 1

No se recomienda a mujeres que tienen infecciones por VIH, embarazadas, con cancer
cervicouterino, infeccion del post-parto o del aborto, anemia por deficiencia de hierro,
anemia faciforme y sangrado vaginad no explicado. *? En las mujeres que padecen,
hipertension arterial, enfermedades cardiacas, respiratorias, diabetes mellitus, o alguna otra
alteracion metabdlica, no hay ningdin inconveniente con e uso del DIU. ®® Para poder
explicar la accion del cobre no solo en el @mbito local de |a vagina como anticonceptivo;
sino como elemento de concentracion plasmatica, es necesario dar a conocer algunas
caracteristicas de este el emento.

2.2. Metabolismo del cobre

El cobre es un congtituyente normal de la dieta y estd considerado como un elemento
esencial para la vida humana. La principal funcion del cobre es a modo de componente
integral de una gran variedad de enzimas, la mayoria de las cuales estan involucradas en
procesos de Oxido-reduccion, tales como la ceruloplasmina y la superdxido dismutasa. 44

Asi mismo, estd involucrado en procesos hematopoyéticos y metabdlicos como e del
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hierro o asociados a sistema cardiovascular; también esta vinculado a la formacion de

tejido conjuntivo y ala produccién de energia. (%)

La homeostasis del cobre es generalmente mantenida por controles en la absorcion

intestinal, excrecion biliar y el almacenamiento intrahepético. 9

No obstante, dependiendo de la dosis, de la intensidad y la duracién de la exposicion al
mencionado elemento, puede provocar dafios a la sdud humana por lo que esta

considerado como un elemento téxico.

El cobre que tenemos en nuestro organismo proviene principalmente de la ingesta. Se
absorbe a nivel del duodeno y yeyuno por transporte activo. Su absorcion se ve favorecida
por ciertos aminoacidos como la histidina *? Asi mismo, diversos elementos pueden
interferir en este proceso, tales como la presencia de cadmio, hierro, zinc y e consumo de
fibra, de ta manera, que sdlo se absorbe en un porcentgje del 35 al 70% ck lo que se
ingiere. ®

El cobre absorbido se incorpora a la ceruloplasmina plasmética. El resto se une a la

alblimina, transcupreinay otras proteinas plasméticas. %

El cobre es transportado a higado a través de la vena porta. En los hepatocitos, el cobre es
captado por las metaotioneinas para su amacenamiento y se incorpora a varias
cuproenzimas. Las metal otioneinas cargadas de cobre son almacenadas en |os lisosomas de
los hepatocitos, evitando de esta manera la toxicidad propia del meta libre ionizado.
Cuando es necesitado, €l cobre es de nuevo incorporado ala ceruloplasminay excretado al
plasma. El transporte del cobre en todos estos procesos se redliza gracias a unas proteinas
especializadas denominadas chaperonas cupricas y por varias ATP-asas cuprodependientes
o proteinas de Menkes. El cobre en exceso es eliminado por via biliar y excretado en las

heces. (9
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También se observan concentraciones de cobre elevadas en los pacientes con infecciones
agudas o cronicas, enfermedades hepéticas. Ademas, cualquier enfermedad que interfiera
con la eliminacion biliar puede ocasionar un aumento de las concentraciones hepéticas de

cobre. @Y

2.2.1. Enzimas dependientes del cobre

El cobre es un componente de muchas enzimas, atribuyéndose muchas de las
manifestaciones clinicas de la deficiencia de cobre al fallo de estas enzimas. El cobre en la
ceruloplasmina juega un papel importante en la oxidacion del hierro antes de que este sea
transportado al plasma. La lisil-oxidasa, una enzima que contiene cobre, es esencial para
las reacciones de entrecruzamiento del colédgeno y de la elastina. También participa en la
superdxido dismutasa y en otras enzimas en las que su papel no es todavia bien
conocido.?? Otras enzimas importantes en las que se encuentra presente el cobre son la
dopamina b- monooxigenasa, una enzima implicada en la sintesis de las catecolaminasy en
la peptidil-a-amida- monooxigenasa que modifica los neurotransmisores peptidicos
(Cuadrol).

Cuadro 1. Cobre asociado a algunas enzimas y proteinas

Intracelulares Extracelulares

Citocromo C oxidasa Ceruloplasmina

Superdxido dismutasa Lisil oxidasa
Dopamina-[3- Albumina
monooxigenasa’hidroxilasa Transcupreina

Tirosinasa

Enzima afa- Amidacion
Fenilalanina hidroxilasa

Diamino oxidasa

Glicoproteina de matriz del cartilago

M etal otioneina

Amino oxidasa

Superdxido dismutasa extracelular
M etal otioneina extracel ular
Factores V y VIII de la coagulacién

Ferroxidasall

Fuente: Pandit A, 2003 (¢
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2.2.2. Proteinas Transportadoras de Cobre en el Plasma

El Cu esta siempre unido a proteinas en los sistemas biologicos. En mamiferos, se ha
estimado que sobre e 90% del Cu incorporado a través de la dieta estd unido a

ceruloplasmina (Cp) luego de pasar por la circulacion portal. 24

La Cp pertenece a la familia de las oxidasas con multiples &omos de Cu. Esta proteina de
132 kDa presenta 6 sitios de unién a Cu. El estudio de la estructura de la enzima humana
mostré que tres de los aomos de Cu estan en un arreglo “trinuclear”, los otros 3 en un
arreglo “mononuclear” y hay otros dos sitios de union a Cu que son labiles, y estan

ocupados e 50% de tiempo. ¢

Su estructura es muy similar a la Fet3, una oxidasa de levaduras con multiples &omos de

Cu que es esencial parala absorcién de alta afinidad de Fe. %°)

Dada la alta abundancia de Cp en el suero, y su alto contenido de Cu, varios investigadores
han propuesto a esta proteina como la principal fuente de Cu celular. Sin embargo, la
biodisponibilidad del Cu que contiene Cp es controversial. Linder y cols, (1998), sostienen
que € Cu radiactivo que se incorpora por la dieta es unido inicidlmente a moléculas como
la abumina y la transcupreina y que en una segunda fase, luego de pasar por € higado,
mas de 90% esta unido a Cp. Posteriormente, la marca radioactiva se puede encontrar
distribuida en diferentes tejidos. El 10% restante del Cu no unido a Cp esta unido a otras

protefinas o aminoécidos principalmente albimina, transcupreina o histidina. ?¥

Estudios en cultivos primarios de hepatocitos muestran que la absorcion de Cu en

presencia de histidina es mayor ala absorcién de Cu solo o en presencia de albtimina.(?”29

El contenido de Cu en € plasma es de 15 a 20 uM, del cua un 60-90% esta asociado a

ceruloplasmina. ?%
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Ladisponibilidad del Cu unido a ceruloplasmina es baja debido a que la vidamedia del Cu
unido a esta proteina es similar ala vida media de la ceruloplasmina. *® Por tal motivo, se
considera que el Cu bio-disponible es el Cu-no Cp (unido a albimina o aminoacidos como
Higtidina o Glicina), € que se calcula alcanza una concentracion plasmatica de 1,5-5
um G

2.2.3. Absorcién del cobre

Laabsorcion del cobre es del orden del 30% y es disminuida por altas ingesta alimentarias
de hierro, molibdeno y zinc.®? Este elemento se aimacena preferentemente en el higado,
rifidn, masculo, corazén y cerebro. 32 Su deficiencia produce anemia, neutropenia y
desmineralizacion sea, 2 mientras que laingestion en exceso es toxica

Es dificil cuantificar la biodisponibilidad del cobre, por lo tanto la acumulacion del cobre
en los tejidos, principamente en el higado juega un rol fundamental en el metabolismo del

cobre. La absorcion intestinal del cobre es muy baja (<1,0-10%). 3

En un estudio redlizado en la Unidad Universitaria de Investigacion en Cariologia de la
Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM, se obtuvieron resultados que indican un
incremento de Cu en sangre, en usuarias del DIU TCu380A. La media de cobre en sangre
de |as usuarias fue de 217+20.96 pg/dL, y en las no usuarias de 107.47+16.25 pug/dL. © En
este estudio no se observaron diferencias significativas en las concentraciones de cobre
entre los grupos con diferente tiempo de uso del DIU, ni por grupos de edad. Los valores
en usuarias fueron mayores a los valores de referencia para poblacion general de 70-
140pg/dL. GY

2.2.4. Efectos toxicos por exposicion cronica a cobre

El cobre es un eemento esencial para la vida humana, pero en dosis elevadas puede

provocar anemia, irritacion del estémago e intestino, dafio rena y dafio hepético.
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Aungue no son frecuentes las intoxicaciones agudas por este metal, dadas sus propiedades

eméticas y laxantes, se caracteriza por nauseas, vémito, dolor de cabezay debilidad. ®

Los casos mas graves cursan con taquicardia e hipertension que pueden ir seguidas por

ictericia, anemia hemolitica, uremiay muerte. 7

Un caso especia de intoxicacion se produce en la enfermedad de Wilson, alteracién
congénita que afecta al metabolismo del cobre, en la que aparecen trastornos ©n la

ingestion de concentraciones normales de este metal. 3237

Aunque se han encontrado valores elevados de cobre, hierro y zinc en ciertos tumores
provocados experimentalmente en animales de laboratorio por xenobioticos organicos, no

ha sido demostrada la responsabilidad carcinogénica del cobre ©?

El Comité Mixto FAO/OMS establece la cantidad de 0,5 mg/Kg como ingestion maxima
diaria admisible. 9

Tras la absorcidn, por via gastrointestinal, de cantidades pequefias pero repetidas pueden

presentarse nduseas, salivacion, dolor epigastrico, diarreas, Vértigo, debilidad e ictericia ¥

También, se han observado vomitosy diarreas por consumo de té con 25 p.p.m. de cobrey
(39)

se han descrito erupciones cutaneas por ingestion de agua con 7,6 p.p.m. de este metal.
El cuerpo contiene de 50 a 120 miligramos. No hay valor de recomendacion diaria, Sino un
Requerimiento Diario Dietético Estimado Seguro y Adecuado (ESADDI), que establece un
nivel de 1.5 a3 mg/dia. ©®

La principal funcion del cobre es como componente integral de una gran variedad de
enzimas y proteinas, la mayoria de las cuaes estan involucradas en procesos de éxido-
reduccion, encargadas de unirse y reaccionar con oxigeno molecular, para reducir €l efecto

perjudicial de los radicales libres. La exposicion cronica a compuestos de cobre en
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cantidades ligeramente mas altas de las requeridas, puede causar una mayor acumulacion
de éste en los tgjidos, que se manifiesta en cambios fisiolégicos y alteraciones metabdlicas
en diversos Organos, tales como la tiroides, €l corazon, las arterias, losrifiones y e higado,

entre otros 6rganos, (16 17 18. 39, 40.41)

2.2.5. Métodos de medicion del cobre
2.2.5.1. Espectrofotometria de absorcion y emisién atdmica

La espectrofotometria de absorcion atémica se basa en la medicion de energia absorbida o
emitida por los a&omos de un elemento metdico. La mayoria de las muestras son solidas o
liquidas, los &omos o iones de los analitos deben ser vaporizados a la flama o en un horno
de grafito. Los &omos absorben luz visible o ultravioleta y hacen transiciones a niveles de
energia mas altos. La concentracion del analito es determinada por la cantidad de absorcién
aplicando la ley de Lambert y Beer. Las mediciones de concentracion son generalmente
determinadas en una curva de calibracién, después de haber calibrado el aparato con los

estandares de concentracion conocida. (42

El equipo y reactivos que se requieren para este estudio son espectrofotometro de
absorcion atémica, lampara de céodo hueco del elemento a determinar y gas,

generalmente aire-acetileno, aire- hidrogeno u éxido nitroso-acetileno. 9

Figural. Estructuradel espectrofotémetro

P i vicad

Y

Q@

o —
b
O

F 0 H

Fuente: Farmacopea de |os Estados Unidos M exicanos, 1988. 43

10
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A) Sistema muestreador, sirve para introducir la muestra a quemador por medio de
succion capilar.

B) Sistema nebulizador, es en donde se lleva a cabo la nebulizacion de la muestra por
medio de una esfera de impacto o un deflector.

C) Quemador de acero inoxidable, es donde se lleva a cabo la atomizacién de la muestra.

D) Sistema para fluido de los gases oxidante y combustible.

E) Fuente de poder.

F) Fuente de luz.

G) Corrector de fondo, integrado por dos fuentes de luz, una l&mpara de deuterio y otra de
haluro de tungsteno, que cubren el rango espectral de absorcién atdbmicay cuya funcion es
eliminar las absorciones no especificas.

H) Monocromador, selecciona lalongitud de onday & ancho de banda.

I) Fotomultiplicador, detecta la sefid producida por e elemento a determinar, con
sensibilidad en un rango de 190 a 850 nm.

J) Amplificador.

K) Registrador, reproduce graficamente el resultado de la operacion y puede 0 no estar
integrado al aparato.

2.2.5.2. Espectrofotometria de cobre

Se estudia espectrof otométricamente la formacion del complejo amarillo formado entre €l
ion Cu(Il) y latiosemicarbazona del 2-carboxibenzaldehido (2CBTSC), desarrollandose un
método fotométrico de determinacion de cobre. El intervalo Util de trabgjo del método
desarrollado esta comprendido entre 0,5y 5,0 ppm del lon Cu(ll) (?max =346 nm, e = 1,2 X
10* L-mol*-cm®) con un error relativo de 1,12 % (para 3 ppm de Cu(l1), n = 11, p = 0,05).
Se han estudiado las interferencias de numerosos iones. La estequiometria del complegjo
formado resulta ser 1:1 (2CBTSC:Cu), determinado por métodos espectrofotomeétricos. El
método se aplica a andlisis de cobre en formulaciones médicas, agua potable, salvado de
trigo y muestras bioldgicas. Se estudia la influencia de la concentracion de Cu(ll) en €
intervalo de concentraciones de 0,1 a 6 ppm. a 346 nm. Con los datos de absorbancia a

346 nm, se comprueba e cumplimiento de la ley de Beer. El sistema obedece dicha ley
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entre 0,2 y 6 ppm. La absortividad molar a esa longitud de onda resulta ser de 1,2 x 10*
L-mol*-cmi?. El intervalo de concentracion éptimo, evaluado por el método de Ringbom es
de 0,5 a 5 ppm de Cu(ll). El error relativo para 3 ppm de Cu(ll) es de 1,12% para un

intervalo de confianza del 95%. (44

2.3. Higado

2.3.1. Anatomia

El higado de un adulito normal, pesa entre 1400 y 1600 gramos, representa el 2.5 % del
peso corpora. Recibe la sangre a través de la vena porta (60 a 70 % de flujo sanguineo

hepético) y de la arteria hepética (30 a 40 %), ambas penetran por el hilo hepético. “®

El parénquima de los écinos hepéticos se divide en tres zonas. la zona 1 es la més cercana
a aporte vascular, la zona 3 rodea las venas centrolobulillares terminales y la zona 2 es la
zona intermedia. Esta division tiene consecuencias metabdlicas considerables, ya que la
actividad de muchas enzimas hepaticas muestra un gradiente lobulillar. Ademas, muchas

formas de lesién hepética siguen también una distribucion zonal . 4®

2.3.2. Microarquitectura

El higado se divide en lobulillos hexagonales, de 1 a 2 mm de didametro, orientados
drededor de las ramas terminales de las venas suprahepdticas. Las células que lo
conforman son llamadas hepatocitos, sin embargo cuando estos se encuentran mas
préximos a las venas centrolobulillares poseen menos aporte sanguineo, por lo que se
admite que estos congtituyen la periferia de los "lobulillos metabolicos' denominados

acinos. (49
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2.3.3. Funcioén

El higado esta situado en el cuadrante superior del abdomen, es € responsable del enorme
trabgjo que conlleva e mantenimiento de la homeostasis metabdlica, que supone €
procesamiento de los aminoécidos, carbohidratos, lipidosy vitaminas de la dieta, la sintesis
de las proteinas del suero, destoxificacion y excrecion hacia la bilis de los productos de
desechos enddgenos y de las sustancias bioldgicas extrafias contaminantes. Por tanto, las

consecuencias de |as enfermedades hepéticas tienen un gran alcance, 4°

Son muchas las agresiones de tipo metabdlico, tdxico, microbiano, circulatorio y
neoplésico capaces de producir lesiones hepéticas. En algunos casos, la enfermedad es
primaria del higado, como sucede con la hepatitis viral o € carcinoma hepatocelular. No
obstante, con mayor frecuencia, la afectacion hepatica es secundaria, a menudo asociada a
algunas de las enfermedades mas mmunes del hombre, como son la descompensacion
cardiaca, € cancer diseminado, e acoholismo o las infecciones extrahepéticas. Estas
afecciones son evaluadas clinicamente por enzimas especificas de higado denominadas
transaminasas (La aanina aminotransferasa ALT y aspartato aminotransferasa AST),
presentes en las células hepéticas que pasan hacia la circulacion sanguinea cuando existe
dafo en las células. La destruccion o cambio de permeabilidad de las membranas celulares
provoca la liberacion de la ALT y AST alacirculacion sanguinea, provocando aumento de
la actividad de las enzimas en suero, esto se produce como consecuencia de alteracion
hepética. 47

Otra enzima de importancia hepética es la gamma glutamil transpeptidasa (GGT) que se
encuentra en gandes cantidades en el higado y pancreas, en menor cantidad en rifién y
prostata. En € estudio de las enfermedades hepatobiliares presta una gran ayuda. Su
incremento es paralelo a la fosfatasa alcalina y en caso de ictericias obstructivas, sus
niveles se elevan mas temprano y con mayor intensidad que la fosfatasa, 1o que se debe a
un mecanismo de induccién enzimético a nivel microsdmico, més que a lesion hepética.
Esta enzima es considerada como el termémetro del alcohdlico o de dafio hepatico crénico
activo por la perdida de la funcion antitéxica del higado. La determinacion de estas

enzimas adquiere importancia diagnostica cuando sus valores se comparan con |os de otras
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enzimas de similar origen tisular, permitiendo asi completar e perfil enzimatico de

érganos como el higado. (45:46:47

En & higado se sintetiza una gran cantidad de proteinas, de las cuaes la Proteina C
Reactiva (PCR) es de gran importancia clinica ya que esta se encuentra en sangre periférica
en personas que sufren trastornos inflamatorios. Su presencia se determina mediante
aglutinacion pasiva en placa'y es muy Util para el diagnéstico y prondéstico de la fiebre
reumdtica y de otras enfermedades inflamatorias. Esta proteina no se presenta en sujetos
sanos y desaparece unavez que el cuadro clinico mejora. El nivel de PCR aumenta en casi
todas las infecciones bacterianas agudas, algunos tumores y diversos tipos de destruccion

de tejidos, como en € infarto al miocardio. 484950

La PCR se mide mediante un anticuerpo de PCR purificada por reaccién de precipitina en
un capilar, inmunodifucion radial y prueba en portaobjetos con latex (es la prueba

recomendada). ©

La enorme reserva funcional del higado compensa, hasta cierto punto el impacto clinico de
las lesiones hepaticas iniciales, esto se debe a que en los hepatocitos pueden acumularse

distintos tipos de sustancias, entre elas hierro y cobre, ¢

2.3.4. Alteraciones hepaticas cronicas por cobre

El cobre puede producir unatoxicidad en higado ocasionando insuficiencia hepética aguda
y slbita, la cual puede producir encefalopatia (disfuncion cerebral), dificultades de
coagulacién sanguinea e incluso la muerte. El sintoma més comin de la hepatotoxicidad es
la elevacion de las transaminasas ALT y AST, las cuales pasan a la circulacion sanguinea
cuando las células del higado estan dafiadas. Un incremento dos o tres veces mayor del
valor de referencia de las transaminasas (0-38 U/L en hombres'y 0-32 U/L en mujeres) es
motivo de preocupacion, pero una elevacién que sea cinco veces mayor del limite maximo
normal indica toxicidad hepatica grave. La hepatotoxicidad leve o moderada a menudo es
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asintomética, pero algunas personas sufren nduseas, perdida de apetito, fatiga, picazon

(prurito), dolores musculares y articulares 0 molestias abdominales. ?

La mayoria de los estudios realizados acerca de la toxicidad del cobre en relaciéon a
alteraciones hepaticas han sido de tipo experimental y redizados en animales,
encontrdndose una marcada elevacion de enzimas especificas en sangre, tales @mo la
sorbitol deshidrogenasa (SDH), GGT y ALT. 2

Arayay colaboradores, realizaron un amplio estudio en humanos, donde concluyeron que
el 9.2% de los participantes registré un incremento de la actividad de las enzimas hepéticas
(ALT, AST, GGT) superior a los limites normales, no obstante, los participantes no
presentaron ninguna evidencia clinica que pudiera indicar desorden hepético; la
concentracion maxima de cobre en sangre fue de 52.87 pgCu/dL, encontrandose dentro de
los valores de referencia (70-140 pgCu/dL). 3

Se ha afirmado, que en el 6.5% de |os casos en que se experimenta un incremento de cobre

en suero més alla del rango normal indica una posible disfuncion hepética. ¢
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I1l. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hepatotoxicidad asociada al cobre requiere de una exposiciéon prolongada a un alto
contenido de este elemento, no obstante, puede afirmarse que la concentracion exacta es
materia de controversia. EI almacenamiento de cobre en higado produce fendmenos

oxidativos, que pueden traducirse al paso del tiempo en dafio hepético.

La exposicion prolongada a cobre, como la que propician los dispositivos intrauterinos del
tipo TCu380A, alcanzan una concentracion media en sangre periférica de 217ugCu/dL £
20.96. Actualmente, se desconoce si la concentracion de cobre en sangre inducida por estos
DIU’s, produce alguna alteracién organica o signos de toxicidad, o bien como en el estudio
de Araya y colaboradores pudiera ocurrir una adaptacion sistémica a la exposicion cronica

del mencionado elemento.

Este trabajo tuvo la finalidad de determinar en mujeres usuarias del DIU TCu380A si las

concentraciones de cobre en sangre se asociaban con alteraciones hepaticas.
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Determinar la concentracion de cobre en suero y e comportamiento de enzimas hepaticas

en un grupo de usuarias del DIU TCu380A.

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar los niveles de ALT, AST, GGT, PCR, Cp y Cu en usuarias y no
usuarias del DIU TCu380A.

2. Comparar los niveles de ALT, AST, GGT, PCR, Cp y Cu entre usuarias y no
usuarias del DIU TCu380A.

3. Evauar, lainfluencia del tiempo de uso del DIU TCu380A, con el comportamiento
de ALT, AST, GGT, PCRy Cp.
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V. HIPOTESIS

Los niveles de ALT, AST, GGT, PCR y Cp seran mayores en las usuarias del DIU

TCu380A que en las no usuarias.
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VI. DISENO EXPERIMENTAL

El presente estudio fue transversal y comparativo de la presencia de alteracion en las

enzimas hepéticas de usuarias y no usuarias del DIU TCu380A.

6.1. Poblacion de estudio

El grupo de estudio estuvo compuesto por 80 mujeres wluntarias en un rango de edad
entre 18 y 40 afios, 40 de ellas usuarias del DIU TCu380A y 40 no usuarias, alas que seles

dieron pléticas informativas sobre el tema, antes de incluirlas.

6.2. Criterios de inclusiéon (Anexo 1)

6.2.1. Usuarias

Tener entre 18 y 40 afios de edad.
Utilizar DIU

No haber sufrido enfermedades hepéticas cronicas ni agudas.

6.2.2. No usuarias

Tener entre 18 y 40 afios de edad.
No utilizar ningun tipo de anticonceptivo

No haber sufrido enfermedades hepéticas cronicas ni agudas.

6.3. Criterios de excluson

Ser menores de 18 aflos y mayores de 40 afios de edad.

Haber sufrido enfermedades hepaticas cronicas o agudas.
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Nota: se eliminaron los datos de aguellas mujeres cuyos resultados de los andlisis clinicos

correspondientes denotaron alteraciones en glucosa tanto de usuarias como no usuarias

6.4. Variables

6.4.1. Dependientes

Enzimas hepéticas. ALT, AST y GGT
Proteinas sintetizadas en higado: PCRy Cp

6.4.2. Independientes

Uso del DIU TCu380A

Niveles de cobre en suero

6.4.3. Moderadoras

Tiempo de uso del DIU
Ingesta de alcohol

Consumo de medicamentos

6.5. Materid

6.5.1. Material

Tubos vacutainer de 7 mL sin anticoagulante (BD V acutainer)
Agujas para vacutainer (BD Vacutainer)

Adaptador para vacutainer (BD Vacutainer)

Ligadura (BD Vacutainer)

Torundas con alcohol al 70%

Gradillas para tubos de ensaye de 13 x 100mm

Pipetas Pasteur
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Perilla

Cronémetro

Pipetas graduadas de 1, 2 y 5mL (Pyrex)

Tubos de ensayes (Pyrex)

Aplicadores de madera

Pipetas calibradas con rango variable de 5-20 pL, 40-200 pL y 100-1000uL
(BIOHIT)

Celdas desechables (Jenway 6305)

Papel parafilm (American Nacional Can)

Guantes de latex (Protec 1.N.T)

Contenedor de residuos biol 6gico-infecciosos (IEC-20A, TCM-PC-1)
Puntas para micro pipeta (Neptune)

Placas Falcon 3046 (Becton Dicknson Labware)

Perforador

Marcador indeleble (Signal)

Matraz Erlenmeyer de 250 mL (Kimax)

Regla métrica

Pipeta estéril 1/10 mL (Costar)

Vasos de precipitado de 50, 100 mL (Pyrex)

Varillas de vidrio

Piseta 250 mL

6.5.2. Equipo

Refrigerador

Espectrofotometro UV visible (Jenway 6305)

Vortex Genie (Scientific Industries)

Bafio de agua (Precisién Circulating Sistem-253)
Centrifuga (Hamilton Bell Vanguard)

Balanza analitica (Mettler H33AR, Hoffmarn Pinther)
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Horno de microondas
Espectrofotémetro de absorcién atdmica con quemador de flujo laminar de 10 cm.
de longitud (PYE-UNICAM SP 192)

Lampara de cdtodo hueco para cobre

6.5.3. Reactivos

Equipo de reactivos para determinar ALT (Wiener Lab)
Equipo de reactivos para determinar AST (Wiener Lab)
Equipo de reactivos para determinar GGT (Wiener Lab)
Equipo de reactivos para determinar PCR (Wiener Lab)
Agarosa (Bioxon)

Azida de sodio (Merck-Schuchardt)

Suero de conejo (Anticuerpos para Ceruloplasmina humana)
Estandar de cobre 1000 ppm (Sigma)

Acido Nitrico (J.T. BAKER)

Agua desionizada (Hycel de México, S.A de C.V)
Aguadestilada (Theissier)

Aire comprimido (presion 0.8 kg/cm)

Acetileno (presién 0.8 kg/cm)

Cloro a 0.5% (Cloralex)

PBS (Sigma)

6.6. Método

6.6.1.

Muestras bioldgicas

Se recolectaron muestra de sangre periférica de las mujeres en tubos vacutainer de
7 mL y se identificaron de acuerdo a su nombre, fecha y clave (en numeracién

consecutiva).
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2. Lasagujasy torundas utilizadas se depositaron en un contenedor de residuos punzo
cortante biol 6gico- infeccioso.
Las muestras se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 minutos

4. Se separo e suero del pagquete globular de cada muestra con una pipeta Pasteur y se

colocd en un tubo de ensayo limpio y seco, previamente identificado

6.6.2. Determinacion de enzimas

6.6.2.1. Aspartato amino transferasa (AST)

El fundamento esta basado en la siguiente reaccion:
L — aspartato + 2-oxoglutarato _AST _ oxalacetato + L-glutamato

oxalacetato + NADH + H* MDH | malato + NAD*

M étodo

1. En un tubo de ensayo mantenido en bafio de agua a 37°C se colocd 1mL de sustrato
recongtituido y 100 uL de suero.

2. Se mezclo inmediatamente y se puso en marcha el crondémetro.

3. Después de un minuto se registro la absorbanciainicial de la muestra a una longitud
de onda de 340 nm.

4. Serepitio este procedimiento alos 1,2 y 3 minutos después de la primera lectura.
Posteriormente se determiné la diferencia promedio de absorbancia por minuto,
restando la lectura del anterior y promediando los valores, estos se utilizaron para

los célculos.

Vaor dereferencia: 0-32 U/L
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6.6.2.2. Alanino aminotrasferasa (ALT)
Fundamento basado en la siguiente reaccion:
L —alanina+ 2-oxoglutarato _ALT _ piruvato + L-glutamato

piruvato + NADH + H* _LPH | _jactato + NAD*

Método

1. En un tubo de ensaye mantenido en bafio de agua a 37°C se colocaron 3mL de
buffer, 50 uL de NADH, 50 puL de LDH y 300 pL de suero.

Se mezcld y seincubd a 37°C durante 5 minutos.

Al término de estos se agregaron 50 pL de 2-Oxoglutarato.

Se mezcl6 inmediatamente y se espero un minuto.

Se registro la absorbanciainicial a unalongitud de onda de 340nm.

El procedimiento se repitio alos minutos 1,2 y 3 después de la primera lectura.

N o a k~ WD

Se determind la diferencia promedio de absorbancia por minuto, restando la lectura
del anterior y promediando los valores.

8. Seutilizo este valor paralos cdculos.

Valor dereferencia0-32 U/L

6.6.2.3. Gamma Glutamil Transferasa (GGT)

Fundamento. La gamma-glutamil transferasa es una carboxipeptidasa que cataliza la

siguiente reaccion:

2 — glutamil p-nitroanilida + glicilglicina > GT 2 glutamil glicilglicina + p-
Nitroanilida

La actividad enzimatica se mide leyendo la velocidad de aparicién del color amarillo de la

p-nitroanilida a 405 nm.
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Método

1

En un tubo de ensaye mantenido a 37°C se colocaron 3mL de sustrato
reconstituido.

Se preincubo tres min. y se le agregaron 200 pL de suero.

Se mezcl6 inmediatamente y se puso en marcha el cronémetro.

Después de un minuto se registrd la absorbancia inicial a una longitud de onda de
405 nm.

Este procedimiento se repitio a 1, 2' y 3 minutos después de la primera lectura.

Se determind la diferencia promedio de absorbancia por minuto, restando la lectura
del anterior y promediando los valores.

Los valores se utilizaron para los calculos.

Vaor de Referencia: 8-34 U/L

6.6.3. Proteinas

6.6.3.1. Proteina C reactiva (PCR)

Fundamento: La PCR se detecta en suero por reaccion con un anticuerpo especifico

adsorbido sobre un soporte inerte de latex. La PCR se une a los anticuerpos adsorbidos

produciendo la aglutinacion de las particulas de |&tex.

Método
1. Se colocé una gota de suero problema, suero testigo positivo y suero testigo
negativo en tres diferentes lugares de la placa.
2. A los cuaes se les adiciono una gota (50 pL) de reactivo de PCR-latex
previamente agitado, a cada uno de |os sueros.
Se mezcl 6 perfectamente con aplicadores y se agité durante 2 minutos.
4. Laaglutinacion se observo y se compard con |os testigos positivo y negativo de la

prueba
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5. En d caso de las muestras que presentaron una aglutinacion, se les realizaron

diluciones seriadas, para obtener el valor real de la proteina

Vaor de Referencia: 0 a6 mg/L

6.6.3.2. Ceruloplasmina (Cp)

Fundamento: La inmunodifusion radia es un sistema bidimensiona con difusion sencilla
tanto cualitativo como cuantitativo. La difusion radial del antigeno produce un anillo de
precipitado, cuyo didmetro a cuadrado (érea) es proporcional a la concentracion del
antigeno, cuando la concentracion de anticuerpo y e espesor de gel son uniformes y
constantes. Esta técnica determina cuantitativamente la concentracién del antigeno. Se basa
en larelacion cuantitativa entre la cantidad del antigeno colocado en un pozo en la placa de

agar con anticuerpo y €l anillo de precipitacion que resulta.

Método
Preparacion de las placas:

1. Sepesaron 0.6 g de agarosa, en una balanza analitica.

2. Se colocaron en un matraz de 250 mL, se les agrego 60 nL de agua destilada y una
pizca de azida de sodio.

3. Se coloco el matraz en e horno de microondas durante 1 minuto para disolver la
agarosa.

4. Se colocaron 2 mL de agarosa con una pipeta graduada a 24 tubos de ensaye
etiquetados.

5. Se colocaron en bafio Maria a 45°C durante 10 min.

6. A cadatubo sele agreg6 150 L de suero de congjo y se agitaron.

7. Cada uno de los tubos fue vaciado en un pozo de las placas de Facon, evitando la
presencia de burbujas.

8. Las placas se degjaron reposar hasta alcanzar la solidificacion.

26



Determinacion de enzimas hepaticas en mujeres usuariasy no usuarias del DIU TCu 380A

Disefio experimental

9. Se redlizaron perforaciones de 5mm en el agar y se utilizaron € mismo dia de su
elaboracion

Procesamiento de la muestra

1. Secolocaron 5 pL de cada muestraen € orificio de los pozos de las placas.
Estos fueron identificados de acuerdo a su codigo de numeracion.

3. Secolocd e estdndar de Ceruloplasmina a diferentes concentraciones (ver anexo
10.2.3.5)

4. Las placas se refrigeraron durante 48 horas.

5. A las 48 horas se midio € halo de inhibicidon con una regla métrica.

6. Se rediz6 una curva de cdibracion y se grafico @ didmetro obtenido en cada
muestra para calcular su concentracion.

Valor dereferenciac 34 a48 mg/dL

6.6.4. Cobre (Cu)

6.6.4.1. Preparacion del material
1. El materia ocupado para la determinacion de cobre, fue previamente lavado con
jaboén no idnico y enjuagado con agua desionizada.
2. Posteriormente se coloco en &cido nitrico 1M durante 24 hrs. Al termino de este

tiempo se enjuagd con agua desionizaday se degjo secar boca abagjo al aire libre.

6.6.4.2. Preparacion de la curva esténdar
1. Seprepararondiluciones a partir de la solucién patron; concentrada de cobre (1000
ppm), para obtener soluciones con concentracion de 2, 4, 8, 16 y 32 ppm
2. Se utiliz6 como blanco, agua desionizada.
3. Se obtuvieron las lecturas de absorbancia en € Espectrofotometro de Absorcion
Atdmica a una longitud de onda de 324.8 nm con una flama, empleando como gas
aire-acetileno parala cuantificacion del elemento.
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4. Con las lecturas obtenidas se redizd una gréfica de absorbancia contra
concentracion

5. Se obtuvo una curva linea y su coeficiente de correlacion. Con esto se calculd b
(ordenada a origen) y m (pendiente).

6. Estacurvade calibracion sirvid para obtener las ppm de cobre en las muestras de
suero.

6.6.4.3. Preparacion de las muestras de suero

1. Secolocaron 500 pL de suero + 1500 pL de agua desionizada (dilucién 1 a 4), en
un tubo estéril de 4 mL.

2. Esto se redliz6 para cada una da las 80 muestras de suero.

3. Se gecutaron las lecturas de absorbancia en e Espectrofotdmetro de Absorcién
Atomica a una longitud de onda de 324.8 nm, con una flama empleando como gas
aire-acetileno parala cuantificacion del cobre.

4. Lasabsorbancias obtenidas se utilizaron paralos calculos, con la ayuda de la curva
esténdar. Se realizo la conversion de ppm a pg/dL y este valor se multiplico por la
dilucion.
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6.7. Diagrama de flujo
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Disefio experimental

6.8. Disefio estadistico

Se aplico para el andlisis de los resultados estadistica descriptiva como media aritmética,
varianza'y desviacion estandar a cada uno de los grupos establecidos.

Con la finalidad de redlizar la comparacion de ALT, AST, GGT, PCR y Ceruloplasmina
entre las dos diferentes poblaciones de estudio, se aplicé una prueba de hipétesis para
diferencia de medias utilizando la t-sudent para cada caso.

Para evaluar e tiempo de uso del DIU TCu380A con e comportamiento de ALT, AST,

GGT, PCR y Ceruloplasmina se rediz6 un andlisis de varianza con una prueba de
Tukey.®®

El programa utilizado para el Andlisis de Datos fue SPSS 14, 2003. ¢7
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VII. RESULTADOS

La poblacién participante en esta investigacion estuvo constituida por 80 mujeres que
presentaron una edad promedio de 28 afios (+ 6), un indice de masa corpora promedio
de 23.05 Kg/n? (+ 2.6), clinicamente sanas, sin antecedentes declarados de haber
sufrido enfermedades hepdticas, y sin consumo de medicamentos ni suplementos
alimenticios. El 87.5% de las participantes se reporté como no consumidora de bebidas
alcohdlicas, mientras que el 12.5% las consumen ocasionalmente, a lo sumo 3 veces en

un mes.

El 50% de la poblacion estaba utilizando como método anticonceptivo el DIU
TCu380A, v el otro 50% estuvo constituido por mujeres que estaban utilizando, en un
6.25% el condony e 43.75% no utilizaba ningn método.

Los tiempos de uso del DIU TCu380A se muestran en el Cuadro 2, observando que el

mayor porcentgje de usuarias se encuentra en €l intervalo de 13 a 36 meses de uso.

Cuadro 2.Tiempo de uso en meses de las usuarias del DIU TCu380A. Los Reyes La Paz, Estado de
México. 2005-2006.

Tiempo (meses) Frecuencia %

1-12 8 20
13-36 12 30
37-60 11 27.5
61-84 2 5
85-108 3 7.5
>109 4 10
Total 40 100

Fuente: Directa
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Las mujeres usuarias del DIU TCu380A manifestaron presentar sintomatologia desde €l
inicio de su insercion, predominando la inflamacion del vientre en un 67.5%; como se
describe en el Cuadro 3. En este también se puede apreciar que hay mujeres que presentan

més de un sintomay que solo e 5% no presentd ninguna molestia.

Cuadro3. Sintomatologia que presentan las mu jeres usuarias del DIU TCu380A a partir de su insercién. Los
Reyes La Paz, Estado de México. 2005-2006.

Sintomas Frecuencia %
Inflamacion en vientre 27 67.5
Inflamacién en caderas 11 275
Inflamacion en estomago 10 25
Dolores de cabeza frecuentes 16 40
Adelanto de la menstruacion 21 52.5
Retrazo de la menstruacion 10 25
Hemorragias 3 7.5
Fdtiga 22 55
Ninguno 2 5

Fuente: Directa

Se obtuvo como dato adicional que las mujeres usuarias del DIU TCu380A presentan un
tiempo promedio de menstruacion de 5 dias (£ 2) mientras que las no usuarias presentaron
unamediade 4 dias (+ 1).

Asi mismo, se llevaron a efecto estudios de laboratorio complementarios para corroborar €l
estado de saud de la totalidad de las mujeres participantes en la investigacion. La
concentracion promedio de glucosa en sangre fue de 83.22 mg/dL (x 14.93); urea de 29.61
mg/dL (x 12.28); creatinina de 0.8 mg/dL (x 0.08) y hemoglobina de 13.51 mg/dL (
1.19).
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De esta manera, podemos afirmar que se traté de un grupo de mujeres clinicamente sanas
de acuerdo a estos resultados, ya que estas concentraciones se encuentran dentro de los
valores de referencia. 4”8 Al compararse estadisticamente estas concentraciones entre los

dos grupos no se encontrd ninguna diferercia significativa.

7.1. Cobre en suero

De acuerdo a los objetivos planteados en la presente investigacion se determind cobre en
un total de 80 muestras de suero de las mujeres participantes, encontrandose un promedio
de 307.30 pg/dL (+ 156.23) en las usuarias del DIU TCu380A y de 83.15 ug/dL (+ 22.38)

en las no usuarias.

Cuadro4. Valores promedio de Cobre en suero de usuarias del DIU TCu380A de acuerdo al tiempo de uso.

Los Reyes La Paz, Estado de M éxico.2005-2006.

Tiempo de uso N Cu (ug/dL)
(meses)

No usuarias 40 83.15+22.38
1-12 8 280.71 + 143.34*
13-36 12 269.90 £+ 96.31*
37-60 11 22240 + 72.66*
61-84 2 314.00 £ 70.71*
85-108 3 360.00 + 277.84*
>109 4 562.00 + 118.32*

* ANOV A p<0.05 con respecto alas no usuarias
Fuente: Directa

Se observa que las concentraciones de cobre en suero son mayores en las usuarias del
DIU. El incremento de 1 a 60 meses es arededor de 3 veces mas que € de las no usuarias

y apartir de los 61 meses las concentraciones se elevan de 4 hasta 7 veces més.
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Podemos observar que la mitad del total de las mujeres usuarias, se encuentraentre 1y 36
meses de uso. Asi, podemos clasificar a esta poblacién en dos tiempos de uso como se
muestra en el Cuadro 4.1. De esta forma, conseguimos percibir que el cobre en suero se
deposita, basicamente, durante los primeros tres afios de uso. Posterior a lo cua €
incremento promedio es relativamente bago, aunque suficiente para provocar una

concentracion anormal de enzimas hepaticas en suero como veremos a continuaci on.

Cuadro4.1. Vaores promedio de Cobre en suero de usuarias de 1 a 36 y de 37 a 109 meses de uso del DIU

TCu380A. Los Reyes La Paz, Estado de M éxico.2005-2006.

Tiempo de uso N pg/dL Cu DS p<0.05

en meses
1-36 20 279.80 14.00 *
37a>109 20 364.60 143.49 *
No usuarias 40 83.15 22.38 *

Fuente: Cuadro 4
Nota: * Estadisticamente significativo

7.2. Enzimas hepdticas

Los resultados obtenidos con respecto a la determinacién de enzimas hepaticas, en la
poblacion descrita, indican que sus concentraciones son mayores en las usuarias del DIU
TCu380A que en las no usuarias. Asi mismo, se pudo constatar que €l tiempo de uso del
DIU tiene influencia en e incremento de las concentraciones de estas enzimas (Cuadro 5,
Grafica 1). Al hacerse una comparacion de las concentraciones entre usuarias y no usuarias
se presentd una diferencia significativa con respecto a los diferentes tiempos de uso,

excepto para el tiempo de 1 a 12 meses.
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Cuadro 5. Valores promedio de enzimas hepaticas ALT, AST, GGT en usuarias y no usuarias del DIU
TCu380A. Los Reyes La Paz, Estado de México. 2005-2006.

Enzimas Usuarias N  Nousuarias N p<0.05
U/L U/L
ALT 40.05+ 19.10 40 1492 £ 8.72 40 *
AST 36.77+1788 40 12.80 + 5.88 40 *
GGT 3520+1351 40 1436+ 7.07 40 *

Fuente: Directa
Nota: * Significativo

Cuadro6. Valores promedio de enzimas hepéticas ALT, AST, GGT de acuerdo al tiempo de uso del DIU

TCu380A en usuariasy no usuarias. Los Reyes La Paz, Estado de M éxico.2005-2006.

(Mmeses) N ALT (UL) AST (UIL) GGT (U/L)
Nousuarias 40  14.92+8.72 12.800 « 5.88 14362 % 7.07
1-12 8  2413%16.00 20.38 + 11.89 2238+ 13.10
13-36 12 2773+598 2491 + 8.46* 25.36 + 4.99*
37-60 11 4290+ 927 41,50 + 851* 43.40 + 8.18*
61-84 2 4750+1533 4250+ 971* 46.00 £ 6.22*
85-108 3 64.00+6.24* 60.33 + 10.60* 50.00 + 10.00%
>109 4 7325+1153*  67.00+891* 4550 + 7.19*

Fuente: Directa
Nota: * ANOVA, Significativo p<0.05
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7.3. Concentracion de las enzimas hepaticas ALT, AST y GGT de acuerdo
al tiempo de uso del DIU TCu380A

El andlisis de las enzimas ALT y AST mostraron un incremento progresivo de sus
concentraciones a partir de los 37 meses de uso de DIU TCu380A, teniendo en
consideracion que los valores de referencia para personas clinicamente sanas van de 0-31
U/L para ALT y de 0 a 32 en el caso de la AST. “” Las mujeres no usuarias del DIU
presentaron un valor promedio dentro del rango de referencia (Cuadro 6; Gréfica 1.1y
1.2). Cabe hacer notar que la ALT se encuentra en mayor proporcion que la AST. Los
valores promedio de la enzima GGT en estas usuarias también se ven influidos por €
tiempo de uso del dispositivo, pero € comportamiento de esta enzima muestra un

decremento después de los 109 meses de uso. (Gréfica 1.3).

Gréfica 1. Valores promedio de las enzimas hepédticas ALT, AST, GGT en usuarias y no usuarias de DIU
TCu380A, de acuerdo al tiempo de uso del DIU TCu380A. Los Reyes La Paz, Estado de M éxico.2005-2006.
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Fuente: Cuadro 6
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731 EnzmaALT

El incremento de la enzima ALT es consistente, manteniéndose dentro de la normalidad
hasta los 36 meses de uso. Es a partir del mes 37 cuando se manifiesta fuera de los valores
de referencia, llegando a mas de 70 U/L alos 109 meses. Asi mismo, este valor es 6 veces
superior a valor promedio encontrado en las no usuarias. Esto puede observarse en la
Gréfical.l.

Gréfical.l. Valorespromedio de ALT en usuarias de DIU TCu380A de acuerdo al tiempo de uso. Los
Reyes La Paz, Estado de M éxico.2005-2006.
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Fuente: Cuadro 6
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7.3.2. Enzma AST

El incremento de la enzima AST es consistente, manteniéndose dentro de la normalidad
hasta |os 36 meses de uso. Es a partir del mes 37 cuando se manifiesta fuera de los valores
de referencia, llegando a méas de 60 U/L a partir de los 109 meses. Esta concentracion es 5
veces superior a valor promedio encontrado en las no usuarias. Cabe hacer notar, que €
incremento de esta enzima presenta etapas de estancamiento, por giemplo, de los 37 alos
84 meses, en gque se incrementa y nuevamente a partir de los 85 meses en adelante.
(Gréfica 1.2).

Gréfical.2. Valores promedio de AST en usuarias de DIU TCu380A de acuerdo a tiempo de uso. Los
Reyes La Paz, Estado de M éxico.2005-2006.
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7.3.3. Enzima GGT

El incremento inicial de la enzima GGT trata de ser regulado en € periodo de tiempo de 1
a 36 meses, dando un incremento posterior al mes 37, a partir del cual sobrepasa los
valores de referencia, una vez maés trata de ser regulada entre los meses 37 a 84 pero se
genera un nuevo incremento a los 85 meses, y decrece a los 109 meses. La concentracion
mas elevada es a mes 85 siendo 3 veces mayor que las no usuarias.

Gréfica 1.3. Valores promedio de GGT en usuarias del DIU TCu380A de acuerdo al tiempo de uso. Los
Reyes La Paz, Estado de M éxico.2005-2006.
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7.4. Ceruloplasmina

Tratamierto especial merecen los datos sobre Ceruloplasmina (Cp), ya que en este caso
particular se obtuvieron resultados adicionales en relacion a método de andlisis, ya que la
técnica empleada para su determinacion no tiene antecedentes en la literatura; es de bgjo
costo y de facil gecucion. La técnica establecida estd basada en e método de
inmunodifusion radial que facilita el andlisis de esta proteina. Se encuentra detallada en el

Anexo.

Como puede apreciarse en la Cuadro 7, se registré un incremento de la concentracion de la
Cp, de acuerdo al tiempo de uso del DIU; incluso en € periodo inicial de 1 a 12 meses ya
es superior ad que presentan las mujeres no usuarias. Su incremento, es irregular pero
constarte y lo podemos observar en la Gréfica 2. Los valores promedio de Cp en usuarias

representa més de dos veces € valor de las no usuarias.

Cuadro 7. Vaores promedio de Ceruloplasmina en usuarias de DIU TCu380A de acuerdo a tiempo de
uso. Los Reyes La Paz, Estado de México.2005-2006.

Tiempo de uso N Cp (mg/dL)
(meses)

No usuarias 40 56.92 + 31.93
1-12 8 105.65 * 45.81*
13-36 12 126.95 + 34.33*
37-60 11 132.30 = 30.99*
61-84 2 128.62 = 36.75*
85-108 3 147.00 + 0.00*
>109 4 128.62 + 36.75*

Fuente: Directa
Nota: * ANOVA p<0.05 con respecto alas no usuarias
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Como podemos observar en la Gréfica 2, desde lainsercion del DIU TCu380A, los valores
de ceruloplasmina son elevados y mayores a los valores de referencia. La concentracion de
la Cp, de los 85 a los 108 meses, presentod valores iguales, por lo que no existe una

desviacion estandar para este grupo.

Asi mismo, en la Cuadro 7, encontramos los vaores promedio de ceruloplasmina en
usuarias y no usuarias del DIU TCu380A, la diferencia de concentracion entre los grupos

es estadisticamente significativa, siendo superior en las usuarias.

Gréfica2. Valores promedio de ceruloplasmina en usuarias del DIU TCu380A de acuerdo al tiempo de uso.
Los Reyes La Paz, Estado de M éxico.2005-2006.
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Cuadro8. Vaores promedio de Ceruloplasmina en usuarias y no usuarias de DIU TCu380A. Los Reyes La
Paz, Estado de México.2005-2006.

No usuarias DIU p<0.05
mg/dL mg/dL
56.92 125.86 *

Fuente: Directa

Nota: * Estadisticamente significativo

En el Cuadro 8 se muestra claramente que existe una diferencia significativa de

ceruloplasmina ertre usuarias y no usuarias del DIU.

75. ProteinaC Reactiva

La proteina C reactiva en las no usuarias fue negativa, en las usuarias solo se presentd en
un nuimero reducido de casos, denotando con €ello la presencia de trastornos inflamatorios

subclinicos entre las usuarias del DIU, como puede observarse en el Cuadro 9.

Cuadro9. Porcentaje y concentracion media de Proteina C Reactiva en suero de usuarias y no usuarias del

DIU TCu380A. Los Reyes La Paz, Estado de M éxico.2005-2006.

Grupo N mg/dL % | p<0.05

No usuarias 40 Negativo 0
Usuarias de DIU TCu380A 29 Negativo 725
11 | 3545+39.11 | 275 *

Fuente: Directa
Nota: * Diferenciasignificativa con respecto alas mujeres no usuarias
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Cuadro10. Valores promedio de PCR en suero de usuarias del DIU TCu380A de acuerdo a tiempo de uso.
Los Reyes La Paz, Estado de M éxico.2005-2006.

Tiempo de uso N PCR (mg/dL)
(meses)
No usuarias 40 Negativo
1-12 8 78.00 + 36*
13-36 12 11.14 + 2.26*
37-60 11 Negativo
61-84 2 Negativo
85-108 3 Negativo
>109 4 Negativo

Fuente: Directa
Nota: * Significativo (p<0.05)

La proteina C reactiva se presenta en los primeros meses de uso del DIU, la mayor
concentracion se encuentra en € primer ano, y esta disminuye entre los 13 y 36 meses. A
partir del mes 37 desaparece, reportandose como negativo como en el caso de las no

usuarias.

7.6. Correlacion de los resultados obtenidos

En e Cuadro 11, puede observarse e coeficiente de determinacion de las concentraciones

de Cu en relacion a las enzimas hepéticas y ceruloplasmina en usuarias del DIU TCu380A.

Se realiz6 una clasificacion por tiempo de uso de 1 a 36 meses (Grupo 1), y de més de 37
meses (Grupo 1), de acuerdo a punto de inicio del incremento de la concentracion de las
enzimas hepdticas fuera de los vaores de referencia (Cuadro 5). Todos los incrementos

registrados en e Grupo Il presentan coeficientes significativos, incluso a una p menor de
0.01.
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Cuadro 11. Coeficiente de determinacion de las concentraciones de cobre sobre enzimas hepéticas y
ceruloplasmina en usuarias del DIU TCu380A. Los Reyes La Paz, Estado de México. 2005-2006.

Enzimas Tiempo de uso del DIU Tiempo de uso del DIU
de 1 a 36 meses < 37 meses
(Grupo I) (Grupo I1)
ALT 0.13 0.75
AST 0.16 078"
GGT 013 046"
Cp 0.20 0.50"

Nota: * Correlacion significativa p<0.05
** Correlacién significativa p<0.01

Al graficar las concentraciones de cobre en suero y las concentraciones de enzimas
hepéticas, se puede observar la variabilidad que existe en cuanto al tiempo de uso del DIU
TCu380A.
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Gréfica 3. Correlaciéon de la concentracion de ALT y cobre en suero, segin el tiempo de uso del DIU
TCu380A. Los Reyes LaPaz, Estado de México. 2005-2006.
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Fuente: Cuadro 4y 6
En esta grafica se puede observar gque la concentracion de cobre va aumentando con €l
paso del tiempo, y este incremento se relaciona con € incremento de la ALT que de igud

forma se obsarva aumentada en cuanto al uso del DIU TCu380A.

Las concentraciones de cobre llegan a una disminucién en el rango de 37 a 60 meses, y a

partir de estos meses comienza un mayor aumento de hasta 680 p g/dL (valor maximo).
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Gréfica 4. Correlaciéon de la concentracion de AST y cobre en suero, segiin el tiempo de uso del DIU
TCu380A. Los Reyes La Paz, Estado de México. 2005-2006.
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Fuente: Cuadro 4y 6

El incremento de la enzima AST esta influenciado por el tiempo de uso del DIU vy las

concentraciones de cobre, como se puede observar en el Cuadro 11.

A pesar de que las concentraciones de cobre presentan un pico de decremento entre los 37
y 60 meses, la enzima se manifiesta en aumento, observandose que al llegar a tiempo de
61 a 84 meses, € cobre y la enzima presentan un comportamiento similar a partir del cual

SU aumento es mayor para ambos casos.
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Gréfica 5. Correlaciéon de la concentracién de GGT y cobre en suero, segiin el tiempo de uso del DIU
TCu380A. Los Reyes LaPaz, Estado de México. 2005-2006.
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Fuente: Tablady 6

Las concentraciones de la enzima GGT se presentan incrementadas de acuerdo al tiempo
de uso dd DIU y a las concentraciones de cobre, a pesar de que estas presentan un
decremento a los 37 meses, el comportamiento de la enzima no disminuye a contrario se

observa aumentado, disminuyendo una minima concentracion alos 109 meses
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Gréfica6. Correlacion de la concentracién de Ceruloplasminay cobre en suero, segun el tiempo de uso del
DIU TCu380A. Los Reyes La Paz, Estado de México. 2005-2006.

160 600
140 1
+ 500
120 +
<+ 400
100 +
| -
g g0l +300 B
2 S
60 +
+ 200
40 +
+ 100
20 +
0 . : i i ' ‘ ©
& W H P F
AR S
XY
meses —m— Ceruloplasming
—e— Cobre

Fuente: Cuadro 4y 7

Las concentraciones de la ceruloplasmina se encuentran elevadas desde el primer mes de
uso del DIU presentando € mayor pico de incremento a los 85 meses, la correlacion entre
el incremento de las concentraciones del cobre y las de ceruloplasmina fue del 50%
(Cuadro 11), por lo que el aumento de la ceruloplasmina se observa relacionado al ato

contenido de cobre, sin importar € tiempo de uso.
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Gréfica 7. Correlacion de la concentracién de PCR y cobre en suero, segin el tiempo de uso del DIU
TCu380A. Los Reyes La Paz, Estado de México. 2005-2006.
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Fuente: Cuadro 4y 10

En la grafica se muestra como las concentraciones de PCR se elevan en un periodo de
tiempo de 1 a 12 meses, y comienzan a disminuir a partir de los 13 meses, |legando hasta
cero a partir de los 37 meses en adelante, la correlacion que existe entre € incremento de la
proteina con las concentraciones del cobre de acuerdo al tiempo de uso del DIU, no es
significativa.
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

8.1. Pablacion

En este estudio se eliminaron variables que pudieran interferir en los resultados, como son
la ingesta de medicamentos y acohol, asi como la presencia de obesidad y diabetes
mellitus. Diversos estudios indican que estas variables tienen estrecha relacion con la
presencia de higado graso lo que contribuye al incremento de las enzimas ALT, AST y

GGT en lacirculacién sanguinea debido a que las células del higado se darian. (58:59:6061.62)

Se aplicd un cuestionario a las personas que voluntariamente quisieron participar en este
estudio, a partir de lo cua fueron seleccionadas las mujeres que cumplian con los criterios
de inclusién, asi mismo, para corroborar estos resultados se les determiné glucosa,
hemoglobina e indice de masa corporal (% y se control6 que no estuvieran consumiendo
medicamentos ni cantidades superiores a 30g de alcohol por dia, ® por lo que puede

reiterarse que todas las mujeres participantes cumplieron con los requisitos

Algunos autores como Mondragon C, reportan que € tiempo de uso del DIU TCu380A en
el cual este presenta una mayor eficacia es un periodo de 36 a 60 meses al término del cual
debe ser retirado y sustituido por uno nuevo; ¥ en nuestra investigacion se muestra que la
mayor frecuencia de uso se encuentra en e periodo sugerido; no obstante, hubo mujeres

gue presentaban mas de 109 meses de uso del dispositivo.

8.2. Cobre en suero

La media de cobre en sangre de las mujeres no usuarias, participantes en este estudio, es
inferior alas medias encontradas en poblacion general de la Republica Checa, Alemaniay
Santiago de Chile donde se registraron niveles de 97, 99.37 y 130.9 pg/dL

respectivamente, ®®¢7:% En términos generales podemos afirmar que tanto e valor
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minimo como e maximo se encuentran dentro de los valores de referencia en suero que
son entre 70 y 140 pg/dL. €70

En e caso de la concentracion de cobre en suero de las mujeres usuarias del DIU
TCu380A es diferente. Encontramos una media que es aproximadamente, tres veces
superior a valor minimo de referencia y dos veces superior al valor maximo. Se sabe que
el cobre es un elemento indispensable para la vida; no obstante, en cantidades superiores al
Optimo recomendado se convierte en toxico, encontrando que cuando las concentraciones
de cobre en suero son de 80 a 200 pg/dL, debido a una exposicion cronica, hay un
incremento de las afa globulinas, eritrocitos y hemoglobina. Asi mismo, cuando estas
concentraciones son superiores a los 200 pgCu/dL se encuentran entre otras alteraciones,
higados dilatados y distension abdominal. 'Y En e caso de las usuarias de DIU en esta

investigacion, sus valores de hemoglobina se encontraron dentro de los de referencia.

El almacenamiento de cobre por parte del higado tiene sus limites. La metalotioneina (MT)
es la proteina clave para almacenar €l cobre en los tejidos, especialmente en el higado. Al
sobrepasarse la capacidad de amacenar cobre por la MT, se producen fendmenos
oxidativos ya sea en € hepatocito o en las células del reticulo endotelial (RE) del higado,
las cuales atrapan el complejo cobreMT liberado por las células hepéticas y a su vez
sufren fendmenos oxidativos que las llevan a liberar citoguinas que precipitan el dafio

hepético en forma aguda. (2

En la situacion particular de las mujeres participantes en este estudio desconocemos €l
grado de dafio hepatico que pudieran presentar, pero los niveles de cobre en sangre que
presentan las usuarias de este dispositivo son mayores a los presentados por las no
usuarias. Esta absorcién ocurre de manera constante y probablemente bgjo la forma de
sulfato clprico o cuproso, debido ala composicion del moco uterino, estos valores altos de

ceruloplasmina muestran que hay una presencia elevada de cobre en sangre, el cual esta
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siendo amacenado en higado, produciendo una ateracién progresiva de transaminasas a

través del tiempo de uso del dispositivo.

8.3. Enzimas hepaticas

Existen marcadores citotoxicos llamados isoenzimas hepéticas (ALT, AST y GGT) las
cuales son de origen citosolico y su presencia en suero se relaciona con la gravedad del
dafio celular, indicando la extension de la irreversibilidad del dafio en la destruccion o
disfuncién de los hepatocitos. Estas enzimas también pueden encontrarse incrementadas en
casos de dafio o padecimientos de cerebro, corazén, higado vy rifiones. Pero el incremento
de la enzima ALT es especifica de leson hepatica, de manera particular cuando se
encuentra en una proporcion mayor que la AST y GGT, @ y la confirmacion de ello se
puede establecer por la proporcion de AST/ALT ®®™) |a cual da positivo para los datos

manegjados en la presente investigacion

Las investigaciones experimentales realizadas por exposicion controlada a cobre se han
realizado, por lo genera en animales, encontrdndose que en cabras de 34 kilogramos de
peso en promedio se produce un incremento de las concentraciones normales de estas
enzimas (58.0 £ 11.44 de ALT y 38.9 + 4.26 de GGT) a partir de una exposiciéon de 300
mg Cu por dia donde €l investigador concluy6 que a partir de esta dosis se produce dafno
hepético severo en estos animales. ¢? En el caso particular de nuestros resultados en
usuarias del dispositivo, las concentraciones son andlogas a las antes citadas a partir de los

37 meses.

En estudios como € de Araya y cols., se llevo a cabo un andlisis experimenta de la
exposicion géstrica a cobre en humanos (< 0.01, 2, 4, y 6 mg Cu/L), no indujo ateracion
de las concentraciones normales de este elemento, concluy6 que no se producen cambios
perceptibles después de dos meses en relacién a comportamiento de la actividad de las

enzimas hepéticas. Los valores determinados estuvieron en el rango de 28 a 32 U/L para
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ALT, de 21 a 23 para AST y de 23 a 28 para GGT. *® Estos valores son similares a los

encontrados en las no usuarias del DIU TCu380A.

Sin embargo, en € caso de las mujeres que han usado e dispositivo por més de 36 meses
los valores encontrados para AST, ALT y GGT son superiores a los de referencia. Ello
significa que podemos estar frente a casos de dafio hepético. ® Incluso si tomamos en
consideracion criterios como los de Ruhl y cols., 7 o bien los manejados en e estudio de
George y cals., llevado a efecto en el 2006 quienes utilizan una concentracion de ALT >43
U/Ly de AST > 40 IU/L como sustitutos para diagnosticar la enfermedad del higado graso
en no alcohdlicos, "® cuando el valor de referencia para esta enzima es de 632 UIL,
podriamos afirmar que mas del 50% de las mujeres participantes en este estudio serian

diagnosticadas con dafio hepético.

Las usuarias del DIU TCu380A presentan fatiga e inflamacién en vientre y de abdomen,
asi como dolor de cabeza, que tomados como complemento de los datos clinicos de la
elevacion de enzimas hepéticas también resultan de utilidad para construir de manera mas
completa el cuadro clinico de las mujeres participantes en e presente estudio, ® estos

signos y sintomas también orientan hacia el diagndstico de dafio hepético. 37

8.4. Ceruloplasmina

La exposicién cronica a compuestos de cobre en cantidades ligeramente mas altas de las
requeridas, puede causar una mayor acumulacion de éste en los tejidos, que se manifiesta
en cambios fisiolégicos y ateraciones metabdlicas en higado, entre otros

6rganos (16,17,18,39,40,41)

Uno de los cambios fisiol 6gicos es € incremento de la ceruloplasmina, que en este estudio
encontramos en cantidades superiores en las usuarias del mencionado dispositivo en

relacion alas no usuarias
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L a ceruloplasmina se determind en este estudio para poder corroborar la presencia de cobre
en sangre. Se ha estimado que e 90% del Cu incorporado a través de la dieta esta unido a
ceruloplasmina (Cp) luego de pasar por la circulacién portal. *¥ La Cp pertenece a la
familia de las oxidasas con multiples atomos de Cu. Esta proteina de 132 kDa presenta 6
sitios de unidn a Cu. Su estructura es muy similar a la Fet3, una oxidasa de levaduras con
mUltiples &omos de Cu que es esencial parala absorcion de ataafinidad. ?® Dadalaalta
abundancia de Cp en e suero, y su ato contenido de Cu, varios investigadores han
propuesto a esta proteina como la principal fuente de Cu celular. Sin embargo, la
biodisponibilidad del Cu que contiene Cp es controversial. Linder y cols, sostienen que €
Cu radiactivo que se incorpora por la dieta es unido inicialmente a moléculas como la
abuminay la transcupreina 'y que en una segunda fase, luego de pasar por € higado, mas
del 90% esta unido a Cp. ¥ Por otro lado, Meyer y cols, realizaron estudios en ratones
aceruloplasminémicos, donde no observaron diferencias en la absorcion gastrointestinal de
Cu, la absorcion hepética, la excrecion biliar, ni e contenido de Cu en tegidos como
cerebro, corazon, vesicula o rifidn respecto a los ratones silvestres. Pero si encontraron una
aumentada concentracion de Cu en el higado de los ratones, consecuente con laidea de que
el Cu hepatico es utilizado en la biosintesis de Cp. El 10% restante del Cu no unido a Cp
estd unido a otras proteinas o aminoécidos principalmente abldmina, transcupreina o
histidina. ©® En estudios de cultivos primarios de hepatocitos se muestra que la absorcion
de Cu en presencia de histidina es mayor a la absorcion de Cu solo o en presencia de

albdmina. /%8

Ladisponibilidad del Cu unido a ceruloplasmina es baja debido a que lavida media del Cu
es similar a la vida media de la proteina. @ Por tal motivo, se considera que el Cu bio-
disponible es & Cu-noCp (unido a albumina o aminoécidos como Histidinag), € que se

calcula alcanza una concentracion plasméticade 1,5y 5 uM. @b

Los niveles normales de Cp en suero de mujeres son de 40.9 mg/dL (x 6.8), los niveles

altos de ceruloplasmina sérica se presentan en embarazo, en las infecciones agudas y
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cronicas, en infarto a miocardio, cancer, leucemias, tirotoxicosis y cirrosis hepética, la
administracion de estrégenos también significa niveles altos ™ Investigadores como
Gault y col., observaron que en ausencia de embarazo o administracion de estrogenos, una
ceruloplasmina superior a 65 mg/dL significaba generalmente trastornos del higado. Y
Algunos otros como Rice, nombran gue la Cp alta presenta una reaccion de fase aguda,
comparable a fibrindgeno, proteina C reactivay el cido sdicilico. ®# No obstante en el
presente estudio las concentraciones de ceruloplasmina en usuarias es mas del doble de la
determinada en las no usuarias, 10 que también confirma la presencia de posible dafio

hepético.

En esta investigacion los niveles de ceruloplasmina se presentaron mayores a los
establecidos como referencia en las mujeres usuarias de DIU presentando una significancia
(p<0.05), & tiempo de uso del dispositivo entre las usuarias no result significativo, lo cual
nos muestra que no importa € tiempo de uso del dispositivo para presentar
concentraciones elevadas de Cp, sino gque € cobre liberado del DIU es absorbido a través

de las paredes del Utero, desde su colocacion.

La Cp tiene una actividad antioxidante, 2 es catalogada como anti- inflamatorio de fase
aguda ® y tiene un papel activo en la regulacion de la homeostasis del cobre y del
hierro.®? La concentracién en plasma puede ser de dos a tres veces mayor durante

procesos inflamatorios, el embarazo y otros estados patol égicos. (489

8.5. ProteinaC reactiva

La inflamacion es un fendmerno complejo en e que se han descrito una gran cantidad de
alteraciones sistémicas asociadas. A pesar de que estos cambios pueden observarse tanto
en la inflamacién aguda como en la crénica, se les conoce en general como respuesta de

fase aguda. Entre los cambios de fase aguda més importantes se encuentran las alteraciones
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en la concentracién de un grupo de proteinas séricas denominadas reactantes de fase
aguda®® Estas se definen como aguellas proteinas plasméticas cuya concentracion
aumenta por 1o menos un 25% durante € fendbmeno inflamatorio. Una de ellas, |a proteina
C reactiva (PCR), puede aumentar hasta 1000 veces su concentracion. La PCR y otras
proteinas de fase aguda se originan en e hepatocito, secundariamente al estimulo de
citocinas como interleucina 6, interleucina b, factor de necrosis tumoral e interferon?
entre otras. Las citocinas poseen un complejo sistema de interaccién entre si y con diversos
sistemas; participan en €l desarrollo de las manifestaciones més visibles y conocidas de la
inflamacion, como la fiebre, la somnolencia, la letargia o la anorexia. La funcion de las
proteinas de fase aguda es poco conocida. Se sabe que algunas pueden tener efectos
proinflamatorios, en tanto que otras inhiben este proceso. La PCR, por gjemplo, posee la

propiedad de ligarse ala fosfocolina y reconocer patégenos externos 7

También posee otros efectos como inhibir la adhesién de los leucocitos a la pared
endotelial, inhibir la generacion de superéxidos en los neutrdfilos, y estimular en los
morocitos la sintesis de citocinas inflamatorias y factor tisular. Algunas de estas

propiedades son probablemente importantes para inhibir e proceso inflamatorio. &2

En cambio, la PCR no esta sujeta a estas influencias, por 1o que se ha transformado en un
parametro més fiable para la estimacion o e seguimiento de la inflamacion, ya que su
concentracion aumenta desde procesos inflamatorios menores como los traumas, hasta
enfermedades como fiebre reumatica, es por ello que ha sido denominada como marcador
de alta sensibilidad. 9

La PCR fue encontrada en concentraciones elevadas en 11 de las 20 mujeres pertenecientes
alos grupos de 1 a 12 y de 13 a 36 meses del presente estudio y puede estar asociada,
como lo afirma Enriquez D, a cualquier infeccion o traumatismo. ®® En el caso particular

de esta investigacion, esto puede estar asociado a trauma que ocurre debido alainsercion
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de DIU, ya que 7 de 8 mujeres pertenecientes al grupo de 1 a 12 meses presentaron
concentraciones hasta de 96 mg/dL. Asi mismo, s consideramos que € DIU es un
elemento extrafio en e cuerpo de la mujer usuaria se puede aseverar que produce

inflamacion aguda al menos en |os primeros meses después de la insercion.

La inflamacion aguda que puede producir el DIU contribuye a que se facilite un proceso
infeccioso debido a la presencia de bacterias en el tracto genital superior, el cual rompe la
integridad del moco cervica y del endometrio disminuyéndose las defensas. ©Y Lo que
congtituye un riesgo para desarrollar enfermedad pévica inflamatoria (EPI). Esto podria
explicar la elevacion de la proteina en mas del 50% de las mujeres pertenecientes al grupo

de usuarias de 1 a 36 meses.

Se sabe que la EPI se presenta después de la insercion del DIU, aungue € periodo en €l
que se presenta esta en discusion. Investigadores como Faundes A, 2 Sinei SK, (% pap-
Akeso M, ®¥ wash TL, ®® Mcormack WM ©® y Morrison CS, ©®” han redlizado
estudios al respecto en diversos paises y cada uno ha expresado un periodo distinto
respecto a los otros, que van desde 1 hasta 24 meses. Los resultados obtenidos en la
presente investigacion muestran que la presencia de PCR predomina en un periodo de

tiempo de 1 a 36 meses, en los que probablemente se esta presentando una EPI.

8.6. Correacion

L as concentraciones de cobre que se obtuvieron en esta investigacion muestran que el DIU
TCu 380A libera cobre a partir de su insercién, € cua esta pasando a torrente sanguineo,
por lo gue las concentraciones en suero se presenta elevada, estas concentraciones fueron

mayores que las encontradas anteriormente en la investigacion realizada por De La Cruz y
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cols. ©® Al redlizar los andlisis estadisticos, se observé que el tiempo de uso del DIU tiene

influencia con & incrementd de |as concentraciones encontradas en suero.

Al correlacionar estas concentraciones con €l de las enzimas hepéticas, observamos que
conforme va transcurriendo € tiempo de uso del DIU las enzimas ALT, AST y GGT
también van incrementandose, mostrando una correlacion significativa. Es a partir de los
37 meses cuando las enzimas se presentan fuera de los valores de referencia, es también en
ese tiempo cuando el cobre comienza a presentar un incremento mayor en Ssus
concentraciones. Si tomamos en consideracion gue las concentraciones de cobre en sangre
representan la cantidad que se ha aimacenado en e higado, ©°® y que este tiene sus limites
de almacenamiento, ?® entonces decimos que por el exceso de cobre amacenado se esta
produciendo un desequilibrio homeostético, alin cuando € organismo cuenta con
mecanismos muy poderosos de autorregulacion a romperse este equilibrio aparecen

alteraciones que repercuten enla salud del ser humano. (9

El organismo cuenta con sofisticados sistemas de defensa antioxidante para neutralizar el
efecto de cobre y protegerse de las consecuencias dafiinas producidas por este elemento,
en una sobrecarga de cobre se presenta alteracion en la fragilidad lisosomal, se disminuye
lafluidez de la membrana, se alterala composicién de &cidos grasos en las membranasy se
cataliza la peroxidacion de lipidos, dando por resultado la vasta debilitacion en la funcion y

la integridad celular de los hepatocitos; (°>1%0

por elo que & higado a detectar las
concentraciones elevadas de cobre comienza a producir concentraciones elevadas de
ceruloplasmina, para poder regular la cantidad de cobre, ya que la Cp atrapa hasta 8
mol éculas de Cu/molécula de Cp, ademés, tiene una actividad antioxidante y es catal ogada
como anti- inflamatorio de fase aguda que puede tener un papel activo en la regulacion de
la homeostasis del cobre y del hierro. 2 Por esta razén las concentraciones en suero
puede ser de dos a tres veces mayor durante la inflamacion, € embarazo y otros estados
patol 6gico. ®48)  Se ha visto en diversos trabajos realizados su elevacion en suero cuando
hay procesos inflamatorios, infecciones o necrosis, y se considera que reflgja el intenso

estrés oxidativo presente durante éstos procesos.
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Es por ello que la correlacion entre el tiempo de uso del DIU y € incremento de la
ceruloplasmina es muy baja, porgque esta se produce desde €l inicio de lainserciéon del DIU

y SUs concentraciones se mantienen casi constantes en los diferentes tiempos de uso.

En & caso dela PCR € incremento en las usuarias del DIU se debe a lainflamacién que se
produce por insertar un cuerpo extrafio al organismo, asi como también puede estar
relacionado a procesos infecciosos por € uso del DIU, aunque la PCR es una proteina que
se produce en higado y € aumento podria manifestar un desequilibrio del higado, pero no

es especifica para diagnosticar dafio.

Con todo esto podemos decir que el cobre liberado por los DIU"s genera la peroxidacion
lipidica de las membranas hepéticas y la disfuncién mitocondria, induciendo la liberacion
delaALT, AST y GGT ala circulacion sanguinea, provocando aumento de estas enzimas

(18

en suero. ® Lo cual reflejael dafio que esta causando al higado.
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IX. CONCLUSIONES

1. Las concentraciones de cobre en suero de las mujeres usuarias del DIU TCu380A
se presentan elevadas desde € inicio de su insercion y en cantidades superiores a
los valores de referencia. Esta elevacion se observa influenciada por el tiempo de
uso del DIU.

2. Las mujeres usuarias del DIU TCu380A presentan concentraciones de ALT, AST,

GGT, PCR, Cp superiores a los valores presentados por las no usuarias.

3. Las concentraciones de las enzimas hepaticas ALT, AST y GGT, de las mujeres
usuarias del DIU TCu380A son superiores a los vaores de referencia, a partir de
los 37 meses de uso.

4. Las concentraciones de cobre en suero de las mujeres usuarias del DIU TCu380A,
se correlaciona con las concentraciones de las enzimas hepéticas 'y ceruloplasmina

presentando significancia a partir de los 37 meses de uso.

5. LaPCR esta presente solo en los primeros 36 meses de uso del DIU TCu380A.
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11.1. Cuestionario para lainclusion de donadoras

X1. ANEXOS

Anexos

Nombre:

Edad: Peso Kg. Talla: m Ocupacion:
Direccion:

Teléfono: Fecha:

1. Consumo de bebidas alcohdlicas en un mes:

a) O dias b) 1-3 dias C) 4-6 dias
d) 7-10 dias e) 11-15 dias f) més de 16 dias
2. ¢Padece alguna enfermedad?
| b) No | a) S |
Cudl:
3. ¢Ha sufrido enfermedades hepéticas?
| a) Si | b) No |

Cud:

4. Si en laactualidad consume algun medicamento anote el nombre:

5. ¢Utiliza algin método anticonceptivo?

| a)Si

| b) No

6. El método anticonceptivo que utiliza es a base de

a) Pastillas

b) Inyecciones

¢) Espumas o pomadas

d) Condon

e) DIU

f) Ninguno

7. Si su método anticonceptivo es el DIU, ¢cual es el tiempo de su uso?

a) 21 a90 dias

b) 91 a 365 dias

¢) 1 afo un dia a 3 anos

d) 3 aflosun diaa 5 afios

€) 5 aflos un diaa 7 afos

f) 7 afios un diaa 9 afios

g) 9 afios un dia 6 més
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8. Marque con una X los sintomas que ha padecido después de lainsercion del DIU

a) Inflamacién en vientre

b) Inflamacion en caderas

c) Inflamacion en estomago

d) Dolores de cabeza frecuentes
€) Adelanto de la menstruacion
f) Retrazo de la menstruacion
g) Hemorragias

h) Fatiga

i) Ninguno

¢Cuantos dias dura su menstruacion?

Yo acepto participar como voluntaria para la

realizacion de la investigaciéon que lleva por nombre: Determinacion de enzimas hepaticas

en mujeres usuarias y no usuarias del DIU TCu 380A.

Firmo como voluntaria
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11.2. Obtencién de anticuerpos en congo para Ceruloplasmina humana

Tratamiento especial merecen los datos sobre Ceruloplasmina, ya que en este caso
particular se obtuvieron resultados adicionales en relacién a método de andisis, ya que la
técnica empleada para su determinacion no tiene antecedentes en la literatura. La técnica
establecida esta basada en el método de inmunodifusion radial que facilita el andlisis de

esta proteina. La técnica es de bgjo costo y de facil gecucion.

11.2.1 Descripcion de la Técnica

El establecimiento de esta técnicatuvo por objetivo determinar ceruloplasmina humana.
El desarrollo de la técnica se baso en e método de inmunodifusion radial, por lo que fue
necesario elaborar un anticuerpo para ceruloplasmina humana en congjo ya que este es

considerado un modelo adecuado paratal fin. ©

A continuacion se describe puntualmente el material y método empleado para €l desarrollo

de estatécnica

11.2.2. Material y equipo

QAE A-50 Sephadex, (Sigma Chemical Company)

400 mL de plasma fresco humano certificado

Columna para tamices moleculares 54X 1X 100 cm, (Sigma Chemical Company)
Soluciones de fosfato de potasio (0.1M, 0.2M, 0.3M y 0.05M), (Monterrey.S.A)
Sulfato de amonio a 30%, (Baker)

Espectrofotometro, (Jenway 6305)

Centrifuga (Hamilton Bell V6500 BIOHAZARD)

Centrifuga (IEC B-20A DAMON)
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Membrana de didlisis PM 12 000 — 14 000. (Spectra)
Refrigerador (Whirlpool)

Tubos (Eppendorf)

Congelador (Revco)

Crondmetro (Timex)

Placade agitacién (Bellco Glass, Inc)

Tubos de ensaye (Kimax)

1 matraz Erlenmeyer de 250 mL (Kimax)

11.2.3. Método

11.2.3.1. Obtencién de Ceruloplasmina humana

1. Se colocaron 400mL de plasma humano y 200 mL de QAE A-50 Sephadex en un
recipiente limpio con agitacion suave durante 4hrs a 4°C.

2. Después del transcurso de este tiempo se colocd en una columna y se eluyé con
0.1M de fosfato de potasio.

3. Serecolecto € eluido (cada 4mL) en tubos de ensaye limpios 'y secos, € contenido
de estos tubos se leyd en espectrofotdmetro a 280nm.

4. Se detuvo la elusion hasta que ya no se presentd lectura en los tubos.
Posteriormente se eluy6 con fosfato de potasio 0.2M de igua manera que €
anterior.

6. Al término de esto se prosigui6 con fosfato de potasio 0.3M, repitiendo € paso 3y
4,

7. Los voliumenes que presentaron mayor lectura en € espectrofotometro se
recolectaron en un matraz Erlenmeyer de 250 mL y se precipitaron con 52 mL de
sulfato de amonio al 30%.

8. El precipitado se centrifugé a 27 000 G (en centrifuga IEC B-20A) durante 30

minutos.
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9. El sobrenadante se precipité con 151 mL de sulfato de amonio a 50% y se
centrifugd de igual manera que €l anterior.

10. Se resuspendio e precipitado con fosfato de potasio 0.05M y se colocd en la
membrana de didisis.

11. La membrana se coloco en un matraz Erlenmeyer de 500 mL que contenia buffer
fosfato de potasio 0.05M durante 48 horas en refrigeracion, e buffer se cambio
cada 24 horas.

12. La muestra obtenida se colocé en tubos Eppendorf, y se congelé hasta su

utilizacion.

11.2.3.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida para la identificacion de Ceruloplasmina

humana.

a) Material

Vidriosde 12x11 y 12x10
Separadores de teflon de 0.05mm
Agarosaal 2%.

Gel separador

Agua bidestilada (Theissier)

Gel concentrador

Peine para electroforesis
Amortiguador 4x

Tubos Eppendorf 600 pL
Amortiguador de corrimiento

Marcador de peso molecular (Sigma Chemical Company)
b) Equipo

Bano Maria

Centrifuga
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Cémara de electroforesis miniprotean (Bio-Rad)
Secador de geles (Bio-Rad)

c) Método

1

Se unieron dos cristales de 12x11 y 12x10 cm con separadores de teflon de
0.05mm.

2. Sesdlaron losladosy laparte inferior con agarosaa 2%.

3. Secoloco e gel separador a nivel aproximado de 4cm del borde superior evitando

que se formaran burbujas.

Se le agreg6 agua destilada por |os extremos para observar la polimerizacion.

5. Unavez polimerizado se inclino el armazon para desalojar € agua.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Se eliminb € excedente de agarosa con agua bidestilada y se dgj6é reposar unos
minutos.

Se llend € armazdn del gel concentrador y se insertd e peine cuidando de que no
se generaran burbujas bajo los dientes, se degj6 reposar por 10 minutos.

Para e tratamiento de muestras se combinaron 3 partes de la muestra de la
Ceruloplasmina con una parte del amortiguador 4x, en un tubo Eppendorf.

El tubo se colocd en un bafio de agua hirviendo durante 4 minutosy se centrifugé a
2000 rpm durante 30 segundos.

Se continud con € corrido de los geles retirando € peine, y cuidando de que no se
destruyeran los pozos, se llend cada pozo con aguay se drend invirtiendo la camara
tres veces.

El armazdn se colocod dentro de la cdmara de electroforesis.

Lacamarainternay cada pozo se llenaron con amortiguador de corrimiento.

Una vez redlizado esto la muestra se coloco en 5 carriles, en e sexto carril se
coloco el marcador de peso molecular.

Finalmente se llend e compartimiento inferior de la cAmara con amortiguador de
corrimiento.

Se redliz6 la electroforesis a 80 V de corriente constante, hasta que llego a gel
separador, a partir del cua sele cambio € voltgje a 120.
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16. Se desconectd cuando €l corrimiento quedo en un limite aproximado de 0.5 cm del
limite inferior de los cristales.

17. Posteriormente se realizd la tincion, decoloracion y secado del gel.

11.2.3.3. Determinacion de la concentracion de Ceruloplasmina humana

Cuadro 12. Determinacion de la concentracion de ceruloplasmina por el método de Lowry. México D.F
2005.

Reactivos NUmer o de tubos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Muestra

Estandar 01 (02 |03 |04 05 |06 |07 |08 |09 10 |01
(mL)
H,O (mL) 09 (08 |07 |06 05 |04 |03 (02 |01 ---- 109
Reactivo C | 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
(mL)

Se dej6 reposar durante 10 minutos
Reactivo 01 (01 |01 0.1 01 |01 |01 (01 |01 01 |01
Folin-
Ciocalteus

Se dejo reposar durante 30 minutos
Seley6 a 640 nm de Absorbancia

Se colocaron 11 tubos de ensaye en una gradillay se prosiguio de acuerdo a Cuadro 12.
Se ley0 la curva estandar que contenia concentraciones conocidas de albumina de suero de
bovino (250 pg/ml). La concentracion de ceruloplasmina se interpol6 en esta de

absorbancia para proteinas.
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Gréafica8. Curva estandar para la determinacion de ceruloplasmina. La absorbancia de Cp presento un valor

de 0.305 nm, obteniéndose asi una concentracion de 147 mg/dL.
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11.2.3.4. Inmunizacion del congjo

a) Material

Congjo de 8 meses de edad y 2.5 Kg de peso
1 cgja de madera

Torundas con acohol

Jeringa estéril parainsulina

Solucion salina

Adyuvante completo de Freund

Vasos de precipitados de 100, 250 y 500 mL (Kimax)
Probeta graduada de 100 mL (Kimax)

Azida de sodio (Sigma)

Pipetas Pasterur

Bulbo para pipeta Pasteur
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b) Material

Refrigerador

Bafio de agua atemperaturade 37° C

a) Método

1. El congo seinmovilizd en una caja de maderay esta se coloco verticalmente.
2. Selimpio el lomo en e margen exterior con una torunda de acohol.
3. Seleinyectd la Ceruloplasmina con una jeringa de insulina de acuerdo a esgquema
siguiente:
dia0 Se coloco en un tubo de ensaye 1 mg de Ceruloplasmina, 1 mL
de solucion salinay 1 L de adyuvante completo de Freuwd, se
homogeniz6 y se le aplicé a conegjo en sitios multiples por via
subcuténea.
dial4 Se coloco 1 mg de Ceruloplasming, 1 mL de solucion salina y1
mL de adyuvante incompleto de Freud, se homogenizaron y se le
aplico en sitios mltiples por via subcutanea.
dia35 Se colocaron 0.5 mg de Ceruloplasmina, 1 mL de solucién salina,
se homogenizaron y se le aplicé en sitios mdltiples, por via
subcutanea.
dia40 Se aplicd igua que el paso anterior.

dia45 Se sangro €l congjo en blanco.

4. Lasangre del congjo se coloco en un vaso de precipitados y se coloco en un bafio
de agua a temperatura de 37° C durante 3 horas.

5. Posteriormente se coloco en refrigeracion a4° C para que se retrgjera el coagulo.

6. Una vez retraido e coagulo se separ6 e suero por centrifugacion y se colocd en

una probeta graduada para observar € volumen.

7
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7. Se transfirié a un frasco boca ancha color &mbar de 250 mL y se le agreg6 una

pizca de azida de sodio para evitar la contaminacion de bacterias.

8. El suero inmunizado se refrigerd hasta su utilizacion.

11.3 Resultados

A continuacion se incluyen los resultados obtenidos. En e carril de Cp se marcan dos

bandas anchas de arriba hacia abajo, la primera corresponde a Cp de peso molecular 126

000 Daltons y la segunda de menor peso molecular 115 000 Daltons.

Grafica9. Num. Banda

0 N o o~ W NBR

Fuente: Directa

Cuadro 13. Valores del marcador de
Peso Molecular.

Nam Peso
Banda molecular
(KDa)

179.3
120
83.3
65.8
50.1
38.6
215
205

Fuente: BenchMark ™™
Invitrogen Corporation. All
rights reserved. 1997-2002
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Gréfica 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida para la identificacién de Ceruloplasmina humana. Los

carriles marcan de izquierda a derecha, Marcador de PM y Ceruloplasmina respectivamente.

La ceruloplasmina no es homogénea; 80 % del total corresponde a la fraccién C con peso
molecular de 148 000; la fraccion D (PM 125 000) corresponde a 20 % restante y se

divide en tres subfracciones cuando menos. Parte de esta heterogeneidad puede deberse a

una tendencia a formar polimeros; parte también puede ser de origen genético.
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Se puede observar en la placa de Falcon, iniciando de arriba hacia abajo en sentido de las

manecillas del reloj, las diluciones y concentraciones del estandar. (Figura 10)

Cuadro 14. Concentracién de la Cp obtenida.

Muestra  Didmetro  Concentracion

mg/dL
a) Sindiluir 8 mm 140
b 1.2 7mm 735

c 14 6mm 36.7

d 18 5mm 18.37

Fuente: Directa

Imagen 1. Foto dela Inmunodifusion radial del estandar de Ceruloplasmina:

Estas concentraciones fueron utilizadas en la elaboracion de una curva esténdar para poder
determinar las concentraciones de las muestras de suero de las 80 mujeres.

Graficall. Curvaestdndar de la obtencién de anticuerpos para Cerul oplasmina humana.
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