Rev Lab Clin. 2017;10(4):198-207

Revista del Laboratorio Clinico

Laboratorio
Clinico

2017

www.elsevier.es/LabClin == | ASFR |SEQCM

DOCUMENTO DE COMISION/GRUPO DE TRABAJO

Medicién del contenido del cobre en especimenes

biolégicos™

) CrossMark

Measurement of copper content in biological specimens

Maria Teresa Llorente Ballesteros®*, Silvia Izquierdo Alvarez®,
Joaquin Gonzalez Revalderia®, Jose Angel Cocho de Juan® y Sociedad Espafiola de
Bioquimica Clinica y Patologia Molecular, Comité Cientifico, Comisiéon de Elementos

Traza®

a Instituto de Toxicologia de la Defensa, Hospital Central de la Defensa, Madrid, Espafia
b Servicio de Bioquimica Clinica, Hospital Universitario Miguel Servet, Zaragoza, Espafia

¢ Hospital Universitario de Getafe, Getafe, Madrid, Espafa

d Complejo Universitario de Santiago, Santiago de Compostela, La Corufia, Espafia

Introduccién

El cobre es un elemento traza esencial (oligoelemento)
necesario para la adecuada accion de diversas enzimas,

* Estado de revisién: se trata de una actualizacién que sustituye a
la anterior version del documento de: Gonzalez Revalderia J, Cocho
de Juan JA. Metodologia recomendada para la medicion del con-
tenido de cobre en especimenes bioldgicos. Documento A, Fase
3, Version 4. Quimica Clinica. 2002;21(2):62-66. Entre los cam-
bios mas importantes realizados respecto de la version anterior
se encuentran una revision de las nuevas técnicas de diagndstico
incluyendo tecnologias analiticas como la espectrometria de masas
con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS), actualizacion e
inclusion de diferentes especimenes, su obtencion y preparacion,
y, actualizacion del control de calidad y sus especificaciones, asi
como, inclusion de los intervalos de referencia actuales.

* Autor para correspondencia.

Correo electrénico: maitellorente2000@hotmail.com (M.T. Llo-
rente Ballesteros).

¢ Los nombres de los componentes de la Comision de Elementos
Traza estan relacionados en el anexo 1.
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ferroxidasa (EC 1.16.3.1), también denominada ferroxi-
dasa 1 o, mas comUnmente, ceruloplasmina, citocromo-c
oxidasa (EC 1.9.3.1), superoxidodismutasa (EC 1.15.1.1.),
dopamina-b-hidroxilasa (EC 1.14.17.1), etc."?. El cobre es
un elemento traza esencial que actla como cofactor de
transferencia electronica de diversas cuproenzimas; par-
ticipa en procesos vitales como la oxidacion del hierro,
la respiracion celular, la eliminacion de radicales libres,
la biosintesis de catecolaminas y melanina, asi como
en la formacion del tejido conectivo. Ademas, aunque
es un micronutriente esencial, en situaciones de exceso
genera radicales libres altamente toxicos para el orga-
nismo.

El cobre se absorbe principalmente en el estomago y
el duodeno, y es transportado por la vena porta (unido
a la albumina, la transcupreina y los aminoacidos, princi-
palmente la histidina) hacia el higado, su principal 6rgano
homeostatico, donde una parte de la cantidad que llega es
incorporada a la ferroxidasa y otra parte es excretada por la
bilis®. Muchos parametros afectan a la absorcion del cobre,
incluyendo la edad, el género y el tipo de alimentacion,
oscilando esta entre un 12 'y un 71%*.
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Alrededor de un 90% del cobre circulante en la sangre
se encuentra unido a la ceruloplasmina y aproximada-
mente un 10% unido a proteinas transportadoras (albumina
o transcupreina)®. Otros articulos’ coinciden en estos por-
centajes. Este hecho es relevante dado que la mayoria de
los métodos de analisis miden cobre total, por lo que los
aumentos o descensos de la ceruloplasmina son cruciales a
la hora de interpretar los resultados.

La excrecion de cobre se hace por la bilis en un 99%,
siendo la cantidad excretada directamente proporcional a la
reserva hepatica del metal. En la bilis, el cobre esta como
un complejo no absorbible. No presenta circulacion ente-
rohepatica, por lo que practicamente el cobre eliminado
equivale al absorbido por la dieta.

Los grupos de alimentos tales como frutos secos, visce-
ras (higado. . .), crustaceos (marisco) y, en menor extension,
cereales y frutas pueden ser considerados una apropiada
fuente de cobre, mientras que la leche y los lacteos con-
tiene una minima proporcion. La cantidad minima requerida
en la dieta para alcanzar un adecuado balance oscila entre
800 y 2.400 ug/dia. La EFSA, Autoridad Europea de Seguri-
dad Alimentaria, recomienda una ingesta diaria adecuada
de 1.600 pg/dia (0,024 mmol/dia)°.

Las concentraciones séricas elevadas de cobre en el suero
se asocian a intoxicaciones'2. El cobre, dado que es un reac-
tante de fase aguda, se eleva en inflamacion, infeccion,
tumores malignos, el embarazo, y otros factores de estrés
biolégicos®. La deficiencia de cobre puede dar lugar a nifios
malnutridos, bebés prematuros, enfermedad cardiovascular,
sindromes de malabsorcion, anemia microcitica, neutrope-
nia, anomalias de la pigmentacion, debilidad muscular. Su
déficit puede producir anemia hipocrémica y microcitica,
alteraciones neuroldgicas, defectos de la queratinizacion y
de la formacion de cartilago y osificacion, anomalias de la
pigmentacion de la piel, y otras'. Las causas mas frecuen-
tes de déficit de cobre son los sindromes de malabsorcion
intestinal, estados de malnutricion en general, el sindrome
nefrotico, donde se pierden grandes cantidades de protei-
nas, entre ellas, la ferroxidasa (ceruloplasmina), la cirugia
bariatrica o bypass gastrico’:? y el exceso de cinc® .

El laboratorio clinico ejerce un papel esencial en el
diagndstico y la monitorizacion de sindromes y enfermeda-
des fundamentadas en el déficit o exceso de cobre en el
organismo, entre las que destacan: la enfermedad de Wilson
(incapacidad para secretar cobre unido a ferroxidasa desde
el higado)'>""7, la cirrosis biliar primaria, la enfermedad de
Menkes (defecto genético del transporte y almacenamiento
de cobre ligado al cromosoma X)>'® y el sindrome del
cuerno occipital (su forma leve, mas conocida, es también
llamada sindrome de Ehlers-Danlos tipo 9)'*%°. De todas las
anteriores, hay que resaltar el papel del laboratorio en el
diagnostico de la enfermedad de Wilson, trastorno heredita-
rio del metabolismo del cobre, caracterizado por un defecto
de su excrecion biliar que conduce a su acumulacion en el
organismo, principalmente en el higado y el encéfalo, con
efectos toxicos por daio oxidante. Actualmente, esta enfer-
medad sigue siendo un desafio diagnostico debido a que es
una patologia poco comun, en la que la forma y la edad de
presentacion pueden ser heterogéneas, con manifestaciones
clinicas inespecificas y para la que existen diversas pruebas
diagnosticas en el laboratorio. Cuando un clinico se halla
a un paciente con enfermedad hepatica y/o neuroldgica no

explicable por otras causas, no debe olvidarse de valorar un
posible caso de enfermedad de Wilson. Por ello es impor-
tante realizar un diagnostico correcto y temprano, donde
el laboratorio clinico, a fin de poder ayudar en el proceso
del diagnostico, debe establecer unos procedimientos de
medida de cobre sérico y urinario adecuados.

Para evaluar el estado funcional de cobre del organismo
se han propuesto diversidad de métodos indirectos (entre
ellos la medida de la actividad catalitica y/o masa de
enzimas como la ferroxidasa, actividad de la superoxido-
dismutasa, la citocromo-c oxidasa, lisil oxidasa...). Por otro
lado, los métodos directos que miden la concentracion o el
contenido de cobre en diversos especimenes (suero, orina,
tejido)?' son los que se consideran en esta revision.

Objeto y campo de aplicacion

Describir los métodos analiticos para la medida directa del
contenido de cobre en diversos especimenes biologicos y
recomendar los procedimientos que presentan una mayor
fiabilidad dentro de los que son mas accesibles al laboratorio
clinico.

Revision metodoloégica
Espectrometria de absorcion molecular

La espectrometria de absorcion molecular fue uno de los
primeros métodos analiticos, desarrollados durante
los afios 50 y 60, para medir la concentracion de cobre en
el suero. Posteriormente, fue adaptado para realizar la
determinacion de cobre en orina y otros tejidos. Se basa en
la absorcion del complejo formado por el cobre (1+11) con
un agente quelante.

Entre estos, los mas empleados fueron el dietilditiocar-
bamato, la 4,7-difenil-1,10-fenantrolina, el 2,9-dimetil-4,7-
difenil-1,10-fenantrolina (batocuproina), la bisciclohexano-
naoxalil dihidrazona (cuprizona) y la oxalildihidrazida. Los
2 Ultimos presentan la mayor sensibilidad analitica (mayor
absortividad molar) pero hay que cuidar mas las condiciones
analiticas debido a la mayor facilidad de contaminacion. El
método de la batocuproina es el mas especifico de todos
estos, manteniendo una sensibilidad analitica aceptable
dentro de la metodologia de absorcion molecular.

Voltametria de disolucién anédica

Este método se basa en la deposicion, por reduccion, de los
iones de cobre en forma de cobre metalico sobre el anodo
(electrodo de mercurio). Tras ello el potencial se hace mas
positivo y se redisuelve este cobre (reoxidacion) pasando
de nuevo a la solucion, lo cual produce una corriente pro-
porcional a la concentracion de cobre en la muestra. Este
método se ha aplicado a la medida de la concentracion de
cobre en el suero pero esta poco extendido y no ha sido
validado suficientemente, excepto en analisis ambientales.
Tiene la ventaja de poder medir la concentracion de varios
elementos al mismo tiempo debido a que el potencial del
par ion/metal es caracteristico de cada metal.
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Activacion neutrénica

Se fundamenta en la transformacion del ©3Cu en %Cu inesta-
ble por bombardeo con neutrones. EL ¢*Cu tiene una semivida
de 12,9 h y se desintegra a ¢*Ni estable emitiendo radiacion
gamma de 1,34 MeV. Tras la irradiacién hay que separar qui-
micamente el cobre ya que interfiere la radiacion de 1,37
MeV del 2Na. Permite el analisis de cobre en suero, orina y
tejidos, pero es laborioso y requiere un equipo costoso con
personal muy cualificado. Se consideraba que era el método
definitivo para la medida de la concentracion o contenido
de cobre.

Espectrometria de absorcion atémica de llama

El campo de la espectrometria de absorcion atémica (AAS)
ha visto en la década pasada la comercializacion de la AAS
de alta resolucion con fuente continua. Esta tecnologia pro-
porciona una serie de ventajas sobre la convencional AAS
con fuente de linea. Una ventaja muy evidente es que ya no
es necesario, con estos instrumentos, la utilizacion de las
lamparas de catodo hueco (o de descarga sin electrodos),
dado que con una sola lampara (de arco corto de xenon)
pueden medirse la mayoria de los elementos, incluso los no
metalicos??. Actualmente, en la mayoria de los laboratorios
clinicos se dispone de la tecnologia convencional con fuente
de linea y por ello es esta la tecnologia que se detalla en el
presente documento.

Se basa en que la energia de una llama de aire/acetileno
hace que los atomos de cobre de una disolucion se encuen-
tren en estado fundamental y sean entonces capaces de
absorber la radiacion de 324,7 nm proveniente de una lam-
para de catodo hueco de cobre. Mediante esta técnica puede
medirse la concentracion o el contenido de cobre en el
suero, orina y tejidos. Por sus caracteristicas, es la téc-
nica de eleccion para medir la concentracion de cobre en
el suero en ausencia de un método de referencia. La linea
de resonancia del cobre esta lejos de las de otros elemen-
tos que habitualmente se encuentran en el suero. El limite
de deteccion se sitla alrededor de 0,6 wmol/L (38,12 ug/L),
que es mas que suficiente para la medicion de las concentra-
ciones en suero (concentraciones con valores alrededor de
11,0 2 25,0 umol/L [698,9 a 1.588,5 ng/L]), con lo que facil-
mente se pone de manifiesto el déficit de este elemento. Se
han descrito multiples métodos de preparacion previa de la
muestra desde los anos 70, pero actualmente se tiende a
la menor manipulacion posible de la misma, evitando pasos
previos de desproteinizacion o de extraccion con disolventes
organicos.

La medida de la concentracion de cobre en la orina
puede realizarse por AAS de llama (FAAS) pero el método
de eleccion es la AAS con atomizacion electrotérmica y
correccion de fondo por efecto Zeeman, ya que la primera
no permite diferenciar entre concentraciones fisiologicas y
bajas de este elemento?®. Los métodos que se han descrito
para el analisis de orina por llama miden la concentracién
de cobre en orina bien directamente, tras concentracion o
tras extraccion de la misma. Los 2 primeros métodos tienen
el problema del alto contenido en sales de las muestras
que puede afectar a los resultados. La extraccion puede
ser fuente de interferencias o contaminaciones. En caso

de analizar las muestras de orina por esta técnica, es
aconsejable preparar los patrones en una matriz salina
similar a las de las orinas.

La medida del contenido de cobre en tejido, en especial
hepatico, por técnica de llama presenta el inconveniente de
no diferenciar entre valores normales y bajos. En general,
esto puede no ser un gran inconveniente ya que habitual-
mente se mide el contenido de cobre en el higado para el
diagnostico de la enfermedad de Wilson en donde los con-
tenidos son, al menos, 5 veces superiores al intervalo de
referencia.

El contenido de cobre en el pelo puede medirse mediante
esta técnica, pero es un espécimen que genera gran contro-
versia dado que dicho contenido de cobre puede ser muy
variable, 10-100 veces mas elevado que en suero e influido
por factores como el sexo, el uso de anticonceptivos, situa-
ciones patologicas asociadas a redistribucion del cobre entre
plasma y tejidos. Ademas, puede encontrarse alterado por
la utilizacion de cosméticos, productos de higiene y conta-
minacion ambiental, entre otros'. Esto hace necesario un
cuidadoso lavado del cabello previo a la toma de la mues-
tra teniendo especial cuidado de no arrastrar algo del cobre
capilar. Por ello, esta matriz, aunque presenta la ventaja
de su facil recoleccion y conservacion, requiere de una ade-
cuada técnica de lavado y preparacion de la muestra a fin
de evitar contaminaciones externas.

Espectrometria de absorcion atémica con
atomizacién electrotérmica

En este apartado, al igual que en el anterior, se hace refe-
rencia al método convencional con fuente de linea. Con la
técnica de espectrometria de absorcion atéomica con ato-
mizacion electrotérmica (ETAAS) se consiguen limites de
deteccion mas bajos que con la de llama (< 0,6 wmol/L)
debido a una serie de factores entre los que se encuentran un
mayor control de la temperatura de atomizacion, un mayor
tiempo de residencia de la nube atomica en el paso optico,
una menor influencia del fondo, etc.?2:23,

Debido a la concentracion de este elemento en el suero,
debe hacerse una dilucion previa del mismo de, al menos,
1:15, lo que puede aumentar la imprecision de la medida,
por lo que, como se indico en el apartado anterior, para su
medida se prefiere la técnica de llama, mas rapida que la
de atomizacion electrotérmica.

La técnica mas adecuada para una medicion fiable de
la concentraciéon de cobre en orina es la de atomizacion
electrotérmica con correccion de fondo por efecto Zeeman
longitudinal (el empleo de una correccion de fondo por Zee-
man transversal produce pérdidas de sensibilidad analitica
de alrededor del 50%, pero aun asi la calidad de correccion
de fondo del efecto Zeeman frente a la lAmpara de deuterio
es mejor)?3.

La medida del contenido de cobre en un tejido por
absorcion atomica con atomizacion electrotérmica permite
detectar con fiabilidad los valores fisioldgicos.

En el diagndstico de la enfermedad de Wilson es intere-
sante realizar la medida de la concentracion de cobre sérico
no unido a ferroxidasa por ETAAS, junto con la concentracion
catalitica de la ferroxidasa en suero. El método se basa en la
extraccion del cobre no unido con metil-isobutil-cetona tras
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su acomplejamiento con amino-pirrolidin-ditiocarbamato?*.
Este método es laborioso. Puede emplearse una estimacion
indirecta:

[Cobre unido a ferroxidasa
(nmol/L)] x 0,05

[Cobre no unido a ferroxidasa] = [cobre] - [cobre unido a
ferroxidasa]

Los métodos calculados (ecuaciones) que pueden con-
sultarse en la literatura cientifica aportan unos valores
discriminantes en los que habria que considerar cual es el
método para la medida tanto de la ceruloplasmina como
del cobre y de la variabilidad analitica de ambos, lo que
puede hacer que la ecuacion mencionada anteriormente
sea dificilmente extrapolable para laboratorios clinicos
que utilizan métodos analiticos distintos. Ademas, estas
ecuaciones proporcionan un alto porcentaje de resultados
negativos, lo que ciertamente incrementa las reticencias
en su utilizacion?>2¢, A fin de subsanar las evidentes limi-
taciones de las estimaciones indirectas anteriores, se han
desarrollado distintas aproximaciones analiticas que midan
directamente la fraccion de cobre no unida a ceruloplas-
mina, como la determinacion del cobre ultrafiltrable (cobre
libre)”, que requiere la ultrafiltracion del plasma a través
de una membrana con la capacidad de retener proteinas
como la albumina, la ceruloplasmina y la transcupreina.
La complejidad analitica de estos y los muy exigentes
requerimientos preanaliticos hacen dificil su implementa-
cion clinica. Maxime cuando parece que Unicamente podria
ser potencialmente de utilidad para monitorizar a pacientes
con enfermedad de Wilson en tratamiento con cinc. En los
altimos afos, Squitti?® afirma haber patentado un método
fluorescente basado en la cumarina, capaz de medir Uni-
camente el cobre no unido a ceruloplasmina, método que
puede adaptarse a autoanalizadores convencionales, aun-
que incorpora un paso previo de extraccion en fase solida
que complica su aplicabilidad practica.

(nmol/L)] = [ferroxidasa

Espectrometria de masas con plasma de
acoplamiento inducido

La espectrometria de masas con plasma de acoplamiento
inducido (ICP-MS) es una técnica de reciente incorporacion
al laboratorio clinico. Quizas debido a su complejidad y
coste elevado no esta implementada de forma mayoritaria.
Mediante esta técnica es posible determinar de forma cuan-
titativa la mayoria de los elementos de la tabla periodica
a niveles de traza y ultratraza, partiendo de muestras en
disolucion acuosa. La ICP-MS utiliza como fuente de radia-
cion un plasma de acoplamiento inducido y como detector un
espectrometro de masas?’. Los iones generados en el plasma
pasan a través de un filtro cuadrupolar, que separa los iones
generados en el plasma segln su relacion m/z. Cada una de
las masas separadas llega al detector, donde se cuantifica el
elemento de la muestra. Para controlar la estabilidad de la
senal obtenida y para corregir interferencias no espectrales
se emplean los patrones internos. Estos son elementos que
no estan presentes en la muestra: indio, rodio, itrio, escan-
dio, germanio, bismuto, etc.; se afaden tanto al blanco
como a los estandares y a las muestras.
Existen varios tipos de interferencias en ICP-MS:

- Espectroscopicas: surgen cuando una especie ionica tiene
una relacion m/z igual a la del analito. Se evitan con una
adecuada seleccion del is6topo a analizar.

- No espectroscopicas: debidas a la matriz, que suelen pro-
vocar una disminucion de la sefal al repelerse iones en el
haz procedente del plasma. Pueden corregirse diluyendo
la muestra, separando previamente los compuestos inter-
ferentes, introduciendo la muestra de forma diferente o
bien empleando un patroén interno.

Pese a la limitacion del encarecimiento que supone el
ICP-MS para un laboratorio clinico, presenta una serie de
ventajas que se deben tener en cuenta: mejores limites de
deteccion (< 1 pg/L 0 0,02 umol/L) que la FAAS y la ETAAS.
Se obtienen espectros sencillos y facilmente interpretables
y permite realizar un analisis simultaneo multielemental
de casi todos los elementos del sistema periddico. Es una
técnica sensible y precisa, si bien las muestras que se intro-
ducen en un ICP-MS deben ser muy «limpias», evitando asi
que se obstruya el sistema de aspiracion, la interfase o que
aparezcan dep6sitos en el sistema optico®.

Otras técnicas

La polarografia diferencial, la espectrofluorimetria de rayos
X%, la espectrometria de emisién por arco y la espectrome-
tria de emision de plasma acoplado a radiofrecuencias no se
han considerado aqui debido a que son técnicas muy especi-
ficas, de baja o nula implantacion en el laboratorio clinico,
precisan equipos caros y complejos y proporcionan resulta-
dos similares a los encontrados con las técnicas descritas.

Procedimientos analiticos recomendados

La metodologia mas apropiada para la medida de cobre en
especimenes bioldgicos es la AAS. En el caso de especime-
nes séricos es adecuada la técnica de llama, FAAS, mientras
que para la cuantificacion en orina e higado es necesario
utilizar la ETAAS. La FAAS y la ETAAS son las mas difundidas
actualmente en los laboratorios clinicos, ya que presentan
sensibilidad suficiente y los equipos son menos costosos Y,
ademas, son de facil manejo?'. La FAAS es una técnica muy
reproducible y rapida, aunque su sensibilidad es menor. La
ETAAS es una técnica muy sensible, con un limite de detec-
cion, «limit of detection» (LOD) del orden de ng/l, pero es
una técnica mas lenta y que presenta interferencias. Prin-
cipalmente se emplea en la deteccion del cobre en orina e
higado.

Las técnicas de espectrometria de absorcion molecular
deberian ser abandonadas en beneficio de estas Ultimas. Por
otro lado, el ICP-MS es una técnica multielemental, muy sen-
sible, con un LOD inferior a 1 ug/L, del orden de ng/L. Es la
técnica de eleccién cuando se requiere un analisis de multi-
ples elementos. Generalmente, en estos casos, el cobre se
determina conjuntamente con el cinc y el selenio?"?°,

Como ya se ha comentado anteriormente, presenta el
inconveniente del coste elevado, manejo por personal con
experiencia y de la presencia de ciertas interferencias. Pese
a sus limitaciones, mantiene una serie de ventajas que han
facilitado su introduccion en los laboratorios en los ulti-
mos afnos. Es una técnica sensible y precisa que requiere un
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minimo pretratamiento de la muestra y permite un analisis
simultaneo multielemental. Asimismo, presenta un amplio
rango dinamico y mejores limites de deteccion (< 1ug/L o
0,02 pumol/L) que la ETAAS y la FAAS, obteniéndose con ella
espectros sencillos y facilmente interpretables®'.

Obtencion de especimenes en suero y orina

Biomarcadores del estado nutricional del cobre

El biomarcador adecuado deberia tener la habilidad de
detectar variaciones muy rapidas en los niveles de cobre
antes de que aparecieran manifestaciones clinicas, asi como
la capacidad de predecir este hecho con una elevada sensi-
bilidad y especificidad. El estado nutricional del cobre se ha
valorado en las Ultimas décadas mediante la determinacion
del elemento en suero, plasma, orina y pelo. Las medidas
de cobre en suero son las mas utilizadas y, pese a que no
se ha reconocido como el excelente biomarcador del estado
nutricional de este elemento, el cobre en suero se consi-
dera buen indicador del estatus de cobre y de su ingesta.
Asi, Harvey et al., tras una exhaustiva revision metodolo-
gica, indican la utilidad del cobre en suero, tanto en casos
de deplecion de cobre como en casos de exceso, teniendo
en cuenta la influencia de factores como la edad, el género
t el embarazo®?. No ocurre lo mismo con el cobre en plasma,
que, ademas de tener valores inferiores a los de suero, no
parece capaz de evidenciar el exceso de cobre'.

Procedimientos preanaliticos

La contaminacion es el principal problema en la medicion
de elementos traza. Hay que tener especial cuidado en la
obtencion y la manipulacion de las muestras, puesto que
estos elementos estan presentes en el organismo en bajas
concentraciones. En la guia National Committee for Clini-
cal Laboratory (NCCLS) se detallan los procedimientos que
deben tenerse en cuenta en la fase preanalitica®.

La Sociedad Espaiola de Bioquimica Clinica y Patologia
Molecular (SEQC) también ha publicado recientemente los
requerimientos técnicos y ambientales®** y las medidas de
seguridad® que se deben tener en cuenta en los laboratorios
clinicos para la determinacién de elementos traza. Ademas
de los requerimientos recomendados para cada uno de los
especimenes en particular, sera necesaria la utilizacion de
patrones y reactivos de alto grado de pureza.

Asimismo, el agua empleada debe presentar una cali-
dad adecuada que asegure la fiabilidad de los resultados.
Por ello, deberia utilizarse agua ultrapura, tipo 1 (segin los
estandares de la American Society for Testing of Materials);
conductividad 0,056 uS/cm vy resistividad 18 MQ2 x cm.

Suero

Se recomienda el empleo de suero obtenido en tubos de
vacio especificos para elementos traza (una vez comprobado
que no presentan concentraciones detectables de cobre) o
bien con jeringa de plastico. Deben evitarse los tubos de
vacio con gel separador. Se permite un cierto grado de hemo-
lisis, ya que el cobre se reparte en partes aproximadamente
iguales entre el suero y los eritrocitos. Es recomendable
realizar las extracciones a la misma hora del dia (p. €j.,
entre las 08:00 y 10:00 horas) debido al ritmo circadiano
que presentan las concentraciones de este elemento en el

suero. Una vez extraida la sangre y coagulada, se centri-
fuga durante 10 min a 1.000-1.200¢g con el tapon puesto
en el tubo para evitar contaminaciones procedentes de la
centrifuga y las evaporaciones®®. El suero puede conser-
varse en tubos de polipropileno o poliestireno bien tapados
durante al menos 15 dias refrigerados, o de manera prac-
ticamente indefinida a -20°C. Todo el material que ha de
estar en contacto con el espécimen (tubos de ensayo, puntas
de pipeta, contenedores, etc.) ha de lavarse previamente,
dejarlo entre 12 y 24 h en una solucion de acido nitrico 1
o 2mmol/L y enjuagarlos varias veces con agua destilada y
desionizada antes de su uso.

Orina

Las orinas deben de recogerse idealmente durante 24 h,
ya que las concentraciones de cobre en muestras de orina
aisladas presentan una elevada variabilidad intraindividual.
Es muy importante obtener una adecuada diuresis para la
correcta valoracion de la concentracion de cobre en orina de
24 h. Es recomendable que el material empleado sea lavado
con acido previamente. A fin de mantener la estabilidad de
las muestras, se podrian acidificar las muestras al recep-
cionarlas en el laboratorio. Asimismo, es esencial evitar los
errores en la recogida de orina de 24 h, asi como la conta-
minacion del contenedor de muestra con cobre exogeno.

Una vez mezcladas las mismas, se alicuotan y conservan
refrigeradas o congeladas a -20°C hasta su procesamiento.
Si se han sometido a congelacion, tras descongelarlas es
necesario homogeneizarlas bien y centrifugarlas.

La excrecion de cobre en orina refleja la concentracion
de cobre sérico no unido a ceruloplasmina en la circula-
cion. La determinacion de cobre en orina de 24 h puede
ser (til tanto en el diagnoéstico como en la monitorizacion
del tratamiento (p. €j., en la enfermedad de Wilson).

Procedimiento de medida de cobre en suero por
espectrometria de absorcion molecular utilizando
batocuproina

Condiciones analiticas

Medir la absorbancia de muestras y patron a 480 nm frente a
un blanco con acido clorhidrico (HCl), acido tricloroacético
y cromogeno en las mismas proporciones que la muestra y
agua en lugar del sobrenadante de la desproteinizacion.

Preparacion de muestras y patrones

Tomar 2 mL de suero y mezclarlos con 1 mL de HCL 1 mol/L.
Dejar 20 min a temperatura ambiente y anadir 1mL de
acido tricloroacético 1,23 mol/L; mezclar y centrifugar.
Mezclar 2 mL de sobrenadante con la soluciéon cromogénica
(disulfonato de batocuproina 0,53 mmol/L, acetato sodico
3,3 mol/L, pirosulfito de sodio 0,1 mol/L, p-metilaminofenol
5,5mmol/L). Como patron se emplea una solucién acuosa de
31,5 umol/L de cobre.

Caracteristicas metrolégicas

El procedimiento es lineal hasta 126 umol/L y su detectabi-
lidad en el suero es del orden de 3 umol/L. La imprecision
intraserial es inferior al 10% y la interserial al 15%. Es un
procedimiento de facil acceso por parte de cualquier labora-
torio pero tiene la desventaja de que interfiere la hemolisis,
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precisa cantidades de suero elevadas (1-2mL), se requiere
desproteinizacion previa del suero y digestion de la orina,
y su analisis consume mucho tiempo. Este procedimiento
puede automatizarse tras la desproteinizacion.

Procedimiento de medida de la concentracion de
cobre en suero por espectrometria de absorcion
atémica de llama

Condiciones analiticas

Se emplea un espectrometro de absorcion atomica de
llama. La lampara de catodo hueco idealmente ha de ser
monoelemental para obtener la maxima intensidad de sefal
luminosa. Sin embargo, con ldmparas multielementales pue-
den medirse concentraciones de 0,8 umol/L con una dilucion
del espécimen 1:1.

La linea que se utiliza es la de 324,7 nm que esta libre de
interferencias y es la mas intensa. La intensidad de corriente
mas habitual es de 15mA (25 mA en las multielementales).
La rendija se ajusta a 0,7nm y se orienta la lampara de
manera que la sefal luminosa que llegue al detector sea
maxima. Una vez realizado esto se ajusta la ganancia a
100 (ajuste automatico en los aparatos actuales). En gene-
ral, no es necesario un precalentamiento prolongado de la
lampara ya que los aparatos actuales compensan automati-
camente las diferencias en intensidad de la emision aunque
un periodo de 10 a 15 min es recomendable.

Se emplea una llama de acetileno-aire con presiones
comprendidas entre 85y 100kPa, y 345 y 450 kPa, respecti-
vamente. El mechero habitual de 10cm de paso éptico es
adecuado y ha de orientarse de manera que se obtenga
la maxima sefial con una solucion acuosa de cobre de
31,5 wmol/L mediante el ajuste en altura, profundidad y ali-
neacion. El haz de luz proveniente de la lampara de catodo
hueco ha de formar un area nitida en el centro del mechero a
1cm por encima del mismo. Esto puede comprobarse inter-
poniendo en el haz una hoja de papel blanco. La velocidad
de aspiracion del nebulizador adecuada es de 4mL/min y el
tiempo de integracion de la senal de, al menos, 0,5 s para
evitar una oscilacion demasiado elevada de la misma. Antes
de realizar la lectura, dejar que se estabilice la senal (en
los aparatos modernos esto se realiza automaticamente).

Otras comprobaciones adicionales que han de realizarse
son: que exista agua en el bucle de seguridad del desagie
de la camara de nebulizacion y que se encuentre anclado el
mechero.

Preparacion de la muestra

Debido a la poca intensidad relativa de la linea de 324,7 nm
del cobre, la dilucion de la muestra ha de ser la menor posi-
ble. Ha de llegarse a una solucion de compromiso entre
sensibilidad analitica y dilucion que evite problemas de
atasco en el tubo de aspiracion del nebulizador y de par-
ticulas solidas en la ranura del mechero. Se han propuesto
diluciones 1:1 y 1:4%. Con la primera se obtiene mas sen-
sibilidad analitica mientras que con la segunda (que es
la empleada en el analisis del cinc) se evitan problemas
de obstruccion. Asimismo, la dilucion 1:1 permite detec-
tar concentraciones muy bajas de cobre y el empleo de
lamparas multielementales. Para evitar la obstruccion del
nebulizador es suficiente emplear sueros bien desfibrinados

y hacer un lavado con agua entre muestra y muestra de
suero.

Preparacién de los patrones
Es suficiente preparar 3 soluciones patron: 4,0, 8,0 y
16,0 umol/L (ya teniendo en cuenta que las muestras se
introducen diluidas 1:1, con lo que los ajustes de la concen-
tracion han de programarse como 8,0, 16,0 y 32,0 wmol/L).
Estos patrones pueden prepararse con HCl 0,1mol/L* o
HNOs, aunque no es imprescindible. Para evitar diferen-
cias de viscosidad con el suero se podria preparar con
glicerina 0,66 mol/L. Existen disoluciones comerciales de
15,80 mmol/L a partir de la cual se puede preparar una solu-
cion de almacenamiento de 158 umol/L que es estable, al
menos, 3 meses a temperatura ambiente. A partir de esta se
preparan los patrones cada vez que se realicen las medidas.
El blanco se puede realizar con la solucion de glicerina
0,66 mol/L. Con esta se establece la linea base.

Caracteristicas metrologicas

El procedimiento es lineal, al menos, hasta 31,5 umol/L.
Presenta una imprecision intraserial de alrededor del 3%,
tanto en concentraciones en el limite inferior del intervalo
de referencia como dentro del mismo o en la zona superior.
La imprecision interdiario y la inexactitud relativa son infe-
riores al 10%. Limite de deteccion: 0,6 wmol/L. Este método
es el de elecciéon debido a su rapidez (ya que la prepara-
cion de los especimenes es minima), economia de reactivos
y relativa ausencia de interferencias.

Procedimiento de preparacion del pelo para
la medida de su contenido de cobre

Se recomienda cortar unos trozos de unos 0,5cm de largo,
del diametro de un lapiz (aproximadamente 7 mm) preferi-
blemente de la zona occipital y se lava con 5mL de Triton
X100°, 10 mL/L, mezclando durante 2 h. Después se enjuaga
con agua desionizada varias veces y se ahaden 3 mL de EDTA-
Na; 0,1 mol/L agitando durante 2 h. Se vuelve a enjuagar con
agua desionizada y se seca hasta peso constante a 75°C en
un horno. Unos 50 mg (minimo 20 mg) de pelo se digieren con
1 mL de H,0, 10 mol/L a 65-70°C hasta sequedad (unas 8 h).
Se repite el proceso otra vez. El residuo se disuelve en 1 mL
de HNO; 0,5mol/L durante 2 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, se anaden 4mL de agua desionizada. Se
mide por FAAS de manera analoga al suero (preparando los
patrones en HNOs, 0,1 mol/L) o bien mediante atomizacion
electrotérmica o ICP-MS. Existen otros métodos estandari-
zados de preparacion de la muestra de pelo, como el de la
Agencia Internacional de Energia Atomica (IAEA).

Procedimiento de medida de la concentracion de
cobre en orina por espectrometria de absorcion
atémica con atomizacion electrotérmica

Condiciones analiticas

Ha de emplearse una lampara de catodo hueco monoele-
mental para obtener la mayor intensidad de sefal luminosa,
la longitud de onda de 324,7 nm y la rendija de 0,7 nm. Las
camaras de grafito han de ser piroliticas con plataforma tipo
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Tabla 1 Programa de temperaturas recomendado para el analisis de cobre
T (°C) Rampa (s) Tiempo (s) Flujo gas (mL/min)
Secado 100 10 20 300
Mineralizacion 900 10 30 300
Atomizacion 2400 1 3 50

L’Vov. Existe un gran nimero de programas para el analisis
de cobre. En general, suelen presentar una etapa, sencilla
o doble, de secado (a 120°C o0 a 90 y 120°C, respectiva-
mente), una de mineralizacion alrededor de 1.000°C y la de
atomizacion alrededor de 2.300°C. Un programa rapido y al
alcance de cualquier equipo es el representado en la tabla
1. Se recomienda utilizar un volumen de muestra de 20 p.L.
Idealmente, se emplea lectura en area de pico y la integra-
cion se lleva a cabo durante 4 0 5 s. Se puede anadir un paso
adicional de limpiado a 2.600°C.

Preparacion de la muestra

En general, es adecuada una dilucion 1:5 de las muestras
de orina, aunque también pueden emplearse diluciones 1:1.
No hay definido ningin modificador de matriz que mejore la
medicion de la concentracion de cobre. Puede usarse una
solucion de Mg(NOs), 5,5mmol/L en Triton X-100° 2mL/L, o
bien una solucién solo con Triton X-100°.

Preparacion de los patrones

Se pueden preparar patrones de 0,4, 0,8 y 1,6 mmol/L que
se diluyen también 1:5 con el modificador de matriz de las
muestras. A partir de una solucion comercial de 15,8 mmol/L
(p. €j., de la empresa Merck, referencia 1.09987.0001) se
prepara una solucion de almacenamiento de 158 umol/L en
HNO; 0,1 mol/L. Esta solucion es estable, al menos, 3 meses
a temperatura ambiente. Los patrones han de preparase en
cada analisis. Tanto las puntas de pipeta como las cubetas
y los contenedores han de estar lavados previamente con
acido y enjuagados con agua desionizada como en el caso
del suero. El blanco consiste en una mezcla 1:5 de agua con
modificador de matriz.

Caracteristicas metrologicas

Este procedimiento tiene una imprecision intraserial inferior
al 10% e interdiaria inferior al 15%. El limite de deteccion
es de 0,1 umol/L. La AAS con atomizacion electrotérmica es
la técnica de eleccion para el analisis de orinas debido a su
mayor sensibilidad analitica (si se utiliza llama no se pueden
separar adecuadamente los valores fisiologicos y los bajos,
aunque generalmente lo que interesan son las concentracio-
nes elevadas). Sin embargo, es una técnica relativamente
lenta y necesita de un aparataje costoso y un cierto entre-
namiento para su correcto empleo.

Procedimiento de medida de la concentracion de
cobre en diferentes muestras por espectrometria
de masas con induccioén acoplada de plasma

Condiciones analiticas
A pesar de que las condiciones analiticas dependen del
equipo utilizado, uno de los estandares interno mas habi-

tualmente empleado es el germanio, dado que posee una
masa atomica muy similar a la del elemento a analizar cobre
(masa atomica 72,64).

Preparacion de las muestras
Para las muestras de suero y orina, se obtienen resulta-
dos satisfactorios utilizando diluciones 1:20 para suero de
1:10 para orina. El diluyente de suero/orina podria ser HNO3
suprapuro 5mL/L, etanol 10mL/L y Triton X100 0,2 mL/L
para las muestras, los patrones y los controles.

Para las muestras de pelo (véase el apartado 4.4), una
dilucion 1:10 seria adecuada y el diluyente HNO; suprapuro
10ml/L.

Preparacion de patrones

a. Suero. A partir de un patron certificado de 1g/L de
cobre (15,74mmol/L) se prepara una disolucion acuosa
intermedia y por disoluciones seriadas los patrones de
la curva de calibracion. También se podria preparar la
disolucion intermedia a partir de una solucion comercial
(p. ej., Merk de 30 elementos). Serian recomenda-
bles concentraciones de 2.000wg/L (31,47 umol/L),
1.000 ng/L (15,74 wmol/L), 500pg/L (7,87 wmol/L),
100 pg/L (1,57 wmol/L) y 50 ug/L (0,79 umol/L). Los
patrones han de prepararse en cada analisis. Tanto las
puntas de pipeta como las cubetas y los contenedores
han de estar lavados previamente con acido y enjuagados
con agua desionizada.

b. Orina. Se puede preparar una disolucion acuosa inter-
media, bien a partir de un patron certificado de
1g/L de cobre (15,74mmol/L) y por diluciones seria-
das los patrones de la curva de calibracion, o bien
a partir de una solucion comercial (p. ej., Merk de
30 elementos). Serian recomendables concentraciones
de 1.000 pg/L (15,74 umol/L), 500 ng/L (7,87 pumol/L),
100 pwg/L (1,57 wmol/L) y 50 ug/L (0,79 umol/L). Los
patrones han de preparase en cada analisis. Tanto las
puntas de pipeta como las cubetas y los contenedores
han de estar lavados previamente con acido y enjuagados
con agua desionizada.

c. Pelo. Se puede preparar una disolucion acuosa inter-
media, bien a partir de un patron certificado de 1g/L
de cobre (15,74mmol/L) y por diluciones seriadas los
patrones de la curva de calibracion, o bien a par-
tir de una solucion comercial (p. ej., Merk de 30
elementos). Serian recomendables concentraciones de
50 ng/L (0,79 pmol/L), 20 ng/L (0,31 wmol/L), 10 pg/L
(0,16 wmol/L) y 2 pg/L (0,03 wmol/L). Los patrones han
de prepararse en cada analisis. Tanto las puntas de pipeta
como las cubetas y los contenedores han de estar lavados
previamente con acido y enjuagados con agua desioni-
zada.
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Procedimiento de preparacion de tejidos para la
medida de su contenido de cobre

Con el fin de estandarizar las condiciones analiticas es pre-
ferible la medida en tejido seco. El tejido (generalmente
procedente de una puncion-aspiracion con aguja fina) se
seca, en un recipiente exento de elementos traza, a 90°C
durante el tiempo suficiente hasta que se consigue masa
constante. Si la masa esta comprendida entre 2 y 15mg,
se somete a hidrolisis acida con 200 uL de HNOs ultrapuro
en un recipiente de polipropileno de 3-5mL de capacidad,
cerrado a rosca herméticamente, durante 2-5 h, seglin se
trate de tejido blando o hueso, respectivamente’. Poste-
riormente, se deja enfriar el recipiente antes de abrirlo y
se afade agua desionizada a la disolucion final adecuada
(p. €j., se pueden anadir 1,8 mL para obtener un volumen
final de 2mL). La calibracién mas adecuada se realiza con
un material de referencia (p. ej., higado bovino NIST, ref.
1577) o bien por el método de adicion de patrén, pero este
tiene la desventaja de su lentitud. El sistema de correccién
de fondo por efecto Zeeman es preferible en este tipo de
analisis, aunque puede emplearse la correccion de fondo
con lampara de deuterio.

El principal problema de la determinacion de cobre hepa-
tico, por ejemplo en la enfermedad de Wilson, es que la
distribucion del cobre en el interior del higado con fre-
cuencia no es homogénea. Por ello, la concentracion puede
ser infravalorada debido al error de muestreo. Se pue-
den dar falsos negativos en especimenes escasos, 0 en
aquellos que presentan extensa fibrosis y pocas células
parenquimatosas'®.

Los sistemas que emplean hidroxido de tetrametilamonio
o la calcinacion de la materia organica presentan problemas
de imprecision, laboriosidad y riesgos de contaminacion. La
hidroélisis con otros acidos, como el perclérico, presentan
problemas de ajuste del volumen final.

Control de calidad

Especificaciones de la calidad analitica basadas

en la variabilidad biolégica

Los criterios de variabilidad biolégica pueden aplicarse
adecuadamente en el caso del cobre para establecer reco-
mendaciones de calidad analitica®.

Teniendo en cuenta que la variacion bioldgica para el
cobre intraindividual e interindividual es del 4,7 y el 13,6%,
respectivamente, las especificaciones deseables deben ser:
el coeficiente de variacion analitico inferior al 2,4%, el error
sistematico inferior al 3,6% y el error analitico total inferior
al 7,5%%.

Materiales de control

La incorporacion de materiales de referencia al proceso
analitico es basica para la evaluacion de la calidad y tiene
un papel principal en la trazabilidad de las mediciones. Los
laboratorios deben utilizar, en su trabajo diario, controles
de calidad internos con matriz similar a la de los especime-
nes (suero, sangre, orina, pelo) a fin de asegurar la fiabilidad
de sus resultados. Por ello, para suero se recomiendan los
controles Lyphochek® Whole Blood Metals Quality Control
(BIO-RAD, QCNetT™), Seronorm Trace Elements Serum

(Seronorm™ Trace Element Serum [Nycomed Pharma AS,
Oslo, Noruegal) u otros similares.

En la matriz de orina se sugieren los siguientes:
Lyphochek® Urine Metals Control (BIO-RAD, QCNet™), Sero-
norm Trace Elements Urine (Nycomed Pharma AS, Oslo,
Noruega), ClinChek® Urine Controls, lyophilised for Trace
Elements (RECIPE®) u otros similares.

Programas de evaluacién externa de la calidad

Asimismo, es conveniente la participacion en Programas de
Garantia Externa de la Calidad (EQAS) de intercompara-
cion de laboratorios, con el fin de asegurar la exactitud, la
precision y la reproducibilidad de sus resultados, ademas
de ser requisito que exige la Entidad Nacional de Acre-
ditacion (ENAC). Indispensable para aquellos laboratorios
clinicos que pretendan acreditarse por la Norma UNE-EN
ISO 15189:2013. Existen numerosos programas externos de
evaluacion de la calidad especificamente disehados para
elementos traza que incluyen el cobre.

La SEQC participa en la organizacion del Programa
de Garantia Externa de Calidad de la Occupational and
Environmental Laboratory Medicine (OELM) en la que par-
ticipan Australia, Francia, lItalia, Espafa, Bélgica y los
Paises Bajos. Estos paises comparten las muestras, la
base de datos y el diseno de los informes con un enfo-
que federativo, aunque se mantienen como organizaciones
independientes con sus propias inscripciones al programa,
idioma, reuniones de usuarios y otros sistemas de soporte
(http://www.trace-elements.eu). Las matrices que presen-
tan son suero, sangre y orina.

Otros programas a destacar son: el UKNEQAS TEQAS de
Surrey (Inglaterra), que cuenta con muestras de suero, san-
gre, orina, y muestras solidas, y el CTQ/INSPQ, del Centre de
Toxicologie du Québec (Canada), que dispone de las matrices
suero, sangre, orina y pelo.

Intervalos de referencia

La Comision de Elementos Traza ha publicado el documento
titulado «Valores de referencia del cobre en diferentes
matrices. Revision (2013)», en el que se realiza una reco-
mendacion sobre los valores de referencia a utilizar por
los profesionales del laboratorio®’. En dicho documento se
insiste en la importancia de establecer y revisar periodi-
camente los valores/intervalos de referencia con el fin de
garantizar y asegurar la calidad de los resultados ofrecidos.

Seglin esta revision, se recomienda tomar como valores
de referencia los siguientes:

- Suero/plasma: 700-1550 pg/L (11,02-24,39 wmol/L).

- Orina: < 40 ug/dia (< 0,63 wmol/dia)*®3°.

- Biopsia hepatica: 0-35ug/g peso seco (enfermedad de
Wilson: >250 ug/g) (> 3,93 wmol/g).

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores decla-
ran que los procedimientos seguidos se conformaron a las
normas éticas del comité de experimentacién humana res-
ponsable y de acuerdo con la Asociacion Médica Mundial y
la Declaracion de Helsinki.
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