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Simbolos y abreviaturas Daniel Turiel Fernadndez

1. Simbolos y abreviaturas

ICP-MS: Espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo.
FIA: Sistema de inyeccion en flujo.

DMT1: Divalent Metal Transporter 1.

HCP1: Heme Carrier Protein 1.

ECL: Electroquimioluminiscencia.

ECLIA: Inmunoelectroquimioluminiscencia.

HUCA: Hospital Central Universitario de Asturias.



Prologo Daniel Turiel Fernandez

2. Prédlogo

La presencia de metales toxicos en la sangre de individuos con insuficiencia
renal crénica ha sido tema de estudio en clinica por los posibles efectos perjudiciales
que estos puedan representar para la salud. Estos metales pueden estar libres en el suero
o alojarse dentro de la ferritina, la principal proteina acumuladora de Fe en el
organismo. Por tanto, en el presente trabajo fin de master se desarrolla un método que
tiene como objetivo fundamental la cuantificacion de metales presentes en el suero de
pacientes de hemodiélisis con distintos niveles de ferritina circulante tanto a nivel
global como aquellos alojados dentro de la estructura de la ferritina. Los metales

seleccionados sujeto de estudio han sido aluminio, cobre, cromo, manganeso y zinc.

El reto analitico de este trabajo reside en la separacion de la ferritina del resto de
componentes presentes en el suero, posibilitando asi una determinacion de dichos
metales en el suero total y en la ferritina aislada para poder comparar ambos resultados.
Para este proposito se ha llevado a cabo un inmunoensayo con un anticuerpo
monoclonal antiferritina biotinilado que permite la separacion especifica de la ferritina
respecto a otras proteinas séricas empleando microparticulas magnéticas recubiertas de
estreptavidina, asi como una optimizacion para la cuantificacion de dichos metales
haciendo uso de la espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-MS) e introduccidn de muestras mediante un sistema de inyeccion en
flujo (FIA).

La motivacion que sostiene el trabajo es la novedad del mismo, pues son pocos
los estudios que se han realizado para detectar dichos metales en la ferritina y que puede
afectar a la toxicidad de los mismos en el organismo, particularmente en el caso de
pacientes con insuficiencia renal cronica donde la eliminacién de los metales circulantes
por parte del rifidn se encuentra muy limitada. Ademas el trabajo engloba una parte
sanitaria relacionada con la vida, atil para los pacientes y de gran interés para los

especialistas, mostrando la gran aplicacion y el contexto real del mismo.
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3. Introduccioén

3.1. La ferritina: definicion e importancia

La ferritina es una proteina citosolica que se encuentra en la mayor parte de los
tejidos aunque se sintetiza fundamentalmente en el higado, donde almacena el hierro en
forma de depositos de este metal en forma biodisponible.!Aproximadamente el 20% del
hierro se encuentra almacenado en esta proteina y en la hemosiderina. Tiene un peso
minimo de 440 kDa que varia dependiendo del contenido férrico, el cual esta en un
promedio de aproximadamente 2000 iones de Fe*', todos ellos en el nicleo férrico®.
Bajo condiciones saturantes se puede llegar a niveles de 4500 &tomos de hierro por

molécula de ferritina.

La funcion principal de esta proteina es la de liberar el hierro répidamente
cuando disminuyen los niveles de hierro plasmatico. Ademas de esto tiene otras
importantes funciones como la proteccidn frente a la proliferacion celular incontrolada,
al dafio oxidativo y en procesos inflamatorios. También es importante su uso como
marcador biomédico para detectar desordenes metabdlicos de hierro. Se acumula en los

hepatocitos del higado mayoritariamente y esta presente en el plasma a niveles de traza.

El parametro clinico que se usa para conocer el estado de las reservas de hierro
en el organismo es la ferritina sérica, expresada en las unidades de ng/mL. La razén de
esta medida radica en que el nivel de esta proteina en suero es proporcional al contenido
de hierro en los depésitos hepaticos, siendo aproximadamente 1 ng/mL de ferritina

sérica equivalente a 8 mg de hierro almacenado en el cuerpo.

La apoferritina (parte proteica de la ferritina) esta formada por 24 subunidades
de dos tipos inmunoldgicos diferentes, ligeras (L) y pesadas (H).® Los monémeros L
contienen 174 aminoacidos y un peso molecular de 19900 Da, y tienen una funcion
importante en la formacion y crecimiento del nicleo del hierro (Fe**). La cadena H

actla como una ferroxidasa, catalizando al mismo tiempo la oxidacién del Fe?

'Knovich, M. A.; Storey, J. A.; Coffman, L. G.; Torti, S. VV.; Torti, F. M. Ferritin for the clinician. Blood
Rev. 2009, 23, 95-104.

2 Analizadores Elecsys y cobas; Ferritina; REF 0.737551.

® Theil, E. C. Ferritin: At the Crossroads of Iron and Oxygen Metabolism. J. Nutr. 2003, 133, 1549S-
1553S.
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intracelular a Fe**y la reduccién del oxigeno. Tiene unos 183 amino4cidos con un peso
molecular de 21200 Da. Esta molécula tiende a formar oligdbmeros y, cuando se
encuentra en exceso en las células de los 6rganos de depdsito, a condensarse en los

lisosomas en forma de hemosiderina semicristalina.?

En el bazo y en el higado la ferritina es rica en las subunidades L, tiene un cierto
mayor contenido en hierro (1500 atomos de hierro/molécula, por lo menos). En el
corazon y cerebro la ferritina esta enriquecida con las subunidades H, teniendo un
menor contenido en hierro (1000 atomos de hierro/molécula). Ademas de esto, la
ferritina también se encuentra presente en el suero sanguineo, utilizandose clinicamente
junto a otros parametros relacionados con el hierro (como por ejemplo el % de

saturacion de la transferrina) para poder conocer los niveles de hierro de un paciente.

Las 24 subunidades de la ferritina se ordenan esféricamente generando una
cavidad hueca de diametro interno de 80 A y de diametro externo igual a 125 A como se
muestra en la Figura 1. Los 4500 atomos de hierro que se pueden llegar a incorporar a
esta proteina se almacenan como cristales de hidroxido fosfato férrico
[(FeEOOHg).FeO.PO3H.]. En condiciones normales la ferritina no se encuentra saturada

y suele contener un promedio de 2000 &tomos de hierro.

Figura 1. Imagen de la estructura cuaternaria de la ferritina.

Como se menciono anteriormente, la mayor parte de la ferritina se encuentra
dentro de la célula, pero también puede hallarse en el medio extracelular de la sangre y
el plasma. A diferencia de la ferritina que se encuentra en los tejidos, la sérica esta
formada principalmente por subunidades L glicosiladas (son denominadas G) con un

contenido en hierro bajo, incluso cuando se da el caso de sobrecarga férrica. En la
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sangre esta proteina se encuentra en niveles de traza y se cree que esta constituida

principalmente por subunidades H.

3.2. El papel de la ferritina en el metabolismo del Fe

Bajo condiciones fisiologicas, el hierro que entra diariamente en el cuerpo
(aproximadamente 1 mg/dia) se incorpora a un ciclo practicamente cerrado que se repite
de manera indefinida. Aunque el hierro puede ser absorbido por todo el intestino, su
absorcion es mas eficiente en el duodeno®y la parte alta del yeyuno, donde el pH es
ligeramente acido. Esta absorcion depende del tipo de hierro del cual se trata, existiendo
el hierro inorganico (+3) y el hierro "hemo™ (+2). Este ultimo se encuentra formando
muchas metaloproteinas, encontrandose fundamentalmente en alimentos de origen
animal. El hierro inorgénico sin embargo, se encuentra en alimentos de origen vegetal y
en preparados farmacéuticos, y esta formado fundamentalmente por sales inorgénicas de

dicho metal.*

Gracias al acido clorhidrico del estbmago y de la enzima ferrireductasa, el hierro
inorganico pasa a hierro ferroso (Fe?*), el cual es soluble y capaz de atravesar la
membrana de la mucosa intestinal®>. La DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) es una
proteina de membrana cuya funcion es la de transportar los iones ferrosos a través de las
células epiteliales del intestino, siendo capaz también de transportar otros metales

divalentes como el zinc, manganeso, cobre o plomo®.

En cuanto al hierro hemo, atraviesa la membrana celular bajo la forma de
metaloporfirina intacta, separada de la globina gracias a proteasas endoluminales o de la
membrana del enterocito. Este transporte lo realiza otra proteina, la HCP1’ (Heme
Carrier Protein-1). Una vez se encuentra en el citosol del enterocito el hierro pasa al
torrente circulatorio mediante su asociacién a la transferrina que lo transporta y
distribuye a los distintos 6rganos: principalmente a la médula 6sea para la sintesis de

hemoglobina, una parte para la sintesis de mioglobina y otras enzimas y finalmente el

*Food and Nutrition Board, National Research Council: recommended dietary allowances. 10th ed.
Washington, DC. 1989, National Academy Press.

® Ponka, P.; Schulman, H. M.; Woodworth, R. C. Iron transport and storage. CRC Press, Inc.; 1990.

® Aisen, P.; Wessling-Resnick, M.; Leibold, E. A. Iron metabolism. Curr Opin Chem Biol.1999, 3:200-6.
"Uzel, C.; Conrad, M. E. Abortion of heme iron. Semin Hematol. 1998,35:27-34.
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exceso se acumula en la ferritina del higado fundamentalmente como se muestra en la

Figura 2.

Existe una gran heterogeneidad en la ferritina, pudiendo diferenciar mediante la
técnica del isoelectroenfoque® hasta 20 isoferritinas diferentes”’. Esto se debe al
contenido cambiante de las subunidades H y las L. Las isoferritinas basicas (ricas en
subunidades L) garantizan el depdsito de hierro a largo plazo, encontrandose en el
higado y bazo; mientras que las acidas (ricas en subunidades H) contienen menos hierro,
y su funcién se relaciona mas con los procesos de sintesis, encontrdndose en el
miocardio, placenta y tejido tumoral®. Los puntos isoeléctricos de las mismas se

encuentran comprendidos entre 4.8 y 5.8.

El organismo humano contiene de 200 a 1.500 mg de hierro en forma de ferritina
y hemosiderina; 30% se encuentra en el higado, otro tanto en la médula dsea y el resto

en bazo y masculos.

En cuanto a la eliminacion, el hierro se pierde sélo por hemorragias y en
cantidades muy pequefias por las heces, el sudor y la exfoliacion normal del pelo y la
piel. La mayor parte del hierro de las heces corresponde al que no se absorbié de los
alimentos. La eficacia de la absorcion depende del individuo y del alimento en que se

encuentra. Por la orina casi no se elimina hierro.

La pérdida diaria de hierro es casi 1mg en el varén adulto y ligeramente menor
en mujeres que no menstrdan; en la menstruacion se pierde en promedio 0.5 mg/dia. Sin
embargo existen grandes variaciones entre las personas y en casi 5% de mujeres

normales se han observado pérdidas menstruales de 1.4 mg/dia de hierro.

8 Drysdale, J. W. Heterogeneity in tissue ferritins displayed by gel electrofocusing. Biochem J.
1974,141:627-32.
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ENVEJECIMIENTO ' ERITROPOYESIS
Figura 2. Ciclo biolégico del hierro en el organismo humano.

3.3. Enfermedades relacionadas con el metabolismo del Fe

La deficiencia de hierro es la mas comun de todas las enfermedades por carencia
humanas en paises en desarrollo y desarrollados. Los grupos de mayor riesgo son los
menores de dos afios, nifias adolescentes, mujeres embarazadas y personas de edad

avanzada.

La carencia de hierro se manifiesta finalmente por el desarrollo de anemia, que
se corrige administrando dietas ricas en hierro absorbible y proporcionando
suplementos de hierro en forma de sulfato o gluconato ferroso. La deficiencia de hierro
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puede deberse a lesiones, hemorragias o enfermedades, también puede agravarse por
una dieta mal equilibrada insuficiente en hierro, folato y vitaminas Bi,, Bg y C. En nifios
puede llevar a la presencia de bajo rendimiento escolar, disminucion de la capacidad de

atencion y alteraciones en el crecimiento fisico y desarrollo neuropsicolégico.

Existen tres etapas generadas por los estados carenciales de este nutriente. La
fase I trae consigo el inicio de la escasez del metal en los 6rganos de deposito para
satisfacer las necesidades del organismo. En la fase Il, denominada eritropoyesis
ferropénica, los almacenes se vacian y comienza a existir una insuficiencia en el aporte
de hierro a las células. Finalmente, la fase 111 o0 anemia ferropénica presenta valores para
la hemoglobina por debajo de los considerados normales. En esta etapa ultima los
sintomas manifestados van desde palidez por deficiencia de la hemoglobina, fatiga, ufias
quebradizas, etc.

La determinacion de la ferritina constituye un método apropiado para averiguar
la situacién metabolica del hierro. Las deficiencias en el deposito de hierro pueden ser
detectadas precozmente en el sistema reticulo-endotelial. El valor limite establecido
clinicamente para la deteccién de la deficiencia prelatente de hierro es de 20 pg/L. Este
valor indica de forma fiable la deplecién de las reservas férricas disponibles para la
sintesis de la hemoglobina. Valores inferiores a 12 pg/L se consideran como una
ferrodeficiencia latente. En cuanto a los valores limites superiores, se encuentran en
400 pg/L. Valores superiores puedes ser indicadores de una necrosis celular, de un
bloqueo de la eritropoyesis o de una sintesis de tejido tumoral®. Para la ferritina, los
valores normales se encuentran entre 12 y 300 ng/mL para los hombres, y 12 y 150

ng/mL para las mujeres’.

Al igual que la deficiencia de hierro puede llevar problemas, también su exceso
puede presentar alteraciones patoldgicas en muchos érganos, de manera especial se ve
afectado el higado, por sus mdltiples vias de entrada y por ser el principal érgano de
reserva de hierro. Dentro de las situaciones de exceso de hierro, la hemosiderosis se
refiere a la presencia de hierro en un tejido sin llevar consigo dafo tisular, por otro lado
la hemocromatosis si implica dicho dafio por depdsito del metal mencionado, aunque es

cierto que este dafo no es evidente inicialmente.

% http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/spanish/ency/article/003490.htm
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Este exceso en el metal se puede producir por dos causas fundamentalmente, por
un aumento de la absorcion del hierro y por un aumento del catabolismo de los
eritrocitos. En el primer caso el hierro se deposita en las células parenquimatosas del
higado, corazon y en algunos tejidos endocrinos. Cuando el aumento de la absorcion del
hierro es debido a factores genéticos se denomina hemocromatosis hereditaria o
primaria. En el segundo caso el hierro se acumula primero en los macrofagos del
sistema reticulo endotelial y mas tarde en las células parenquimatosas. En estos casos se

habla de hemocromatosis adquirida o secundaria.

La hemocromatosis hereditaria es la forma mas comun de exceso de hierro. A
largo plazo se genera una acumulacién de hierro en higado, pancreas y musculo
cardiaco que acaban desembocando en fibrosis e insuficiencia funcional en dichos
6rganos afectados™.

3.4. La medida de la ferritina en el diagnostico de otras enfermedades

Aunque como se ha comentado en el apartado anterior, la ferritina puede
representar un valioso marcador de la homeostasis del Fe, dicha medida puede verse
afectada por procesos inflamatorios. Estas situaciones proporcionan un aumento
considerable de la concentracidn de ferritina en plasma, pero que no puede ser asociada
especificamente a una enfermedad concreta. Algunos de estos casos se asocian con la
enfermedad renal cronica, la artritis reumatoide o diversos desérdenes autoinmunes.
Algunos pacientes en hemodidlisis tienen valores de ferritina circulante mayores de 500
ng/mL (hiperferritinemia), sin embargo esto no significa que tengan mas hierro
biodisponible para llevar a cabo la eritropoyesis sino que la proteina se encuentra
elevada debido a procesos inflamatorios. Ademas, se ha observado que dichos pacientes
tienen en su plasma sanguineo un muy bajo contenido en hierro en su ferritina™. Una de
las hipédtesis que se emplean para explicar este fendmeno es que la ferritina en estos
casos contiene otros metales diferentes al hierro que ocupan su centro activo

(recordemos que puede alojar hasta 4500 atomo de Fe).

9 Roy, C. N.; Andrews, N. C. Recent advances in disorders of iron metabolism: mutations, mechanisms
and modifiers. Hum Mol Genet. 2001, 10:2181-6.

Ygpada, P.L.; Rossi, C.; Alimonti, A. et al. Ferritin iron content in hemodialysis patients: comparison
with septic and hemochromatosis patients. Clin. Biochem. 2008, 41: 997-1001.
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Pese a que esta habilidad de la ferritina para enlazar metales diferentes al hierro
es conocida, hay pocas publicaciones que muestren el contenido real de los metales
dentro de la ferritina plasmatica. Los escasos trabajos existentes en este sentido revelan
la presencia iones metalicos en el interior del nucleo de ferritina como Al, Fe y Zn,
mientras que otros como el Cr o el Mn también pueden estar presentes*. EI metal que

sustituye al hierro en mayor medida es el Al debido a sus caracteristicas comunes.

3.5. Métodos de determinacioén de ferritina sérica

La determinacion directa de la ferritina en el suero no es trivial debido a que los
niveles en los cuales se encuentra presente este biomarcador son del orden de los
ng/mL. Solamente métodos que posean una gran sensibilidad pueden ser utilizados para
tal fin. En el anlisis de rutina clinica, la ferritina circulante se determina habitualmente
por inmunoturbidimetria o nefelometria, asi como por electro-quimioluminiscencia
asociada a un inmunoensayo. En la inmunoturbidimentria se emplean
particulas de latex recubiertas del anticuerpo especifico que se mezclan con la muestra.
En la presencia del antigeno (ferritina), las particulas se aglutinan, resultando un
aumento de turbidez de la muestra. El grado de la turbidez (medido mediante
turbidimetria o nefelometria como muestra la Figura 3) es proporcional a la

concentracion del analito, permitiendo la cuantificacion de la ferritina en las muestras.

/L ﬁ Detector
spectrophotometer
turbidimetry

-
-~ 0B
A N

Light
source
a Detector
forward light scatter
Detector, nephelometry

90° light scatter
nephelometry

Figura 3. Esquema de las medidas nefelométricas y turbidimetricas empleadas para la determinacion de ferritina.

25pada, P.L.; Rossi, C.; Alimonti, A.; et al. Iron, zinc and aluminium ferritin content of hemodialysis
hyperferritinemic patients: comparison with other hyperferritinemicclinical condictions and
normoferritinemic blood donors. Clin. Biochem. 2009, 42:1654-1657.
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El método basado en la luminiscencia se refiere comunmente a la luz emitida por
una molécula cuando cambia de un estado excitado a un estado de energia inferior,
tipicamente el estado fundamental. La luminiscencia puede ser de distintas formas,
dependiendo del tipo de excitacion que se emplee. En el caso de
electroquimioluminiscencia (ECL), las moléculas son excitadas por una reaccion
electroquimica: una sustancia es electroquimicamente oxidada o reducida sobre la
superficie de un electrodo. Esta especie oxidada o reducida se encuentra excitada (es
energéticamente inestable) y emite una radiacion de frecuencia especifica al volver al

estado fundamental

La ventaja de la electroquimiluminiscencia (ECL) es la extremada sensibilidad
que proporciona y si esta se lleva a cabo a continuacion de la reaccion inmunoquimica,
es posible ademas obtener una elevada selectividad. Por eso, el método ECLIA
(electrochemoluminescentinmunoassay) es un método que proporciona excelentes
caracteristicas analiticas para la determinacién de ferritina en las muestras de suero.
Pese a todo ello, estos métodos revelan una concentracion de ferritina basada en una
curva de calibracion, que debe ser hecha diariamente con estdndares de concentracion
conocida (y hoy en dia no existen métodos de normalizacion de la concentracion de

dichos estandares).

Es por eso que recientemente se han desarrollado modificaciones del método
previamente detallado de ECLIA que resultan mas cdémodos y ventajosos por no
requerir de esta curva de calibracion; son los métodos absolutos basados en
metodologias libres de calibrado. En este marco, la espectrometria de masas utilizando
como fuente de ionizacion un ICP y apoyandose en un analisis por dilucion isotdpica es
una técnica ampliamente utilizada.'® Este empleado para la ferritina y en que se basara
el trabajo desarrollado en este TFM esta basado en la formacion de un inmunocomplejo
con un anticuerpo biotinilado monoclonal especifico anti-ferritina y otro anticuerpo
especifico monoclonal anti-ferritina marcado con quelato de rutenio, formando asi un
complejo tipo sandwich analogo al empleado en el método de ECLIA. Tras esta etapa se
incorporan microparticulas esféricas recubiertas de estreptavidina formandose asi un
complejo por la interaccion biotina-estreptavidina que puede lavarse del resto de los

componentes de la disolucion empleando un iman.
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El complejo se disuelve en nitrico y una vez establecida la estequiometria entre
el Ru y la ferritina, pueden llevarse a cabo medidas de la concentracion de la proteina
sin emplear patrones de calibrado como se muestra en la Figura 4.

Sandwich immune
complex

-t/
@ | Anti-Ferritin-Ab~biotin Magnetic particles
> — —
N
Ferritin g Anti-Ferritin-Ab~Ru(bpy),?
o/
Ru(bpy)s™ _ AAA ((( -
Emission (620 nm)
R, ECLIA
A—
o Washing step
Electrode | :
(2v)
e
<Ry X
Flow Injection v ) g IDA-FI-ICP-MS
|CP.MS — —— \ <
2Ru (spike) 1.) Washing step U

2.) 0.1 % HNO, U

Figura 4. Esquema de uno de los métodos para la deteccion de la ferritina en combinacion con un analisis

electroluminiscente y una deteccion por ICP-MS. "

BKonz, T.; Afién Alvarez, E.; Montes Bayon, M.; Sanz-Medel, A. Antibody labelling and elemental mass
spectrometry (ICP-MS) using isotope dilution for highly sensitive ferritin determination and iron-ferritin
ratio measurement. Anal. Chem. 2013, 85, 8334—-8340.
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4. Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo general la puesta a punto de un método

analitico que permita la determinacion de metales presentes en el nacleo metélico de la

ferritina y elucidar si existe una relacion entre dichos niveles y la enfermedad renal

cronica. Para llevar a cabo este objetivo general, es necesario desarrollar varios

objetivos parciales:

a)

Puesta a punto de una metodologia basada en analisis por inyeccion en flujo
(FIA) para la determinacion de cinco metales (Cu, Zn, Mn, Cr y Al) en
micromuestras mediante espectrometria de masas con fuente de plasma de

acoplamiento inductivo (ICP-MS).

b) Aplicacion de la metodologia desarrollada a la determinacién de los metales

previamente enumerados en muestras de suero humano y en patrones de
ferritina humana comercial.

Desarrollo de una metodologia para aislar la ferritina del suero empleando un
anticuerpo monoclonal biotinilado especifico de la proteina y empleando
para la recoleccién del compuesto microparticulas magnéticas recubiertas de
estreptavidina.

d) Aplicacion de la metodologia desarrollada para la determinacién de metales

presentes en la ferritina de suero humano empleando el sistema FIA-ICP-MS

previamente desarrollado.

Aunque la determinacion de la ferritina total en los sueros estudiados se ha

llevado a cabo en el Hospital Central Universitario de Asturias, se ha intentado

correlacionar los datos obtenidos respecto a la proteina total con los obtenidos para los

distintos metales.
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5. Metodologia experimental

5.1. Reactivos y disoluciones

El material de laboratorio que se utilizé de forma general fue:

1) Guantes de latex.

2) Pipetas pasteur de 1,5y 3 mL.

3) Micropipetas de distinto volumen: 1-10 pL, 10-100 pL, 100-1000 pL.

4) Tips para micropipetas.

5) Filtros Millex Syringe-drivenFilterUnit de 0.22 um de la casa comercial Millipore
(Bedford, MA, USA).

Todas las disoluciones acuosas se prepararon en Agua Milli Q, obtenida
mediante un sistema Milli Q Advance A10 de Millipore. Todos los reactivos empleados

fueron de grado analitico.

El &cido nitrico empleado para la limpieza del material de plastico y para la
estabilizacion de las disoluciones metélicas se purificO previamente mediante una
destilacion lenta “sub-boiling” a partir de 4cido nitrico concentrado al 65% (p/v) Merck

(Darmstadt, Alemania).

Las disoluciones de calibracion de los elementos analizados (Cr, Mn, Cu, Zny
Al) y de los elementos utilizados como patrones internos (Ge) fueron obtenidos de
Merck. Las disoluciones fueron preparadas a partir de disoluciones de 1000 mg/mL de
cada uno de los patrones individuales de calidad ICP con contenidos certificados de
impurezas en medio &cido (en HNO3). Con éstos se prepara un stock de 1 ppm de una
mezcla de Al, Cu, Cr, Zn y Mn en HNO3 0.1%. Asi mismo se prepara un stock de 1
ppm de Fe para la determinacion de la recuperacion del ensayo, en HNOj 0.1%.
También se prepara un stock de Ge en una concentracion de 500 ppb a partir de otro de

concentracion de 1 ppm, preparados de igual modo en HNOj3 0.1%.

Para el ensayo llevado a cabo con el fin de aislar la ferritina se utilizaron los

siguientes reactivos: anticuerpos biotinilados monoclonales antiferritina (raton) 3.0
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mg/L, tampon fosfato 100 mmol/L pH 7.2; y microparticulas recubiertas de

estreptavidina 0.72 mg/L. Todos ellos del kit del método Roche (Basilea, Suiza).

Para la optimizacion de la determinacion de los metales asi como para el estudio
de la respuesta del equipo se prepar6 un stock de ferritina a partir de un patrén de dicha
proteina de higado humano de Sigma Aldrich (San Luis, MO, Estados Unidos) de 10
ppm. El stock se prepara tomando 40 pL del patron liquido y llevandolo a volumen de
500 pL en 0.9% de NaCl (Merck) de pH 7.4. De este modo se prepara un stock de 500
ppb del cual preparar el resto de disoluciones.

Las muestras reales han sido utilizadas las proporcionadas por el Servicio de
Bioquimica del HUCA, correspondientes a pacientes de hemodidlisis y recogidas

cumpliendo los protocolos de ética aprobados por dicha institucion.

5.2. Instrumentacion

Para llevar a cabo el sistema de introduccion de muestras se utilizé una jeringa
de la casa Hamilton (Bonaduz, Suiza) de 25 pL, inyectando en un bucle de 20 uL la
muestra mediante una valvula de seis vias de Rheodyne (Lake Forest, IL, Estados
Unidos) de teflon. La salida de la vélvula se conecta directamente a la entrada del
sistema de nebulizacion del ICP-MS a través de un tubo de peek® de 0.25 mm de
diametro interno como se puede ver en la Figura 5. La fase de arrastre (HNO3, 0.1%) se
bombed con el sistema de bomba peristéaltica Gilson (Lewis Center, Ohio, Estados
Unidos) a un flujo de 0.5 mL/ min.

Figura 5. Sistema FIA-ICP-MS
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En cuanto a los equipos utilizados para la determinacion de los metales se
utilizaron dos sistemas de ICP-MS, el primero un Agilent 7700 de la casa comercial
Agilent (Tokio, Japon) y el ThermoElement 2 de la casa ThermoScientific (Bremen,
Alemania). Ambos constan de una fuente de ionizacion fuerte, el ICP, capaz de romper
todos los enlaces de las moléculas presentes en la muestra obteniendo informacién
elemental. La gran diferencia entre ambos reside en el analizador de masas, diferencia
que se traduce en la resolucion de los mismos, siendo el 7700 de baja resolucion
(analizador de masas de cuadrupolo) que permite la resolucién de las interferencias
espectrales a través del empleo de una celda de colision/reaccion. Se puede emplear
uno u otro modo dependiendo del gas con el que se presurice la celda (con helio de
colision 6 con hidrégeno de reaccidn) asi como los potenciales de entrada y salida de la
propia celda. En este equipo la configuracion de la celda fue presurizada con 3 mL/min
de He como gas de colision, para poder asi eliminar las interferencias poliatomicas que
afectan a algunos de los elementos en estudio. Las condiciones de trabajo aparecen
recogidas en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones empleadas en el Agilent 7700.

ICP-MS 7700 Agilent Technologies
Potencia RF 1550 W

27A|, 52Cr, 53Cr, 55Mn, 63Cu, 64Zn,

Is6topos monitorizados
65Cu, GSZn’ 6BZn, 7ZGe, “Ge

Carrier gas 1.10 L/min
Fujo He en celda 3.0 mL/min
FIA Bomba peristéaltica
Flujo 0.5 mL/min
Fase de arrastre HNO;0.1%
Volumen de inyeccion 20 pL

Por el contrario, el instrumento Element 2 utiliza como analizador de masas un
sistema de doble enfoque asi como un par de rendijas con tres amplitudes fijas que
condicionan la resolucion que se puede alcanzar (m/Am 400, 4.000, 10.000)
consiguiendo asi la resolucion de interferencias poliatomicas. Las condiciones de

trabajo se resumen en la Tabla 2.
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Tabla 2. Condiciones empleadas en el Element 2.

ICP-MS ThermoElement 2
Potencia RF 1295 W
Resolucién 4000 (Media)
Isétopos monitorizados e e 642?; “Zn"zn, Ge,
Ge
Auxiliary gas 0.90 L/min
Sample gas 0.88 L/ min
Cool gas 15.94 L/min

5.3. Procedimientos experimentales

5.3.1. Lavado del material

Se debe tener especial cuidado en la utilizacion de una bomba peristéltica para la
realizacion del FIA, asi como de lavar todo el material en el cual se vaya a realizar
ensayos o disoluciones en HNO; al 10% durante como minimo una noche para evitar
posibles contaminaciones. Todas estas medidas deben llevarse a cabo por estar los

analitos en concentraciones realmente bajas.

Para llevar a cabo los distintos ensayos y medidas de la ferritina se hizo uso de
eppendorf de 1.5 mL, previamente lavados en HNO3; 10% como minimo una noche.
Para la preparacion de las disoluciones de calibrado se utilizan botes de plastico de 20

mL, lavados de igual manera en HNOj3 0.1%.

5.3.2. Optimizacion de las medidas de ICP-MS

En una primera instancia se inyectaron en el sistema patrones de 0, 2, 4, 8 y 20
ppb de cada metal mediante un sistema FIA. EI ICP-MS cuenta con una CID con opcion
de utilizar como gas en dicha camara He o H,. El utilizar estos gases radica en la
busqueda de la eliminacion de las interferencias poliatdbmicas que puedan existir en el
analisis, en particular en una matriz compleja como es el suero humano. Para los
metales de estudio las interferencias existentes son las siguientes que se muestran en la
Tabla 3.
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En el suero aparecerdn numerosas de estas interferencias poliatbmicas.
Ciertamente algunas son muy poco probables como la **Ti**0 en el ®*Cu, pero es
necesario comprobar experimentalmente la influencia de utilizar como gas en la CID He
para eliminar estas interferencias. Es por ello que en primer lugar se realizo el calibrado
antes descrito utilizando He en la CID y sin usarlo, para comprobar si existe una

necesidad real de su uso con el objetivo de minimizar las interferencias antes descritas.

En caso de usar He como gas de celda, antes de la realizacion del tunning se
lleva a cabo una purga de la misma con este gas para eliminar el resto de gases de la
misma y garantizar que solo existe en ella el mismo gas. Las condiciones de la purga
son un flujo de He de 10 mL/min durante 20 minutos. Tras la purga se lleva a cabo el
acoplamiento al FIA y llevando a cabo la medida de las disoluciones antes descritas. El
flujo de He en la CID es de 3 mL/min.

Tabla 3. Interferencias poliatdmicas que pueden aparecer en la determinacion de los elementos

seleccionados.

3 ABUNDANCIA
ISOTOPO INTERFERENCIA
(%)
27A| 100 12C15N, 13cl4N’ 14N2, 1lecl4N
31P1602, 40Ar23Na, 47Ti16o, 23Na40Ca’ 46CalﬁolH,
®Cu 69.1
SGArlchANlH, 14N12C37C|, 16012C35cl
49Ti1601 SZSlﬁole, 40Ar15Mg, 40Ca1601H’ 36Ar14N21H,
65Cu 309 328338, 328160170, 3281602, 12C16037C|, 12C18o35cly
31P160180
3SCI|601H’ 40Ar12C, 46Arlﬁo’ 37C|15N, 348180, 368160,
Szcr 8376 48 14 46 15p011 35~17
Ar- N, ®Ar~N"H, *°CI*'O
37C|16O, 48AI'15N, 48Ar14N1H, 46Ar17o, 46AI’1601H,
*Cr 9.51
35C|1701H, 35C|18O, 368170, 40Arl3C
40AI’14N1H, 39K160, 37C|180, 40Ar15N, 38AI’17O36AI’1801H,
*Mn 100
38AI’1601H, 37C|1701H, 23N328, 36Ar19F
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o 3281602, 48Ti160, 31P16021H, 48Ca160, 3282, 31P16017O,
Zn 4889 3481602, 36Arl4N2

o 50Ti1601 3481602, SZSlGOZIH, 328160180, 3281702,
Zn 27.81 338160170 328348 3382

. 3681602, 348160180, 40Ar14N2, 35C|16017O, 3482, 36Ar32S,
Zn 18.57 3481702, 338170180, 3281802,328368

5.3.3. Optimizacién del ensayo para aislar la ferritina

Para llevar a cabo el ensayo de purificacion de la ferritina, en primer se trabajo
con un patrén de la proteina. Para ello, se tomaron 50 pL de dicho patrén y se afiadieron
450 pL del anticuerpo monoclonal biotinilado. La mezcla se incub6 durante 10 minutos.
Tras estos 10 minutos se afadieron las microparticulas magnéticas recubiertas de
estreptavidina y se dejaron transcurrir otros 10 minutos. Es importante afadir los

reactivos mezclandolos bien para asegurar la completa reaccion entre los mismos.

Realizados los pasos anteriores se colocé el eppendorf en un soporte imantado,
quedando las particulas magnéticas, y en consecuencia la ferritina unida a los
anticuerpos presentes en las mismas, en la pared del recipiente. Se eliminé el liquido

sobrenadante y se lavo tres veces con 1 mL de buffer NaCl 0.9% pH 7.4.

Tras estos tres lavados se elimind todo liquido presente en el eppendorf y se
afladieron 150 pL de HNO; 0.1%. De esta manera se desnaturaliza la union del
anticuerpo a la ferritina y quedan en disolucion los metales para su posterior

determinacion. El esquema de trabajo se muestra en la Figura 6.

1.HNO; 0.1%

»

> ICP-MS

450 uL Ab - 300 uL micropartl'culai

10 min 10 min 2. Lavado con buffer

Figura 6. Esquema de preparacion de la muestra para la separacion de la ferritina.
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Realizado el ensayo se afiadio el patron interno y se inyectd la muestra en el
sistema FIA-ICP-MS, realizando como minimo un triplicado de la medida, obteniendo

asi las concentraciones de los diferentes metales.

Paralelamente se llevo a cabo una evaluacion de la posible separacion de las
microparticulas magnéticas para disminuir la posible contaminacion que estas puedan
aportar al andlisis por ICP-MS. Para ello, aislada la ferritina y habiendo realizado los
lavados antes descritos se afiadio agua caliente (a 95°C) dejando la mezcla 1 minuto
aproximadamente. De acuerdo con la literatura consultada,™* el enlace existente entre la
biotina y la estreptavidina puede romperse (reversiblemente) en estas condiciones. Por
este motivo, de forma rapida, una vez roto el enlace la mezcla se filtrd a través de un
filtro de tamafio de poro de 0.22 um. El filtrado se recogié en otro eppendorf
(previamente lavado) quedando las microparticulas metalicas retenidas en el filtro.
Finalmente en este ultimo eppendorf se afiadio el patron interno en HNO3 0.1%, de tal
manera que como en el caso anterior, se desnaturalizé la proteina para liberar los
metales presentes al medio, que fueron detectarlos en una siguiente etapa. El esquema
de trabajo aparece recogido en la Figura 7.

1. H,0 95°C, 1 min

450 uL Ab‘ 300 uL microparticulaf
10 min 10 min 2. Filtrado

a3 HHNG: 0

2. Lavado con buffer

ICP-MS

Figura 7. Esquema de preparacion de la muestra para la separacion de la ferritina aislando las microparticulas

magnéticas.

Al igual que anteriormente, filtrada la mezcla y afiadido el patron interno, se
llevé a cabo el analisis en el sistema FIA para su determinacion con ICP-MS.

“Holmberg, A.; Blomstergren, A.; Nord, O.; Lukacs, M.; Lundeberg, J.; Uhlén, M. The biotin-
streptavidin can be reversibly broken using water at elevated temperatures; Electrophoresis. 2005, 26,
501-510.
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6. Resultados y discusion

6.1. Sistema FIA-ICP-MS: optimizacidn y caracteristicas analiticas

Puesto que la finalidad del estudio propuesto es la determinacion de metales en
la ferritina previa purificacion de dicha proteina, es posible que el volumen final donde
se ha de llevar a cabo la medida sea relativamente pequefio (microlitros). Por tanto, en
primer lugar sera necesario optimizar un sistema de introduccion de micromuestras en el
ICP-MS y para ello se adopta la modalidad de analisis por inyeccion en flujo (FIA).
Para ello se emplearon un sistema de bombas peristalticas y una valvula de inyeccion de
peek® con la idea de minimizar la contaminacion por metales que pudiera aparecer. El

esquema de trabajo aparece recogido en la Figura 8.

Bomba ( Ei )
HNO; ICP-MS

0.1% peristaltica Valvula de inyeccion de 6
vias (loop de 20uL)

0.5 mL/ min

Figura 8. Esquema del sistema FIA-ICP-MS utilizado.

Las primeras medidas se realizaron empleando el ICP-MS de cuadrupolo y se
estudié la posibilidad de emplear 0 no gases de colision en la celda para disminuir las
interferencias espectrales. Para poder discernir si realmente se requeria el empleo de He
como gas de celda y siguiendo los pasos antes descritos en el apartado de
"Procedimiento experimental” se realizo la medida de las disoluciones patron, en primer
lugar, en usencia de He en la CID. Los fiagramas obtenidos mostraron un aspecto
diferente dependiendo del elemento, como el que se aprecia en las Figuras 9 y 10
correspondientes a los perfiles de 2’Al y %4Zn respectivamente. En todos los casos se
realizd un triplicado de la inyeccion de cada una de las disoluciones, incluyendo un
blanco de reactivos (0.1% HNOg3). Aunque en principio, el blanco de reactivos
corresponde a la misma disolucion portadora, el giro de la valvula siempre proporciona
una distorsion en la sefial que ha de ser tenida en cuenta en el area de los picos.

Ademas, se inyectaron disoluciones de 2, 4, 8 y 20 ppb.
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Figura 9. A )Fiagrama y B) calibrado obtenidos para el #’Al.

En el caso del Al, los perfiles (Fig. 9) que se observan son reproducibles y
crecen linealmente con la concentracion del elemento. Es necesario comentar que cada
uno de los patrones de calibracion contenia ademéas 5 ppb de Ge como patron interno

para compensar pequefias derivas de la sefial durante el analisis.

Sin embargo, para otros elementos, por ejemplo el Zn, ni los fiagramas ni los
calibrados resultaron adecuados como puede observarse en la Figura 10. Esto puede
deberse a la presencia de este elemento como contaminante en las disoluciones o en las

conexiones que complican la calibracion lineal empleando este sistema.

A) B)
6000000 _- 100
5000000 o 30 o
4 <

g 4000000 - E 60 ¢
3 s
T 3000000 o o
z ] g 4 * y=2,216x+ 33,44
£ 2000000 ] - 20 ¢ R2=0,587

1000000 —‘del J l L L \ IL.....,. 0

ol ; . , T . : . 0 5 10 15 20 25
800 1000 1200 1400 conc (ppb)

tiempo (s)

Figura 10. A)Fiagrama y B) calibrado obtenidos para ®zn

En este caso, los coeficientes de correlacion lineal distan mucho de ser los

deseados. Esta situacion se observo igualmente para la medida de Cu. En cualquier
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caso, los limites de deteccion® y las RSD obtenidas en las presentes medidas en las

condiciones descritas, se aprecian en la Tabla 4:

Tabla 4. LOD y RSD obtenidos en los calibrados sin He en la CID.

Isétopo LOD (ppb)  RSD (%)
Al 0,52 3,94
2Cr 0,90 5,28
3cr 0,09 5,04
*Mn 0,16 3,53
%Cu 1,19 12,90
*Cu 1,11 11,09
GAZn _ _
GSZn _ _
GSZn _ _

Se puede comprobar cémo los LOD fueron relativamente aceptables, con unas
reproducibilidades en los pinchazos bastante elevada en el caso del Cu. Por tanto, se

decidio evaluar a continuacion el empleo de He como gas de celda de colision.

Para ello, se repitieron exactamente los mismos calibrados que anteriormente
pero utilizando ahora He en la CID tras su correspondiente purga, tal y como se indica
en el "Procedimiento experimental”. Se utiliz6 también el patrén interno. En este caso
los calibrados obtenidos presentan mejores relaciones de linealidad para casi todos los
elementos salvo para el Zn que sigue produciendo sefiales aleatorias y muy ruidosas.
Como ejemplo se muestran en la Figura 11 los calibrados obtenidos para Al y Cu
empleando 3 mL/min de He en la celda de colision/reaccion. Salvo para el caso del Zn,
se vio que en el resto de elementos la regresion lineal mejoraba, mejorando los

coeficientes de correlacion.

El problema presentado para el Zn es comun en este tipo de instrumentos de baja
resolucion, pues al ser un elemento muy abundante las fuentes de contaminacion para el
mismo son numerosas. A lo largo de todas las medidas se presentdé este mismo

problema, imposibilitando la cuantificacion de dicho elemento con el ICP-MS de tipo

' Calculados como 3 veces la desviacion estandar del fondo entre la pendiente del calibrado, quitando el
patron interno.
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cuadrupolar, pues aunque en las muestras se pudo llegar a apreciar sefial, en los

calibrados no.

A) B)
45 14 y=0,581x + 0,780
4 12 R2=0,971
3,5 < 10
3 'S
0 38
2,5 y=0,146x + 1,106 <
2 R2=0,993 e 6
1,5 C 4
1 2
0,5
0 U
o 10 20 30 0 5 10 15 20
conc (ppb) conc (ppb)

Figura 11. Calibrados obtenidos para A) el ?’Al'y B) **Cu empleando He a 3 mL/min en la celda de colision.

Las caracteristicas analiticas en esta ocasion, en términos de limites de

deteccidon y RSD, son las que aparecen recogidas en la Tabla 5.

Tabla 5. LOD y RSD obtenidos en los calibrados empleando He en la CID.

Isétopo LOD (ppb) RSD (%)
Al 0,05 1,16
S2Cr 0,18 2,49
¢ 0,03 2,40
*Mn 0,11 1,08
8Cu 0,25 2,92
%Cu 0,04 4,55

Se ve como los limites de deteccion mejoraron en la mayoria de los is6topos,
llegando incluso a mejorar en un orden de magnitud para el >’Al . Para el Cu el limite de
deteccién mejoré incluso en dos 6rdenes de magnitud para el caso del ®°Cu, mejorando
también la regresion lineal del calibrado. En cuanto a los RSD de las medidas,

mejoraron ligeramente al utilizar He en la CID.

Se comprobé asi que el uso de la CID con He como gas de colisién en la misma

en las condiciones descritas (flujo de 3 mL/min y una purga de 20 minutos a 10

24



Resultados y discusion Daniel Turiel Fernandez

mL/min) mejoraba la sensibilidad, regresion lineal, reproducibilidad y demas
caracteristicas analiticas de las medidas, pues empiricamente se probd lo que se intuia

tedricamente, que era necesario eliminar las interferencias poliatomicas.

Ademas, se efectud la evaluacion de la mejora que proporciona el empleo de
patrén interno, realizando una comparativa entre los calibrados obtenidos usando patron
interno y sin usarlo. No se representan las graficas de los calibrados, pues son similares
a las anteriormente mostradas, lo que se compar6 fue el coeficiente de correlacion
lineal, pudiendo asi discernir cdmo se obtiene un mejor ajuste lineal. Esta comparacion

se puede ver en la Tabla 6.

Tabla 6. Comparacion entre los coeficientes de correlacion lineal de los calibrados con patrén

interno y sin patron interno.

Con patrén interno | Sin patron interno
Is6topo R® R?
Al 0,992 0,989
S2Cr 0,995 0,923
cr 0,996 0,939
*Mn 0,998 0,954
8Cu 0,996 0,993
%Cu 0,999 0,995

En vista a estos resultados se pudo ver como el hecho de utilizar un patrén
interno mejora significativamente el ajuste lineal del calibrado, mejorando en todos los
casos el coeficiente de regresion lineal. Es por ello que a lo largo de todo el trabajo se

utilizé en todas las medidas dicho patrén ("*Ge) en una concentracién de 5 ppb.

Finalmente, y ante a la imposibilidad de cuantificar el Zn con el equipo de
cuadrupolo previamente mencionado, se midié dicho elemento en un equipo doble
enfoque trabajando en media resolucidn (que evita posibles interferencias poliatomicas
ademas de proporcionar mejoras significativas en la sensibilidad instrumental). Los
resultados obtenidos para uno de los isétopos del Zn con este aumento de resolucién se
muestran a continuacion en la Figura 12, para el resto de is6topos los resultados son

similares y se muestran en los Apéndices.
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Figura 12. Calibrado obtenido para el 4Zn en un equipo ICP-MS de alta resolucién Element 2.

Como se puede ver los calibrados son buenos, distinguiendo la relacion lineal
entre la relacion de intensidades y la concentracion, relacién que en el equipo de baja
resolucion no se distinguia. Esto arrojo una importante conclusion y es que, en baja
resolucion no se eliminaron todas las interferencias que lleva asociado el Zn
imposibilitando asi su determinacion y cuantificacion. Al pasar a media resolucion estas
interferencias se pudieron ya eliminar, pudiendo cuantificar dicho elemento. Es por esta

razén por la cual para cuantificar el Zn se utiliz6 siempre este equipo.

6.2. Analisis de elementos traza en patrones de ferritina

Optimizado el sistema de medida FIA-ICP-MS, se llevo a cabo el ensayo de tipo
inmunoldgico tal y como se indicd en el apartado anterior, para aislar la ferritina del
resto de componentes presentes en el suero. Primeramente se realizo el ensayo con dos
patrones de ferritina de 100 y 200 ppb (segun los volimenes mostrados en los
Apéndices). Como aparece recogida en la estrategia de la Figura 13, la ferritina se aislo
mediante el empleo de un anticuerpo biotinilado y la precipitacion del complejo con

microparticulas magnéticas recubiertas de estreptavidina.

Anti-Ferritina-

- Elimina disolvente

Ab~biotin _
R -/ - Redisolucién en 0,1% HNO,
—- —- -
Particulas J

Ferritina | magnéticas

Figura 13. Esquema de purificacion de la ferritina.
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Se midio la concentracion de los metales sefialados en la ferritina aislada del
patron asi como en el patron directamente (sin aislar la proteina previamente) para
apreciar posibles diferencias. Las disoluciones de los totales se prepararon en HNO3
0.1%, siguiendo las indicaciones mostradas en los Apéndices tras la incubacion de los
anticuerpos y de las particulas magnéticas y de los correspondientes lavados con buffer,

se afiadio HNO3 0.1% por las razones antes expuestas.

Los resultados obtenidos una vez deshechas las diluciones pertinentes, fueron
los representados en la Figura 14.

350

300

250

200 M Patrén 100 ppb con ensayo

150 B Patron 100 ppb

Patron 200 ppb con ensayo

100

Concentracion (ppb)

B Patron 200 ppb
50

- s T

Al27 2 Cr53  Mn55 Cu63  Cub5

Metales

Figura 14. Concentraciones obtenidas directamente en los patrones de proteina de 100 y 200 ppb y después del

ensayo.

Estos resultados mostraron que la concentracion de metales presentes en la
ferritina aislada tras el ensayo superaba con creces la concentracion obtenida
directamente en el patron. Aparentemente esto es imposible, si dichos metales se
encuentran presentes dentro de la estructura de la proteina. La unica explicacién a este
hecho debia estar en que las microparticulas magnéticas del ensayo, que se disuelven
parcialmente al afiadir el HNO3 0.1%, permanecen en el medio aumentando los niveles

de los metales y son una fuente de contaminacion imposibilitando la determinacion.

Con estos resultados anteriores fue obvia la necesidad de eliminar las

microparticulas magnéticas del medio antes de afiadir el HNO3 0.1%, pues desvirtuaban
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el resultado de manera notable. Para ello se buscdé romper el enlace biotina-
estreptavidina una vez realizado el ensayo y los lavados, separando asi la ferritina de las
particulas magnéticas. Para poder llevar a cabo esta rotura se utilizé H,O milli-Q en
caliente que segn la literatura consultada* proporcionaba buenos resultados. Una vez
roto el enlace se filtro la mezcla a través de 0.22 um para aislar la ferritina de las bolas
magnéticas, y se afiadid el patron de Ge en HNO3; 0.1%, dando al medio el caracter

acido necesario para desnaturalizar la proteina.

En primer lugar se llevo este proceso a la practica con las disoluciones patrén de
ferritina de 100 y 200 ppb, utilizando H,O milli-Q a una temperatura de 80 °C y dejando
menos de un minuto la mezcla. Tras el filtrado con la jeringa con filtro, los niveles de

los metales fueron los representados en la Figura 15.

802C; <1 min

100 -
80
60 B Patrén 100 ppb con esnayo
B Patrén 100 ppb
40 Patréon 200 ppb con ensayo
20 B Patrén 200 ppb
0 =
Al27 Cr52 Cr53 Mn55 Cu63 Cu65
-20

Figura 15. Concentraciones obtenidas con una rotura parcial del enlace biotina-estreptavidina.

Los resultados obtenidos mostraron que los niveles de metales en el ensayo
seguian siendo mayores que los niveles del patron total. Estos resultados mostraban que
el enlace biotina-estreptavidina no se habia roto del todo. Sin embargo los niveles ya no
eran tan elevados como en el caso anterior, mostrando por tanto una rotura parcial de
estos enlaces en las condiciones descritas. Los niveles de los totales ya entraban dentro
de los limites de deteccion del método. Esto se debio a que al ser medidos en diferentes
dias la sensibilidad del equipo varid, teniendo limites ligeramente diferentes. La

sensibilidad del equipo el dia de las medidas anteriores era demasiado baja ademas.
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Ciertamente se logro romper parte de los enlaces, pero se buscaba romper la
totalidad de los mismos. Por ello fue necesario optimizar esta etapa, variando los
parametros que en la misma participan, esto es la temperatura y el tiempo. Se realizé de
nuevo una comparativa entre el contenido del patron total y entre el contenido en la
ferritina aislada, utilizando ahora H,O milli-Q a 95 °C y dejando la mezcla 1 minuto. En
este caso las disoluciones utilizadas fueron de 50 y 100 ppb de patron de ferritina. Al
igual que anteriormente, los volimenes usados para la preparacion de los patrones y la

realizacion de los ensayos se muestran en los Apéndices.

Los resultados obtenidos para el patron de 100 ppb en esta ocasion se recogen en

la Figura 16.

952C; 1 min aprox

20
15 ¢~
10 d Patrén 100 ppb con ensayo
M Patrén 100 ppb
5 d

Al27 Cr52 Cr53 Mn55 Cub3 Cu6b5

Figura 16. Concentraciones obtenidas con una rotura total del enlace biotina-estreptavidina.

En este caso, los niveles de los metales en el ensayo eran ya del orden de los niveles
del patrén total aunque de nuevo se apreciaron niveles de los metales por debajo del
limite de deteccion (para concentraciones de 50 ppb de patron de ferritina que no se
muestran en la Figura). Llama la atencidn que los niveles en el ensayo correspondiente a
100 ppb para el Cu parecian mayores que los del total. Esto en realidad no fue asi, lo
que ocurrid es que en la disolucién del total no se vio sefial alguna para estos isétopos a
causa de un fondo excesivo. A lo largo de toda esta optimizacion se vio que el
contenido en el patrén total era en algunos casos (p.e. aluminio) mayor que en la
ferritina aislada. Esto era un indicio claro de que el patron de ferritina comercial estaba

contaminado por alguno de estos metales.
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Se vio por lo tanto que el ensayo inmunolédgico debia modificarse en su etapa
final para poder separar las particulas magnéticas de la ferritina. Asi, tras las
incubaciones y lavados, se debe afadir H,O milli-Q a una temperatura de 95 °C,
dejando la muestra aproximadamente durante 1 minuto. Después se debe filtrar la
mezcla y afadir el patron en HNO3 0.1% para obtener la concentracion deseada (5 ppb).
En este contexto también fue preciso estudiar la recuperacion o rendimiento de este
ultimo paso introducido en el ensayo para eliminar del medio las particulas magnéticas.
Con esta intencion se estudio el hierro presente en la ferritina aislada de un patron de
dicha proteina, relacionandolo con el presente en la disolucion total, de manera que la
relacion de uno y otro hace una idea del rendimiento del proceso, pues al tratarse de un

patron el hierro solo se encuentra en el interior de la proteina y no en su exterior.

» Concentracion Fe tras el ensayo
Recuperacion = — x100
Concentracion Fe total

Es por ello por lo que se llevé a cabo el ensayo con un patrén de 200 ppb de
ferritina, asi como una medida de dicha disolucion total. Ambas fueron obtenidas a
partir del stock de 500 ppb.

Los is6topos que menor fondo presentaban fueron el >'Fe y el **Fe, por lo que

fueron los cuantificados, obteniendo los resultados mostrados en la Tabla 7.

Tabla 7. Concentraciones obtenidas en la ferritina aislada y en la disolucidn total.

Conc (ppb) Fe

Ensayo 7,7+0.3
Conc (ppb) deshaciendo diluciones
Ensayo 165+£0.5
Total 18+1
Recuperacion 92.7+1.6

De esta manera se calculé la recuperacion del proceso, dividiendo la
concentracion obtenida para la ferritina aislada entre la obtenida en el total. El resultado

aparece recogido en la Tabla 7 y muestra que la recuperacion del ensayo es cuantitativa.
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6.3. Medida de los metales en sueros de pacientes con distintos niveles de

ferritina

Optimizada la determinacion en el ICP-MS y el ensayo con la correspondiente
rotura del enlace biotina-estreptavidina para la eliminacion de las microparticulas
magnéticas del medio debido a la contaminacion que se generaba, se midieron los

sueros reales de pacientes del HUCA de hemodialisis recogidos en la Tabla 8.

Tabla 8. Sueros medidos con sus correspondientes valores de ferritina.

Ferritina
SUERO ng/mL

47292 6

42106 198
47228 199
45543 307
47088 426
45408 674
47286 704

Como se puede comprobar el contenido en ferritina en los distintos sueros es
muy variado, teniendo sueros con ferritinas excesivamente bajas (6 ng/mL) y sueros con
niveles elevados (704 ng/mL). En primer lugar, se llevo a cabo una cuantificacion de la
concentracion total de los metales en estudio en estas muestras tras la realizacion de los
calibrados con los patrones antes mencionados Yy la dilucion (1+9) del suero que ha sido
empleada en estudios previos en este tipo de muestras. Asi mismo, se llevo a cabo el
ensayo previamente optimizado para aislar la ferritina y la Figura 17 muestra los

resultados obtenidos para la determinacién total de dichos metales.
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Figura 17. Concentracion de los metales obtenida en el equipo 7700, comparando ensayos con totales.

mA47292 E
W47292T
m 42106 E
42106 T
W47228 E
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Los sueros seguidos de una "E" hacen referencia al contenido en los metales en
la ferritina aislada tras la realizacion del correspondiente ensayo. Los sueros seguidos de
una "T" indican el contenido en el suero total. Representando solamente uno de los
sueros, como ejemplo, en la Figura 18 (el resto de sueros tienen un aspecto similar, se

adjuntan en Apéndices) se aprecia lo siguiente.

Suero 47292
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

M Ensayo 47292
M Suero total 47292

concentracion (ppb)

Al27 Cu63 Cu65 Mn55 Cr52 Cr53

metal

Figura 18. Niveles de los metales en el suero 47292.

Es interesante sefialar que el contenido de cada metal en cada suero total siempre
fue mayor que el contenido en la ferritina aislada, lo cual era ldgico e indicaba que los
ensayos se han realizado aislando de manera efectiva las particulas magnéticas de la
ferritina. EI hecho de que aumente la concentracion de ferritina en los sueros no implica
necesariamente un aumento de la concentracion de los metales en la ferritina.
Seguramente existan aspectos fisioldgicos y otros relacionados con el paciente que
hacen que se incorporen mas o menos metales en dicha proteina. Sin embargo, es cierto
gue de manera general se aprecia una tendencia a este aumento, tanto en el suero total
como en la ferritina aislada. Dicha tendencia se puede ver en la Figura 19 donde se
representan los niveles de cada elemento obtenidos a través del ensayo en funcion de la
concentracion de ferritina. Esto tiene un cierto sentido, pues estudios realizados en este
campo han observado que a mayor concentracion de ferritina, menor concentracion de
hierro en las mismas, pudiendo dar lugar por lo tanto a un mayor contenido de resto de
metales.
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Figura 19. Concentraciones de los metales en funcion de la concentracion de ferritina.

En cuanto a los niveles encontrados, por ejemplo, el Cu circulante esta en
consonancia con niveles previamente publicados de este metal (700-800 ng/mL). Sin
embargo, el Mn se encuentra bastante elevado respecto a los valores normales (16-60
ng/mL). Ademas, en ciertas muestras se observé un contenido en Cr superior al que
cabria esperar, pues es un elemento que lleva asociada una toxicidad y deberia
encontrarse en concentraciones inferiores a las obtenidas. En vista a este resultado se
midié mas adelante este elemento en un equipo que permita realizar medidas en media
resolucion, pues puede ser que la baja resolucion del cuadrupolo no haya sido suficiente

para eliminar las interferencias presentes en el Cr, dando lugar a estos datos llamativos.

Igualmente, como se indico en el apartado anterior, el Zn se midi6 en el Thermo
Element 2, empleando media resolucién para eliminar interferencias poliatémicas.
También se midié el Cr, pues como se indica anteriormente los resultados obtenidos
para el mismo parecen demasiado altos. En este equipo se han obtenido los resultados
para el Zn y para el Cr recogidos en la Tabla 9. El hecho de no tener resultados para la
muestra 45543 se debe a que al realizar las correspondientes medidas y optimizaciones

del ensayo y cuantificacion, se agoto la muestra.
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Tabla 9. Concentraciones de Zn y Cr obtenidas en los sueros en media resolucion.

Muestra *Zn ®Zn >Cr >Cr
47292E 49,3 55,7 25,3 33,6
42106E 49,8 62,2 10,7 12,2
47228E 34,4 37,5 33,8 45,3
47088E 25,2 32,1 25,5 23,9
45408E 53,9 58,2 21,9 46,3
47286E 27,9 315 31,6 48,9
47292T 115 144 441 480
42106T 103 124 362 306
47228T 111 145 405 443
47088T 105 124 265 239
45408T 130 153 347 392
47286T 32,6 52 108 137

Como se puede observar, en este caso los niveles de Zn se encuentran en
consonancia con trabajos previamente publicados (80-120 ng/mL) sin embargo, los
resultados de Cr contintan siendo anormalmente altos. Esto puede deberse a dos
razones: por un lado, una contaminacion de la muestra bien con las agujas de extraccion
de la muestra (aleaciones de Cr) o de los materiales empleados para almacenar la
muestra o, por otro lado, puesto que se trata de pacientes en hemodidlisis, que haya

ciertos liquidos de dialisis que presenten contaminacion por este metal.

En cualquier caso, pueden observarse niveles mas elevados de Zn en la ferritina
de los sueros 47292E y 42106E que corresponden con los niveles méas bajos de proteina
mientras que los contenidos totales son muy parecidos entre muestras. De forma grafica

los resultados obtenidos aparecen recogidos en la Figura 20.
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Figura 20. Concentraciones obtenidas para el Zn y el Cr en media resolucién, comparando ensayos con totales.
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Figura 21.Concentraciones de Cr y Zn en funcion de la concentracion de ferritina.

En cuanto a la correlacion de los datos obtenidos para Cr y Zn dentro de la
proteina con la concentracion de la misma, no se aprecia una tendencia ascendente
clara. Los isétopos de Cr aumentan ligeramente, mientras que de manera general se
puede ver unas concentraciones similares para el Zn. Para el Al, Cuy Mn los valores
obtenidos son del mismo orden, pudiendo apreciar un ligero aumento para los is6topos
del Cu.

Estos resultados siguen una cierta Idgica y tienen sentido dentro de una de las
hipétesis que intentan explicar porqué conforme aumenta el contenido en ferritina,
disminuye el contenido de hierro en la misma.'* Esta hipotesis*? se sustenta en la
presencia de otros metales distintos al hierro en el ndcleo de dicha proteina. Segun estos
estudios, los metales que cominmente sustituyen al hierro son el Al y el Zn, estando en
menor concentracion el Mn, Cd e incluso el Pb. El hecho de que existan diferencias en
la presencia de dichos metales se cree que guarda estrecha relacion con la
biodisponibilidad de los mismos. Otra hip6tesis barajada para la explicacion de este
fendmeno es la variacion en subunidades H y L en la ferritina, que varian en funcion de

la cantidad de hierro libre que exista en el medio.
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La alta concentracion que estos metales pueden llegar a tener en la ferritina,
pone de manifiesto que esta proteina no solo actia como un deposito de hierro, sino que
también es capaz de regular la biodisponibilidad de iones como el Al o el Zn, de

acuerdo con las hipétesis presentadas por Joshi et al'®*’.

'® Joshi, J. G.; Clauberg, M. Ferritin: an iron storage protein with diverse functions; BioFactors.
1988,1:207-12.

7 Joshi, J. G.; Sczekan, S. R.; Fleming, J. T.; Ferritin a general metal detoxicant. Biol. Trace Elem. Res.
1989, 21:105-10.
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7. Conclusiones

Las principales conclusiones que se pueden extraer del presente trabajo fin de

master, el cual gira en torno de la puesta a punto de un método analitico que permita la

determinacion de metales presentes en el nucleo metélico de la ferritina y elucidar si

existe una relacion entre dichos niveles y la enfermedad renal crénica, se pueden

enumerar en funcion de los objetivos parciales mencionados en el apartado

correspondiente:

a)

b)

d)

Se ha conseguido desarrollar un método basado en un andlisis en FIA para
determinar mediante un acoplamiento con ICP-MS cinco metales (Cu, Zn, Cr,
Mn y Al). Para el Cu, Mn y Al se ha podido realizar la determinacién con un
equipo de baja resolucion, siendo necesario uno de media en el caso del Cr y
especialmente del Zn, pues en baja resolucion las interferencias poliatdbmicas
imposibilitan su analisis.

Basandose en la bibliografia existente se ha desarrollado y optimizado una
metodologia que permite aislar la ferritina del suero utilizando un anticuerpo
monoclonal biotinilado especifico y particulas magnéticas recubiertas de
estreptavidina. Se ha optimizado el proceso consiguiendo forzar la rotura entre
los anticuerpos y las particulas magnéticas haciendo uso de agua caliente y un
posterior filtrado de la mezcla. La recuperacion de dicho proceso se puede
considerar cuantitativa, con valores de 93%.

Combinando la metodologia que permite aislar la ferritina y separarla de las
particulas magnéticas, con la metodologia FIA-ICP-MS desarrollada se ha
determinado los metales presentes en la ferritina de pacientes del HUCA de
forma satisfactoria. Las determinaciones ofrecen resultados reproducibles, con
buenos LOD y buenas RSD.

Para la mayor parte de los elementos evaluados, no parece existir una relacion
entre su concentracion en el suero y su concentracion en el ndcleo de la ferritina
excepto en el caso del Zn donde los resultados muestran niveles mayores en
algunos de los pacientes evaluados que debera ser estudiado con mayor detalle

en el futuro.
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8. Apéndices

8.1. Calibrados obtenidos en el Agilent 7700

Los calibrados mostrados a continuacién son los obtenidos en el estudio de la
necesidad de utilizar He en la CID. Realmente se han obtenido muchos mas, con
mejores indices de correlacion lineal, pero la importancia de éstos radica en que ponen

de manifiesto la utilidad del uso del He en la CID.

8.1.1. Sinusar Heen laCID

Al27/Ge74
o 20 y = 0,699x + 3,520
E 15 R?2=0,978
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<
0
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Mn55/Ge74
N 30 v =0,991x + 4,306
S 5(5) R? = 0,990
(G
S 15
e 10
z2
0
0 5 10 15 20 25
conc (ppb)
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Figura 22. Calibrados obtenidos sin utilizar He en la CID.
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8.1.2. Usando He en la CID
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Figura 23. Calibrados obtenidos utilizando He en la CID.

8.2. Calibrados obtenidos en el ThermoElement 2
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Zn68/Ge74
15,00
3 y =0,499x + 1,093
& 10,00 R2=0,990
By
3
2 5,00
N
0,00
0 5 10 15 20 25
concentracion (ppb)
Cr52/Ge74
120,00
<« 100,00 y=4,424x + 23,43
E’ 80,00 R2=0,997
E 60,00
S 40,00
- 20,00
0,00
0 5 10 15 20
concentracion (ppb)
Cr53/Ge74
12,00
A v
E 8,00 =0,
ﬁ 6,00
S 400
- 2,00
0,00
0 5 10 15 20

concentracion (ppb)

Figura 24. Calibrados obtenidos en el Element 2.

8.3. Preparacion de las disoluciones de ferritina

Para la preparacion de las disoluciones de 50, 100 y 200 ppb de patrén de
ferritina a partir del stock de 500 ppb se han tomado los siguientes volimenes. También
se muestran los volimenes necesarios para la realizacion de los correspondientes

ensayos.
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Tabla 10. Preparacion disoluciones para los ensayos y los totales, de 100 y 200 ppb.

DISOLUCIONES PARA ENSAYOS

Muestra | Vol. Ferritina patron 500 ppb  Vol. Buffer
100 ppb 40 pL 160 pL
200 ppb 80 pL 120 puL

DISOLUCIONES PARA TOTALES
Muestra | Vol. Ferritina patron 500 ppb  Vol. HNO; 0,1% Vol. Ge 100 ppb
100 ppb 40 pL 150 pL 10 uL
200 ppb 80 pL 110 yL 10 uL

Tabla 11. Volimenes utilizados en la realizacion de los ensayos.

VOLUMENES PARA LOS ENSAYOS

Muestra patron Vol. para el ensayo Vol. anticuerpo  Vol. particulas magn. Vol. HNO3 0,1% final

50 pL de muestra de

100 ppb 100ppb 450 uL 300 pL 150 pL
50 pL de muestra de 200
200 ppb ppb 450 uL 300 pL 150 pL

Tabla 12. Preparacion disoluciones para los ensayos y los totales, de 50 y 100 ppb.

DISOLUCIONES PARA ENSAYOS
Muestra | Vol. FERRITINA 500 ppb Vol. Buffer
50 ppb 20 pL 180 pL
100 ppb 40 pL 160 pL

DISOLUCIONES PARA TOTALES
Muestra | Vol. FERRITINA 500 ppb  Vol. HNO; 0,1% Vol. Ge 100 ppb
50 ppb 20 pL 170 pL 10 pL
100 ppb 40 pL 150 pL 10 pL
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Tabla 13. Volimenes utilizados en la realizacion de los ensayos.

VOLUMENES PARA LOS ENSAYOS

Muestra patron Vol. para el ensayo Vol. anticuerpo  Vol. particulas magn. Vol. H,0 final

50 pL de muestra de

50 ppb 100ppb 450 pL 300 pL 150 pL
50 pL de muestra de 200
100 ppb ppb 450 pL 300 pL 150 pL

8.4. Concentraciones de metales en los diferentes sueros
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Figura 25. Concentraciones de los diferentes metales en cada suero.
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