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A.1 PRÓTESIS O IMPLANTES   

 Las prótesis o implantes son dispositivos artificiales utilizados para 

mejorar o sustituir (total o parcialmente), una estructura (tejido, órgano, etc.) o 

una función fisiológica del cuerpo humano. Por tanto, el término es muy amplio 

ya que abarca desde dientes postizos hasta dispositivos que reemplazan una 

articulación (codo, rodilla, cadera, hombro) o un miembro completo (mano, pie, 

brazo, pierna) del cuerpo, pasando por bandas gástricas, válvulas de corazón, 

etc.   

Ya han pasado muchos años desde la primera prótesis conocida de la 

historia, un pie artificial hecho de madera y cuero (actualmente se exhibe en el 

museo del Cairo, Egipto) que se estima fue fabricado entre los años 1000 y 600 

a.C.  Desde entontes, se han realizado muchas investigaciones, tanto en el 

campo de la medicina, como en el de la ingeniería, la química y otras muchas 

disciplinas científicas, con el fin de desarrollar prótesis de materiales adecuados 

y para muy diversos fines [1]. Estas investigaciones, han sido particularmente 

importantes en las últimas dos décadas, entre otras razones, debido a que las 

prótesis son cada vez más necesarias como consecuencia del aumento de las 

expectativas de vida. Hoy en día, una de cada diez personas tiene 60 años o 

más, pero en el año 2050 se prevé que será una de cada cinco y que el número 

de los que tienen unos 80 años se multiplicará por cinco. Esta longevidad 

masiva tiene implicaciones sociales relacionadas con mantener la calidad de 

vida, que ha potenciado la investigación en este campo. Si a este hecho se le 

añade la mejora de las técnicas quirúrgicas, se puede entender el crecimiento 

acelerado en el desarrollo y la utilización de prótesis. Así,  en la actualidad, se 

estima que más de cincuenta millones de personas en todo el mundo utilizan 

algún tipo de prótesis, y, como se muestra en la Figura A.1, existen dispositivos 

para implantar en prácticamente todos los sistemas del cuerpo humano:   
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Figura A.1. Representación de algunos de los dispositivos que pueden ser implantados 
en el cuerpo humano 
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 En el sistema esquelético muscular: para articulaciones en las 

extremidades superiores e inferiores (hombros, dedos, rodillas, 

caderas, etc.) o como miembros artificiales permanentes. 

 En el sistema cardiovascular: corazón (válvula, pared, marcapasos, 

corazón entero), arterias y venas. 

 En el sistema respiratorio: laringe, tráquea, bronquios, diafragma, 

pulmones y caja torácica.  

 En el sistema digestivo: esófago, conductos biliares e hígado. 

 En el  sistema genitourinario: riñones, uréter, uretra y  vejiga. 

 En el  sistema nervioso. 

 En los sentidos: oídos y  ojos (lentes y prótesis de córneas).  

 Implantes cosméticos: maxilofaciales (nariz, oreja, mandíbula, 

dientes), de pechos, de testículos, de pene, etc. 

Entre los implantes más utilizados se encuentran: los ortopédicos 

(prótesis articulares e implantes para osteosíntesis) y los dentales, de los cuales 

hablaremos a continuación. 

A.1.1  Prótesis articular de cadera 

Las prótesis articulares son dispositivos artificiales utilizados para 

reemplazar una articulación dañada y cumplir su función. Por tanto, están 

indicadas para el tratamiento de enfermedades que afectan a dichas 

articulaciones (haciendo que pierdan su capacidad de movimiento), como son: 

la osteoartritis (artrosis),  enfermedad degenerativa que puede causar la 

desintegración del cartílago de la articulación y del hueso adyacente (Figura 

A.2); la artritis reumatoide, enfermedad reumática que produce inflamación de la 

membrana sinovial causando dolor y rigidez; y la artritis traumática, que 

produce daños en el cartílago articular por una lesión. Estas enfermedades, 

afectan a todas las poblaciones y aunque se estima que las ¾ partes de la 
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población que la padece son mujeres, no parece estar afectada por factores 

geográficos. Además,  especialmente la artrosis, aumentan con la edad, así  se 

considera que afecta al 85% de la población anciana e invalida al 10% de 

mayores de 60 años [2]. 

 

 

 

 

 

 

Figura A.2. Comparación entre una cadera: A) sana y B) con artrosis  

La operación quirúrgica de implantación de una prótesis articular se 

denomina artroplastia y, en la actualidad, dado el envejecimiento general de la 

población, forma parte del grupo de intervenciones que más frecuentemente se 

realizan en los servicios de cirugía ortopédica de los hospitales [3]. De manera 

que cada año, se efectúan alrededor de 550.000 artroplastias de cadera sólo en 

Europa [4]. En España todos los años 35.000 pacientes se someten a una 

intervención para implantarles una artroplastia de cadera y 20.000 de rodilla [5].  

 La introducción de la artroplastia como una técnica quirúrgica habitual 

tuvo lugar en el último tercio del siglo XX gracias a los trabajos de Sir John 

Charnley (cirujano ortopédico inglés), que con la colaboración de un equipo de 

ingenieros, diseñó en los años setenta una prótesis articular de cadera que 

presentó excelentes resultados, por lo que todavía hoy se utiliza como patrón de 

referencia para la elaboración de los nuevos modelos de prótesis (que han ido 

surgiendo en estos 40 años). Más tarde, aparecieron las prótesis de rodilla, 

seguidas de las de hombro, codo y dedos de las manos, todas ellas menos 

frecuentes que las de cadera. 
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La articulación de la cadera está formada por la parte superior del fémur 

(cabeza femoral) que se articula en una cavidad situada en la pelvis 

denominada acetábulo (ver Figura A.2).  La artroplastia de cadera implica la 

sustitución de todos los huesos de la misma por componentes artificiales. Por 

tanto, la prótesis total de cadera consta de: una copa acetabular que se fija a la 

pelvis y sirve de asiento a una esfera (cabeza femoral), cuyo vástago (tallo femoral) 

es incrustado en el fémur (Figura A.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.3. Componentes de una prótesis total de cadera 

Aunque hoy en día los resultados de las artroplastias de cadera son 

excelentes (90-95% de los pacientes pueden hacer vida normal y sin dolor 

durante 10 años después de la operación), existen dos problemas importante 

aún sin resolver y que pueden hacer fracasar la artroplastia con el paso de los 

años. Por una parte, la dificultad de fijación de los componentes de la prótesis al 

hueso y, por otra parte, los problemas causados por los productos liberados 

como consecuencia de la degradación de los materiales con los que están 

fabricados dichos componentes (como se comentará más adelante).  
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A.1.2.  Implantes para osteosíntesis 

 La osteosíntesis es un tratamiento quirúrgico de fracturas, consistente en 

la unión de los fragmentos de hueso roto mediante dispositivos mecánicos de 

fijación interna (tornillos, placas, clavos, etc.), temporales o permanentes.  

La técnica se desarrolló para reducir y fijar de forma estable fracturas de 

huesos largos (húmero, cubito/radio, fémur y tibia/peroné). Estás fracturas se 

estabilizan, normalmente, mediante el tratamiento conservador o externo con 

yeso. Sin embargo, si tras la fractura los huesos no están correctamente 

alineados, se pueden alterar las condiciones de carga de las articulaciones 

adyacentes lo que podría acelerar el desarrollo de artrosis postraumática, 

siendo entonces  necesario recurrir a la osteosíntesis  para tratar la fractura.  

Las fracturas de huesos largos son muy comunes; tanto en gente joven, 

debido a accidentes de tráfico o a lesiones deportivas; como en gente mayor, 

asociadas con problemas de osteoporosis, enfermedad que afecta a más de 200 

millones de personas en todo el planeta [6,7]. En España esta enfermedad afecta 

a un 35% de mujeres mayores de 50 años y cada año se producen más de 

100.000 fracturas osteoporóticas. De ahí, que en la actualidad, la osteosíntesis 

sea un procedimiento quirúrgico muy utilizado. 

Existen, fundamentalmente, dos tipos de implantes para osteosíntesis: 

implantes intramedulares e implantes extramedulares.  

 Los implantes intramedulares son clavos que se introducen a lo largo de  

la cavidad interna (médula)  del hueso desde un extremo y son fijados al mismo 

mediante tornillos [8] (ver Figura A.4). 

Los principios biomecánicos del enclavado intramedular fueron 

establecidos de manera independiente por los hermanos Rush en Rochester 

(Minnesota, USA) [9] y Gerhard Küntscher en  Hamburgo (Alemania) [10], a 

principios de los años treinta; sin embargo,  la técnica se hizo popular gracias a 

los trabajos de Kempf y Grosse en los años sesenta [11], que aumentaron la 
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estabilidad mecánica del clavo intramedular, hasta llegar a los que se utilizan 

actualmente.  

 

 

 

 

 

 

Figura A.4.  Radiografías de implantes intramedulares colocados en: A)  fémur, B) tibia 
y C) húmero  

La osteosíntesis mediante clavos intramedulares es flexible, ya que 

durante la curación de la fractura los fragmentos óseos sufren pequeños 

movimientos de comprensión y distracción que pueden ser beneficiosos para la 

consolidación (proceso biológico de creación de nuevo tejido óseo) de la 

fractura [12]. Además, la colocación de los clavos intramedulares requiere una 

operación poco invasiva [13,14]. Sin embargo, también posee algunas 

desventajas como son: su inestabilidad mecánica (que puede conllevar 

inestabilidad rotacional), excesiva deformación de la fractura y reducción de la 

longitud del hueso [15]. Además, al estar insertados en la médula del hueso, los 

implantes están continuamente en contacto con el torrente sanguíneo, lo que 

hace que pueda producirse una mayor degradación del material metálico del 

que están fabricados (debido a fenómenos de corrosión que se detallarán más 

adelante) que pueden dar lugar a reacciones adversas [16]. 

 Los implantes extramedulares son placas que se fijan a la parte externa 

del hueso mediante varios tornillos de anclaje (ver Figura A.5). Las placas no 

deben comprometer más de la tercera parte del diámetro del hueso. 
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Figura A.5. Radiografías de implantes extramedulares colocados en: A) fémur, B) tibia 
y  C) húmero 

Arbuthnot Lane y Albin Lambotte (1905) [17,18] son considerados como 

los pioneros de esta técnica, que fue desarrollada por Sherman y Pauwels (1935) 

[19,20] y popularizada en los años cincuenta gracias a los trabajos de un grupo 

de cirujanos suizos que creó la “Arbeitsgemeinschaft für Osteosynthesefragen” 

(Asociación para la Osteosíntesis). Esta asociación estableció los conceptos 

básicos de la osteosíntesis con placas y la difundió mundialmente [21]. 

Las placas de osteosíntesis, a diferencia de los clavos intramedulares,  

ofrecen una fijación interna rígida y, por lo tanto, muy estable de las fracturas;   

ya que se ponen en contacto los extremos óseos (sin espacios 

intrafragmentarios), lo que permite la formación directa del hueso [22]. Sin 

embargo, esta cicatrización ósea directa no es muy fuerte y existe un riesgo de 

fractura del hueso después de la extracción del implante [23]. Otra desventaja, 

es que la colocación de la placa  requiere realizar una incisión en la piel muy 

grande que puede dar lugar a daños en el periostio y los músculos alrededor de 

la fractura.  Además, la aplicación de la placa sobre el hueso interfiere con la 

vascularización local, lo que puede causar osteonecrosis debajo del implante,  

retraso en  la cicatrización e incluso pseudoartrosis [24]. Sin olvidar que no 

pueden ser utilizadas en pacientes jóvenes durante la fase de crecimiento ya 

que impide el crecimiento normal del hueso. 

 

 

A) B) C)A)A) B) C)A)
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A.1.3.  Implantes dentales oseointegrados 

Un implante dental es un dispositivo en forma de cono o cilindro de 

titanio, con rosca externa o liso, que se introduce en el hueso maxilar con el fin 

de sustituir la raíz de una pieza dental perdida (ver Figura A.6).  Tras su 

colocación, el implante se une al hueso por un proceso biológico denominado 

oseointegración, y sirve de soporte a una corona dental con características 

similares a la de los dientes naturales (ver Figura A.6).  

 

 

 

 

 

 

Figura A.6.  Implante dental  

La historia de los implantes odontológicos comenzó a mediados del siglo 

XX, cuando el científico sueco Per-Ingvar Branemark [25], descubrió la 

capacidad del titanio para adherirse firmemente al tejido óseo. Se estableció así, 

el término de oseointegración [26], el cual se ha incorporado de forma sólida y 

permanente al lenguaje médico. Este descubrimiento llevó al profesor 

Branemark al desarrollo en 1965 de un sistema para sujetar prótesis dentales 

sobre mandíbulas de personas que habían perdido todos sus dientes. Después  

del descubrimiento de la oseointegración y el sistema de implantes de 

Branemark, muchos otros laboratorios comenzaron a fabricar sus propias 

versiones de implantes de titanio. Todo esto contribuyó al desarrollo de la 

implantología oral, de manera que, hoy en día, el uso de implantes 

oseointegrados es la mejor manera de reemplazar dientes perdidos, cualquiera 

que sea su causa. 
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A pesar de que, actualmente, el índice de éxito es aproximadamente del 

98%, los principales problemas que surgen tras realizar un implante dental 

están relacionados con la falta de oseointegración entre el implante y el hueso. 

Esta falta de oseointegración puede se debida; a una insuficiente masa ósea, una 

infección durante la cirugía, una mala higiene bucal tras la cirugía o que el 

paciente sea fumador, lo que produce una disminución del flujo sanguíneo en el 

tejido adyacente al implante [27]. Además, la presencia de partículas metálicas 

en los tejidos circundantes (liberadas por parte de los implantes), puede 

incrementar de manera importante la respuesta inflamatoria en el tejido 

gingival, aunada a la respuesta dada por la presencia de placa dentobacteriana, 

que dará lugar al aflojamiento del implante [28,29].  

A.1.4  Materiales para la fabricación de implantes ortopédicos y 

dentales  

Los implantes o prótesis deben ser diseñados y fabricados de manera 

que no produzcan ningún daño en el organismo y aporten las prestaciones 

específicas que requiera la aplicación a la que vayan destinados, p.ej. en el caso 

de las prótesis articulares tienen que permitir una movilidad similar a la previa 

de la articulación.  

El cuerpo humano está constituido por una estructura ósea rígida (el 

esqueleto), siendo éste el soporte mecánico de los tejidos blandos: músculos, 

piel, mucosas; y, por supuesto, los órganos: corazón, hígado, páncreas, 

pulmones, etc. Entre todos estos elementos, así como en el interior de ellos, se 

encuentran o circulan numerosos fluidos corporales (sangre, jugos gástricos, 

saliva, orina, etc.).  Por tanto, en el cuerpo humano los implantes ortopédicos y 

dentales están en contacto con los diferentes tejidos vivos y fluidos corporales 

que los rodean. Estos fluidos biológicos son altamente agresivos; el fluido 

extracelular (entre los que se incluye el plasma sanguíneo), localizado entre los 

diferentes tejidos, es una solución acuosa salina, con conductividad eléctrica, 

pH 7,4 y temperatura de 37 ºC, que contiene 1% de cloruro de sodio y 
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cantidades menores de otras sales y compuestos orgánicos; y  la saliva, es una 

solución acuosa compuesta por varias sales orgánicas e inorgánicas, ácidos 

orgánicos, proteínas, carbohidratos y lípidos, con una concentración total de 5 g 

L-1 y un pH de 7,0.  De manera, que la interacción de los implantes con estos 

fluidos  puede dar lugar a efectos adversos de diferentes tipos dependiendo de 

la naturaleza del material implantado. Por ello, estos implantes deben ser 

fabricados con materiales que cumplan unas características muy estrictas y 

específicas denominados biomateriales.  

El término biomaterial designa a aquel material, natural o sintético, 

utilizado para la fabricación de dispositivos diseñados para interactuar con los 

sistemas biológicos durante un cierto tiempo [30]. El proceso de manufactura y 

las propiedades químicas, física y mecánicas de un biomaterial varían de 

acuerdo a la aplicación a la que vayan destinados, la única condición 

indispensable que debe cumplir es la de ser biocompatible.   

La biocompatibilidad de un biomaterial puede ser definida como su 

capacidad para ser utilizado en una aplicación específica con una respuesta 

adecuada del huésped [31], es decir, la capacidad de existir en armonía con el 

ambiente biológico circundante. Por tanto, no es una característica intrínseca de 

un material, ya que depende no sólo de su naturaleza, sino también de la 

naturaleza, grado, frecuencia y duración de la exposición del material al 

sistema biológico. Además, no se debe confundir material biocompatible con 

inerte, ya que ningún  material puede ser verdaderamente inerte en un medio 

tan agresivo como el cuerpo humano (incluso el oro ha demostrado ser reactivo 

in vivo). En general, la biocompatibilidad de un material se determina 

basándose en la citotoxicidad localizada, la respuesta sistémica, la 

alergenicidad y la carcinogenicidad [32] y debe cumplir con los siguientes 

criterios: no ser dañino para los tejidos con los que está en contacto; no contener 

sustancias tóxicas que se puedan difundir, liberar y absorber en el sistema 

circulatorio para causar respuesta tóxica sistémica;  debe estar libre de agentes 
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sensibilizantes que puedan llegar a causar respuestas alérgicas; y no tener  

potencial carcinogénico. 

Los biomateriales para la fabricación de implantes ortopédicos y 

dentales además de ser biocompatibles, tienen que tener unas propiedades 

químicas adecuadas para no degradarse fácilmente en el medio biológico 

agresivo con el que están en contacto (los fluidos extracelulares del cuerpo 

humano) que, como ya se comentó, son un medio electrolítico que contiene 

iones cloruro y oxígeno disuelto que facilita que se puedan producir fenómenos 

de corrosión.  También, deben poseer unas propiedades físicas y mecánicas 

(resistencia, dureza, ductibilidad, etc.) compatibles con su función en el cuerpo 

humano; ya que estas prótesis además de estar en un medio biológico agresivo 

están en un medio dinámico (el sistema músculo-esqueleto), que junto con el 

movimiento hace que las prótesis estén sujetas a esfuerzos y tensiones 

considerables. Por ello, los biomateriales deberán poseer, entre otras 

propiedades: una buena resistencia mecánica, un tiempo de fatiga (rotura de un 

material bajo la acción de fuerzas cíclicas) largo, un bajo coeficiente de fricción 

y una densidad y un peso adecuados. Finalmente, el biomaterial deberá ser 

relativamente barato y fácil de fabricar, para su producción a gran escala.   

 Existen diferentes tipos de biomateriales que se pueden clasificar, según 

su composición química, en: 

a) Biomateriales inorgánicos metálicos (metales y aleaciones metálicas).  

b) Biomateriales inorgánicos no metálicos (cerámicos).  

c) Biomateriales orgánicos (plásticos o polímeros). 

 De todos ellos, los que presentan propiedades químicas, físicas y 

mecánicas más adecuadas para su utilización en la fabricación de implantes son 

los materiales metálicos, que se recogen en la Tabla A.I. 
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Tabla A.I.  Metales y aleaciones metálicas implantables 

MATERIAL COMPOSICIÓN PROCESO DE 
MANUFACTURA 

Acero Inoxidable Austenítico :        
AISI 316                            

AISI 316L 

 

Fe-18Cr-14Ni-2Mn-2,5Mo 

Fe-18Cr-14Ni-2Mn-2,5Mo 

 

Forjado 

Forjado 

Aleaciones de Cobalto-Cromo: 

ASTM F75 

ASTM F90 

ASTM F799 

ASTM F562 

 

Co-28Cr-6Mo-0,5Ni-1Mn 

Co-20Cr-15W-10Ni 

Co-28Cr-6Mo-0,5Ni 

Co-35Ni-20Cr-6Mo 

 

Colado 

Pulvimetalurgía 

Forjado 

Trabajado en frío 

Titanio comercialmente puro     
(cpTi): ASTM F67 

 

Ti >99,9% 

 

Forjado 

Aleaciones de Titanio: 

ASTM F136 

ASTM F1295 

ASTM F1813 

ASTM F1713 

 

Ti-6Al-4V 

Ti-6Al-7Nb 

Ti-12Mo-6Zr-2Fe 

Ti-13Nb-13Zr 

 

Forjado 

Forjado 

Forjado 

Forjado 

ASTM: American Society of Testing and Materials; AISI: American Iron and Steel Institute; 
L: Bajo contenido en carbono (disminuye la susceptibilidad ante los mecanismos de corrosión) 

 

 Como se puede observar en la Tabla A.I, los materiales más utilizados 

son el acero inoxidable, las aleaciones de cobalto-cromo,  el titanio puro y  las  

aleaciones de titanio. Las composiciones químicas, las microestructuras y las 

propiedades mecánicas de estas aleaciones están descritas en normas nacionales 

e internacionales, p.ej. de la American Society of Testing and Materials (ASTM) 

o de la American Iron and Steel Institute (AISI), para asegurar unas 

especificaciones mínimas y, de esta manera, garantizar un buen 

comportamiento a largo plazo. Así, la designación p.ej. de acero inoxidable 

“AISI 316” indica que dicho acero cumple la normativa 316 de la AISI. 

 Los aceros inoxidables son una gama de aleaciones de hierro y carbono 

(menos del 2%) que contienen un mínimo de 11% de cromo para hacerlos 

resistentes a la corrosión.  Los más utilizados para la fabricación de implantes 
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son los aceros inoxidables austeníticos, los cuales se obtienen agregando níquel 

a la aleación, con lo que su estructura cristalina se transforma en austenita (de 

ahí el nombre), aumentando la tenacidad del material. Los tipos más comunes 

son el AISI 316 (16-18% Cr, 10-14% Ni y 2-3% Mo) que contiene molibdeno para 

aumentar la resistencia a la corrosión, especialmente en entornos que contienen 

cloruros, y el AISI 316L que es el resultado de reducir el contenido en carbono 

del acero inoxidable 316 del 0,08% al 0,03%, para obtener mejor resistencia a la 

corrosión. Estos aceros inoxidables, se han utilizado durante mucho tiempo 

para la fabricación de los diferentes componentes de las prótesis de  cadera y 

para implantes de osteosíntesis (placas, tornillos, clavos), debido a su bajo coste 

y a su maleabilidad y ductilidad, lo que facilita su mecanización. Sin embargo, 

su uso ha decrecido enormemente en los últimos años, debido, principalmente, 

a que presentan menor resistencia a la corrosión que las aleaciones de cobalto-

cromo y de titanio.  

El titanio comercialmente puro (cp) se presenta en 4 tipos o grados 

normalizados para implantes quirúrgicos, dependiendo del contenido de 

elementos intersticiales (nitrógeno, carbono, oxígeno, hidrógeno y hierro). 

Dicho contenido de elementos intersticiales controla las propiedades mecánicas 

del material. A mayor cantidad de elementos intersticiales el grado aumenta, es 

decir, el grado 1 es el más puro (más de 99,5% Ti) y el grado 4 es el que contiene 

mayor cantidad de impurezas (98,9% Ti) y el que presenta, por tanto, mejor 

resistencia mecánica. El titanio cp grado 1 (designado como F67 de acuerdo con 

la normativa ASTM), es el material más utilizado para implantes dentales, ya 

que presenta una excelente biocompatibilidad, gran resistencia a la corrosión y 

capacidad de oseointegración (haciendo posible el crecimiento del hueso en el 

interior de los poros del material), lo cual no ocurre con el acero inoxidable o 

con las aleaciones de cobalto-cromo. Otra de las ventajas del titanio en 

aplicaciones biomédicas, es que su módulo de elasticidad es la mitad que el del 

acero inoxidable o el de las aleaciones de cobalto-cromo, aproximándose más al 
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del hueso, por lo que el titanio es más compatible elásticamente con el tejido 

natural que las otras dos aleaciones. 

 Además del titanio cp, también se utilizan diferentes aleaciones de titanio 

para la fabricación de implantes. La primera aleación utilizada fue la aleación 

ASTM F136 (90% Ti, 6% Al y 4% V), en la que la presencia de aluminio y 

vanadio mejora las propiedades mecánicas y aumenta su resistencia a la fatiga 

con respecto al titanio cp, manteniendo una gran resistencia a la corrosión y un 

módulo elástico bajo. Estas propiedades hacen que sea muy utilizada en 

implantes ortopédicos, fundamentalmente para osteosíntesis [33]. Sin embargo, 

no presenta una buena resistencia al desgaste por fricción, pudiendo presentar 

desgaste incluso con el rozamiento contra los tejidos blandos. Por este motivo, 

en general, cuando se utiliza en prótesis articulares como las de cadera se suele 

combinar con otros materiales (como se verá más adelante), otro de los 

inconvenientes es su elevado coste. Por otro lado, se han observado efectos 

adversos producidos por la presencia de Al y V en el organismo procedentes  

de los implantes de la aleación ASTM F136, como toxicidad generada en los 

tejidos circundantes al implante por parte del V [34] y deficiencias en la 

mineralización del hueso, así como desórdenes neuronales causados por parte 

del Al [35,36], lo que ha llevado a los científicos a estudiar nuevas aleaciones de 

titanio en las que se sustituye el Al y/o el V por otros elementos como Nb, Mo, 

Zr y Fe [37] (ver Tabla A.I). 

 Las aleaciones de cobalto-cromo utilizadas como materiales implantables se 

pueden dividir en dos tipos: aleaciones Co-Cr-Mo, manufacturadas por colada 

(ASTM F75) o por forjado (ASTM F799) (el forjado mejora las propiedades 

mecánicas de la aleación) y las aleaciones Co-Ni-Cr-Mo manufacturadas 

mediante trabajo en frío (ASTM F562) [38]. En ambos casos, los dos elementos 

básicos de la aleación son el cobalto (65%) y el cromo (20-28%), el cual se añade 

para aumentar la resistencia a la corrosión. Además, la presencia de molibdeno, 

permite obtener un material con mayor resistencia mecánica después de 

moldear o forjar mientras que la presencia de níquel y el manufacturado en frío, 
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aumentan la resistencia a la fatiga y la tenacidad de la aleación. Asimismo, su 

uso clínico prolongado ha probado que estas aleaciones son excepcionales por 

su biocompatibilidad y tienen una mayor resistencia al desgaste que las 

aleaciones de titanio. Todas estas propiedades junto con su facilidad de 

fabricación y el amplio rango de aleaciones de Co-Cr disponibles, las hacen 

muy adecuadas para un gran número de aplicaciones ortopédicas, incluyendo 

todos los componentes metálicos de todos los reemplazos articulares. 

 De esta manera, en las primeras prótesis de cadera todos sus 

componentes (copa acetabular, cabeza femoral y tallo femoral) (Figura A.7) 

estaban fabricados con aleaciones de Co-Cr. Estas prótesis denominadas metal 

sobre metal (M/M) con diferentes diseños (el McKee-Farrar y el Ring en el 

Reino Unido, el Mueller-Huggler en Suiza y el Sivash en la Unión Soviética) 

fueron utilizadas ampliamente durante los años 60 [39,40].  

 

 

 

 

 

Figura A.7. Fotografía de una prótesis de cadera M/M modelo McKee-Farrar 

Sin embargo, en 1975, las prótesis M/M dejaron de utilizarse debido a la 

elevada frecuencia de aflojamiento temprano de las mismas [41] y fueron 

reemplazadas por prótesis de metal sobre polietileno (M/P) (Figura A.8) en las 

cuales el tallo femoral con cabeza femoral, ambos metálicos (de acero 

inoxidable o de aleación de titanio), se articula sobre una copa acetabular de 

polietileno de ultra-elevado peso molecular (UHMWPE) [42].  
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Figura A.8.  Fotografía de una prótesis de cadera M/P 

 A pesar de los excelentes resultados proporcionados por este tipo de 

prótesis, a  finales de los 80 se dieron numerosos casos de pacientes portadores 

de prótesis M/P con problemas de aflojamiento de las mismas debido a 

fenómenos de osteólisis (disolución del tejido óseo), producido por la elevada 

tasa de partículas de polietileno liberadas por el desgaste de la copa acetabular 

de dicho material [42]. Esto dio lugar a la re-introducción de las prótesis M/M 

en los quirófanos, denominadas en esta ocasión “prótesis de nueva generación” 

(Figura A.9) [43]. 

Estas prótesis M/M de nueva generación, están fabricadas al igual que 

en los años 60, con aleaciones de Co-Cr, pero con mejoras en cuanto al diseño. 

En estas prótesis (Figura A.9) la cabeza femoral es mucho más grande y la copa 

acetabular más delgada, lo que permite el autopulido del metal, haciendo que 

la fricción sea más suave. Otra ventaja, es que estas prótesis atraen más el agua 

lo que da lugar a que también se autolubriquen [44,45]. Así, se ha demostrado 

que esta nueva generación de prótesis M/M presentan una resistencia al 

desgaste 50 veces mayor que las prótesis M/P [46,47]. Por este motivo, estas 

prótesis M/M de nueva generación son más duraderas, por lo que son las más 

indicadas para pacientes jóvenes y más activos. Otra de las ventajas, es que con 

este tipo de prótesis existe la posibilidad de conservar más cantidad de hueso, 

ya que no es necesario extraer la cabeza y el cuello del fémur para fijar la 

prótesis, sino que la cabeza femoral de la prótesis se engasta directamente sobre 

Copa acetabular
de polietileno de 

UHMWPE

Copa acetabular
de polietileno de 

UHMWPE
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la cabeza del fémur, permitiendo que el propio hueso del paciente crezca y se 

adhiera a la prótesis dando lugar a una fijación más duradera. Además, la 

nueva tecnología permite que en caso de desgaste de la prótesis se puedan 

reemplazar los elementos desgastados, no teniendo que extraer la prótesis 

íntegramente.  

 

 

 

 

Figura A.9.  Fotografía de una prótesis de cadera M/M de nueva generación  

A.1.5 Degradación de los implantes ortopédicos y dentales 

Aunque los materiales metálicos que se utilizan en la fabricación de  

implantes ortopédicos y dentales (ver apartado anterior) se consideran 

altamente biocompatibles, ésto no quiere decir que sean inertes;  ya que una 

vez implantados en el cuerpo humano todos ellos se degradan con el tiempo en 

mayor o menor extensión. Esta degradación es indeseable por dos razones: 

porque disminuye la integridad estructural de los implantes, pudiendo llegar a 

perder su función; y porque da lugar a la liberación de residuos metálicos, que 

pueden provocar reacciones biológicas adversas en el paciente, tanto a nivel 

local como sistémico [16]. 

 Los mecanismos por los cuales se puede producir el deterioro de un 

material metálico implantado se reducen básicamente a dos: desgaste mecánico 

y disolución electroquímica (corrosión); así como una combinación sinérgica de 

ambos procesos [48-50].     

 El desgaste mecánico se puede definir como la pérdida de material de 

una superficie sólida cuando se mueve con respecto a otra superficie sólida, con 
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la cual está en contacto [51]. Existen diferentes tipos de desgaste, entre los más 

importantes se encuentran:  

 Desgaste por adhesión o fricción: se produce como resultado del 

rozamiento entre superficies en contacto. 

  Desgaste por abrasión: es el resultado de la acción de corte o rayado de 

las superficies de fricción, debido a asperezas en dichas superficies o 

la presencia entre ellas de partículas de alta dureza (abrasivas). 

 Desgaste por fatiga: consecuencia de la deformación de las superficies 

de contacto por acción de tensiones (esfuerzos) variables y repetidas. 

En el tipo y la magnitud del desgaste inciden una serie de factores como 

son: las condiciones de operación de las prótesis (carga aplicada, velocidad, 

tipos de movimiento, tipo de fricción, recorrido de fricción, tiempo de trabajo, 

etc.), las características de las superficies en contacto (material, composición 

química, dureza, dimensiones, forma, microgeometría superficial, 

microestructura, etc.) y las características del medio donde se encuentra la 

prótesis (carácter corrosivo, presencia de partículas abrasivas, propiedades de 

los lubricantes, etc.). Por tanto, es evidente que el desgaste es mucho más 

importante en las prótesis articulares y en los dispositivos tornillo-placa que en 

los implantes intramedulares de osteosíntesis o dentales.  

El resultado del desgaste mecánico es la liberación de partículas 

metálicas al organismo. Así, se ha descrito que las prótesis M/M producen 

aproximadamente de 6,7x1012 a 2,5x1014 partículas por año [44], las cuales 

tienen un tamaño del orden de los nanómetros (20-90nm), con un tamaño 

medio de 50nm [52-54]. Estas partículas están presentes en el líquido sinovial y 

en los tejidos peri-protésicos (alrededor de la prótesis) y, además, en estudios 

post-morten, también se han identificado, en los glanglios linfáticos, en el hígado 

y en el bazo de pacientes con artroplastias [55].  Dado el tamaño nanométrico 

de las partículas, todavía no se conoce el verdadero alcance de su difusión por 
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el organismo a través del sistema linfático y/o vascular (torrente sanguíneo) 

[56]. 

El otro mecanismo de degradación de los implantes ortopédicos y 

dentales es la  corrosión, que se puede definir como la disolución de un metal 

por reacción electroquímica con su entorno [57]. Como ya se ha comentado, los 

fluidos corporales son disoluciones acuosas electrolíticas que contienen iones 

cloruro y oxígeno disuelto, por lo tanto, en este medio se produce en la 

superficie del material metálico implantado la siguiente reacción redox:   

             
  neMM n

 

               
  OHeOHO 442 22  

Con la consiguiente liberación de iones metálicos al organismo (Figura A.10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.10.  Corrosión de un metal en condiciones fisiológicas 

Este proceso de corrosión puede afectar uniformemente a toda la 

superficie del implante: corrosión generalizada y/o puede producirse 

solamente en áreas discretas o localizadas dando lugar a: la corrosión por 

fisura, cuando afecta a regiones del implante donde existen grietas o fisuras en 

las cuales los fluidos biológicos quedan estancados favoreciendo la corrosión; y 

la corrosión por picadura, cuando afecta a sitios puntuales, orificios de la 
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superficie del implante (aparentemente al azar),  por los mismos motivos que la 

corrosión por fisura.  

Existen dos características fundamentales que determinan cómo y por 

qué se corroe un determinado material metálico. La primera es la fuerza 

termodinámica (variación en la energía libre de Gibbs) que impulsa al proceso 

de corrosión (reacción redox) a producirse; la segunda, implica las barreras 

cinéticas que limitan la velocidad de dicha reacción. Así, los materiales 

metálicos utilizados en la fabricación de implantes ortopédicos y dentales 

deben su resistencia a la corrosión a la formación espontánea de una película 

superficial de óxido (pasivación del metal) que actúa como barrera cinética 

contra la corrosión [50]. 

En el caso concreto de las aleaciones de Co-Cr, la capa de pasivado está 

compuesta, fundamentalmente,  por óxido de cromo (Cr2O3) [58,59] y, en el 

caso del Ti y sus aleaciones, por óxido de titanio (TiO2) [60,61]. Esta capa de 

pasivado aisla la superficie del material metálico del contacto con el medio 

biológico corrosivo, disminuyendo la velocidad del proceso de corrosión. Para 

ello, debe de poseer ciertas características, como son: ser de naturaleza no 

porosa y cubrir toda la superficie del material metálico, tener una estructura 

atómica que limite la migración de los iones y electrones a través de la interfase 

que forma con la disolución y ser capaz de mantenerse estable en la superficie 

del material incluso bajo condiciones de tensión mecánica y/o de desgaste. 

De acuerdo con la teoría del pasivado, en disolución acuosa existe un 

equilibrio de disolución/precipitación de la capa de óxido protectora de la 

superficie del material metálico pasivado (Figura A.11) [50,62].  

Sin embargo, en el cuerpo humano (in vivo) existen varios factores que 

pueden alterar dicho equilibrio, originando un aumento de la velocidad de la 

disolución de la capa de pasivado respecto a la precipitación y produciendo, 

como consecuencia, la liberación de iones metálicos al medio [50,63-65]. En 

primer lugar, el material metálico una vez implantado se encuentra inmerso en 
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un medio altamente corrosivo (los fluidos extracelulares) en el que, además de 

oxígeno y cloruros, existen numerosos iones orgánicos e inorgánicos (fosfatos, 

citratos, óxidos, hidróxidos, etc.) y biomoléculas (proteínas y aminoácidos) que 

pueden reaccionar con los iones metálicos liberados formando productos 

solubles o insolubles. Todas estas especies químicas a su vez, también pueden 

modificar la capa de pasivado al depositarse sobre ella [48]. Esta alteración de 

la capa de pasivado in vivo da lugar, mediante mecanismos todavía 

desconocidos [66,67] a un aumento de la velocidad del proceso de disolución 

de la misma [48,68], que hace que la superficie metálica del implante quede 

expuesta al medio biológico corrosivo con la consiguiente liberación de iones 

metálicos (Figura A.11).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.11.  Esquema de los procesos de disolución parcial y reprecipitación de la 
capa de pasivado de un material metálico (tanto en disolución acuosa como in vivo) 

R
eg

en
ar

ac
ió

n
d

e 
la

 
ca

pa
 d

e 
pa

si
va

d
o

Capa de 
pasivado

Sustrato 
metálico

OH‐

PO4
3‐

A+

Ión metálico liberado

A+

A+

DisoluciDisolucióón n 
acuosaacuosa

Proteínas

R
ep

recip
itación

 
sob

re la cap
a d

e 
p

asivad
o

In vivoIn vivo

citratosA+

Diso
lució

n 

parci
al

A+

R
eg

en
ar

ac
ió

n
d

e 
la

 
ca

pa
 d

e 
pa

si
va

d
o

Capa de 
pasivado

Sustrato 
metálico

OH‐

PO4
3‐

A+A+

Ión metálico liberado

A+A+

A+A+

DisoluciDisolucióón n 
acuosaacuosa

Proteínas

R
ep

recip
itación

 
sob

re la cap
a d

e 
p

asivad
o

In vivoIn vivo

citratosA+A+

Diso
lució

n 

parci
al

A+A+



A. INTRODUCCIÓN 
 

 
 

 25

Estos iones metálicos unidos a las biomoléculas también podrán migrar 

a través del torrente sanguíneo desde el punto donde hubiesen sido liberados 

hacia otros tejidos del organismo, donde se podrán acumular o excretar, p.ej. 

por la orina [65]. 

En segundo lugar, otro proceso que favorece la corrosión de los 

materiales metálicos de las prótesis es consecuencia de que cualquier material 

introducido en el cuerpo humano es reconocido como un cuerpo extraño por 

los procesos inmunológicos, propiciando que los macrófagos (células del 

sistema inmunes responsables de fagocitar los cuerpos extraños que se 

introducen en el organismo) se unan a la superficie del material.  La presencia 

de macrófagos puede llevar a la formación enzimática de H2O2, que 

interacciona con la capa de pasivado oxidando aún más a los metales que la 

forman y  favoreciendo así su disolución [69]. Por ejemplo, puede reaccionar 

con el titanio de la capa de óxido de acuerdo con la siguiente reacción [70]: 

    
  OHOHTiOHTi 5

22
4

 

Finalmente, es necesario tener en cuenta que la capa de pasivado se 

altera físicamente (se rompe) incrementándose la corrosión, cuando los 

materiales implantados en el medio corrosivo se ven sometidos a tensiones 

(esfuerzos) mecánicas externas de tipo estático (corrosión por estrés)  o cíclico 

(corrosión por fatiga); así como al desgaste mecánico (corrosión por desgaste), 

como ocurre en el caso de las prótesis ortopédicas y dentales [71]. Además, las 

partículas metálicas liberadas en el proceso de desgaste también se corroen y 

dado su pequeño tamaño (20-90 nm) [52] tienen un gran área superficial que 

hace que se corroan a gran velocidad [72]. 

Por tanto, está claro, que la corrosión de los implantes, al igual que el 

desgaste, es un proceso complejo que está influenciado por una gran variedad 

de factores, como son: el material del implante (composición química, 

microestructura, estado de la superficie, etc.), el ambiente biológico en la que 
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está inmerso (pH, temperatura, concentración de iones, contenido de oxígeno, 

presencia de proteínas, etc.), la química de los iones metálicos liberados; así 

como el diseño, manufactura (presencia de grietas, irregularidades, etc.) y 

función del implante. Los cambios en estas variables pueden  tener una gran 

influencia sobre el modo y la tasa de iones metálicos liberados por corrosión.  

De esta manera, se han detectado niveles elevados de metales 

procedentes de implantes en sangre, suero y orina [73-75] de personas 

portadoras de implantes metálicos, principalmente artroplastias. 

A.1.6 Respuesta biológica a los residuos metálicos liberados de los 

implantes ortopédicos y dentales 

Como se vio en el apartado anterior,  el desgaste y/o la corrosión de los 

implantes ortopédicos y dentales da lugar a la liberación de residuos metálicos 

al organismo (partículas e iones) [76,77].  

Sin embargo, la naturaleza exacta y el destino de estos productos 

metálicos así como los efectos locales o sistémicos que, a corto o largo plazo, 

produce la exposición a los mismos son aspectos todavía muy poco conocidos 

[78]. Estos efectos incluyen reacciones inflamatorias, pérdida de masa ósea 

(osteólisis), reacciones de hipersensibilidad, riesgo de mutagénesis, 

carcinogénesis y toxicidad [79-81]. Estos efectos dependen de factores como la 

cantidad de residuos producidos, su naturaleza, así como del tamaño y la 

forma de los residuos particulados [82]. Teniendo en cuenta que dichos 

residuos metálicos liberados, pueden ser una de las causas del fallo de los 

implantes a largo plazo, es de vital importancia ahondar en su estudio si se 

pretende hacer una evaluación de los riesgos asociados con los implantes 

ortopédicos y dentales, sobre todo cuando existen cada vez más pacientes 

jóvenes portadores de los mismos [83]. 
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 Osteólisis peri-protésica 

 Es bien sabido, que la presencia de las  partículas metálicas en los tejidos 

alrededor del implante provoca una alteración de la homeostasis del hueso (el 

tejido óseo está remodelándose constantemente a lo largo de la vida adulta, un 

proceso iniciado por la resorción de hueso por los osteoclastos, seguida de la 

formación de hueso nuevo por los osteoblastos), a través de una serie de 

respuestas proinflamatorias del organismo como mecanismo de defensa frente 

a un material extraño. Así, se produce una activación de los macrófagos 

presentes en la interfase entre el hueso y el implante, que intentan fagocitar las 

partículas producidas, liberando citoquinas proinflamatorias (interleuquinas, 

IL-1 y IL-6, factor de necrosis tumoral, TNF-α, etc.) y otros mediadores 

intercelulares de la inflamación  como la prostaglandina E2 (PG-E2). Éstos, a su 

vez, estimulan el desarrollo de los osteoclastos incrementando el proceso de 

reabsorción del hueso peri-protésico [84,85]. Además, las partículas metálicas 

producen la inhibición de los osteoblastos [86]. Por tanto, con el tiempo se 

produce una pérdida de masa ósea alrededor del implante (osteólisis) que 

puede llevar al aflojamiento del mismo, al verse privado de los apoyos óseos en 

los que inicialmente había sido encajado.  

Este fenómeno de osteólisis es la causa más común de fallo aséptico de 

las artroplastias y los implantes dentales [41,78,87]. Sin embargo, la respuesta  

inflamatoria y, por lo tanto, la osteólisis es más acusada para las partículas de 

polietileno liberadas de las prótesis articulares M/P, que para las partículas 

metálicas procedentes de las prótesis articulares M/M [46,88,89] ya que estas 

últimas al poseer menor tamaño, tienen una capacidad más limitada de activar 

a los macrófagos [90]. De manera que, en muchos casos, el fracaso de las 

prótesis M/M se atribuye a una osteólisis provocada por una reacción de 

hipersensibilidad de tipo IV al metal [91]. 
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 Hipersensibilidad retardada o de tipo IV 

Los productos metálicos procedentes de los implante ortopédicos y 

dentales pueden actuar como alérgenos, provocando en el organismo una 

reacción del sistema inmune  inusual y excesiva (reacción alérgica) que puede 

ocasionar diversos tipos de daño tisular. Esta situación patológica se conoce 

como hipersensibilidad retardada o de tipo IV (alergia a metales) y se 

manifiesta solamente en personas inmunológicamente predispuestas (en la 

mayoría de los casos debidos a condiciones de tipo genético), las cuales habían 

estado en contacto previamente con el alérgeno (metal), aunque la cantidad del 

mismo hubiese sido muy baja [92-94]. 

En la hipersensibilidad retardada los productos metálicos (iones o 

partículas), asociados a proteínas, son reconocidos por el organismo como 

antígenos (invasor) desencadenando, por tanto, la reacción de su sistema 

inmunológico para defenderse de los mismos. Esta reacción del sistema 

inmunológico conlleva varias etapas; en una primera etapa de sensibilización, 

el antígeno activa a los linfocitos T vírgenes presentes en sangre y linfa, que 

empiezan a multiplicarse para combatir al supuesto invasor. De esta manera, se 

generan linfocitos T sensibilizados (“linfocitos T memoria”) específicos que son 

capaces de reconocer a su antígeno al entrar de nuevo en contacto con él. 

Durante esta primera etapa de sensibilización no se producen síntomas en el 

paciente. En una segunda etapa, los “linfocitos T memoria” al contacto 

secundario con el antígeno liberan determinadas citoquinas que activan y 

atraen a los macrófagos, que a su vez liberan mediadores inflamatorios, 

produciéndose una cascada de eventos que dan lugar a una respuesta 

inflamatoria típica de la sensibilidad tardía; la cual puede manifestarse como 

dermatitis [95-97], urticaria [98,99], vasculitis (inflamación y necrosis de la 

pared de los vasos sanguíneos) [100,101] y/o osteólisis aséptica [102-104].  

La dermatitis (inflamación de la piel) causada por un implante 

ortopédico fue descrita por primera vez en 1966 por Foussereau and Laugier 
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[105]. Sin embargo, desde entonces, no se han descrito demasiados casos en la 

literatura [106,107]. En la Figura A.12 [108], se puede ver la dermatitis alérgica 

desarrollada por un un hombre de 62 años al cual tras diagnosticarle artritis 

reumatoide se le colocó una prótesis articular de Co-Cr-Mo en Marzo de 2002 y 

6 meses después le aparecieron los eczemas cerca de la cicatriz de la operación. 

Durante los 3 meses siguientes el eczema se dispersó y en un año llegó a ser 

crónico. La dermatitis como se puede ver en las fotografías de la Figura A.12 se 

extendió por el cuello, muñecas, manos, tobillos y nalgas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.12. Paciente con alergia dermatológica causada por los metales liberados de 
una prótesis articular M/M 

 

Los estudios de D. Granchi y col. [109] y N.Hallab y col. [110] fueron los 

primeros en sugerir que la hipersensibilidad a los metales podría jugar un papel 

importante en el desprendimiento aséptico de las prótesis. Un estudio más 

reciente [111], llevado a cabo con 16 pacientes portadores de prótesis de cadera, 

los cuales se iban a someter a una revisión quirúrgica debido a dolores 

(osteólisis o dislocación) y que poseían una histopatología del tejido periférico 

al implante que indicaba una reacción de hipersensibilidad de Tipo IV, puso de 
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manifiesto que  el 60% de dichos  pacientes (13/16)  presentaba resultados 

positivos en los tests de hipersensibilidad a metales.  

Durante los últimos 30 años varios estudios epidemiológicos han 

indicado que existe una correlación entre los pacientes portadores de implantes 

metálicos y el desarrollo de la alergia a metales [112]. Esto se debe a que además 

del Ni, ampliamente reconocido como alergénico (alrededor de un 14-15% de la 

población general es alérgica a este metal) [113], también el Cr y el Co han 

demostrado ser alergénicos [114] e incluso el Ti, aunque el número de casos 

descritos es menor [96,115]. En la Figura A. 13 se puede ver una representación 

de los resultados obtenidos de dichos estudios (16 estudios epidemiológicos, 

1700 pacientes), en la que se realiza una comparación de la hipersensibilidad 

desarrollada (debido a la presencia de metales) en pacientes con prótesis 

articulares M/M (en buen estado y con fracaso por osteólisis) y en la población 

general [112].  

 

 

 

 

 

 

Figura A.13. Recopilación de los estudios que muestran el porcentaje (valor medio) de 
incidencia de la hipersensibilidad a Ni, Co y Cr en: población general, pacientes con 
artroplastias M/M y pacientes con artroplastias M/M con fracaso de las mismas por 
osteólisis  

Como se puede ver en dicha figura la sensibilización a la presencia de 

metales entre pacientes con un implante es, aproximadamente, de 2 a  3 veces 

mayor que la de la población  general y, aproximadamente,  6 veces mayor en el 

caso de pacientes con fallo de los implantes por osteólisis.  
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 Mutagenia, teratogenia y cáncer 

Se ha investigado, tanto in vitro como in vivo,  la posibilidad de que  las 

partículas metálicas liberadas de los implantes metálicos produzcan 

mutaciones o aberraciones cromosómicas (alteraciones en el número o en la 

estructura de los cromosomas). En los estudios in vitro [116] se observó que al 

añadir los residuos metálicos, obtenidos artificialmente (haciendo uso de un 

simulador), de  implantes de cadera a un cultivo de fibroplastos se producían  

aneuploidías (alteraciones en el número normal de cromosomas de un 

organismo) y translocaciones (intercambios de genes entre cromosomas). Los 

estudios in vivo [117] pusieron de manifiesto que los residuos metálicos 

liberados de las prótesis de cadera M/M, producían aberraciones 

cromosómicas en los linfocitos de la sangre periférica de los pacientes 

portadores de dichas prótesis. Además, se demostró que la frecuencia de 

aneuploidías y translocaciones cromosómicas era alrededor de tres veces 

mayor en los pacientes portadores de las prótesis con respecto al grupo control 

(personas que no llevaban ningún tipo de implantes) [118].   

Las implicaciones clínicas que pueden producir estas anomalías 

cromosómicas en el organismo a largo plazo no se conocen todavía [78]. Sin 

embargo, es necesario tener en cuenta que la presencia de aberraciones 

cromosómicas en los linfocitos se considera  un biomarcador de predicción para 

potenciales problemas de salud como cáncer y abortos, en poblaciones 

expuestas a sustancias mutágenicas,  teratógenicas y/o cancerígenas [119,120]. 

En este sentido, aunque los iones metálicos (procedentes de las prótesis 

articulares metálicas) han demostrado poder atravesar la placenta, esta barrera 

placentaria parece ser parcialmente eficaz, ya que la concentración de iones 

encontrados en la sangre del cordón umbilical es nula o mucho menor que la 

concentración de dichos iones encontrados en la sangre de las madres [121]. De 

manera que, hasta la fecha, no se han publicado casos de teratogenia (anomalía 

congénita que refleja los efectos tóxicos por parte de metales, medicamentos, 
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etc. sobre el feto en desarrollo) causada por los metales liberados de los 

implantes metálicos [122]. 

 Por otro lado, estudios llevado a cabo con animales [16] parecen indicar 

que los implantes ortopédicos son potenciales cancerígenos. Sin embargo, 

aunque se han descrito algunos casos de tumores malignos localizados en los 

tejidos adyacentes al implante [123,124], no existe evidencia de que dichos 

tumores hayan sido causados por los implantes. De hecho, en los estudios 

epidemiológicos y de otro tipo realizados, hasta la fecha, [125-127] no se ha 

encontrado un aumento en el riesgo de padecer cáncer en los pacientes 

portadores de implantes ortopédicos con respecto a la población general. No 

obstante, todas las investigaciones hacen hincapié en la necesidad de hacer 

seguimientos más prolongados a los pacientes portadores de prótesis para 

poder llegar a resultados más concluyentes [128].  Por ello, en la clasificación 

establecida por la IARC (“The International Agency for Research into Cáncer”, 

de la Organización Mundial de la Salud) [129] los implantes ortopédicos se 

encuentran en el Grupo 3 (materiales o sustancias no clasificables como 

carcinogénicas para los humanos)  mientras que el Cr (VI) se encuentra en el 

Grupo 1 (sustancias carcinogénicas) [130] y el Co y sus compuestos; así como el 

dióxido de titanio, en el grupo 2B (posibles carcinogénicos)  [131,132]. 

 Toxicidad  

  Los pacientes portadores de prótesis metálicas presentan niveles 

elevados (con respecto a la población general) de Co, Cr y Ti en sus fluidos 

biológicos (suero, sangre y orina), como se detallará más adelante y por ello, 

existe un riesgo de que estos metales circulantes puedan causar una toxicidad 

sistémica a largo plazo. 

  El titanio es un elemento del que apenas existe información sobre su 

posible toxicidad y, en general, sobre su comportamiento en el organismo y los 

resultados, aún a día de hoy, resultan controvertidos [133-135]. En cuanto al  Co 

y el Cr ambos son elementos traza esenciales [136], es decir, elementos cuya 
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deficiencia en el organismo provoca alteraciones en el funcionamiento del 

mismo. Sin embargo, a elevadas concentraciones pueden ser tóxicos, así, el Co 

puede producir cardiomiopatía, hipotiroidismo, neuropatía periférica y 

discapacidad auditiva y visual [137-139] y el Cr puede dar lugar a daños en el 

hígado y el riñón [140-143]. De ahí que, organismos reguladores (en diferentes 

países), que se ocupan de gestionar los riesgos para la salud humana asociados 

a la exposición ambiental u ocupacional a determinados agentes químicos y 

físicos, hayan establecido niveles máximos de exposición (valores límites 

permisibles) para el Co y el Cr [144,145]. Por ejemplo, el actual umbral de 

toxicidad establecido por la Comisión Alemana del Senado para la 

investigación de riesgos para la salud de los compuestos químicos, en el área de 

trabajo son: niveles de Co en sangre de 5 μg L-1 y de Cr en sangre de 17 μg L-1 

[144], con el consiguiente protocolo de actuación en el caso de que se exceda 

dicho umbral.  Aunque en ocasiones se ha visto que las concentraciones de 

estos elementos en sangre y suero de pacientes portadores de prótesis metálicas 

supera los valores limites permisibles establecidos [146], aún no se han  

establecido niveles máximos de exposición para estos metales liberados de las 

prótesis.  

En este sentido, en Abril del 2010 la “United Kingdom’s Medical 

Products and Healthcare Devices Regulatory Agency” del Reino Unido publicó 

un dispositivo de alerta médica que recomienda realizar un seguimiento al 

menos una vez al año durante los 5 años posteriores a la artroplastia, en 

aquellos pacientes que presenten niveles de Cr y Co en suero superiores a 7 μg 

L-1[147].  

A.1.7 Metodologías analíticas para la determinación de los metales 

procedentes de implantes ortopédicos y dentales en fluidos biológicos 

Como se comentó previamente, las aleaciones metálicas de Co-Cr y de 

Ti, con las que se fabrican los implantes ortopédicos y dentales se degradan en 

el organismo con la consiguiente liberación de productos metálicos (solubles o 
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particulados), principalmente, de Co, Cr y Ti, cuyo impacto biológico, a corto o 

largo plazo, todavía se desconoce [148]. Estos productos de degradación son 

susceptibles, dependiendo de su naturaleza, de ser transportados a través del 

torrente sanguíneo a los distintos órganos y tejidos del cuerpo humano donde 

se depositan y/o son excretados p.ej. por la orina. Por tanto, un primer paso  

para avanzar en el conocimiento de las implicaciones clínicas que se pueden 

producir como consecuencia de la presencia en el organismo de los productos 

de degradación de los implantes metálicos, es la determinación, exacta y 

precisa, del nivel de concentración de los metales procedentes de dichos 

implantes  en  fluidos biológicos (sangre, suero y orina),  tanto de personas 

normales (sin implantes) como de personas con implantes. 

Las concentraciones de Cr, Co y Ti, en los fluidos biológicos de sujetos 

normales (personas no expuestas laboralmente a estos metales ni portadores de 

implantes metálicos) son muy bajas. Así, se han determinado niveles basales de 

estos elementos en suero de 0,31-1,97 μg L-1 para el Cr [149] 0,30-1,02 μg L-1 para 

el Co [149] y  0,5 μg L-1 para el Ti [150]; mientras que en orina, los niveles se 

encuentran en el rango de 0,04-4 μg L-1 para el Cr [149,151,153];  0,16-1,14 μg L-1 

para el Co [149,152,153] y 0,5-1,3 μg L-1 para el Ti [151,153,]. Aunque estos 

niveles se incrementan en los sujetos portadores de  prótesis metálicas,  siguen 

estando en el orden de unas pocas ppb. Por tanto, para su determinación se 

necesitan técnicas analíticas muy sensibles y, además, muy selectivas dada la 

complejidad de la matriz de los fluidos biológicos a analizar (sangre, suero y 

orina).  De ahí que, de  las distintas técnicas de espectrometría atómica 

existentes, sólo las técnicas de espectrometría de absorción atómica con 

atomización electrotérmica (ETAAS) y la espectrometría de masas con fuente 

de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) poseen, en principio, la 

sensibilidad y selectividad adecuadas para determinar los niveles de 

concentración de los metales de interés en fluidos biológicos. 
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A.1.7.1 Espectrometría de absorción atómica con atomización 

electrotérmica  

La espectrometría de absorción atómica con atomización electrotérmica 

(ETAAS) es, en la actualidad, una técnica de rutina ampliamente utilizada en los 

laboratorios de análisis, la cual se comenzó a utilizar en los años setenta con el 

fin de mejorar la sensibilidad obtenida por absorción atómica de llama (AAS).  

En la técnica de ETAAS la muestra a analizar, sólida o líquida (0,5-10 μL), se 

coloca en un tubo cilíndrico de grafito (3-5 cm de longitud y 3-8 mm de 

diámetro) abierto por ambos extremos que se calienta por efecto Joule al paso de 

corriente eléctrica. El calentamiento se lleva a cabo mediante rampas de 

temperatura creciente, de manera que en una primera etapa (110-150 ºC) la 

muestra se seca y vaporiza; a continuación, a una temperatura más alta (1000 

ºC), la muestra se calcina y; por último, se atomiza (2000-3000 ºC) de forma muy 

rápida. El tubo de grafito (atomizador) está colocado en el paso óptico del 

espectrofotómetro de absorción atómica de forma que la radiación de la lámpara 

(de longitud de onda específica para cada elemento a analizar) pasa por el 

centro del tubo  y es absorbida por los átomos del analito. 

La técnica de ETAAS ofrece una serie de ventajas, como son: elevada 

sensibilidad para pequeños volúmenes de muestra (0,5-10 µL), los límites de 

detección se encuentran, en general, en el intervalo de 0,01-5 µg L-1 

(concretamente para el Cr, Co y Ti son de  0,06; 0,08 y 2,91 µg L-1, 

respectivamente) [154]; con aceptable precisión (5-10%); reducido 

pretratamiento de muestra y buena selectividad. Estas características analíticas, 

han hecho que esta técnica haya sido la más utilizada durante muchos años 

para la determinación de los metales procedentes de los implantes metálicos en 

fluidos biológicos [146,155,156] y, en la actualidad, es todavía la técnica elegida 

por muchos investigadores para dicha determinación [157-161].  

 Evidentemente, la técnica de ETAAS no está exenta de ciertas 

limitaciones; en primer lugar, se trata de una técnica unielemental; en segundo 
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lugar, no es posible su acoplamiento en línea con los sistemas de separación 

cromatográficos, para llevar a cabo estudios de especiación metálica;  y, por 

último, esta técnica presenta importantes interferencias de matriz, que es 

necesario corregir, por ejemplo, mediante el empleo de determinados 

modificadores de matriz. Así en el caso concreto de la determinación de Cr y Co 

en suero, se han utilizado Pd al 0,8% y Mg al 0,3% como modificadores de 

matriz [162]. Las interferencias de matriz también se pueden minimizar 

mediante un procedimiento de preparación de muestra adecuado; por ejemplo, 

el tratamiento de las muestras de sangre para su análisis mediante ETAAS 

consiste, generalmente, en un proceso de mineralización usando ácido nítrico 

seguido de ácido fluorhídrico y, finalmente, dilución con agua hasta el volumen 

requerido [156]. Para el análisis de las muestras de orina por la técnica de 

ETAAS, éstas se diluyen en un medio que contiene peróxido de hidrógeno, 

ácido nítrico y Tritón X-100 [155,163,165]. En cuanto a las muestras de suero, se 

pueden analizar directamente [166,167] o tras una simple dilución acuosa 

[158,168,170].   

En las  Tabla A.II se recogen algunas de las aplicaciones de la técnica de 

ETAAS a la determinación de los metales procedentes de las prótesis articulares 

de cadera M/M en sangre, suero y orina.  

Como se puede observar en dicha tabla, sólo existe un trabajo en el que 

se determina Ti en suero utilizando la técnica de ETAAS y en dicho estudio, no 

consiguieron obtener los niveles de Ti en los sueros control (personas sin 

implantes metálicos). Esto es debido a  que esta técnica carece de la sensibilidad 

necesaria para determinar los niveles extremadamente bajos de Ti en este tipo 

de muestras. En un artículo publicado bastante recientemente, J.J. Jacobs y col. 

[113] resumen su dilatada experiencia en la medida de Ti por ETAAS en 

muestras de suero de más de 750 pacientes, concluyendo que muchos de sus 

estudios han estado limitados por la sensibilidad de la técnica de análisis. Así, 

en sus primeros trabajos de principios de los años 90 afirmaba que los niveles 

basales de Ti debían ser inferiores a las 4,1 ppb del límite de detección (LD) de 
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su técnica analítica (ETAAS). Sin embargo, a finales de esa misma década y 

gracias a los avances instrumentales, fijaron los niveles basales del Ti en suero 

humano por debajo de 2,1 ppb (LD de su “nuevo” equipo de ETAAS). 

Todavía no se ha descrito la aplicación de la técnica de ETAAS al estudio 

de los metales liberados de los implantes para osteosíntesis o de los implantes 

dentales. 

Tabla A.II. Niveles de Co, Cr y Ti en muestras de suero, sangre y orina de personas sin 
implantes (controles) y de personas portadoras de prótesis articulares de cadera M/M 
(pacientes) mediante ETAAS  
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A.1.7.2 Espectrometría de masas con fuente de plasma de acoplamiento 

inductivo 

 La aparición de la técnica de espectrometría de masas con fuente de 

plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) en 1980 supuso una revolución 

dentro del análisis elemental inorgánico. Su desarrollo, se produjo por el deseo 

de combinar la capacidad multielemental y el amplio rango lineal de la 

espectrometría de emisión óptica con fuente de plasma de acoplamiento 

inductivo (ICP-OES), con los límites de detección excepcionalmente bajos de la  

técnica de ETAAS.  

 En la técnica de ICP-MS la muestra líquida, introducida generalmente 

mediante nebulización neumática, se transforma en un aerosol en un sistema de 

nebulización. Este aerosol es transportado por un flujo de gas (argon) al interior 

de un plasma de argon, generado en una antorcha de cuarzo mediante la 

aplicación de radiofrecuencias. Dicho plasma  alcanza una temperatura entre 

8000 y 10000 K, que permite que la muestra sea desolvatada, vaporizada, 

atomizada e ionizada, formándose, principalmente, iones monoatómicos y 

monopositivos. A continuación, los iones formados pasan a través de una 

interfase de extracción, formada por dos conos metálicos (Ni o Pt),  que se 

encuentra a vacío moderado (~1-2 torr), hasta un sistema de lentes electrostáticas 

(zona de alto vacío), que enfoca el haz de iones hacia un analizador de masas, el 

cual separará los iones en función de su relación m/z, seguido de un sistema de 

detección.   

 El ICP-MS, se ha convertido en la actualidad, en una poderosa 

herramienta para el análisis elemental por sus excelentes características 

analíticas, como son: rapidez; especificidad elemental e isotópica; versatilidad 

(se pueden analizar el 90% de los elementos de la Tabla Periódica); buena 

sensibilidad, con límites de detección en el rango de 0,001-10 μg L-1 

(concretamente para el Cr, Co y Ti los límites de detección son de 0,07, 0,05 y 

0,12 µg L-1, respectivamente, utilizando un ICP-MS de alta resolución o doble 
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enfoque [153]);  buena precisión (2-4%);  amplios rangos de linealidad (6-8 

órdenes de magnitud); capacidad multi-elemental y capacidad multi-isotópica, 

lo cual permite la medida de relaciones isotópicas y, con ello, la aplicación de 

técnicas de dilución isotópica para el análisis. De ahí, que en los últimos cinco 

años, se haya extendido el uso del ICP-MS para la determinación de los metales 

traza liberados, principalmente, por las prótesis articulares en los fluidos 

biológicos [171-176].  

No obstante, se debe prestar especial atención a las  interferencias que 

pueden afectar a las medidas mediante ICP-MS. Estas interferencias pueden ser 

tanto interferencias de matriz como interferencias espectrales y podrían 

considerarse como los principales inconvenientes de esta técnica.  

Las interferencias de matriz pueden reducirse, en muchos casos,  

mediante la dilución de la muestra y/o la adición de uno o varios patrones 

internos.  Así, en el análisis de suero y orina mediante ICP-MS las muestras se 

diluyen simplemente con agua de calidad Milli-Q [151,153,177]. Sin embargo, 

en el caso de las muestras de sangre como la matriz es mas compleja es 

necesario diluirlas con 0,1% de Triton X-100 [151], o proceder a su digestión en 

horno de microondas con ácido nítrico y H2O2 [153]. Además, en ICP-MS es 

común el empleo de patrones internos, elementos con un comportamiento 

similar al del analito, es decir, con una masa y un potencial de ionización 

próximos a éste y que ayudan a compensar, en algunos casos, los efectos de 

matriz. Se han utilizado Indio [151], Rodio [159], Galio e Ytrio [153], entre otros, 

para la determinación de Co, Cr y Ti en suero, sangre y orina. Para el análisis 

de un elemento con varios isótopos se podrá elegir como “patrón interno ideal” 

un isótopo de dicho elemento con el fin de llevar a cabo su determinación 

mediante la técnica de análisis de dilución isotópica (IDA). Sin embargo, esta 

técnica aún no ha sido aplicada para la determinación de los metales liberados 

de los implantes metálicos en fluidos biológicos.  
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Las interferencias espectrales se dividen en dos grandes grupos: 

interferencias isobáricas e interferencias poliatómicas. Las interferencias isobáricas 

son debidas a isótopos de otros elementos que presenten la misma m/z que 

nuestro analito, son predecibles y se pueden evitar de varias formas, bien 

seleccionando los isótopos que estén libres de ellas, mediante ecuaciones 

matemáticas de corrección de interferencias o separaciones químicas del analito 

de la matriz. Las interferencias poliatómicas (mucho más frecuentes), son debidas 

a la presencia de iones poliatómicos con la misma m/z que el elemento a 

analizar, formados por la combinación de especies derivadas del gas del 

plasma, o de los gases atmosféricos (Ar, N2, O2, etc.), de los reactivos empleados 

en el tratamiento de la muestra y/o de la matriz de la misma. Hoy en día, estas 

interferencias poliatómicas se pueden eliminar o al menos minimizar gracias a 

la existencia de equipos de ICP-MS con analizadores de masas de alta 

resolución o doble enfoque (HR-ICP-MS) y los ICP-MS de tipo cuadrupolo 

equipados con una celda de reacción dinámica (ICP-DRC-MS). Estos últimos 

equipos son más sencillos de utilizar y más baratos que los equipos de HR-ICP-

MS; sin embargo, determinadas interferencias poliatómicas sólo pueden ser 

eliminadas con el empleo de un ICP-MS de alta resolución. Así, en la 

determinación de Ti en fluidos biológicos es imprescindible el uso de un equipo 

del HR-ICP-MS, ya que las interferencias poliatómicas 32S16O+ y 31P16O+, que 

afectan a los isótopos 48Ti y 47Ti, respectivamente, no pueden ser completamente 

eliminadas mediante el uso de equipos de ICP-DRC-MS.  Hay que destacar que, 

la mayoría de los resultados publicados sobre los niveles de Ti en suero, sangre 

y orina, tanto en los controles (individuos sin implantes metálicos), como en 

aquellos pacientes con prótesis metálicas se han obtenido empleando ETAAS o 

ICP-MS de cuadrupolo, técnicas cuya sensibilidad y/o selectividad no son 

adecuadas para abordar este tipo de análisis. Por este motivo, la mayoría de los 

resultados recogidos hasta el momento en la bibliografía deberían ser 

confirmados adecuadamente. 
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 En la Tabla A.III se recogen algunas de las aplicaciones de la técnica de  

ICP-MS a la determinación de los metales liberados por las prótesis articulares de 

cadera M/M en fluidos biológicos. 

Tabla A.III. Niveles de Co, Cr y Ti en muestras de suero, sangre y orina de personas sin 
implantes (controles) y portadoras de prótesis articulares de cadera M/M (pacientes) 
mediante ICP-MS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los resultados recogidos en las Tablas A.II y A.III ponen de manifiesto que, 

en general,  se produce una aumento en la concentración de Co, Cr y Ti en los 

fluidos biológicos de los pacientes portadores de prótesis de cadera M/M con 

respecto a los grupos control (personas sin implantes). Sin embargo, los 

resultados obtenidos en los diferentes estudios son muy variables; así los niveles 
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de Co en sangre  de los pacientes oscilan entre 0,2 ppb [176] y 5,6 ppb [156]; en 

suero van desde 0,2 [159,172] hasta 10,5 [158] ppb  y se han publicado valores de 

hasta 43,2 ppb [177]; y en orina se encuentran en el rango de 1,0 ppb [174] hasta 

18,0 ppb [151]. Lo mismo ocurre en el caso del Cr y del Ti  (ver Tablas A.II y A.III), 

por lo que es muy difícil establecer conclusiones y hacer comparaciones. Esto es 

debido a que dependiendo del estudio se utilizan: distintas metodologías 

analíticas; diferentes tipos de muestras (sangre, suero, orina); los pacientes llevan 

diferentes tipos de prótesis (con diferentes diseños, de diferentes casas 

comerciales, etc.) y durante distinto tiempo; el número de pacientes en estudio 

también es variable; el grupo control no es el mismo y a veces no existe. Sin 

olvidar las propias diferencias entre cada individuo, los factores ambientales, la 

influencia de la dieta, los hábitos de vida, etc.  
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A.2 ESPECIACIÓN DE METALES TRAZA EN FLUIDOS BIOLÓGICOS 

A.2.1 Importancia y necesidad de la especiación metálica 

 Los trabajos de los últimos 40 años han demostrado claramente que los 

metales existen en el medio ambiente y los organismos vivos en distintas 

formas químicas: iones libres, complejos inorgánicos u orgánicos (neutros o 

cargados),  asociados o enlazados a estructuras macromoleculares (proteínas, 

ADN), etc. Asimismo, está igualmente demostrado que el impacto ambiental y 

la actividad biológica de un elemento depende de su naturaleza y su 

concentración total en la muestra, pero sobre todo de las distintas especies 

químicas en las que el elemento está presente en la misma, entendida por 

especie química a la forma específica de cada elemento químico definida en 

función de su composición isotópica, estado de oxidación y/o complejos 

moleculares que forme [178]. 

La Unión Internacional de Química Pura y Aplicada (IUPAC) ha 

definido el concepto de especiación de un elemento como la distribución del 

mismo entre sus distintas especies químicas individuales en una muestra y 

análisis de especiación como la actividad analítica involucrada en la 

identificación y/o cuantificación de una o más especies químicas de un 

elemento en una muestra [179]. 

 Los estudios de especiación metálica poseen, hoy en día, un carácter 

multidisciplinar ya que intervienen y se benefician de la información obtenida, 

expertos de diferentes campos: química ambiental, salud y nutrición y 

bioinorgánica, entre otros.  

 Un organismo debe regular la transcripción, la traducción, asimilación e 

incorporación de los metales necesarios para su función. Por lo tanto, para 

entender la química celular es necesario establecer no sólo las características de 

su material genómico (genoma) o la naturaleza y contenido de sus proteínas 

(proteoma), sino también la distribución de los metales y metaloides entre las 
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diferentes  especies y los compartimentos de la célula, metaloma [180]. Surge así 

el concepto de metalómica: estudio de los metales y sus especies, sus 

interacciones, transformaciones y funciones en sistemas biológicos [181].  

En la Figura A.14 se muestra una representación esquemática de las 

especies de interés en Química Analítica Bioinorgánica, que engloban todas las 

biomoléculas endógenas que contienen un heteroátomo covalentemente unido, 

así como  complejos de elementos traza y sus compuestos [182]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.14. Representación esquemática de las biomoléculas que contienen 
heteroelementos endógenos 
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A.2.2 Técnicas analíticas para la especiación metálica en fluidos 

biológicos 

 El análisis de especiación de los metales traza y ultratraza en fluidos 

biológicos (sangre, suero, orina) sigue siendo un reto analítico, debido a que: 

a) Se encuentran a niveles de concentración muy bajos (μg L-1 o ng L-1) 

en muestras de  matriz muy compleja (presencia de proteínas, altos 

contenidos salinos, etc.). 

b) Cada uno de los metales de interés, ya de por sí en una concentración 

muy baja, se pueden encontrar en la muestra distribuidos en un 

número determinado de especies químicas, por lo que los límites de 

detección y/o cuantificación requeridos para su especiación serán 

todavía más bajos que los necesarios para determinar su 

concentración total. 

c) La manipulación de la muestra durante todas las etapas del análisis 

debe preservar la integridad de las especies metálicas presentes en la 

misma. 

d)  Finalmente, pero no menos importante, es necesario prestar especial 

atención a los problemas asociados  al análisis de ultratrazas como son 

las posibles pérdidas del analito o la contaminación  de la muestra 

durante el proceso analítico, por lo que es preciso cuidar en extremo 

todos los detalles de dicho proceso a fin de obtener resultados fiables.  

 Por todo ello, es evidente la necesidad de utilizar metodologías analíticas 

de muy elevada sensibilidad y selectividad para llevar a cabo los análisis de 

especiación metálica en fluidos biológicos. Esta altísima sensibilidad y 

selectividad sólo se puede conseguir mediante el empleo de técnicas “híbridas” 

o acopladas [183] que se basan en la  combinación de una técnica de separación 

poderosa, capaz de separar con buena resolución las distintas especies en 

estudio, con un detector muy sensible y “específico” del metal de interés. 

Aunque existen una gran variedad de combinaciones entre las distintas técnicas 
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de separación y de detección (Figura A.15) [184], el acoplamiento de la 

cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con detectores atómicos son las 

técnicas más utilizadas en estudios de especiación metálica en fluidos biológicos 

[185-187]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.15. Técnicas híbridas utilizadas para la especiación de metales traza en los 
fluidos biológicos 

 Durante los años 70 el acoplamiento de la HPLC en sus distintos modos, 

con la detección mediante espectrometría de absorción atómica de llama  (AAS) 

dio lugar a los primeros estudios de especiación metálica en fluidos biológicos 

[188]. El acoplamiento era sencillo en términos de instrumentación, pero los 

límites de detección no eran suficientes para la mayoría de las aplicaciones, por 

lo que fue preciso recurrir a técnicas de detección más sensibles como la 

espectrometría de absorción atómica con atomización electrotérmica (ETAAS). 
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Esta técnica aunque con muy buenos límites de detección no es compatible con 

la introducción  continua de la muestra procedente del sistema de HPLC, por lo 

que la detección se lleva a cabo de manera “off-line”, analizando por ETAAS las 

fracciones recogidas a la salida de la columna cromatográfica. El empleo, 

posteriormente, de la espectrometría de emisión óptica con plasma inducido por 

microondas (MIP-OES) y la espectrometría de emisión óptica con plasma de 

acoplamiento inductivo (ICP-OES), permitió combinar buenos límites de 

detección, con la detección en línea y además con la capacidad multielemental 

de los plasmas [189]. A pesar de ello, el acoplamiento HPLC-ICP-OES presenta  

limitaciones, entre las cuales se podría destacar que no posee en muchos casos la 

sensibilidad suficiente para el análisis de especiación metálica de muestras 

biológicas [189,190]. Estas limitaciones fueron subsanadas con la aparición, a 

mediados de los años 80, de la técnica de espectrometría de masas con fuente de 

plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) que, en la actualidad, no solo es, 

como ya se ha comentado, la técnica más empleada para la determinación de 

trazas y ultratrazas metálicas en muestras biológicas, sino que además es la 

técnica más utilizada como sistema de detección en las metodologías híbridas 

utilizadas para el análisis de especiación elemental de dichas muestras [186]. 

Esto es debido a que presenta características próximas a las exigibles a un 

detector especifico ideal acoplado a técnicas de separación, como son: capacidad 

para introducir de forma continua o directa muestras gaseosas o líquidas; 

extremada sensibilidad (límites de detección de 0,001-10 μg L-1), gran 

especificidad elemental e isotópica, que permite aplicar técnicas de dilución 

isotópica para la cuantificación; amplios intervalos lineales; y capacidad multi-

elemental y multi-isotópica. De este modo la combinación HPLC-ICP-MS se ha 

consolidado como la técnica híbrida más utilizada para la especiación metálica 

en fluidos biológicos [191]. 

El hecho de que el HPLC sea la técnica de separación más popular en el 

análisis de especiación de materiales biológicos, es debido a su enorme 

versatilidad como técnica de separación, ya que permite la separación de 
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mezclas complejas en cada uno de sus componentes en función de su volumen 

hidrodinámico (exclusión por tamaños), carga (intercambio iónico), carácter 

hidrofílico/hidrofóbico (fase normal o reversa) y afinidad [192]. Como primer 

paso, la estrategia más simple para detectar la presencia de un metal en un 

rango de especies de distinto peso molecular, sobre todo especies proteicas, es 

el acoplamiento entre la cromatogafía de exclusión por tamaños (SEC) y el ICP-

MS [193]. Con esta metodología se garantiza la integridad de las especies (p.ej. 

no se desnaturalizan las proteínas) durante la separación.  Sin embargo, la 

resolución entre las especies obtenidas mediante SEC suelen ser muy pobre. De 

este modo, con el propósito de mejorar dicha resolución, la separación por SEC 

puede ser seguida o reemplazada por otros mecanismos de separación, como 

intercambio iónico o fase reversa.  

El acoplamiento entre la cromatografía de intercambio iónico y el ICP-

MS ha sido utilizado con éxito para la especiación de numerosos elementos (Fe, 

V, Al, Cu, Zn, etc.) en  suero humano [194-197], sin embargo no ha ocurrido lo 

mismo con el acoplamiento entre la cromatografía de fase inversa al ICP-MS. 

Este hecho se debe a que las separaciones mediante fase inversa requieren el 

uso de porcentajes relativamente elevados de modificadores orgánicos 

(metanol, acetonitrilo) en las fases móviles, con lo que se puede comprometer 

tanto la estabilidad de las especies metálicas en estudio (p.ej. las 

metaloproteinas), como la sensibilidad instrumental [193,198].  

 Dado que las velocidades de flujo de las fases móviles, habitualmente 

utilizadas en HPLC (en torno a 1 mL min-1) son compatibles con la velocidad de 

aspiración de las muestras al plasma a través de los nebulizadores concéntricos 

convencionales empleados en ICP-MS, el acoplamiento HPLC-ICP-MS es muy 

sencillo y representa uno de sus mayores atractivos. Dicho acoplamiento, 

consiste en la unión de la salida de la columna analítica al nebulizador del ICP-

MS a través de un tubo de plástico inerte y cuya longitud y diámetro interno 

deben ser lo menor posible para evitar volúmenes muertos y ensanchamiento de 

los picos cromatográficos.  
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 Es necesario, así mismo,  tener en cuenta que la señal del ICP-MS puede 

verse afectada por las características de las fases móviles utilizadas en la 

separación cromatográfica. En este sentido, las fases móviles deben de poseer 

siempre un contenido salino inferior a 50 mM para evitar el colapso del plasma 

y/o la obturación del nebulizador y de los conos de la interfase. El empleo de 

sales altamente volátiles como el acetato amónico permite elevar el contenido en 

sales hasta al menos 400 mM [199]. Asimismo, la introducción en el plasma de 

elevadas cantidades de disolventes orgánicos produce un “enfriamiento” del 

mismo disminuyendo su capacidad de ionización y, por lo tanto, la sensibilidad 

e incluso puede llegar a provocar la extinción del plasma. Por esta razón, es 

necesario que el porcentaje de disolvente orgánico presente en las fases móviles 

utilizadas en la separación sea inferior al 20%. El empleo de sistemas de HPLC 

capilar (flujos de alrededor de 4 μL min-1) se presenta como alternativa cuando 

la separación requiere del empleo de fases móviles con altos porcentajes de 

disolventes orgánicos, ya que permiten la introducción directa de hasta un 100% 

de disolvente orgánico [200].  

 Finalmente, es necesario tener en cuenta que la metodología HPLC-ICP-

MS solo proporciona información elemental de las especies separadas, pero no 

nos dice nada acerca de la naturaleza de las mismas. Por tanto y dado que en 

muchos casos los especies separadas son desconocidas, en los últimos años, los 

estudios de especiación elemental en fluidos biológicos se deben complementar 

con estudios de identificación, confirmación y/o caracterización de dichas 

especies metálicas mediante técnicas de espectrometría de masas molecular, 

como la espectrometría de masas con fuente de ionización por electrospray (ESI) 

[201] y la espectrometría de masas con fuente de desorción/ionización con láser 

asistida por matriz (MALDI) [184,202].  

 Las técnicas de ESI y MALDI permiten realizar, simultáneamente, tanto 

la volatilización, como la ionización de las moléculas del analito desde la 

muestra sólida o líquida llevando a fase gaseosa los iones moleculares del 

analito sin apenas fragmentación, razón por la que se conocen como técnicas  de 
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ionización suaves o “blandas”. La aparición de estas técnicas a finales de los 80, 

permitió la utilización de la técnicas de espectrometría de masas para el estudio 

de analitos difíciles de volatilizar (termolábiles, de alto peso molecular y/o muy 

polares) y la convirtió en una herramienta imprescindible, hoy en día, en el 

estudio de biomoléculas [203-208].  

A.2.3 Estudios de especiación de los metales liberados por los 

implantes ortopédicos y dentales en fluidos biológicos  

Como se vio en apartados anteriores, los implantes metálicos, una vez en 

el organismo en contacto con los tejidos vivos y los fluidos biológicos, se 

degradan (como consecuencia de la corrosión y/o el desgaste) en mayor o 

menor extensión, liberando residuos metálicos. De ahí, la presencia  de niveles 

elevados de los metales presentes en los materiales de los implantes (Cr, Co, Ti) 

en los fluidos biológicos de los pacientes portadores de éstos (sangre, suero, 

orina, líquido sinovial, etc.) [47,156]. Sin embargo, la forma química de estos 

residuos metálicos liberados no se conoce con certeza y puede ser muy variada: 

partículas metálicas (de diferentes tamaños), iones metálicos libres, complejos 

inorgánicos, compuestos organometálicos, sales metálicas,  óxidos o  hidróxidos 

(solubles o insolubles), etc. [209,210]. 

La naturaleza de dichos residuos metálicos liberados de los implantes va 

a determinar que se acumulen en los tejidos próximos al implante o que, por el 

contrario, puedan llegar al torrente circulatorio y distribuirse de forma 

sistémica por todo el organismo, mediante diferentes mecanismos de 

transporte. De esta manera y, dependiendo también de su forma química, 

pueden depositarse en diferentes órganos y tejidos donde podrían producir 

efectos tóxicos, o pueden ser metabolizado y/o excretados [78]. Por lo tanto, 

aunque el conocimiento de la concentración total de los metales traza liberados 

por las prótesis en los fluidos biológicos proporciona una información muy 

valiosa que puede ser utilizada en estudios clínicos con el fin de evaluar, por 

ejemplo, la biocompatibilidad de dichas prótesis. No permite comprender 
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realmente los efectos adversos que, a corto o largo plazo, pueden provocar 

dichos metales en el organismo humano. De ahí, la necesidad de llevar a cabo 

estudios de especiación metálica en fluidos biológicos.  

Los estudios de especiación de los metales liberados por los implantes 

(Cr, Co y Ti) realizados hasta la fecha son bastante escasos y abordan 

fundamentalmente las posibles asociaciones metal-proteína en suero humano. 

El suero humano (fase líquida remanente, después de que la sangre haya 

coagulado, y que carece de factores de coagulación incluyendo el fibrinógeno) 

es una mezcla muy compleja y heterogénea de: agua, electrolitos, metabolitos, 

nutrientes, proteínas y hormonas. La composición de agua y electrolitos del 

suero es la misma que la de todos los líquidos extracelulares y la concentración 

de proteína total (alrededor de 75 g L-1) constituye casi toda la masa de los 

solutos presentes en el mismo. Las proteínas séricas son una mezcla muy 

numerosa (se han identificado más de 125 proteínas séricas) y compleja,  

formada no sólo por proteínas simples, sino también por proteínas conjugadas 

(glicoproteínas y lipoproteínas) de muy diferente concentración y numerosos 

anticuerpos.  

Las principales proteínas séricas son la albúmina y las globulinas (α1, 

α2, β y γ). La albúmina es la proteína más abundante del suero, su contenido es 

de 35-50 g L-1 y comprende cerca del 60% del contenido proteico total. La 

albúmina humana consiste en una cadena polipeptídica de 585 aminoácidos y 

contiene 17 puentes disulfuros. Debido a su peso molecular relativamente bajo 

(69 KDa) y a su elevada concentración, se piensa que es responsable del 75 al 

80% de la presión osmótica del suero humano. También es la encargada de 

transportar sustancias de naturaleza química muy diversa, como ácidos grasos, 

metales, bilirrubina, tiroxina y numerosos fármacos, facilitando la transferencia 

de muchas de ellas desde la circulación sanguínea a órganos como el hígado, el 

riñón, el intestino y el cerebro. En cuanto a su función como transportadora de 
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metales se han propuesto diferentes sitios de unión de metales (como Cu, Ni y 

Cd), a la albúmina [211,212].   

Las globulinas se dividen en 3 grupos: globulinas alfa (9-15% de la 

proteína sérica total), globulinas beta (8-13%) y globulinas gamma (14 -19%).  La 

principal beta-globulina es la transferrina, proteína encargada del transporte 

del hierro en el organismo; es decir, transporta iones férricos desde los lugares 

de almacenamiento de hierro (ferritina intracelular o mucosal) hacia la médula 

ósea. La transferrina consiste en 687 aminoácidos y posee un peso molecular de 

alrededor de 80 KDa. Posee 2 dominios homólogos, cada uno de los cuales tiene 

un sitio de unión con alta afinidad por el hierro. La concentración sérica normal 

de la transferrina oscila entre 2 a 4 g L-1 [213]. 

En la Figura A.16 están representados los niveles de concentración a los 

cuales están presentes las principales proteínas en el suero (más la hemoglobina 

(Hb), presente en los eritrocitos). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.16. Niveles de concentración de las principales proteínas séricas y Hb. 
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 Todas las proteínas presentes en suero son potenciales transportadoras 

de los metales traza, como los liberados por las prótesis metálicas. En este 

sentido, N.J. Hallab y col [214], fueron los pioneros en realizar estudios de 

especiación de cromo en el suero de pacientes portadores de prótesis de cadera, 

en aquellos pacientes con niveles elevados de este metal en suero. Sin embargo, 

dichos estudios los realizaron in vitro incubando el suero de los pacientes con 

CrCl3. A continuación, llevaron a cabo la separación de las proteínas séricas 

según sus pesos moleculares; utilizando una columna superdex 200 y detección 

mediante absorción UV, y también según su punto isoeléctrico usando geles de 

acrilamida. Tras los estudios realizados observaron que el Cr estaba asociado 

tanto a proteínas de ~70 KDa de peso molecular, como a proteínas de mayor 

peso molecular ~180 KDa (140 a 250 KDa). Concluyendo, que con dicho estudio 

no se podía especificar las proteínas a las cuales se unía exactamente el Cr. 

Previamente otros estudios [215], habían obtenido los mismos resultados, 

observando además, que el estado de oxidación influía en la unión a proteínas, 

ya que si el Cr se adicionaba como cromato de potasio [Cr (VI)] se enlazaba 

principalmente a los leucocitos y eritrocitos y no al suero [216], al igual que 

ocurría al adicionar Co en forma de cloruro de cobalto [(Co (II)]. Sin embargo, 

cuando el Cr se incubaba en forma de cloruro de cromo  [Cr (III)] no se enlazaba 

a dichos eritrocitos. Estudios realizados mucho más recientemente [217] 

también confirman la unión del cobalto a los eritrocitos (tras la incubación de 

sangre con  57CoCl2 y medida mediante “gamma-counting”). Por otro lado, 

otros estudios han demostrado que la proteína albúmina es capaz de enlazar al 

Co tras incubar una disolución del metal con un estándar de dicha proteína 

[218] o con el suero [219]. Lo que pone de manifiesto el interés actual en la 

elucidación de las proteínas que transportan a dichos metales en el organismo 

vivo. 

 También se han realizado estudios de especiación realizados tras la 

administración de cromo a ratas; Hopkins y Schwarz [220] observaron que 

aproximadamente el 90% del cromo en el suero, cuando se administraba en 
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forma de cloruro de cromo [Cr (III)] a las ratas (gastrointestinalmente), estaba 

asociado a la fracción de las beta globulinas (transferrina), y este elemento se 

enlazaba, además, a otras proteínas como la albúmina o gamma globulinas 

cuando se administraba en mayores concentraciones (dichos estudios se 

realizaron mediante el marcaje del suero con 51Cr). Estos resultados fueron 

corroborados por otros autores los cuales ponían además de manifiesto que la 

vía de administración del Cr (intravenosa [221], oral [222] o gastrointestinal 

[231]) no parecía modificar dichos resultados. Sin embargo, en lo que  sí parece 

influir la vía de administración es en los distintos órganos en los que se va a 

acumular el metal. De este modo, observaron que tras exponer a las ratas a 

cromo (como CrCl3) via  gastrointestinal, el Cr se tendía a acumular en el 

pulmón, riñón, hígado y bazo, en cambio en trabajadores (soldadores) 

expuestos a cromo (fundamentalmente como Cr(VI)), en los cuales la vía de 

entrada es oral parece acumularse fundamentalmente en el pulmón [223]. 

  Con estos estudios se demostró que tanto la ruta de absorción, como la 

especie administrada, junto con la dosis son aspectos críticos en la acumulación 

de dichos metales. 

 En el caso del manganeso, las primeras publicaciones orientadas a su 

especiación [224] habían sugerido a la proteína transferrina como principal 

transportador de Mn en suero, aunque en dichos estudios, se realizaba 

previamente a la especiación, una incubación del suero con Mn tras oxidarlo 

del estado de oxidación Mn2+ a Mn3+ (estado de valencia que parece ser el 

predominante para este elemento en el suero). Otras proteínas como la 

albúmina o la -2 macroglobulina también se habían publicado como posibles 

transportadores de este elemento en suero [225]. Recientemente B. Michalke y 

col. [226] tras realizar estudios de especiación mediante SEC-ICP-MS en líquido 

cefaloraquídeo (LCR) llegaron a la conclusión de que así como la transferrina y 

la albúmina son las principales transportadoras de Mn en suero, en LCR los 

principales transportadores son especies de bajo peso molecular (p.ej. citratos) 
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y que, por tanto, serán los responsables de que el Mn atraviese las barreras 

celulares independientemente del receptor de la transferrina.  

 El caso del titanio requiere una mención un poco especial ya que a pesar 

de su importancia, la especiación química de Ti estuvo hasta la presente Tesis 

Doctoral muy lejos de poder llevarse a cabo in vivo en muestras biológicas (y 

más lejos aún, si se pretendía realizar de forma cuantitativa), debido entre otras, 

a las siguientes causas: 

1) No es un elemento esencial y además, no parecía desprenderse de los 

implantes metálicos, que eran la principal fuente de exposición. 

2) Una vez demostrada la presencia de este elemento a niveles de 

ultratrazas en fluidos biológicos, no se disponía de metodologías 

analíticas suficientemente sensibles para determinar con exactitud y 

de forma reproducible las diferentes especies en las que el metal se 

encontraba distribuido.  

 Estos hechos hacen que los pocos trabajos que se han realizado hasta la 

fecha en este campo hayan sido estudios in vitro. De este modo, cabe destacar el 

estudio llevado a cabo por A.D. Tinoco y col. [227,228] en el cual tras incubar 

las proteínas (albúmina y transferrina) con citrato de titanio observaron como 

el Ti se unía preferentemente a la transferrina con una altísima constante de 

afinidad. Así como el estudio de A. Sarmiento y col. [229] en los que tras la 

previa incubación del suero de un paciente con citrato de titanio (previamente 

sintetizado en el laboratorio), llegan a la conclusión de que el complejo Ti-

transferrina es termodinámicamente inestable y se puede disociar durante el 

proceso de separación. 

 Actualmente, gran parte de la investigación enfocada en la especiación 

del titanio se orienta a su utilización como potencial droga anticancerígena (p.ej. 

el titanoceno). Así, M. Guo y col. [230] propusieron que la actividad 

anticancerígena de este tipo de drogas derivaba de la unión del Ti (IV) a la 

transferrina. No obstante, la asignación de la transferrina como la única 
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proteína capaz de unirse al Ti (IV) es un tema sobre el que actualmente continúa 

existiendo cierta controversia.  

Aunque la mayor parte de los estudios presentados han sido estudios in 

vitro, lo cual permite la construcción de bases de datos con las posibles 

interacciones metal-proteína, se pierde la información biológica acerca de los 

niveles de expresión relativos, procesos transduccionales y modificaciones que 

pudiesen ocurrir in vivo y que ser verían afectados por la presencia de estos 

metales. Por ello sigue siendo de vital importancia tratar de realizar dichos 

estudios a los niveles presentes en el suero o en los tejidos, sin previa adición 

del metal al suero o a los tejidos sobre el cual se quiere llevar a cabo la 

especiación. 
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A.3. ESTRÉS OXIDATIVO ASOCIADO A LA EXPOSICIÓN A METALES 

Una de las paradojas de la naturaleza es que el oxígeno, imprescindible 

para mantener la vida de los organismos aerobios, es también el punto de 

partida para la producción, durante el metabolismo celular, de especies 

oxidantes muy reactivas (especies reactivas de oxígeno, ROS) que pueden 

dañar a las biomoléculas esenciales para el desarrollo y crecimiento de las 

células. Por ello, los organismos aerobios han tenido que desarrollar una serie 

de estrategias adaptativas para paliar la producción indeseada de dichas 

especies oxidantes y minimizar sus efectos. De esta modo, se mantiene un 

balance de óxido-reducción constante (homeostasis redox), preservando el 

equilibrio entre la producción de las especies oxidantes (ROS) y los sistemas de 

defensa antioxidantes. La pérdida de este balance de óxido-reducción, a favor 

de las ROS, lleva a una situación conocida como estrés oxidativo [231,232] cuya 

relación con los mecanismos fisiopatológicos para la iniciación y desarrollo de 

enfermedades de notable morbilidad y mortalidad (aterosclerosis, cáncer, 

diabetes, Alzheimer, Parkinson, etc.) constituye una área de investigación de 

enorme interés y actualidad [233]. 

A.3.1 Formación y toxicidad de  las especies reactivas de oxígeno  

En la mayoría de las células aerobias más de 95% del oxígeno consumido 

por ellas es reducido a agua por el mecanismo respiratorio mitocondrial, en 

cuya etapa final 4 electrones y 4 protones son transferidos casi simultáneamente 

a una molécula de oxígeno para formar agua ( OHeHO 22 244   ). Sin 

embargo, pequeñas cantidades de oxígeno (menos del 5%) pueden ser 

metabolizadas por otras vías, en las cuales se produce la reducción univalente o 

monovalente del oxígeno por etapas, de acuerdo con las siguientes reacciones:   
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Como se puede observar en dichas reacciones, durante la reducción del 

oxígeno se generan especies químicas intermedias muy inestables y altamente 

reactivas, que normalmente suelen tener un electrón desapareado (radicales 

libres). Estas especies son conocidas como especies reactivas de oxígeno (ROS) y 

las principales son: 

 El radical anión superóxido ( 
2O ): considerado la ROS primaria de la 

cual derivan, directamente o mediante catálisis, todas las demás ROS 

(secundarias). Se forma por la reducción univalente (captando un electrón) del 

oxígeno molecular, fundamentalmente durante la respiración celular, pero 

también en otros procesos enzimáticos como reacciones catalizadas por 

oxidasas/deshidrogenasas, flavoproteínas y metaloproteínas, por lo que es la 

ROS más abundante [234]. Carece de reactividad suficiente para atacar 

directamente a las macromoléculas biológicas, ya que posee una vida media del 

orden de milisegundos. Sin embargo, puede iniciar la cadena de formación de  

otras ROS, directamente, o más frecuentemente a través de procesos catalizados 

por enzimas o metales. 

 El peróxido de hidrógeno ( 22OH ), el cual se forma por dismutación 

(espontánea o enzimática) del radical anión superóxido: 

   2222 22 OOHHO  
 

Aunque no se trata de un radical libre, es considerado una ROS debido a su 

capacidad para generar radicales libres, entre ellos, el potente radical hidroxilo. 

Además, el H2O2 al ser una molécula pequeña y sin carga presenta una 

importante difusión tisular, pudiendo atravesar las membranas celulares y dar 

lugar a efectos adversos a mayor distancia que otras ROS. 

 El radical hidroxilo ( OH ), el cual es la ROS más dañina de todas; ya 

que es capaz de reaccionar con casi todas las moléculas biológicas muy 

rápidamente (su tiempo de vida es de 10-9 segundos). Se forma por 
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descomposición del H2O2 catalizada por metales de transición, mediante la 

reacción de Fenton [235]. 

  
  OHOHMOHM nn )1(

22                     Reacción 1            

M representa el metal, que es oxidado (   eMM nn 1 ) durante el proceso. 

Para que el metal actúe como un auténtico catalizador, la Reacción 1 debe ir 

seguida de un paso de reducción (   nn MeM 1 ) para regenerar la forma 

metálica que participa en la reacción de Fenton. Cuando el agente de reducción 

es el anión superóxido ( )2
O  (Reacción 2), la suma de las reacciones 1 y 2 

forma el ciclo propuesto por Haber y Weiss  (Reacción 3) [236]. 

   22
)1( OMOM nn  

                                   Reacción 2   

 
  



OHOHOOOH
nn MM

2
/

222

)1(

              Reacción 3 

La reacción de Fenton fue descrita para el hierro y las especies que 

participan son Fe2+/Fe3+. Sin embargo, también pueden actuar como 

catalizadores otros metales de transición (reacciones llamadas tipo Fenton), las 

parejas redox propuestas son: Cu1+/Cu2+, Cr2+/Cr3+, Cr5+/Cr6+, Co2+/Co3+, 

Ti3+/Ti4+ y V4+/V5+ [86,237,238]. 

Tanto el radical anión superóxido, como el hidroxilo y el peróxido de 

hidrógeno pueden reaccionar con otras moléculas biológicas (orgánicas o 

inorgánicas) para generar nuevas especies muy reactivas. Entre ellas, se 

encuentran los radicales alcoxi y peroxi (generados por acción de las ROS sobre 

las cadenas de ácidos grasos poliinsaturados), el radical semiquinolona, los 

radicales hipoclorito y peroxinitrito, etc. [239]. 

Aunque la fuente endógena de ROS más importante es el sistema 

mitocondrial de transporte de electrones, existen otros procesos metabólicos 

inherentes al organismo donde también se producen pequeñas cantidades de 
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ROS, debido a la actividad de diferentes enzimas. Así, se producen ROS 

durante la detoxificación de compuestos xenobióticos (contaminantes 

ambientales, fármacos, etc.) mediante reacciones de oxidación catalizadas por 

las enzimas citocromo P450 [240]; durante la síntesis de prostaglandinas, en la 

fase de transformación del ácido araquidónico en endoperóxidos bajo la acción 

de las enzimas ciclooxigenasas [241]; en el metabolismo del acido úrico durante 

la depuración de las xantinas por acción de las xantina oxidasas [242]; y  en las 

células fagocíticas activadas (macrófagos) durante procesos inflamatorios, 

donde  las enzimas NADPH oxidasas generan ROS como mecanismo de 

defensa frente al agente inflamatorio (bacteria, partículas de diferente 

naturaleza, etc.) [243,244]. 

Las ROS también se pueden producir por fuentes exógenas, entre las que 

se incluyen la exposición al ozono, el humo del tabaco, las radiaciones 

ionizantes y no ionizantes, los pesticidas, fármacos, metales, etc. [245-248]. 

Las ROS son especies tremendamente reactivas, capaces de oxidar  

indiscriminadamente muchas estructuras biológicas fundamentales para la 

viabilidad celular como: ácidos nucleicos, lípidos, carbohidratos o proteínas, 

alterando su función [249,250]. Así, las ROS producen la peroxidación 

(conversión oxidativa de ácidos grasos insaturados a hidroperóxidos) de los 

lípidos de las membranas celulares, con lo que las estructuras fosfolipídicas de 

las membranas se desorganizan y destruyen, lo que a  la larga puede 

comprometer su funcionalidad [251,252]. También oxidan a los aminoácidos de 

las proteínas alterando su conformación y/o actividad catalítica, lo que 

desemboca en un efecto más o menos perjudicial, dependiendo de la función de 

dicha proteína [253,254]. En el caso de los ácidos nucleicos, pueden generar 

cortes en su cadena y modificaciones de las bases nitrogenadas, especialmente 

en el caso del ADN [254,255] el hecho de que estas lesiones puedan ser 

transmitidas a otras células si la portadora se divide, hace que las ROS se 

consideren como mutágenos [256]. 
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A.3.2 Mecanismos celulares de defensa frente a las especies reactivas de 

oxígeno 

En los organismos aerobios las ROS se están continuamente produciendo 

(de forma natural), debido al metabolismo celular y son esenciales para el 

control fisiológico del funcionamiento de la célula [257]. De hecho, existen  una 

gran cantidad de evidencias experimentales que muestran que los organismos 

vivos utilizan las ROS para determinados procesos vitales para la función 

celular [258]. Sin embargo, dado que estas especies son muy oxidantes su 

concentración tiene que mantenerse en un determinado nivel para no producir 

daño celular. Esto ha llevado a los organismos aerobios a desarrollar un 

importante sistema de defensa frente a las ROS que actúa por medio de 

distintos mecanismos: impidiendo su formación (sistema de prevención); 

eliminando las ROS una vez formadas o inhibiendo sus efectos (sistema de 

eliminación);  o favoreciendo la reparación y/o  la eliminación de las moléculas 

o estructuras biológicas dañadas (sistema de reparación) [259,260]. 

El sistema defensivo primario esta formado por especies antioxidantes 

que actúan eliminando directamente a las ROS y constituyen la principal 

barrera frente a ellas. Estas especies antioxidantes se pueden clasificar en: 

 Antioxidantes no enzimáticos: moléculas no proteicas que son 

capaces de  neutralizar las ROS; ya sea por su carácter reductor, por su 

capacidad de enlazar los metales que intervienen en la formación de las ROS, o 

por que actúan como cofactores de antioxidantes enzimáticos. Algunos de los 

más importantes son: ácido ascórbico (vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina E), 

glutatión, carotenoides, flavonoides y ácido úrico, entre otros [233]. 

 Antioxidantes enzimáticos: enzimas que catalizan reacciones en las 

que  utilizan a las ROS como substratos, transformándolas en productos más 

estables y sin propiedades oxidantes. Debido a que actúan como catalizadores, 

para ejercer su efecto sólo se necesita que estén presentes en pequeñas 
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cantidades y son eficientemente recicladas después de su actuación [261]. Las 

enzimas antioxidantes más importantes son: 

 Las superóxido dismutasas (SODs): que catalizan  la conversión del 

radical anión superóxido en peróxido de hidrógeno, de acuerdo con la siguiente 

reacción: 

       2222 22 OOHHO SOD  
 

 La catalasa (CAT): que cataliza la descomposición de peróxido de 

hidrógeno en agua y oxígeno molecular como se muestra en la siguiente 

reacción:  

    2222 22 OOHOH CAT   

La cual actúa, fundamentalmente, cuando la concentración de peróxido de 

hidrógeno es baja. 

 Las glutatión peroxidasas (GPXs): que catalizan la reducción del 

peróxido de hidrógeno y la de los hidroperóxidos orgánicos (ROOH, R grupo 

alquilo) a agua en el primer caso, y alcoholes estables y agua en el segundo; 

mediante la oxidación del glutatión reducido (GSH) a glutatión oxidado (GSSG) 

de acuerdo con las siguientes reacciones:  

   OHGSSGGSHOH GPx
222 22   

      OHGSSGROHGSHROOH GPx
22   

 

Las GPx son más importantes que la enzima catalasa para eliminar el 

peróxido de hidrógeno, ya que actúan a niveles bajos de éste.  
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Estos enzimas antioxidantes actúan conjuntamente como se muestra en 

la Figura A.17. Como se puede observar en dicha Figura, el GSSG se regenera 

por acción de la NADPH catalizada por el enzima glutation reductasa (GR).   

 

 

 

 

 

 

Figura A.17. Acción conjunta de los sistemas antioxidantes enzimáticos 

A.3.3. Causas de inducción de estrés oxidativo y sus consecuencias 

sobre la salud 

Como se mencionó anteriormente, el desequilibrio entre la generación y 

la eliminación de las ROS se conoce como estrés oxidativo y puede venir 

causado o inducido por algunas situaciones patológicas o ambientales. 

Algunas de las causas más comunes que pueden inducir unos niveles de 

ROS anormalmente altos en el organismo y, por tanto,  pueden provocar estrés 

oxidativo, son: 

1. Exceso de ejercicio físico: se incrementa notablemente el consumo de O2 

para obtener energía y con ello la producción de ROS. 

2. Hiperglucemia: altos niveles de glucosa en sangre estimulan la 

producción de ROS por diferentes mecanismos, autoxidación de la glucosa, 

intensificación de la cadena de transporte de electrones, etc. 

3. Exposición a radiaciones ultravioleta: inducen la formación del radical 

anión superóxido.  
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4. Procesos de isquemia-reperfusión: en la fase de isquemia y, por tanto, de 

aporte de oxígeno insuficiente, un fallo energético de la bomba Na-K-ATPasa 

de membrana provoca un aumento de calcio en el interior de la célula. Esto 

activa  una proteasa que irreversiblemente convierte la xantina deshidrogenasa 

en xantina oxidasa. De forma paralela el ATP celular es catabolizado hasta 

hipoxantina que se acumula. Posteriormente, en la reperfusión, el oxígeno, la 

hipoxantina y la xantina oxidasa se combinan para generar el radical anión 

superóxido y peróxido de hidrógeno que dañan la célula. 

5. Exposición a xenobióticos: el metabolismo celular inicia la 

detoxificación de compuestos xenobíoticos hidrófobos como los hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (PAH’s) o los bifenilos policlorados (PCB’s) 

aumentando su hidrofilicidad mediante reacciones de oxigenación. Pero en 

estos procesos catalíticos, mediados por la familia de enzimas citocromo P450, 

se producen de manera indeseada ROS con una frecuencia muy elevada. 

6. Elevados niveles de metales libres en el organismo: los metales actúan 

como catalizadores de las reacciones por las que el O2 se transforma en alguna 

de las ROS. De hecho, los principales metales liberados por los implantes  

ortopédicos y dentales (Cr, Co y Ti) son metales redox que pueden generar 

dichas especies reactivas de oxígeno, principalmente el radical anión 

superóxido ( 
2O ) y el radical hidroxilo ( OH ), en presencia de peróxido de 

hidrógeno ( 22 OH ) via la reacción de Fenton [235] y Haber Weiss [236] ya 

comentadas.  

7. Procesos inflamatorios: los glóbulos blancos (neutrófilos y macrófagos) 

al encontrarse con un agente infeccioso (p.ej. las partículas metálicas 

procedentes de las prótesis) experimentan un aumento en el consumo de 

oxígeno denominado “explosión respiratoria”, capaz de generar mediante la 

activación de la enzima NADPH oxidasa de membrana abundantes ROS para 

luchar contra el agente infeccioso. 
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Esta claro, por lo tanto, que uno de los efectos secundarios que se puede 

producir en el organismo humano, como consecuencia del desgaste y/o la 

corrosión de las prótesis metálicas es el estrés oxidativo derivado de la 

presencia de los residuos metálicos (partículas e iones). De hecho, existen ya 

bastantes trabajos en los que se describe un aumento del daño oxidativo 

relacionado con las prótesis metálicas  [86,262-265]. 

La oxidación masiva de biomoléculas de diversa naturaleza (ADN, 

proteínas, carbohidratos y lípidos), producida por el estrés oxidativo 

(desequilibrio crónico producción/inactivación de ROS) puede generar 

múltiples patologías [233]. En muchos casos, la relación entre la patología y el 

estrés oxidativo aún no ha sido bien establecida, por lo que supone, en la 

actualidad,  una vía de investigación de enorme interés. Entre las patologías 

más relevantes vinculadas al estrés oxidativo podemos citar: 

 Cáncer: las ROS, principalmente el radical hidroxilo, pueden 

reaccionar con el ADN formando aductos que si no son reparados 

correctamente por los sistemas de reparación del organismo pueden derivar en 

mutaciones [266]. Si las mutaciones se producen en genes reguladores del ciclo 

celular pueden causar la aparición de cáncer [267-270]. Se ha observado que las 

células tumorales tienen unos niveles de ROS muy por encima de las células 

sanas del mismo tejido [271].  

 Enfermedades cardiovasculares: existen indicios de que el estrés 

oxidativo puede causar daños en el tejido muscular del corazón incrementando 

el riesgo de infarto de miocardio [272-274]. También parece haber una 

asociación entre estrés oxidativo y aterosclerosis [248,275]. 

 Enfermedades neurodegenerativas: aunque la relación causa-efecto sigue 

sin estar clara, se ha constatado la asociación entre enfermedades 

neurodegenerativas de elevada incidencia como el Alzheimer o el Parkinson y 

el estrés oxidativo [276-283]. 
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 Diabetes Mellitus: muchos de los problemas secundarios asociados a 

esta enfermedad pueden ser provocados por el estrés oxidativo derivado de la 

hiperglucemia [284]. 

 Artritis reumatoide: los procesos inflamatorios que causan los 

síntomas de esta enfermedad autoinmune implican un incremento 

descontrolado de la producción de ROS en el tejido sinovial de las 

articulaciones, provocando la destrucción parcial de dicho tejido [285]. 

 Envejecimiento: aunque existen varias teorías para explicar las causas 

del envejecimiento, la que goza de más aceptación es la teoría del 

envejecimiento causado por radicales libres. Según esta teoría, el 

envejecimiento es consecuencia de la acumulación de daños causados por las 

ROS que se producen a lo largo de toda la vida en la cadena de transporte de 

electrones [259,286-289]. 

A.3.4 La enzima superóxido dismutasa como biomarcador del estrés 

oxidativo 

De lo expuesto en apartados anteriores, se hace patente la importancia 

de la monitorización de las ROS, para poder evaluar el papel del estrés 

oxidativo en la génesis y/o patogéneis de enfermedades de gran incidencia en 

la salud de la población de los países industrializados; así como para estudiar 

sus implicaciones en los cada vez más numerosos pacientes portadores de 

prótesis e implantes metálicos.  

 El seguimiento analítico del estrés oxidativo se lleva a cabo, 

generalmente, mediante la medida de biomarcadores del mismo, es decir,   

biomoléculas que reflejan los cambios medibles (ya sean éstos bioquímicos, 

fisiológicos o morfológicos) que se asocian a la exposición o los efectos a las 

ROS. Existen dos grandes grupos de biomarcadores de estrés oxidativo [290]: 

 Los subproductos o productos finales del daño oxidativo: sustancias que se 

originan como consecuencia del daño de las ROS en las biomoléculas (lípidos, 
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carbohidratos, proteínas, ADN). En este grupo se incluyen, entre otros: los 

aldehídos formados en la peroxidación de lípidos (p.ej. el 4-hidroxinonenal) y 

los productos resultantes de la oxidación de las bases del  ADN (p.ej. la 8-

hidroxi-2´-deoxiguanosina). 

 Los cambios en los agentes antioxidantes: como ya se describió 

anteriormente, para intentar mantener el balance redox celular existen agentes 

antioxidantes no enzimáticos y enzimáticos cuya concentración varía en 

respuesta a los cambios en el nivel de las ROS.  

En el grupo de los oxidantes enzimáticos se encuentran las enzimas 

superóxido dismutasas (SODs), que constituyen la primera línea de defensa 

frente al estrés oxidativo. Estas enzimas están presentes en eritrocitos humanos 

a  niveles relativamente elevados, y debido a que la toma de muestra de sangre 

es mucho más sencilla y menos agresiva que la toma de otro tipo de muestras 

(p.ej. tejidos), la medida de las SODs en eritrocitos,  es uno de los 

biomarcadores más utilizados para la monitorización del estrés oxidativo 

[264,291,292]. 

A.3.4.1 Características generales de las superóxido dismutasas 

Las superóxido dismutasas (SODs, EC 1.15.1.1), son un grupo de 

metaloenzimas que contienen un ión metálico de transición (Cu, Zn, Fe o Mn) 

en su sitio activo. Se conocen cuatro formas de SODs, cuyas caracteriísticas 

principales se recogen en la Tabla A.IV [293]. Estas a su vez pueden dividirse 

en 2 familias filogenéticas diferentes: Cu,Zn-SODs y Fe/Mn-SODs, entre las 

que no existe homología de secuencias ni de estructuras de orden superior, lo 

que indica que evolucionaron independientemente a partir de genes diferentes 

en respuesta a una presión evolutiva común: la presencia del oxígeno y la 

amenaza de su toxicidad [294]. En humanos solo existen las formas Cu,Zn-SOD 

citosólica (SOD1) , Mn-SOD mitocondrial (SOD2) y la  Cu,Zn-SOD extracelular 

(EC-SOD o SOD3), ampliamente distribuidas en prácticamente todos los tejidos 

del organismo. Todas las SODs actúan catalizando la conversión del radical 
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superóxido en peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular (ver Figura A.17), 

en una de las reacciones catalizadas por enzimas más rápida que se conoce 

[294]. 

Tabla A.IV. Principales características de las SODs 

Tipo 
Peso Molecular 

(KDa) 
Estructura Localización Distribución 

Cu,Zn-SOD 32 Dímero Citosol 
Eucariontes y algunos 

procariontes 

Cu,Zn-SOD  160 Tetrámero Extracelular 
Mamíferos, pájaros y 

peces 

Mn-SOD 80 Tetrámero Mitocondrial Todos los aerobios 

Fe-SOD 40 o 80 
Dímero o 

Tetrámero 

Citosol, 

cloroplasto o 

mitocondrias 

Procariontes y 

algunos eucariontes 

 

Esta enzima citosólica, está constituida, en su forma nativa, por 2 

subunidades idénticas, de peso molecular aproximado igual a 16 KDa  (peso 

molecular del dímero alrededor de 32 KDa) y de 151 a 153 aminoácidos, unidas 

por puentes disulfuro. Cada una de estas cadenas tiene un puente disulfuro 

intracatenario, un grupo sulfhidrilo y un resto amino terminal acetilado [295]. 

En su composición de aminoácidos se destaca la existencia de 25 residuos de 

glicina por cada subunidad, que constituyen casi el 1/6 del total de 

aminoácidos y se distribuyen uniformemente a lo largo de la secuencia. Esto 

hace que la hoja β sea una característica prominente de la estructura secundaria 

de esta enzima, como se muestra en la Figura A.18. El contenido de 

aminoácidos aromáticos se caracteriza por la presencia de 8 residuos de 

fenilalanina, la escasez de tirosina (2 residuos) y la ausencia de triptófano. 
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 Cada subunidad tiene unido un átomo de Cu2+ (esencial para su acción 

catalítica y sin el cual este enzima pierde su actividad [296]) y uno de Zn2+ (que 

desempeña un papel estructural de estabilización del enzima [297]). 

 

 

 

 

 

Figura A.18. Estructura cristalina de la  enzima Cu,Zn-SOD humana 

 El centro activo del enzima, cuya estructura se ha podido determinar por 

difracción de rayos X (Figura A.19) [298], está constituido por un ión de Cu2+ 

coordinado a los nitrógenos imidazólicos de 4 residuos de histidina con una 

configuración cuadrado plana distorsionada.  

 

 

 

 

 

 

Figura A.19. Estructura del centro activo de la enzima Cu,Zn-SOD 

 En dicha Figura se puede observar cómo uno de los imidazoles unidos al 

cobre está desprotonado y coordinado también al ion Zn 2+, sirviendo como 

puente entre los 2 iones. A su vez, el zinc está unido a dos restos adicionales de 

histidina y a un resto de ácido aspártico a través del grupo carboxílico [297]. 
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Las reacciones redox involucradas en la acción antioxidante del enzima 

tienen lugar mediante un mecanismo de oxidación/reducción cíclica en dos 

etapas a través del cofactor metálico cobre, de acuerdo con las siguientes 

reacciones:  

       22
2 OCuEnzimaOCuEnzima  

 

                  22
2

2 OHCuEnzimaOCuEnzima  
  

     22222 OOHHO SOD  
 

A.3.4.2 Métodos de determinación de la Cu,Zn-superóxido dismutasa  

 Las metodologías, sin duda,  más utilizadas para la monitorización de la 

Cu,Zn-SOD como biomarcador de estrés oxidativo en muestras de sangre y 

tejidos humanos se basan en la medida de su actividad enzimática, mediante 

métodos espectrofotométricos [301-306]. La medida de la actividad de SOD 

presenta un gran problema, poco frecuente en ensayos enzimáticos habituales, 

derivado de la inestabilidad intrínseca en medios acuosos de su sustrato (el 

radical anión superóxido). Por ello, dicha determinación se lleva a cabo de 

forma indirecta utilizando dos componentes: un generador del radical anión 

superóxido y un detector del mismo [299]. El generador produce el radical 

superóxido a una velocidad controlada constante. En ausencia de SOD, el 

radical superóxido se acumula hasta llegar a una concentración tal que la 

velocidad de reacción con el detector se iguale con la velocidad de producción, 

consiguiéndose este estado de equilibrio en mas o menos un segundo. Si la SOD 

esta presente, compite con el detector por el radical superóxido, produciéndose 

una disminución del radical superóxido captado por el detector, 

manifestándose ésta en una inhibición de la señal (absorbancia) del detector. De 

esta manera se considera como una unidad de actividad de SOD a la actividad 
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de esta enzima que produciría un 50% de la máxima inhibición causada por este 

enzima sobre la  señal del detector [300]. 

 Existen diferentes ensayos espectrofotométricos dependiendo del 

generador de radical superóxido y el detector que empleen. El generador del 

radical superóxido es normalmente el sistema xantina/xantina oxidasa 

mientras que como detectores pueden usarse: el citocromo c [300], la adrenalina 

[301], el azul de nitrotetrazolium [302], la hidroxilamina [303] o la sulfanilamida 

[304]. Sin embargo, el método espectrofotométrico más utilizado es el ensayo 

del pirogalol [305,306]. En este método, el generador de radical superóxido y el 

detector son el reactivo de pirogalol, compuesto orgánico que se autooxida en 

medio básico generando en el medio de reacción radicales superóxido, especie 

que es secuestrada por la SOD. Por lo que se mide el efecto inhibidor del 

enzima sobre la autooxidación del pirogalol, que puede ser monitorizado 

espectrofotométricamente a 420 nm. 

Los ensayos comentados miden la actividad enzimática de la Cu,Zn-

SOD y presentan una serie de ventajas, como son: rapidez, el tratamiento de 

muestra suele ser sencillo y el tiempo de medida corto; bajo coste, los reactivos 

son baratos y solo se necesita un espectrofotómetro para la medida; y muy 

buena sensibilidad. Sin embargo, también presentan inconvenientes; así, están 

afectados por bastantes interferencias; la reproducibilidad es baja, ya que la 

actividad de un enzima es muy sensible a factores como la temperatura, el pH, 

efectos de matriz (inhibidores de la actividad, interferentes, etc.), pequeñas 

variaciones en estos factores pueden ser una fuente de error de mucho peso en 

los resultados obtenidos; y, sobre todo, la falta de cuantitatividad, los ensayos 

de actividad enzimática sólo revelan información acerca de la actividad de un 

enzima (unidades de actividad enzimática), no de la concentración absoluta de 

la misma.  

Además, en el caso de la medida de la actividad de la SOD, dada la 

definición de unidad de actividad enzimática,  los valores obtenidos de 
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actividad son valores relativos; es decir, dependen del ensayo enzimático 

utilizado y, por tanto, no es posible la comparación entre los resultados 

obtenidos por cada  uno de estos ensayos.   De este modo,   no es de extrañar 

encontrar valores normales (personas sanas) de SOD en eritrocitos humanos 

de: 913 U g-1 hemoglobina [307];  0,460 U g-1 hemoglobina [308]; 98,9 U g-1 

hemoglobina [309]; dependiendo del método con el que se haya medido la 

actividad del enzima. 

 Cuando se precisa conocer la concentración absoluta de la enzima 

Cu,Zn-SOD en fluidos biológicos es necesario emplear los métodos ELISA 

(“enzyme-linked inmunosorbent assay”). Utilizando kits comerciales con el 

anticuerpo anti-SOD es posible determinar concentraciones del enzima en 

fluidos biológicos inferiores a 1 µg L-1 a través de medidas 

espectrofotométricas, como se muestra en la Figura A.20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A.20. Ensayo ELISA para la determinación de la concentración de Cu,Zn-SOD 

 En la figura anterior se pueden observar, esquemáticamente, los pasos 

seguidos para llevar a cabo dicha cuantificación:  
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1) Se añade el anticuerpo monoclonal específico de la enzima Cu,Zn-

SOD (anti-Cu,Zn-SOD), el cual se inmoviliza en los micropocillos. 

2) Se adiciona la disolución en la cual está presente el enzima Cu,Zn-

SOD (muestra ó patrones). Esta enzima se enlazará a los 

anticuerpos anti-Cu,Zn-SOD. A continuación, se añade un 

anticuerpo monoclonal específico de la enzima Cu,Zn-SOD, 

conjugado con la enzima peroxidasa (HRP). Este último anticuerpo 

se enlaza a la enzima Cu,Zn-SOD (capturada por el primer 

anticuerpo). 

3) Después de un tiempo de incubación se elimina el exceso de 

anticuerpo conjugado con la HRP que no hubiese reaccionado, 

mediante una etapa de lavado. 

4) Se adiciona una disolución de sustrato específico de la enzima HRP 

conjugada al anticuerpo. 

5) Finalmente, se mide la absorbancia a 450 nm del producto 

coloreado, formado en la reacción catalizada por la enzima (HRP), 

que es directamente proporcional a la cantidad de Cu,Zn-SOD que 

hubiese en la muestra (o en las disoluciones patrón).  

Algunos autores han observado una disminución de la actividad de 

SOD, en suero y liquido cefalorraquídeo de pacientes con diversos tipos de 

daños vasculares cerebrales [310]. Mientras que se ha observado una mayor 

actividad de SOD en la enfermedad de Parkinson [311]. Igualmente, la 

actividad de SOD parece estar alterada en un gran número de tumores. Así, se 

ha encontrado que está disminuida en cáncer de estómago [312], cáncer 

hepático [313], en tumores cerebrales [314] y en cáncer de mama [315]. Estudios 

llevados a cabo en individuos con diabetes han mostrado que la actividad de 

SOD se encuentra disminuida en pacientes con diabetes insulina dependiente 

[316,317], mientras que está aumentada en madres con diabetes gestacional. En 

todas estas patologías se ha descrito el papel primordial desempeñado por la 
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SOD, sin embargo, no son las únicas ya que existen también otra serie de 

patologías en las que la actividad de SOD puede estar alterada. Así, por 

ejemplo, se ha detectado que la actividad de esta enzima parece disminuir al 

aumentar patológicamente la tensión arterial [318]. Por otra parte, también se 

ha encontrado que la actividad de SOD se encontraba disminuida en pacientes 

con artritis reumatoide [319] y con infecciones respiratorias [320]. En cuanto a 

los estudios realizados en pacientes portadores de prótesis son todavía escaso y 

los resultados contradictorios. Así en un estudio se concluyó que no habían 

observado un incremento significativo de la actividad de dicho enzima  en el 

suero de los pacientes portadores de prótesis M/M [263]; en cambio en otro 

estudio observaron que la actividad del enzima SOD era aproximadamente un 

65% menor en el suero de los pacientes tras 1 año o 2 desde la introducción del 

implante respecto a los controles y que este valor iba aumentando hasta 

equipararse con el de los controles (a los 3 años), o incluso llegaba a superarlo a 

los 4 años o más de su implantación [264]. 
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Como se ha puesto de manifiesto en la introducción de la presente Tesis 

Doctoral, el empleo de implantes metálicos en ortopedia y odontología ha 

experimentado un crecimiento constante, asociado en gran extensión, al 

envejecimiento de la población. Dichos implantes, contienen elementos 

metálicos como; cobalto, cromo, níquel, titanio etc., que pueden liberarse, 

circular y depositarse en distintos órganos con consecuencias aún desconocidas. 

Por este motivo, parece imprescindible el desarrollo de nuevas metodologías 

que permitan; tanto la detección temprana de dichos elementos liberados a muy 

bajos niveles de concentración; como su transporte por parte de las 

biomoléculas; así como, la evaluación de las consecuencias asociadas a su 

presencia a nivel celular. 

Por tanto, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral es la puesta a 

punto de estrategias analíticas para la evaluación de la liberación de los metales 

procedentes de implantes ortopédicos y dentales, su transporte y efectos a nivel celular. 

Con este fin se pondrán a punto metodologías analíticas adecuadas basadas en 

diferentes principios de medida, desde el empleo de métodos colorimétricos 

(para la medida de la actividad enzimática), hasta las más sofisticadas 

herramientas de proteómica como el MALDI, con la finalidad de abordar cada 

uno de los siguientes objetivos parciales: 

 Determinar con la mayor precisión y exactitud posible la 

concentración total de los principales metales liberados por dichos implantes 

(Cr, Co, Mo, Mn y Ti), en los fluidos biológicos (sangre, suero y orina). En este 

sentido, se evaluará el potencial analítico de dos instrumentos de ICP-MS, 

equipados con analizadores de masas diferentes: un sistema con celda de 

colisión/reacción (ICP-DRC-MS) y un equipo de alta resolución o doble 

enfoque (HR-ICP-MS), con el propósito de minimizar las interferencias 

espectrales que afectan a la medida de los analitos estudiados. 
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 Evaluar el transporte de estos metales en suero, particularmente 

mediante su asociación a proteínas. Para ello, se utilizarán metodologías 

integradas basadas en técnicas  de espectrometría de masas atómica (HPLC-

ICP-MS) y molecular (MALDI-TOF-MS). En primer lugar, se llevarán a cabo 

estudios de especiación metálica cualitativa (“screening”), combinada con 

estrategias de MALDI, para la caracterización de los bioligandos. Finalmente, se 

desarrollará una metodología analítica que permita llevar a cabo la especiación 

cuantitativa de Ti en suero, en condiciones fisiológicas, mediante el empleo de 

técnicas analíticas de dilución isotópica. 

 Elucidar algunos de los efectos biológicos, a nivel celular, producidos 

por la liberación de estos elementos traza, por parte de los implantes metálicos. 

En concreto, se llevará a cabo la evaluación del estrés oxidativo, mediante la 

observación de los cambios de expresión producidos en la enzima Cu,Zn-

superóxido dismutasa (primera línea de defensa antioxidante en el organismo). 

Teniendo en cuenta que se trata de un metaloenzima, será necesario desarrollar 

metodologías que permitan obtener; tanto la concentración absoluta de la 

especie; como su actividad enzimática. 
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As described in the introduction of this Ph.D. Thesis, the use of the 

metallic implants for orthopedics and odontology has risen over the last years 

mainly due to the aging of the population. Particularly, the increasing number 

of patients exposed to orthopaedic metal alloys has caused concern about their 

long-term biological effects. These implants are often made of metal alloys 

containing elements such as cobalt, chromium, nickel, titanium, etc., and these 

metals can be released from the metallic implants, transported through the 

blood stream and stored into the different organs. The consequences of such 

deposition are still unknown, thus it seems mandatory to develop new 

methodologies that permit, the early detection of metal release by metallic 

implants (at very low concentration), their transport, as well as their biological 

effect at the cellular level. 

 For these purpose, the main objective of the present Ph.D. Thesis is the 

development of analytical strategies to evaluate metals release from orthopedic and 

dental implants, their transport and their effect at cellular level. This goal will be 

undertaken by using different methodological approaches based on various 

spectroscopic properties, since colorimetric based assays to address the 

enzymatic activity of specific metalloenzymes, to the use of the most 

sophisticated tools in proteomics such as MALDI, for protein identification.  To 

accomplish the main objective of this Ph.D. Thesis, we have structure the work 

in the following partial aims: 

 Determination of the total concentration of the metals released by 

orthopedic and dental implants (Cr, Co, Mo, Mn y Ti) in biological fluids such 

as blood, serum and urine (at ultratrace levels), with high precision and 

accuracy. For this aim, the potential of two different ICP-MS instruments will be 

evaluated in order to minimize polyatomic interferences coming from the 

serum samples: an ICP-MS with a dynamic reaction cell placed before the 

quadrupole mass analyzer (ICP-DRC-MS) and a high resolution or double 

focusing ICP-MS (HR-ICP-MS).  
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 Evaluation of the transport of the metals released by metallic 

implants by serum proteins. Integrated mass spectrometric strategies 

combining atomic MS after liquid chromatographic separation of the 

biomolecules (HPLC-ICP-MS) and molecular MS for protein identification 

(MALDI-TOF-MS) will be used. First of all, elemental speciation will be carried 

out through the use of HPLC-ICP-MS, which allows the sensitive and specific 

detection of the metal associated to the protein. Then the MALDI-TOF-MS will 

be applied for the unequivocal identification and characterization of the metal-

containing protein. Finally, the quantitative aspects of the speciation work will 

be focused on Ti and its association to serum biomolecules that will be pursued 

by isotope dilution analysis methods.  

 Study of the biological effects, at cellular level, caused by the metals 

once they have been released by the metallic implants. Basically, the studies will 

be focus on the oxidative stress generated by metal release through the changes 

on the expression of Cu,Zn-superoxide dismutase enzyme (Cu,Zn-SOD) 

which is the first line of antioxidant defense in the cells.  Take into account that 

Cu,Zn-SOD is a metalloenzima it will be necessary to develop new 

methodologies that permit to obtain, not only the absolute concentration of the 

species, but also its enzymatic activity. 
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C.1 INSTRUMENTACIÓN ANALÍTICA 

En esta sección se describirá la instrumentación de carácter general 

utilizada a lo largo de la presente Tesis Doctoral. 

 C.1.1 Espectrometría de masas con fuente de plasma de acoplamiento 

inductivo (ICP-MS) 

Los espectrómetros de masas elementales surgen del acoplamiento entre 

una fuente de ionización, el plasma de acoplamiento inductivo (ICP) y un 

espectrómetro de masas (MS). Se basa en la formación de un plasma de Ar 

mediante la aplicación de un campo electromagnético oscilante de 

radiofrecuencias. Este fenómeno tiene lugar en una antorcha de cuarzo, la cual 

está rodeada por una bovina de inducción, y a través de la cual fluye gas Ar. El 

plasma formado alcanza una temperatura entre 8000 y 10000 K [1], lo cual 

permite que la muestra líquida, una vez que llega al plasma, sea desolvatada, 

vaporizada, atomizada e ionizada. 

El ICP es, por tanto, una fuente de ionización a presión atmosférica que 

genera iones principalmente monoatómicos y monopositivos. Puesto que los 

analizadores de masas funcionan a alto vacío, es necesario que los iones 

formados en el plasma (a presión atmosférica) lleguen al analizador de la forma 

más eficaz posible. Para ello, los iones formados pasan a través de una interfase 

de extracción,  que comprende el espacio delimitado entre los dos conos de 

metal: un cono de muestreo (sampler), con un orificio aproximado de 1 mm de 

diámetro interno y un cono de extracción (skimmer), con un orificio de 0,4 mm 

de diámetro interno, según se muestra en la Figura C.1. Dicha interfase de 

extracción se encuentra a vacío de aproximadamente 1-2 torr.  

Aproximadamente, sólo el 1% de los iones formados en el plasma pasa a 

través de esta interfase de extracción hasta el sistema de lentes electrostáticas, 

cilindros metálicos sometidos a voltajes variables, cuya función principal es 

acelerar los iones muestreados y enfocarlos independientemente de su masa 
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hacia el analizador. El objetivo será obtener un haz colimado de iones hacia la 

entrada del analizador de masas, minimizando la entrada de otras especies 

(como átomos neutros o fotones) al mismo. Una vez en el analizador de masas, los 

iones se separarán en función de su relación m/z. Dependiendo del equipo de 

ICP-MS, el analizador de masas es diferente (como se comentará a 

continuación). Finalmente, sólo los iones seleccionados son detectados por un 

multiplicador de electrones secundarios (SEM) que funciona en modo digital ó en 

modo analógico (dependiendo de la intensidad de los iones).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.1. Plasma e interfase de extracción en un ICP-MS 

Con el fin de eliminar o al menos minimizar las posibles interferencias 

poliatómicas que afectan a algunos de los analitos objeto de estudio a lo largo 

de la presente Tesis Doctoral, se emplearon tres equipos ICP-MS, equipados con 

dos analizadores de masas diferentes: un ICP-MS de doble enfoque y dos ICP-

MS de tipo cuadrupolo equipados con celda de colisión/reacción. 

 ICP-MS de alta resolución o doble enfoque (HR-ICP-MS) 

El modelo empleado de ICP-MS de doble enfoque fue un ELEMENT 2 de 

Thermo Fisher Scientific (Bremen, Germany) cuyo esquema se muestra en la 

Figura C.2. La principal diferencia respecto a otros ICP-MS, es el analizador de 
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masas, el cual en este equipo es de doble enfoque, formado por un sector 

magnético y un sector electrostático. En este caso concreto dispuestos conforme a 

una geometría Nier Johnson inversa (el enfoque magnético se realiza 

previamente al electrostático). Esta configuración permite minimizar los efectos 

de colisión que producirían unos niveles de ruido elevados  y disminuirían la 

sensibilidad. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.2. Esquema del ICP-MS de alta resolución o doble enfoque con geometría de 
Nier-Johnson inversa 

 

El equipo viene equipado con dos rendijas; una de entrada y otra de salida 

(según se muestra en la Figura C.2). Variando la anchura de dichas rendijas se 

modifica el poder de resolución del equipo (R), de este modo, se podrán realizar 

medidas a baja resolución (R≈300), lo que supondrá tener las rendijas abiertas al 

máximo, o sucesivamente más cerradas en los modos de media resolución 

(R≈4000) y alta resolución (R≈7500). El poder de resolución (R) expresa la 

capacidad de un espectrómetro de masas para distinguir entre masas próximas y 

se define como: 

     R = m / Δm 

Donde Δm es la diferencia de masas entre dos picos adyacentes y m la masa 

media de los dos. Dos picos se consideran separados si la altura del valle entre 

los mismos no es superior a un cierto porcentaje (generalmente un 10%) de la 
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altura de los mismos (considerando que ambos tienen una altura similar).  La 

principal ventaja de este sistema es su capacidad para la resolución de 

interferencias espectrales sobre los analitos de interés. En la Tabla C.I se 

muestran las interferencias más importantes que afectan a los elementos 

monitorizados en  los estudios llevados a cabo durante la presente Tesis. 

Tabla C.I. Principales interferencias espectrales que afectan al Co, Cr, Mn, y Ti así 
como la resolución necesaria para poder separarlas 

 

Elemento Interferencia Resolución 

47Ti 
48Ti 
49Ti 
52Cr 

 
53Cr 

55Mn 
59Co 
95Mo 

31P16O+, 33S14N+, 32S15N+, 32S14N1H+, 12C35Cl+ 

32P16O+,12C36Ar 
31P18O+, 36Ar12C+,33S16O+ 
40Ar12C+,36Ar16O+,36Ar15N1H+,37Cl15N+,34S18O+,     
35Cl 16O1H+, 36Ar15N1H+ 

36Ar17O+,40Ar13C+,39K16O+ 
40Ar15N+, 40Ar14N1H+ 

36Ar23Na+,40Ar18O1H+,43Ca16O+,42Ca16O1H+,24Mg35Cl+ 

79Br16O+ 

Media 

Media 

Media 

Media 

 

Media 

Media 

Media 

Media 

 

 Sin embargo, debe tenerse en cuenta que un aumento en la resolución 

conlleva una disminución de la sensibilidad, con lo que se deberá adoptar una 

situación de compromiso. En la presente Tesis se trabajó a media resolución 

(R=4000) puesto que como se observa en la Tabla C.I, es suficiente para poder 

evitar las interferencias espectrales más comunes.  

 Este equipo está ubicado en una habitación con atmósfera limpia cuya 

principal característica es la de proporcionar de forma continua un flujo de aire 

laminar para evitar la presencia de polvo en la atmósfera del laboratorio que 

podría contaminar eventualmente las muestras. 

 Los parámetros experimentales se optimizaron diariamente mediante el 

análisis de una disolución de 10 µg L-1 de Li, Y y Tl de Merck (Darmstadt, 
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Alemania) a baja, media y alta resolución. También se realizó diariamente el 

Mass Offset del equipo, mediante la medida de una disolución de 10 µg L-1 de 

Cr, Co, Mo, Mn y Ti en HNO3 al 1%, con el fin de asegurar que se estaba 

midiendo únicamente la señal correspondiente a estos analitos y no la señal 

correspondiente a las posibles interferencias.  

 ICP-MS de tipo cuadrupolo equipado con celda de 

colisión/reacción  (ICP-DRC-MS) 

En la presente Tesis Doctoral se utilizaron dos equipos de ICP-MS, con 

analizador de tipo cuadrupolo y celda de colisión/reacción de dos casas 

comerciales distintas: A) Thermo Fisher y B) Agilent Technologies. 

A) Thermo Fisher modelo X seriesS II. 

Este ICP-MS con analizador de tipo cuadrupolo, equipado con celda de 

colisión/reacción fue el modelo X series II  de Thermo Fisher. Este equipo está 

provisto de un sistema de nebulización, constituido por un nebulizador 

concéntrico y una cámara de nebulización de paso sencillo de Pyrex, refrigerada 

mediante efecto Peltier. Los conos de la interfase también están fabricados de 

níquel. El analizador de masas en este equipo es de tipo cuadrupolo y entre el 

sistema de lentes de extracción y enfoque iónico y el analizador de masas se 

encuentra la celda de colisión/reacción. Se puede  emplear uno u otro modo 

dependiendo del gas con el que se presurice la celda (con helio de colisión ó con 

hidrógeno de reacción) así como los potenciales de entrada y salida de la propia 

celda. En este equipo la configuración de la celda consiste en un hexapolo  y fue 

presurizada con 2 mL min-1 de He como gas de colisión, para poder así eliminar 

las interferencias poliatómicas que afectan a los elementos en estudio y que 

aparecen recogidas en la Tabla C.I. En este equipo se realizaron los estudios de 

especiación de los principales metales liberados por los implantes en el suero de 

los pacientes portadores de éstos. En la Figura C.3 se puede ver un esquema del 

mismo.  



C. EXPERIMENTAL 
 
 
 

108 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.3. Esquema del equipo de ICP-MS Thermo Fisher X series II 

B)  Agilent Technologies Modelo 7500 ce.  

El otro equipo de ICP-MS, de tipo cuadrupolo, utilizado en la presente 

Tesis Doctoral fue el ICP-MS modelo 7500ce de Agilent Technologies (Tokio, 

Japón), cuyo esquema se muestra en la  Figura C.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.4. Esquema del equipo de ICP-MS Agilent 7500ce 

Este equipo consta de un nebulizador tipo Meinhard, una cámara de 

nebulización de doble paso tipo Scott refrigerada a 2ºC. La celda de 

colisión/reacción es, en este caso, un octapolo y puede igualmente presurizarse 

con helio o hidrógeno. En la presente Tesis, este equipo se utilizó para la 
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cuantificación del enzima Cu,Zn-SOD en eritrocitos y la celda no se empleó como 

sistema de eliminación de interferencias sino sólo como guía de iones.  

 La sensibilidad de ambos equipos se optimizó siempre previamente a su 

uso, mediante la medida de una solución de 10 µg L-1 de Li, Co, Y, Tl y Ce (que 

cubrían todo el rango de masas de los analitos objeto a estudio) en ácido nítrico 

(al 1% p/p). Dichas optimizaciones se llevaron a cabo sin presurizar la celda 

con gas, cuando se utilizó el quipo ICP-DRC-MS y tanto sin presurizar la celda 

con gas como presurizándola con gas (en nuestro caso He) cuando se utilizó el 

equipo ICP-MS Thermo Fisher X Series II. 

C.1.2 Espectrómetros de masas moleculares 

Para la caracterización estructural de proteínas se empleó la 

espectrometría de masas molecular con fuente de ionización/desorción por 

láser asistida por matriz (MALDI) y analizador de tiempo de vuelo (TOF), que 

se describe a continuación: 

 MALDI-TOF-MS 

El MALDI-TOF-MS empleado en esta Tesis, fue el modelo Voyager-DETM 

STR BiospectrometryTM Workstation de Applied Biosystems (Langen, 

Alemania), equipado con un láser pulsado de nitrógeno (337 nm) y con el que 

se trabajó en el modo lineal positivo para la identificación de las proteínas 

intactas y en modo reflectrón positivo, con el fin de mejorar la resolución 

espectral, para el análisis de proteínas a través de sus péptidos (mediante 

mapeo peptídico).  

Se utilizaron dos estrategias de trabajo: el análisis de la proteína intacta 

(con el fin de conocer su peso molecular) y el análisis de péptidos o mapeo 

peptídico para la identificación de proteínas (mediante la utilización de bases 

de datos). Para la identificación de las principales proteínas que transportan el 

Cr, Co, Mn y Ti en suero, se eligió la matriz de ácido sinapínico (AS). Sin 

embargo, en el caso concreto de la identificación del enzima Cu,Zn-SOD las 
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matrices elegidas fueron dos con fines de comparación: el α-ciano-4-

hidroxicinámico y la 2,4,6-trihidroxiacetofenona. En la Tabla C.II se recogen los 

parámetros instrumentales empleados para el análisis de proteínas intactas 

mediante MALDI-TOF-MS: análisis de Cu,Zn-SOD (A) y para el análisis de las 

principales proteínas transportadoras de Cr, Co, Mn y Ti en suero (B); y así 

como para el mapeo peptídico (C). 

Tabla C.II. Parámetros instrumentales empleados en el análisis por MALDI-TOF-MS 
de Cu,Zn-SOD intacta (A), de las principales proteínas transportadores de Cr, Co, Mn 
y Ti en suero (B) y para el mapeo peptídico (C) 

MALDI-TOF-MS A B C 

Tipo de barrido 
 

Modo 
 

Tipo de nebulización 
 
 

Calibración externa 
 
 
 

Matriz 
 
 
 

Láser 
 

Rango de masas 
 

Disparos por espectro 
 

Voltaje de aceleración 
 

Grid 
 

Tiempo de retardo 

Positivo 
 

Lineal 
 

Directa 
 

Cyt c+bovine 
SOD+lactalbúmina+β-

lactoglobulina 
 

α-ciano-4-
hidroxicinámico 

2,4,6-
Trihidoxiacetofenona 

 
2600V/3100 V 

 
6000-35000 Da 

 
150 

 
25000V 

 
90% 

 
1000 ms 

Positivo 
 

Lineal 
 

Directa 
 

Albúmina de suero 
bobino (BSA) 

 
 
 

Ácido Sinapínico 
 

 
 

2800 V 
 

5000-200000 Da 
 

150 
 

25000V 
 

90% 
 

1000 ms 

Positivo 
 

reflectrón 
 

Directa 
 

Mezcla Comercial 
(Calmix) 

 
 

α-ciano-4-
hidroxicinámico 

  
 
 

2800 V 
 

500-4000 Da 
 

150 
 

25000V 
 

90% 
 

1000 ms 

C.1.3 Instrumentación utilizada en las separaciones cromatográficas 

Para las separaciones cromatográficas se empleó un equipo de HPLC 

(High Performance Liquid Chromatograpy) compuesto por una bomba de alta 

presión de doble pistón Shhimadzu LC-10 AD VP (Kyoto, Japón) y una válvula 
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de inyección Rheodyne modelo 7125 (Cotati, CA, EE.UU.) utilizando bucles de 

inyección de peek® de 20, 50 y 100 μL de capacidad.  

En los estudios en los cuales se requirió un detector UV-Vis se empleó un 

equipo de HPLC Agilent 1100 Series (Agilent Technologies) el cual consta de 

una bomba cuaternaria, un desgasificador, un automuestrador, un sistema de 

termostatización de las columnas y un array de diodos como detector.  

Las columnas cromatográficas utilizadas en los distintos estudios de 

especiación fueron las siguientes: 

 Columna de intercambio aniónico Mono QTM  5/50 GL de 50 mm x 5 

mm d.i y 10 μm de tamaño de partícula de Pharmacia, GE Healthcare 

(España). 

 Columna preparativa (25 x 0.5 mm d.i) “scavenger” o quelante de 

metales para eliminar trazas metálicas. La columna fue empaquetada 

con el agente quelante Kelex-100 (Schering, Alemania) impregnada 

de sílica con cadenas de C18  (35-55 μm de partícula) de Bondapack, 

Waters Corporation, (EE.UU.). 

Para los análisis de especiación cualitativos y cuantitativos se emplearon 

las “técnicas  híbridas”, concretamente se llevaron a cabo mediante el 

acoplamiento entre el sistema de HPLC con los ICP-MS tipo cuadrupolo con 

celda de colisión/reacción y de alta resolución.  

C.1.4 Instrumentación utilizada en el tratamiento de muestras 

biológicas 

 Con el fin de obtener el contenido total de metales traza presentes en 

muestras de sangre se llevó a cabo una previa digestión ácida (HNO3 + H2O2) 

de las muestras de sangre. Para llevar a cabo esta mineralización se utilizó un 

horno de microondas Milestone modelo Ethos 2 de Milestone (Socisole, Italia) 

equipado con un rotor para diez bombas de teflón de media presión y con un 

sensor de temperatura.  
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 La centrifugación de las muestras de sangre se llevó a cabo a 4ºC, 

utilizando una centrífuga Biofuge Stratos modelo Heraeus (Hanau, Alemania). 

 Las incubaciones de las muestras de suero humano con los distintos 

metales, para los estudios in vitro, se llevaron a cabo en un baño termostatizado 

con control digital modelo  Digiterm 100  de J. P. Selecta (Barcelona, España). 

 Las muestras y estándares se filtraron mediante filtros Millex-GV de 0,22  

μm de Millipore (Bedford, EE.UU.) de un solo uso y jeringas de 1 mL BD 

PlastipakTM de Becton Dickinson and Company (España) antes de su inyección 

en el sistema cromatográfico. En los casos en los que se disponía de poco 

volumen de muestra, se usaron filtros de 0,22 μm spin filtres (Agilent 

Technologies) incorporados en tubos de Eppendorf (Alemania) estériles de 2 

mL, también de un solo uso.   

 La purificación (desalinización y preconcentración) de las fracciones 

cromatográficas recogidas (tras la inyección sucesiva de un suero en el sistema 

HPLC-UV), para su correspondiente identificación  por MALDI-TOF-MS, se 

llevó a cabo empleando filtros de membrana tipo Centricón con una membrana 

de tamaño de corte diferente dependiendo de la aplicación (p.ej. YM-10 de 10 

KDa), adquiridos a la casa comercial Millipore.  

Con el fin de eliminar las sales, tras la digestión tríptica de las fracciones 

recogidas, se utilizaron cartuchos de extracción en fase reversa Zip-Tip 18. 

 Para la medida de la actividad del enzima Cu,Zn-SOD, tanto en el 

material de referencia, como en el extracto de eritrocitos, se utilizó un 

espectrofotómetro UV-VIS, Lambda 20 de Perkin-Elmer (Massachussets, 

EE.UU.). 

Con el fin de eliminar el exceso de 65Cu y de 68Zn, previamente añadidos 

al enzima Apo Cu,Zn-SOD para obtener el encima Cu,Zn-SOD enriquecido 

isotópicamente, se utilizó una membrana de diálisis de 3 mL con un corte de 

membrana de peso molecular de 5000 Da de Spectra/por® CE Float-A-Lyzer, 

Spectrum Europe B.V. (Breda, Netherlands). 
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C.1.5 Otra instrumentación utilizada 

 El ajuste de pH de las fases móviles empleadas en las separaciones 

cromatográficas se llevó a cabo con un pH metro modelo micropH2000 de 

Crisol Instruments S.A. (Barcelona, España).  

 Para las pesadas se utilizó una balanza de 0,01 mg modelo AE 163 de 

Mettler Cambridge, Productos Científicos (Cambridge, MA, EE.UU.). 

 Para la completa disolución de las soluciones (p.ej. las matrices utilizadas 

para MALDI) se utilizó un agitador magnético ó Vortex VelP de Scientifica 

(España).  

Para la infusión directa o dilución post-columna se utilizó una jeringa 

Hamilton de 1 mL modelo 1000 Series Gastight. 
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C.2 MATERIALES, REACTIVOS Y DISOLUCIONES  

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

1) Guantes de látex. 

2) Pipetas pasteur de 1,5 y 3 mL de Brand (Alemania) 

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

Eppendorf. 

4) Tips para micropipetas de Eppendorf. 

5) Tubos de centrífuga de polietileno de Brand.  

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 analítico. 

El ácido nítrico empleado para la limpieza del material de plástico, para 

la estabilización de las disoluciones metálicas ó para la realización de las 

digestiones ácidas en microondas, se purificó previamente mediante una 

destilación lenta “sub-boiling” a partir de ácido nítrico concentrado al 65% 

(p/v) de Merck. Así mismo, el peróxido de hidrógeno concentrado empleado 

en las digestiones de microondas también era de alta pureza (Suprapur®, 

Merck).  

 Los patrones de proteínas empleados de apotransferrina, 

inmunoglobulina G, albúmina, ceruloplasmina, α-lactoalbúmina, β-

lactoglobulina, citocromo c, ovalbúmnia, albúmina de suero bovino y 

superóxido dismutasa de suero humano y de suero bovino, se adquirieron en 

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). 

 Para la preparación de las fases móviles utilizadas en las separaciones 

cromatográficas (con la columna de intercambio aniónico) se empleó: Tris 

(hidroximetil) amino metano (TRIS) y acetato de amonio (NH4Ac TraceSelect) 

suministrados por Merck. El ajuste del pH de las fases móviles se realizó 
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empleando ácido acético (HAc) y NH3  Suprapur® de Merck. Las fases móviles 

fueron preparadas el mismo día de su utilización y desgasificadas mediante 

borboteo con helio (He) justo antes de su utilización. 

Las disoluciones de calibración de los elementos analizados (Cr, Co, Mo, 

Mn, Ti, Cu y Zn) y de los elementos utilizados como patrones internos (Ga e Y) 

fueron obtenidos de Merck. Las disoluciones fueron preparadas a partir de 

disoluciones de 1000 mg mL-1 de cada uno de los patrones individuales de 

calidad ICP con contenidos certificados de impurezas en medio ácido (en 

HNO3, excepto el Ti el cual estaba diluído en HF).  

Para el análisis por dilución isotópica se utilizaron los siguientes 

patrones enriquecidos: 

 Patrón de Cu enriquecido en el isótopo de m/z 65 (99,71% de 

abundancia en el isótopo 65Cu) y una concentración de 604,38 ppm. 

 Patrón de Zn enriquecido en el isótopo de m/z 68 (85,99% de 

abundancia en el isótopo 68Zn) y una concentración de 1009,78 ppm.  

 Patrón de Ti enriquecido en el isótopo de m/z 47 (80,71% de 

abundancia en el isótopo 47Ti) y una concentración de   4,18 ppm. 

Todos ellos obtenidos de Spectrascan, Teknolab A.S. (Dröbak, Norway). 

La concentración de estos patrones se determinó mediante dilución isotópica 

inversa, empleando los patrones de Cu, Zn y Ti con abundancias naturales. Las 

disoluciones fueron conservadas en nevera a 4ºC. A estas disoluciones antes de 

ser utilizadas se les realizó una dilución con agua de calidad Milli-Q y HNO3 al 

2%, con el fin de preservar los metales en disolución. 

 Para la optimización diaria de las condiciones  de operación y 

parámetros de adquisición del ICP-MS se utilizó una disolución de 10 ng g-1 de 

Li, Co, Y y Tl en HNO3 1% (p/p), preparadas a partir de patrones comerciales 

de 1000 mg L-1 de Merck. Para la optimización del HR-ICP-MS se utilizó una 

disolución de 10 ng g-1 de Li, Y y Tl.  
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 El gas Ar (99, 999% de pureza) utilizado como gas plasmógeno y el gas 

He (99, 999% de pureza) utilizado para presurizar la celda de colisión en el ICP-

MS (Thermo Fisher X SeriesII), fueron suministrados por la casa comercial Air 

Liquide (Madrid, España). 

 Para llevar a cabo el análisis por MALDI-TOF-MS se utilizaron las 

siguientes matrices: ácido sinapínico, 2,4,6-trihidroxiacetofenona y α-ciano-4-

hidroxicinámico (Sigma Aldrich). Todas estas disoluciones se prepararon en 

acetonitrilo de pureza HPLC (Merck) y ácido trifluroacético (TFA) de grado 

espectrofotométrico > 99% (Sigma-Aldrich).   

Para las digestiones enzimáticas, se empleó bicarbonato amónico, 

yodoacetamida (IAA), DL-ditiotreitol (DTT) y tripsina, todos estos reactivos 

eran de Sigma-Aldrich.  

Para la saturación de la transferrina con hierro se utilizaron disoluciones 

de cloruro de hierro (III) y bicarbonato de sodio de Merck. 

Se utilizó neuraminidasa procedente de Clostridium perfringens (N2876-

10U; grado proteómico, Sigma) para la ruptura secuencial de los ácidos siálicos. 

  Para realizar la limpieza de la columna se utilizaron disoluciones de 

cloruro de sodio, azida de sodio e hidróxido de sodio de Sigma y ácido 

clorhídrico de Merck. 
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C.3 MATERIALES DE REFERENCIA Y MUESTRAS 

C.3.1 Materiales de referencia 

 Para la validación de las metodologías analítica empleadas para la 

medida de los contenidos totales de los elementos de interés (Cr, Co, Mo, Mn y 

Ti) en sangre, suero y orina, se emplearon los siguientes materiales de 

referencia: SeronormTM Trace Element Whole Blood (Ref. 9067), SeronormTM 

Trace Element Urine  (Ref. 201205) y SeronormTM Trace Element Serum (Ref. 

201405), todos ellos del Nivel 1 de concentración de SeronormTM (Nycomed AS, 

Oslo, Noruega, Noruega). A este nivel de concentración los metales se 

encontraban en el mismo orden de concentración que en los individuos no 

expuestos, utilizados como controles.  

Para la validación de la metodología desarrollada par la cuantificación de 

Cu,Zn-SOD en eritrocitos humanos y bovinos, se emplearon estándares 

comerciales de este enzima extraído de eritrocitos humanos (S9636-3KU) y 

bovinos (S5395-15KU), respectivamente (Sigma Aldrich). 

C.3.2 Muestras 

Las muestras de sangre (tanto provistas como desprovistas de 

anticoagulante, con el fin de poder separar el suero) y orina, tanto de pacientes 

portadores de implantes, como de los individuos no expuestos (utilizados como 

controles), fueron proporcionadas por el Hospital Universitario Central de 

Asturias (Oviedo, Asturias, España), con el “consentimiento informado” de todas 

las personas involucradas y con la aprobación del estudio por el “Comité de 

Ética Local”.  

 

 

 

 



C. EXPERIMENTAL 
 
 
 

118 

 

C.4 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES 

En este apartado se detallan los procedimientos experimentales más 

relevantes y aquellos que no han sido suficientemente detallados en los 

diferentes artículos publicados durante el transcurso de la presente Tesis 

Doctoral. 

 C.4.1 Protocolos de limpieza 

Con el fin de evitar posibles contaminaciones (problema bien conocido y 

de gran trascendencia en el análisis de trazas metálicas), los recipientes de 

plástico utilizados durante la presente Tesis Doctoral fueron sometidos a una 

etapa de limpieza. Esta etapa de limpieza consistió en llenar los recipientes con 

una disolución de HNO3 de calidad “sub-boiling” al 10%, al menos durante 48h. 

A continuación, se lavaron varias veces con agua destilada de calidad Milli-Q y 

se secaron en la estufa previamente a su uso. Dicho protocolo también se llevó a 

acabo para la limpieza de los recipientes empleados en la recogida de las 

muestras de orina. 

C.4.2 Obtención y tratamiento de las muestras biológicas (orina, sangre 

y suero) 

Todas las muestras fueron recogidas, almacenadas y tratadas siguiendo un 

estricto protocolo con el fin de evitar la contaminación metálica.  

A) Muestras de orina: en el caso de las muestras de orina y siguiendo el 

protocolo puesto a punto en nuestro grupo de investigación [2] siempre se 

recogió la primera orina de la mañana, con el fin de que los analitos estuviesen lo 

más concentrados posibles. Las muestras fueron recogidas en botes de polietileno 

de baja densidad (LPDE) de 50 mL, previamente descontaminados en nuestro 

laboratorio (siguiendo el protocolo detallado en el apartado anterior de la 

presente Tesis Doctoral).  

Teniendo en cuenta que la orina poseen un alto contenido salino y de 

materia orgánica que pueden producir importantes interferencias, tanto 
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espectrales como de matriz, así como obturaciones en el nebulizador, en el canal 

central de la antorcha ó en los conos de la interfase, se evaluó el mejor 

tratamiento de muestra con el fin de poder determinar la concentración total de 

los metales de interés (Cr, Co, Mo, Mn y Ti) en dichas muestras de orina humana 

mediante ICP-MS. Para ello, una vez que las muestras estaban en el laboratorio 

se filtraron (filtros de 0,2 µm), para eliminar la materia orgánica en suspensión. A 

continuación, se les añadió la cantidad necesaria de HNO3 concentrado de 

calidad “sub-boiling”, con el fin de tener una concentración final del 1% (v/v) y 

así evitar el crecimiento bacteriano y las adsorciones de los metales sobre las 

paredes de los botes y por tanto, permitiendo mantener dichos metales en 

disolución de forma estable. Finalmente, las muestras acidificadas se agitaron 

vigorosamente y se guardaron en el congelador hasta su análisis.  

El día del análisis, se les realizó una dilución 1:10 con agua de calidad 

Milli-Q, con el fin de minimizar las interferencias de matriz y se les adicionaron 

los patrones internos (Ga e Y) en una concentración final de 1 ppb. 

B) Muestras de sangre: la recogida de las muestras de sangre se llevó a 

cabo en tubos especialmente preparados para el análisis de trazas y ultratrazas 

metálicas (Vacuette, Greiner Bio-one, Madrid, España), acondicionados con 

heparina de litio como anticoagulante. Previamente a la toma de muestra, 

mediante venipuntura, se acondicionó la piel del paciente, limpiándola con  agua 

de calidad Milli-Q y a continuación con etanol de alta pureza, dejándola secar al 

aire (sin emplear gasas ó algodón). Además, para evitar todo tipo de 

contaminación y dado que las agujas de las jeringuillas están normalmente 

compuestas de aleaciones de Al, Co, Cr, Mn, Mo, Ni o V, se utilizaron agujas 

insertadas en cánulas de teflón. De manera que, con la aguja metálica se 

atravesaba la piel del paciente hasta llegar a la vena y, a continuación, se retiraba 

la aguja con lo que la sangre se extraía únicamente a través de la cánula de teflón. 

Aún así, la sangre extraída de cada paciente (10 mL) se dividía en dos tubos 

vacuette, los 5 mL de sangre del primer tubo se utilizó para realizar las 
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optimizaciones de la metodología y los 5 mL de sangre del segundo tubo era la 

que se utilizaban para llevar a cabo los análisis finales.  

Las muestras de sangre, debido a su complejidad, requieren ser sometidas 

a digestión ácida en un horno de microondas antes de proceder a su análisis 

mediante ICP-MS. Para ello se introdujo aproximadamente 1 mg de sangre en 

cada bomba de teflón, se adicionaron 6 mL de ácido nítrico “sub-boiling” 

(diluído 1:3 con agua Milli-Q) y 1mL de peróxido de hidrógeno. Una vez 

adicionada la mezcla, las bombas se cerraron e introdujeron en el horno 

microondas sometiéndolas al programa de temperaturas optimizado que aparece 

detallado en la C.III.  

Tabla C.III. Programa de microondas utilizado para la digestión de las muestras de 
sangre 

 

Tiempo (min) Temperatura (ºC) Potencia (W) 

3 

10 

18 

95 

160 

185 

900 

900 

900 

A continuación, la muestra se diluyó con el fin de eliminar o al menos 

minimizar al máximo las interferencias de matriz, por lo que se estudió la 

dilución más adecuada sin que ello supusiese una pérdida excesiva de la 

sensibilidad. La dilución resultó ser 1:20, con agua Milli-Q. De este modo, una 

vez que las muestras de sangre estuvieron digeridas se extrajeron de las bombas, 

se les adicionaron los patrones internos (1 ppb de Ga e Y), para corregir la deriva 

instrumental, se diluyeron 1:20 como agua Milli-Q y se reservaron en el 

congelador hasta la medida. Se realizaron 3 réplicas de cada muestra y se obtuvo 

un blanco en cada ataque de microondas.  
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 C) Muestras de suero: finalmente, para la obtención de las muestras de 

suero se procedió del mismo modo que para la obtención de las muestras de 

sangre, pero en este caso, se utilizaron tubos de polietileno de baja densidad 

(Vacuette) desprovistos de anticoagulante. Una vez que las muestras de sangre 

estaban en laboratorio (el mismo día de su recogida), se sometieron a una 

centrifugación a 3000g durante 20 min, que permitió separar el suero de los 

eritrocitos o glóbulos rojos. Para la cuantificación total de Ti en el suero mediante 

dilución isotópica, se tomaron 0,6 mL de cada muestra de suero, a continuación 

se le adicionó la cantidad adecuada de una disolución enriquecida 

isotópicamente en el isótopo 47Ti y, finalmente, se diluyeron hasta un volumen 

de 3mL (procedimiento que se detallará más adelante).  Con el fin de llevar a 

cabo la especiación metálica en muestras de suero humano, éste se diluyó 1:1 con 

Fase móvil A (50 mM Tris-hidroximetilaminometano a pH 7,4), previamente a su 

inyección en el sistema cromatográfico. Para la cuantificación de Ti en el material 

de referencia certificado por SERONORM, así como en aquellos pacientes que 

poseían una baja concentración de este metal en suero (< 2 ng g-1), la muestra se 

preconcentró mediante el uso de filtros de membrana con un tamaño de corte de 

30 KDa.  

C.4.3 Tratamiento de las muestras de sangre para la extracción de la 

enzima Cu,Zn-superóxido dismutasa (Cu,Zn-SOD) 

En la presente Tesis Doctoral se desarrolló una metodología para la 

extracción de la enzima Cu,Zn-SOD de los glóbulos rojos o eritrocitos. De este 

modo, las muestras de sangre se trataron para separar los glóbulos rojos 

mediante una centrifugación a 3000g durante 20 min a 4ºC. A continuación, se 

descartó el suero y los glóbulos rojos fueron hemolizados mediante adición de 

agua fria (a 4ºC) de calidad Milli-Q (4,5 mL de agua por 0,5 g de de glóbulos 

rojos) y agitación continua durante 3 minutos a temperatura ambiente, 

utilizando un vortex. Una vez hemolizados los glóbulos rojos, se procedió a la 

precipitación de la hemoglobina. Éste es un paso muy importante ya que la 
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hemoglobina es la proteína más abundante en la sangre, para ello se adicionó 

una mezcla de etanol y cloroformo en relación de volumen (2:1) (3,75 mL totales 

por 0,5 g de glóbulos rojos). Tras la adición de esta mezcla se agitó 

vigorosamente durante 5 minutos y la mezcla se centrifugó a 10.000 g durante 1 

h a 4ºC. El sobrenadante se dividió en dos alícuotas, a una de ellas se le midió la 

actividad enzimática directamente y la otra se hizo pasar por un filtro de 

membrana con un tamaño de corte de 10 KDa, para la eliminación de sales y 

para su preconcentración hasta un volumen aproximado de 150 μL, antes de 

proceder a su análisis por HPLC-UV y HPLC-ICP-MS. 

C.4.4 Medida de la actividad de la enzima Cu,Zn-SOD mediante el 

ensayo del pirogalol 

La actividad de la enzima Cu,Zn-SOD fue determinada por el método de 

la autooxidación del pirogalol [3]. Dicho método está basado en la generación 

del radical superóxido (a una velocidad controlada constante) por el reactivo 

pirogalol al mismo tiempo que éste se autooxida (a un pH aproximado de 8,2), 

generando un producto amarillento que absorbe a 420 nm. En presencia del 

enzima SOD, éste compite con el pirogalol por el radical superóxido, 

produciendo la inhibición del nivel de autooxidación del pirogalol y por tanto 

del producto final coloreado, que se mide espectrofotométricamente.  

  En este método, una unidad de actividad de SOD es definida como 

aquella capaz de producir un 50% de inhibición. En el caso del estándar  

comercial se tomó una alícuota del mismo y en el caso de las muestras reales de 

sangre se tomó una alícuota tras realizarle el protocolo para extraer el enzima 

de los eritrocitos y posterior precipitación de la hemoglobina. A continuación, 

se llevaron a un volumen final de 1,9 mL con una disolución reguladora de 

Tris/HCl, pH 8,20 (la cual contenía ácido dietilentriamina pentaacético (DTPA, 

1mM), para eliminar iones de Cu que pudiesen estar libres) y justo antes de la 

medida espectrofotométrica a cada una de las muestras se les añadió un 

volumen fijo de 100 μL de pirogalol 5 mM (previamente preparado en HCl 10 
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mM), se agitaron y se esperó unos 40 s antes de la medida de la absorbancia. 

Finalmente, la absorbancia se midió durante 4 minutos a temperatura ambiente. 

En la Figura C.5 se muestran las gráficas obtenidas al representar la absorbancia 

frente al tiempo (A), para una serie de estándares de actividad creciente, 

expresado en U mL-1 (B), mediante este ensayo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.5. Representación de la Absorbancia frente al tiempo (A) para una serie de 
estándares de actividad creciente (B), obtenidos mediante el ensayo del Pirogalol 

Gracias a esta representación (absorbancia frente a tiempo) es fácil 

observar cómo a medida que aumenta la cantidad de enzima (actividad) en los 

distintos estándares disminuye la absorbancia, de este modo el blanco (traza 

azul) será el que mayor absorbancia produce y a partir de él ésta irá 

disminuyendo al aumentar la actividad del enzima (traza roja, naranja, verde, 

etc.). 

 A continuación, se representó la absorbancia/tiempo (es decir, la 

pendiente de cada una de las rectas anteriores) frente a la actividad teórica de 

cada estándar (información del fabricante) obteniendo la gráfica que se muestra 

en la Figura C.6. 

Actividad
(U mL-1)

0

0,02

0,04

0,06

0,08
0,1

0,12

0,14

0,16

0,18

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Tiempo (min)

A
b

s

blanco std1 std2 std3 std4 std5

std6 std7 std8 std9
Blanco 0

std 1 0.5

std 2 1

std 3 1.5

std 4 2

std 5 4

std 6 6

std 7 8

std 8 10

std 9 15

Blanco 0

std 1 0.5

std 2 1

std 3 1.5

std 4 2

std 5 4

std 6 6

std 7 8

std 8 10

std 9 15

420 nm

(B) (A) 
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Figura C.6. Representación de la Abs min-1 frente a la actividad teórica (U mL-1) para 
varias diluciones de un estándar de Cu,Zn-SOD 

Es fácil observar cómo a partir de 2 U mL-1 del enzima se produce su 

saturación con lo cual podremos ajustarlo a una recta si representamos sólo 

hasta este valor de actividad (Figura C.7). 

 

 

 

 

 

Figura C.7. Representación del rango lineal de la Abs min-1 frente a la actividad teórica 
(U mL-1) para varias diluciones de un estándar de Cu,Zn-SOD 

Teniendo en cuenta que el porcentaje de inhibición viene dado por la 

ecuación siguiente: 

 

1 

 

 

Se puede representar el porcentaje de inhibición frente a actividad según 
se muestra en la Figura C.8. 
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Figura C.8. Representación del % de Inhibición de la autoxidación del pirogalol frente a 
la actividad teórica (U mL-1) para varias diluciones de un estándar de Cu,Zn-SOD 

 

C.4.5  Evaluación de la recuperación del Cu y Zn asociados al enzima 

Cu,Zn-SOD de la columna cromatográfica de intercambio aniónico 

Con el fin de evaluar la recuperación del enzima Cu,Zn-SOD de la 

columna cromatográfica de intercambio aniónico (Mono Q), se midieron las 

concentraciones de estos elementos (Cu y Zn), mediante ICP-MS, en un 

estándar bovino de Cu,Zn-SOD antes y después de su inyección en la columna 

cromatográfica. Una vez recogido el eluyente después de la separación 

cromatográfica se añadieron los patrones internos Ga e Y y se llevó a cabo la 

cuantificación mediante ICP-MS a través de calibrado externo de Cu y Zn. Los 

cálculos pertinentes proporcionaron unas recuperaciones para el Cu de 103 ± 

2% y para el Zn de 70 ± 3%.  

Teniendo en cuenta este hecho y también que el Cu es el centro catalítico 

del enzima (sin el cual éste pierde su actividad), para la cuantificación del 

Cu,Zn-SOD mediante dilución isotópica sólo se tuvo en cuenta este metal, 

aunque el Zn siempre se monitorizó para confirmar la identidad de la especie. 

La labilidad del Zn ya había sido estudiada previamente [4] observando que 

bajo condiciones ligeramente ácidas (pH=4) el primer metal en liberarse del 

enzima Cu,Zn-SOD era precisamente el Zn. 
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C.4.6 Obtención de la enzima Cu,Zn-superóxido dismutasa 

isotópicamente enriquecida 

Para llevar a cabo la dilución isotópica específica fue necesario sintetizar  

la enzima Cu,Zn-SOD isotópicamente enriquecida, debido a que no existe de 

forma comercial. Para ello, se tomaron como base los trabajos llevados a cabo 

por C. Dietrich  y col. [5] y Y. Yamazaki y col [4].  

Experimentalmente se trató 1 mg tanto del patrón de Cu,Zn-SOD 

extraído de eritrocitos bovinos como de humanos y se disolvió en 1 mL de 10 

mM de acetato de amonio (pH 6,3). A continuación, se transfirió a una 

membrana de diálisis de 3 mL con un corte de membrana de peso molecular de 

5000 Da. La disolución de la enzima se dializó frente a un buffer de acetato de 

amonio 20 mM pH 6,3 durante 1h a temperatura ambiente, con el fin de 

eliminar impurezas de bajo peso molecular y así obtener una solución más 

pura.  

Para la obtención de la apo-enzima, la disolución se dializó frente a 20 

mL de acetato de amonio 20 mM pH 3,1 conteniendo 5 mM EDTA durante 2h. 

A continuación, el buffer de diálisis se reemplazó por otro buffer de acetato de 

amonio 20 mM pH 6,8 durante 1h, obteniendo de este modo la apo-enzima 

(enzima desprovisto de metales). A continuación, la estructura de la apo-

enzima se confirmó mediante MALDI-TOF-MS según las condiciones que se 

mostrarán a continuación.  

Finalmente, la enzima apo-SOD fue remetalada con Cu y Zn 

isotópicamente enriquecidos en los isótopos 65Cu y 68Zn. Para la correcta 

incorporación de estos metales las disoluciones de 65Cu y 68Zn fueron añadidas 

secuencialmente a diferentes pH según el trabajo de C. Dietrich [5]. En primer 

lugar, se procedió a la incorporación del 68Zn,  para ello se añadieron 100 µL de 

una disolución de 1009,8 µg mL-1 a pH 8,2 y se dejó incubando a 37ºC durante 

4h. A continuación, se añadieron 250 µL de una disolución de 65Cu de 604,4  µg 

mL-1 a pH 8,2 y fue incubada a 37ºC durante toda la noche. Con el fin de 
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eliminar el exceso de 65Cu y 68Zn que no se hubiese enlazado, la enzima re-

metalada se pasó a través de un filtro de membrana de 10 KDa de corte y 

lavada varias veces con agua Milli-Q. La estructura de la enzima 65Cu, 68Zn-

SOD isotópicamente enriquecida fue confirmada mediante MALDI-TOF 

(proteína intacta y a través de sus péptidos una vez realizada la digestión 

tríptica) como se muestra a continuación. 

C.4.7 Tratamiento de las muestras para su análisis mediante MALDI-

TOF-MS 

Para la confirmación de la identidad de las proteínas que transportan los 

principales metales liberados de los implantes, así como de la enzima Cu,Zn-

SOD, en el pico cromatográfico en el que co-eluyen el Cu y el Zn, se utilizó el 

MALDI-TOF-MS. La identificación mediante MALDI se puede llevar a cabo a 

través de la identificación de la proteína intacta o a través de sus péptidos una 

vez digerida ésta (mapeo peptídico).  

 Para las proteínas intactas, las fracciones cromatográficas 

correspondientes a las especies de interés se ultrafiltraron mediante el uso de 

filtros de membrana con un tamaño de corte de peso molecular de 10 KDa 

(Centricon YM-10) debido a la facilidad de uso y porque permite desalinizar y 

preconcentrar hasta volúmenes de 25 μl.  

Para llevar a cabo el análisis de proteínas mediante mapeo peptídico 

utilizando MALDI-TOF-MS se necesita llevar a cabo una digestión tríptica previa 

de dichas proteínas. Para ello, se procedió como se explica a continuación: a 50 

µL de muestra se le añadieron 50 µL de urea (12 M  en 0,1 M de Tris-HCL) y 5 

µL de ditiotreitol (DTT, 0,2 M) con el fin de reducir las uniones disulfuro. A 

continuación, la mezcla fue cenrifugada durante 1 min a 700 g y se mantuvo 1h 

a Tª ambiente. Una vez transcurrido este tiempo, se añadieron 20 µL de 

yodoacetamida (IAA, 0,2 M) con el fin de proteger los grupos SH y la mezcla se 

dejó reaccionar una hora a temperatura ambiente. Finalmente, se añadieron  20 

µL más de DTT con el objetivo de consumir el exceso de IAA y tras una hora se 
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añadieron 775 μL de agua de calidad Milli-Q y 100 μL de tripsina. Toda la 

mezcla se introdujo en un baño a 37 ºC durante 15h. Transcurrido este tiempo, 

se paró la reacción ajustando el pH con ácido acético a un pH aproximado de 6. 

Finalmente, los péptidos obtenidos mediante este procedimiento fueron 

purificados utilizando cartuchos de fase reversa Zip-Tip C18.  

Para ello se debe seguir el protocolo que se indica a continuación: 

1. Acondicionamiento de los Zip-Tip C18 aspirando en primer lugar 

acetonitrilo (ACN) al 50% y posteriormente ácido trifluroacético 

(TFA) al 0,1%. 

2. Aspiración de la muestra. Para ello, se transfieren 10 μL de la muestra 

de péptidos a un eppendorf al cual se había adicionado previamente 

con 1 μL de TFA al 1% y se aspira con el Zip-Tip durante varias veces 

(cogiendo y depositando en el propio eppendorf evitando la entrada 

de aire).  

3. Lavado de la muestra mediante aspiración de 10 μL de TFA al 0,1% y 

descarte. 

4. Elución de los péptidos. Para ello, se adicionan 5 μL de ACN al 50% a 

un eppendorf y se aspiran y eluyen  en el propio eppendorf varias 

veces.  

El análisis, tanto de las proteínas intactas, como de sus péptidos, se 

realizó con un MALDI-TOF-MS, trabajando en todos los casos en modo 

positivo. Las muestras se depositaron en una placa de acero inoxidable 

recubierta de teflón (Voyager 96 x 2 Sample Plate P/N V700813), utilizando la 

técnica de cristalización de gota secada al aire que consta de dos pasos: en 

primer lugar se deposita en el pocillo de la placa 0,5 μL de la muestra 

desalinizada y preconcentrada y sobre ella la misma cantidad de la disolución 

de la matriz.  
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C.4.8 Saturación de la transferrina con hierro 

 Para separar las sialoformas de la transferrina (Tf) de suero humano 

mediante cromatografía de intercambio aniónico es preciso llevar a cabo la 

saturación con Fe de la proteína puesto que el punto isoeléctrico de dichas 

especies depende tanto del contenido en ácidos siálicos, como del contenido en 

Fe.  

 En el caso del tratamiento para el patrón de Tf, se disolvieron 3 mg del 

estándar de apo-transferrina (Tf libre de Fe) en 1 mL de agua Milli-Q. La 

solución se agitó en Vortex hasta completa disolución. A continuación, se 

añadieron 25 µL de una disolución de 500 mM de bicarbonato sódico, como 

anión sinérgico, y 25 µL de una disolución 10 mM de FeCl3. Esta concentración 

proporciona un exceso de Fe respecto a la concentración de Tf de 

aproximadamente siete veces (hay que considerar que aunque la estequiometría 

del complejo Fe:Tf en condiciones de saturación es de 2:1, el exceso de Fe es 

necesario para forzar el equilibrio).  La mezcla se incubó 15h a Tª ambiente. 

También se llevó a cabo una semi-saturación de la transferrina siguiendo el 

mismo protocolo anterior y únicamente modificando la cantidad de FeCl3 

añadida (29 µL de una disolución de 2,5 mM de FeCl3 lo que proporciona un 

exceso de Fe de 1,8 veces la concentración de Tf, es decir inferior a las 

condiciones de saturación). En el caso de la saturación de las muestras de suero 

humano, se tomaron 500 µL de suero y se diluyeron 1+1 con una disolución 

reguladora de Tris-HAc 25mM a pH 7,4 antes de la adición de Fe de forma 

análoga al estándar. 

Una vez realizada la saturación y semisaturación con Fe, las muestras y 

los estándares se filtraron mediante filtros de 0,22  µm, previamente a su 

inyección en el sistema cromatográfico.  
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C.4.9 Tratamiento enzimático de la transferrina con neuraminidasa 

 Para eliminar los ácidos siálicos presentes en la cadena de carbohidratos de la 

Tf, se procedió al tratamiento tanto del estándar de la proteína, como de un suero 

(tanto de un paciente como de un control), con una enzima denominada sialidasa (o 

neuraminidasa). La neuraminidasa es un enzima capaz de eliminar de forma gradual 

los ácidos siálicos de la glicoproteína hasta la aparición de la asialoproteína, 

permaneciendo el resto de las cadenas de azúcares unidas a la proteína. Para ello, 3 

mg del patrón de Tf y 500 µL de suero (tanto de un  paciente como de un control) se 

disolvieron en 3 mL y 500 µL, respectivamente, de una disolución de acetato de sodio 

0,1M a pH 5,0 y en ambos casos se les añadió el volumen necesario del enzima para 

tener una actividad en disolución de 0,1 U de neuraminidasa. La mezcla se dejó 

reaccionar durante 24h a 37ºC. Transcurrido este tiempo, cada una de estas mezclas 

se dializaron frente a agua de calidad Milli-Q durante 2h para obtener, finalmente, 

las formas asialo de la Tf. El patrón de apo Tf asialo se dividió en tres alícuotas (de 1 

mL cada una). A la primera no se le añadió Fe y las otras dos alícuotas se trataron 

como se describió en la sección anterior, con el fin de llevar a cabo la saturación y la 

semi-saturación del patrón apo-Tf asialo con Fe. A la muestra de suero control asialo, 

teniendo en cuenta que ya se encuentra naturalmente semi-saturado con Fe (pues la 

concentración de Fe en el suero es inferior a la concentración de la Tf) se le realizó el 

procedimiento anterior con el fin de obtener el suero control asialo saturado en Fe. 

C.4.10 Estudio de la posible hipersensibilidad asociada a los metales 

liberados por los implantes metálicos mediante el test MELISA 

 Aunque estos análisis se realizaron en el Instituto Sabater (Barcelona) 

que posee la única licencia en España para realizar este ensayo específico, se 

describirá brevemente en que consiste. El ensayo MELISA acrónimo de 

“Memory Limphocyte Immuno-Stimulation Assay” es un ensayo que estudia la 

hipersensibilidad a metales. Muestras de sangre periférica anti-coagulada se 

recogieron en tubos vacutainer libres de metales con citrato como 

anticoagulante. Las muestras se lavan dos veces con medio RPMI-1640 que 
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contiene Hepes, 8 mg L-1 de gentamicina y 6,25 mM de L-Glutamina. Las células 

mononucleares se separan por centrifugación durante 30 minutos a 600 g. A 

continuación, las células se resuspenden en el mismo medio conteniendo 20% 

de suero humano inactivado y se incuban durante 30 minutos a 37ºC en 

atmósfera de 5% de CO2. Este procedimiento produce la eliminación parcial de 

los monocitos presentes en la suspensión de linfocitos. Las células son 

resuspendidas en un medio que contiene glutamina y 10% de suero humano 

inactivado hasta una concentración final aproximada de 1x106 células ml-1. Un 

mL de la suspensión se añade a cada pocillo de placas de cultivo (48 pocillos) 

pre-recubiertas con las sales de los metales de interés en el estudio. Las 

disoluciones de los metales (Cr, Co, Mn y Ti) se prepararon por dilución de las 

sales sólidas en agua desionizada y filtrada a través de un filtro estéril. Tres 

pocillos sin metal son utilizados como controles negativos. Se utiliza como 

control positivo 1 mL de la suspensión de linfocitos al que se le ha añadido el 

mitógeno Poke Weed (Sigma-Aldrich).  

 Después de cinco días de incubación a 37ºC y 100% de humedad, 600 µl 

de la suspensión celular de cada pocillo se transfiere a una nueva placa de 

cultivo y se le añaden 111 kBq de metil-3H-timidina. Tras cuatro horas de 

incubación se recogen las células y la radiactividad incorporada en el DNA de 

las mismas se mide, con un contador de centelleo.  

 La estimulación de los linfocitos en los cultivos que contienen metal se 

expresa como índice de estimulación (SI): 

 

 

 

 Donde: cpm son cuentas por minuto y  cpm es la media de las cuentas 

por minuto. 

SI = 
cpm (en cultivos experimentales)

cpm (en cultivos control)
SI = 

cpm (en cultivos experimentales)

cpm (en cultivos control)cpm (en cultivos control)
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 De este modo:  

» valores de SI < 2 indicaría una respuesta negativa.  

» valores de SI entre 2 y 3 indicaría una posible 

sensibilización a metales.  

» Valores de SI > 3 indicaría una respuesta positiva.

  

 Puesto que el índice de estimulación (SI) es altamente dependiente de los 

valores controles, a veces la estimulación de los linfocitos también puede 

expresarse como delta cpm (cpm). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δcpm cpm (en cultivos experimentales) cpm (en cultivos control)-=Δcpm cpm (en cultivos experimentales) cpm (en cultivos control)-=
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 C.5 METODOLOGÍAS DE CÁLCULO 

 En este apartado se detallan las metodologías de cálculo llevadas a cabo 

en la presente Tesis Doctoral.  

C.5.1 Medida de las relaciones isotópicas: cálculo del factor de 

discriminación de masas y tiempo muerto del detector en el ICP-MS 

Las medidas de relaciones isotópicas están sujetas a una serie de errores 

sistemáticos que deben conocerse y tenerse en cuenta, como son las 

interferencias espectrales (previamente comentadas), el tiempo muerto del 

detector y la discriminación de masas. 

 Tiempo muerto del detector 

Se podría definir como el tiempo que necesita el detector de ICP-MS para 

contabilizar la llegada de dos iones como dos eventos diferentes. Los equipos 

de ICP-MS convencionales poseen un sistema de detección que incluye una 

electrónica de conteo, por tanto las señales se registran como número de pulsos 

por unidad de tiempo. Cuando la velocidad de conteo es muy elevada (> 106 

cuentas por segundo) es cuando el efecto del tiempo muerto del detector 

adquiere real importancia ya que se estarán registrando menos iones de los que 

están llegando al detector.  Dado que la pérdida de cuentas es función del 

número de iones que llegan al detector por unidad de tiempo, cuando se mide 

una relación isotópica distinta  a la unidad, la pérdida de cuentas para los dos 

isótopos será de distinta magnitud y, por tanto, la relación isotópica medida 

será diferente a la real. Por tanto este parámetro debe ser  evaluado para 

corregir las relaciones isotópicas. Una vez conocido el tiempo muerto del 

detector (T) las intensidades se pueden corregir utilizando la ecuación siguiente 

(Ecuación C.1): 

   Ecuación C.1 Tcorregida=
Imedida

1- Imedida T
Tcorregida=

Imedida

1- Imedida T
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 El método más habitual para calcular el tiempo muerto del detector es la 

medida de las relaciones isotópicas de un elemento a diferentes concentraciones 

[6].  Los valores de este parámetro obtenidos para los distintos ICP-MS 

empleados en la presente Tesis Doctoral oscilaron entre 15 y 60 ns. 

 Discriminación de masas 

Consiste en una transmisión preferencial de los iones más pesados frente 

los más ligeros, tanto a través de la interfase de extracción como de las lentes 

iónicas (efecto espacio-carga) del espectrómetro de masas. Por lo tanto, una 

relación isotópica medida experimentalmente Rm llevará asociada un error 

respecto a la relación isotópica real o teórica que será proporcional a la 

diferencia de masa entre los dos isótopos medidos. 

 En la medida de las relaciones isotópicas mediante ICP-MS, este efecto se 

puede corregir utilizando un estándar de composición conocida o certificada 

(material de referencia isotópico) [7] y cuando no se dispone de un estándar 

isotópico del elemento a analizar, el cálculo de este factor se puede realizar 

utilizando otro elemento de m/z similar [8]. En ambos casos esta corrección 

implica el cálculo del llamado factor de discriminación de masas (K) utilizando 

la ecuación matemática adecuada. Estas ecuaciones pueden ser lineales 

(Ecuación C.2), potenciales (Ecuación C.3) o exponenciales (Ecuación C.4) como 

se muestra a continuación: 

Ecuación C.2                                               Ecuación C.3 

 

          Ecuación C.4 

 

 En las tres ecuaciones, R es la relación isotópica, K es el factor de 

discriminación de masas y ΔM es la diferencia de masa entre los isótopos. 

Rcorregida=
Rmedida

1+KΔM
Rcorregida=

Rmedida

1+KΔM

Rcorregida=
Rmedida

(1+K) ΔM

Rcorregida=
Rmedida

(1+K) ΔM

Rcorregida=
Rmedida

e (K ΔM)

Rcorregida=
Rmedida

e (K ΔM)
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 En la presente Tesis Doctoral se utilizó el modelo exponencial para la 

corrección del factor de discriminación de masas, el cual se evaluaba 

diariamente, al principio y final de las medidas. De forma experimental, se 

midió una disolución del elemento a analizar (Cu o Ti en cada caso) de 100 ng g-

1 con abundancias isotópicas naturales. Una vez medidos, a partir de las 

intensidades medidas experimentalmente (una vez corregidas con el tiempo 

muerto del detector y un blanco) se calcularon las relaciones isotópicas (Rmedidas) 

que  se compararon con las relaciones isotópicas teóricas (Rcorregida), 

obteniéndose así el valor del factor de discriminación de masas. Una vez 

obtenido el valor se empleó en la corrección de todas las medidas reales de 

relaciones isotópicas. El factor de discriminación de masas, observado en la 

medida de Cu utilizando el modelo exponencial, era de -0.04 en el ICP-ORS-MS. 

En el caso del HR-ICP-MS el factor de discriminación de masas obtenido era tan 

pequeño que no alteraba en absoluto los resultados. 

C.5.2 Determinación de la concentración total de Cr, Co, Mo, Mn y Ti 

en muestras de sangre y orina mediante calibración externa utilizando el HR-

ICP-MS 

 La cuantificación de los contenidos metálicos totales de Cr, Co, Mo, Mn y 

Ti en las muestras de sangre y orina se realizó mediante calibración externa. 

Para ello, se construyeron rectas de calibrado con patrones acuosos de los 

elementos correspondientes, a los cuales se les adicionaron los mismos patrones 

internos adicionados a las muestras (Ga e Y). Cada calibrado constó de 9 puntos 

de concentración variable en función de la muestras a analizar y de las 

concentraciones esperadas. Con el fin de garantizar la inexistencia de efectos de 

memoria, así como posibles derivas de señal se midió un blanco tras cada 

muestra medida (HNO3 al 2% mas adición de los patrones internos). Los 

coeficientes de correlación (R2) obtenidos para los elementos objeto de estudio, 

una vez corregida la señal con el patrón interno más adecuado en cada caso, 

oscilaron entre 0,9997 y 1. 
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C.5.3 Determinación de la concentración total de Ti en suero humano 

mediante dilución isotópica 

El análisis por dilución isotópica (IDA) es una metodología analítica de 

cuantificación basada en la medida de las abundancias isotópicas de un 

elemento en una muestra, en la cual dichas abundancias han sido previamente 

alteradas mediante la adición de una cantidad conocida de la disolución 

isotópicamente enriquecida en un determinado isótopo (trazador o spike). El 

elemento a analizar debe tener al menos dos isótopos estables o radiactivos de 

vida media larga que se puedan medir sin interferencias espectrales mediante 

MS. 

La ecuación de la dilución isotópica empleada para obtener la 

concentración se muestra a continuación (Ecuación C.5): 

      Ecuación C.5 

 

Particularmente, en el caso del Ti cada uno de los parámetros de la 

ecuación son los que se muestran a continuación: 

 Cs y Csp son las concentraciones del Ti en la muestra y en el trazador, 

respectivamente.  

 ms y msp son las masas tomadas de la muestra y del trazador, 

respectivamente.  

 Ms y   Msp  son los pesos atómicos del Ti en la muestra y en el 

trazador, respectivamente.  

 Aspb es la abundancia isotópica del isótopo 47 en el trazador y Asa es 

la abundancia isotópica del isótopo 49 en la muestra. 

 Rsp es la  relación isotópica 49Ti/47Ti en el trazador (conocidas 

mediante la caracterización previa del trazador). 

 Rs es la  relación isotópica 47Ti/49Ti obtenida en la muestra. 

1-Rm Rs

Rm -Rsp

Aa
s

Ab
sp

Msp

Ms

ms

msp
CspCs =

1-Rm Rs

Rm -Rsp

Aa
s

Ab
sp

Msp

Ms

ms

msp
CspCs =



C. EXPERIMENTAL 
 

 
 

 137

 Rm es la  relación isotópica obtenida al dividir la señal obtenida para 

el isótopo 49 entre la señal obtenida para el isótopo 47 (49Ti/47Ti) en la 

mezcla de la muestra y el trazador. 

Como se puede observar todos los parámetros de esta ecuación son 

conocidos o medibles, por lo que la concentración del elemento en la muestra 

(Cs) se calcula simplemente a partir de la medida de la relación isotópica Rm 

mediante espectrometría de masas. 

El primer paso para poder aplicar esta estrategia de cuantificación 

consiste en la caracterización de la disolución del trazador empleado. Con el fin 

de llevar a cabo la caracterización de la disolución enriquecida en el isótopo 47 

del Ti (47Ti) han de medirse tanto las abundancias de todos los isótopos de Ti en 

dicha disolución mediante ICP-MS, como la concentración exacta de Ti en la 

misma. Para ello, se empleó la dilución isotópica inversa (se denomina inversa 

porque la concentración desconocida era Csp y no Cs como es habitual), para 

ello, a cierta cantidad del patrón enriquecido se le añadió una cantidad, 

conocida, del patrón natural certificado de Ti (Merck) y esta mezcla se introdujo 

en el ICP-MS, por nebulización convencional. Todas las disoluciones se 

prepararon en Agua Milli-Q con un 2% de ácido nítrico.  

La determinación de la concentración total de Ti en suero se llevó a cabo 

mediante análisis de dilución isotópica. Para ello, a una alícuota del suero (600 

μL), tanto de los pacientes portadores de implantes, como de las personas no 

expuestas (no portadoras de implantes) utilizados como controles, se les adicionó 

el trazador (30 μL de una disolución de 47Ti de, aproximadamente, 10 μg L-1 

previamente caracterizado) y se diluyó  hasta 3 mL con agua Milli-Q. Dicha 

mezcla se homogeneizó perfectamente con la intención de alcanzar el equilibrio 

isotópico previo a su análisis.  

En la Tabla C.IV se recogen las abundancias isotópicas y la concentración 

del patrón enriquecido en el isótopo 47 del Ti (47Ti), caracterizado mediante HR-

ICP-MS (Thermo Fisher Element 2). 
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Tabla C.IV. Abundancias isotópicas y concentraciones del Ti enriquecido 
isotópicamente, obtenido mediante dilución isotópica inversa 

 

 46Ti 47Ti 48Ti 49Ti 50Ti 

Ti natural (IUPAC) 

Abundancias Isotópicas (%) 8,25 7,44 73,72 5,41 5,18 

Concentración (μg g-1) 1000     

Patrón enriquecido de 47Ti (Spectrascan) 

Abundancias Isotópicas (%) 2,43 72,47 22,83 1,21 1,06 

Concentración (μg g-1) 4,18     

 

Con el fin de evitar la obturación del canal central de la antorcha y 

garantizar la ausencia de efectos de memoria, tras cada muestra medida se 

introdujo agua Milli-Q durante 5 minutos y a continuación se midió el blanco 

(ácido nítrico al 2%) antes de proceder con la medida de la muestra siguiente. 

C.5.4 Especiación elemental cuantitativa mediante estrategias de 

dilución isotópica 

 Con el fin de cuantificar las especies metálicas que han sido separadas y 

detectadas mediante las mencionadas “técnicas híbridas” e identificadas 

mediante las técnicas moleculares, también se puede hacer uso de las 

estrategias de dilución isotópica dando lugar a la “especiación elemental 

cuantitativa”. Las metodologías de dilución isotópica permitirán tanto el 

análisis cuantitativo de las especies metálicas de interés como la evaluación y 

corrección de posibles interconversiones entre las especies durante el 

tratamiento de las muestras.  Numerosas aplicaciones ya han sido publicadas 

durante los últimos años [9-13]. Heumann y colaboradores [13] fueron los 

pioneros en establecer las bases para llevar a cabo el empleo de la dilución 

isotópica en especiación (mediante el acoplamiento de una técnica de 

separación cromatográfica al ICP-MS). En el caso de la especiación, el trazador 
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puede añadirse a las muestras de dos maneras: a) la adición post-columna del 

isótopo enriquecido del elemento a analizar y b) la adición a la muestra de la 

misma especie analizar pero isotópicamente marcada en el metal o metales de 

interés. A continuación se comenta brevemente cada una de las posibilidades. 

a) Metodología para llevar a cabo el análisis mediante dilución 

isotópica post-columna (species-unspecific mode) 

 En este modo, la adición del trazador se realiza tras la completa 

separación de las especies a analizar en la columna analítica (método post-

columna). En este caso, el trazador está normalmente en una forma química 

distinta a la tiene en la muestra (de ahí la terminología de dilución isotópica 

“inespecífica”). Aunque, quizá lo más característico de este modo es que es 

especialmente útil cuando las correspondientes especies isotópicamente 

enriquecidas no están disponibles comercialmente o no se pueden sintetizar. Sin 

embargo, debe tenerse en cuenta que con esta modalidad cualquier pérdida que 

se produzca antes de la adición del trazador, como puede ser durante el 

tratamiento de la muestra o durante la separación cromatográfica no puede ser 

corregida. Es una alternativa satisfactoria para la cuantificación, teniendo 

siempre en cuenta que, estrictamente, el análisis cuantitativo lo es del elemento 

no de la especie química considerada.  

Este tipo de estrategia de cuantificación se empleó en la presente Tesis 

Doctoral en dos estudios distintos relacionados con el análisis de 

metaloproteínas: 1) la cuantificación del Ti asociado a la transferrina de suero 

humano y 2) la cuantificación del Cu y Zn asociados  a la superóxido dismutasa 

en eritrocitos. En ambos casos, para llevar a cabo la cuantificación del metal 

unido a una determinada proteína se emplea el dispositivo instrumental que se 

muestra en la Figura C.9, particularizado en el caso de introducir post-columna 

65Cu. 
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Figura C.9. Montaje instrumental empleado para llevar a cabo la cuantificación de Cu 
mediante dilución isotópica post-columna  

Tanto en el caso de la cuantificación del Ti asociado a la Tf de suero 

humano como en el de la cuantificación del enzima Cu,Zn-SOD a través de la 

medida del Cu se empleó la adición de forma continua, a un flujo de 0,2 mL 

min-1, de disoluciones enriquecidas de 47Ti o de 65Cu, respectivamente, de 

diferente concentración. Para ello, se intercaló una pieza de “T” entre la 

conexión que unía la columna cromatográfica con el ICP-MS, tras la completa 

separación de la especie en la muestra.  

 Para la introducción de la disolución de trazador se utilizó la bomba del 

propio equipo, ya que originaba menos pulsos que las bombas peristálticas 

externas y ésta bomba se calibró diariamente con el fin de conocer exactamente 

el flujo de la disolución del trazador añadida (fsp). Para el drenaje de la cámara 

de nebulización se utilizó una bomba peristáltica externa. 

Para llevar a cabo la cuantificación del metal mediante Dilución Isotópica 

post-columna se utiliza la Ecuación C.6, la cual se detalla a continuación. 

                    Ecuación C.6 
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Rm -Rsp

1- Rm Rs
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Esta ecuación, si la comparamos con la ecuación de la dilución isotópica 

(Ecuación C.5) incluye una nueva variable, Mfs que es el flujo másico del 

elemento, debido a que el aporte del trazador se está realizando en continuo y 

la relación isotópica en la mezcla Rm va variando y midiendo con el tiempo. 

Otros parámetros que no aparecían en la ecuación de la dilución isotópica son: 

dsp que es la densidad de la disolución enriquecida istópicamente expresada en 

g mL-1 y fsp  que es el flujo al que se introduce dicha disolución, expresado en 

mL min-1.  

La representación del flujo másico (MFs) en función del tiempo dará el 

denominado cromatograma de flujo másico. Si el flujo másico viene expresado 

en ng min-1 y el tiempo en min, la integración del pico cromatográfico 

correspondiente a la especie a cuantificar proporcionará la masa del elemento 

eluida en dicho pico (en ng), por tanto la concentración en la muestra original se 

calculará conociendo el volumen de la muestra inyectada en el sistema 

cromatográfico (dependiendo del bucle de inyección utilizado). 

Las abundancias y concentraciones del Cu y Zn utilizados como 

trazadores se muestran en la Tabla C.V y la del Ti se ha mostrado anteriormente 

en la Tabla C.IV. Es de destacar que en todos los estudios de especiación 

llevados a cabo durante la presente Tesis se utilizó una columna “scavenger” 

entre la bomba de HPLC, previa a la columna cromatográfica Mono Q, y la 

válvula de inyección, con el fin de eliminar la contaminación por iones metálicos 

presentes en las fases móviles y en el sistema cromatográfico empleado. Esta 

columna ya había sido utilizada con éxito como columna quelante de metales en 

trabajos anteriores en nuestro grupo de investigación [14]. 

 

 

 

 



C. EXPERIMENTAL 
 
 
 

142 

 

Tabla C.V. Abundancias isotópicas y concentraciones del Cu y Zn enriquecidos 
isotópicamente obtenido mediante dilución isotópica inversa 

 

 63Cu 65Cu    

Cu natural (IUPAC) 

Abundancias Isotópicas (%) 69,15 30,85    

Concentración (μg g-1) 1000     

Patrón enriquecido de 65Cu (Spectrascan) 

Abundancias Isotópicas (%) 0,28 99,71    

Concentración (μg g-1) 604,38     

 64Zn 66Zn 67Zn 68Zn 70Zn 

Zn natural (IUPAC) 

Abundancias Isotópicas (%) 48,26 27,95 4,10 19,02 0,6 

Concentración (μg g-1) 1000     

Patrón enriquecido de 68Zn (Spectrascan) 

Abundancias Isotópicas (%) 7,73 4,95 1,16 85,99 0,16 

Concentración (μg g-1) 1009,83     

 

A modo de ejemplo, en la Figura C.10 se muestra el cromatograma 

obtenido de la separación del enzima Cu,Zn-SOD en eritrocitos humanos tras  

la inyección de la muestra en el montaje instrumental previamente detallado en 

la Figura C.9. En dicho cromatograma se puede observar el trazador (65Cu), en 

color gris mientras que el 63Cu, procedente fundamentalmente del Cu presente 

en la muestra  aparece en negro. Como se puede observar, la relación isotópica 

de la mezcla cambia durante la elución del pico cromatográfico, por lo que se 

necesita seleccionar una concentración de trazador (normalmente similar a la 

del máximo del pico cromatográfico) que proporcione una relación isotópica 

que esté en la zona óptima de la curva de magnificación del error. En el caso de 
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la Cu,Zn-SOD se utilizó una disolución de 15 µg L-1 de trazador de 65Cu y en el 

caso del 47Ti se usaron concentraciones de 0,1 µg L-1 y 1,5 µg L-1 dependiendo 

del contenido total de Ti encontrado en la muestra. 
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Figura C.10. Cromatograma obtenido de la separación del enzima Cu,Zn-SOD en 
eritrocitos humanos mediante dilución isotópica post-columna, utilizando una 
disolución enriquecida en el isótopo 65Cu como trazador 

Para llevar a cabo la cuantificación del Cu o del Ti, respectivamente, en el 

pico cromatográfico es necesario convertir el cromatograma de intensidades 

(CPS frente a tiempo) en un cromatograma de flujo másico (ng min-1 frente a 

tiempo en minutos) mediante la aplicación de la ecuación de la dilución 

isotópica post-columna a cada punto del cromatograma (en cada punto 

tendremos una Rm que es la única incógnita de la Ecuación C.6). Los pasos a 

seguir son los siguientes: 

 Corrección del tiempo muerto del detector en todos los puntos del 

cromatograma (previamente calculado). 

 Filtrado de los datos del cromatograma (utilizando moving average 

para n=5). 

 Cálculo de la relación isotópica en cada punto (Rm) 

 Corrección de las relaciones por discriminación de masas. 
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Una vez realizados estos cálculos, el cromatograma de flujo másico que 

se obtiene, en este caso para el Cu en el extracto de eritrocitos se muestra en la  

Figura C.11. 
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Figura C.11. Cromatograma de flujo másico obtenido de la separación del enzima 
Cu,Zn-SOD en eritrocitos humanos mediante dilución isotópica post-columna 

La cantidad de cobre (en ng) unida al enzima Cu,Zn-SOD (elución a 21 

minutos) se obtuvo integrando el pico correspondiente y la concentración de Cu 

en esa especie se obtuvo dividiendo los ng obtenidos de la integración del pico 

anterior entre el volumen de muestra inyectado (bucle de inyección de 50 μL) 

en el HPLC. Puesto que en el caso de la Cu,Zn-SOD se conoce la estequiometría 

de 2 moles de Cu por mol de proteína, la concentración de Cu se puede 

convertir fácilmente en concentración de proteína. 

Sin embargo, la dilución isotópica post-columna solo sirve para 

cuantificar las especies que eluyen de la columna. Por tanto, con el fin de 

evaluar la recuperación del proceso global del tratamiento de las muestras de 

sangre para la extracción del enzima Cu,Zn-SOD, se utilizó el método de 

adiciones estándar. Para ello, a diferentes alícuotas de una muestra de sangre 

(tras la lisis de los glóbulos rojos), se les añadieron cantidades crecientes del 

estándar comercial de Cu,Zn-SOD de eritrocitos humanos. A continuación, las 

muestras se procesaron siguiendo el protocolo que se describió anteriormente 

Cu 
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de la presente Tesis y finalmente fueron analizadas mediante HPLC-ICP-(ORS)-

MS.  

La representación de la concentración obtenida de Cu frente a la 

esperada dio lugar a una respuesta lineal cuya pendiente resulto de 0,74, es 

decir la recuperación del enzima desde el principio del tratamiento es del 74 ± 

1%. Puesto que la recuperación de la especie a través de la columna 

cromatográfica resulto ser del 102%, la pérdida del enzima puede deberse a los 

procesos de tratamiento de muestra como son la precipitación de la 

hemoglobina y la preconcentración sobre filtros de centrífuga. En cualquier caso 

este valor fue tenido en cuenta a la hora de cuantificar este enzima. 

En el caso del Ti, la estrategia es análoga a la anterior con la salvedad de 

que el instrumento de medida empleado fue el ICP-MS de alta resolución (HR-

ICP-MS Element 2) trabajando en media resolución para evitar las interferencias 

poliatómicas que afectan al Ti. La recuperación del Ti a través de la columna 

cromatogáfica resultó ser superior al 95%. La información obtenida en este caso 

representa la concentración del metal que está asociado a la fracción de la 

transferrina. 

b) Metodología para llevar a cabo el análisis mediante dilución 

isotópica específica (species-specific mode) 

 En esta modalidad de cuantificación en especiación se requiere el uso de 

un trazador que contenga la misma especie a determinar pero enriquecida 

isotópicamente en uno o varios elementos detectables mediante ICP-MS. Por 

tanto, la composición y estructura de la especie de interés ha de ser 

perfectamente conocida con objeto de adquirirlas comercialmente o de 

sintetizarlas en caso de que no estuviesen disponibles en el mercado. Si la 

especie enriquecida se añade a la muestra al principio del proceso analítico, 

justo antes de comenzar con el tratamiento de la muestra, una vez 

homogeneizada la mezcla cualquier pérdida que se produzca no influirá en el 

resultado final. La ecuación utilizada para obtener la concentración de la 
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especie a determinar es la mencionada anteriormente (Ecuación C.5) con la 

única salvedad de que, en este caso, Rm es la relación de áreas de pico de la 

especie de interés para los dos isótopos y por tanto el resultado de aplicar la 

ecuación C.5 es directamente la concentración de la Cu,Zn-SOD en la muestra. 

 En el caso de la Cu,Zn-SOD, una vez obtenido el enzima isotópicamente 

enriquecido (65Cu, 68Zn-SOD) de eritrocitos bovinos (ver sección C.4.6), se aplicó 

la metodología de dilución isotópica específica para la determinación de esta 

especie en glóbulos rojos de sangre de vaca. El cromatograma obtenido se 

muestra en la Figura C.12 donde se puede observar una Rm de 1,14 muy distinta 

a la Rm del cobre natural (Rm = 0,45).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C.12. Cromatograma obtenido mediante HPLC-ORS-ICP-MS de la mezcla de 
65Cu, 68Zn-SOD isotópicamente enriquecido con la Cu,Zn-SOD extraída de los glóbulos 
rojos de sangre de vaca 

Esta Rm se obtuvo tras integrar las áreas de cada isótopo (63 y 65) en 

dicha figura mediante el software Origin 7.5 y dividir dichas áreas (63/65). El 

siguiente paso fue llevar a cabo la cuantificación del Cu tras aplicar la ecuación 

de la dilución isotópica (ecuación C.6). Finalmente, teniendo en cuenta que por 

cada mol de enzima se tienen 2 moles de Cu se obtuvo la concentración del 

enzima Cu,Zn-SOD. 
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Esta misma muestra se analizó mediante el modo post-columna y la 

concentración de cobre obtenida mediante dicha modalidad fue un 28% menor 

que la obtenida mediante el modo específico, lo cual es lógico si tenemos en 

cuenta que con la primera metodología las pérdidas que pudiesen ocurrir 

durante el tratamiento de la muestra no son compensadas a diferencia de lo que 

ocurre con esta metodología. 

C.5.5 Tratamiento de datos estadísticos 

La integración de los picos cromatográficos de flujo másico obtenidos 

tras el análisis por dilución isotópica post-columna- ICP-MS, se realizó 

mediante el programa Origin Pro 7.5 SR0 (Microcal Software Inc. Northampton, 

MA, EE.UU.). Además, el análisis estadístico de los datos obtenidos en la 

determinación de los distintos metales liberados por los implantes en las 

muestras de sangre y orina, tanto de pacientes portadores de implantes como 

de personas no expuestas (utilizadas como controles), ha sido llevado a cabo a 

través del programa “Package for Social Sciences” (SPSS, SPSS Inc, Chicago, Ill, 

USA), versión 12.0 para Windows. 

Los espectros de MALDI-TOF se procesaron con el software Voyager 

Data Analysis de Applied Biosystems. El tratamiento de los datos consistió en 

aplicar a los espectros de masas la corrección de la línea de base (base line 

correction), eliminar el ruido de fondo (noise renoval) y realizar el smoothing.  
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D.1 DETERMINACIÓN TOTAL Y ESPECIACIÓN DE 

LOS PRINCIPALES METALES LIBERADOS POR LAS 

PRÓTESIS DE CADERA METAL SOBRE METAL. 
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D.1.1 Introducción 

 Como se ha mencionado en la introducción de la presente Memoria, el 

envejecimiento de la población y la mejora de las técnicas ortopédicas ha dado 

lugar a un incremento notable en el número de pacientes portadores de 

implantes metálicos. Dichos implantes, contienen elementos como cobalto, 

cromo, titanio etc., dependiendo de la aleación de la que se trate. A pesar del 

esfuerzo realizado para mejorar la durabilidad, así como la bio-compatibilidad 

de los materiales empleados para la fabricación de dichos implantes, el desgaste 

y/o corrosión de los mismos a lo largo del tiempo y la generación de productos 

metálicos de degradación, parece inevitable. Dada la potencial toxicidad de 

dichos metales una vez liberados, el control de su concentración en sangre y 

otros fluidos biológicos en individuos portadores resulta de gran interés actual. 

En este sentido, ya son numerosas las publicaciones que han 

documentado un incremento de los niveles de los principales metales que 

componen dichos implantes en los fluidos biológicos (sangre, suero y orina) de 

los pacientes portadores, en comparación con los controles (personas no 

expuestas) [1-5]. Dichos metales liberados, tanto en forma de partículas 

metálicas, complejos coloidales organometálicos, iones metálicos (unidos o no a 

proteínas), así como sales y óxidos metálicos inorgánicos [6-8] pueden ser 

movilizados por diferentes mecanismos. Una vez en el torrente circulatorio 

pueden ser transportados y distribuidos por el cuerpo humano hacia los 

distintos órganos y tejidos en los cuales se podrían depositar, dando lugar a 

reacciones adversas. De hecho, es conocido que dichos residuos metálicos 

pueden generar problemas de hipersensibilidad [9], citotoxicidad [10], 

genotoxicidad [11] e incluso cáncer [12-14].  

Entre dichos efectos perjudiciales, los que afectan al sistema inmunológico  

quizás sean los más estudiados (p.ej. la hipersensibilidad a metales). Las 

enfermedades inmunológicas son aquellas en las que las reacciones 

inmunitarias juegan un papel determinante. La reacción inmunitaria está 
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diseñada para proteger al organismo de sustancias extrañas, p.ej. de 

concentraciones de metales anormalmente elevadas. Los mecanismos 

inmunopatológicos a través de los cuales se supone que se producen las 

enfermedades inmunológicas, corresponden a las reacciones inmunológicas 

normales, las cuales se hacen dañinas para el organismo; ya sea porque son 

excesivas (lo que se llama hipersensibilidad), bien porque se dirigen hacia si 

mismo (lo que se llama autoinmunidad) ó porque persisten más allá de lo 

necesario.  

Dentro de los distintos tipos de hipersensibilidades (existen cinco grupos 

diferentes), la denominada tipo IV o hipersensibilidad “retardada” es la que se 

relaciona con la exposición a metales [15]. En este tipo de hipersensibilidad, los 

linfocitos T son sensibilizados por el antígeno (el metal o metales), produciendo 

linfocitos específicos del mismo (también llamados células de memoria), como 

se ha comentado en la Introducción de la presente memoria. Estas células 

poseen larga vida y por tanto, pueden ser detectadas antes de que den lugar a 

patologías clínicas [16]. Cuando el individuo vuelve a estar en contacto con el 

metal o metales, se produce una reacción de respuesta en forma de proliferación 

celular, la cual puede ser cuantificada. Por tanto, la medida de dicha 

proliferación, en individuos que posean implantes metálicos, dará idea de la 

posible hipersensibilización a los metales (alergia a metales), que la pudiesen 

haber generado, incluso pudiendo llegar a producirse un rechazo a los 

implantes a largo plazo [17,18].  

Además, existen diversos estudios que han intentado correlacionar la 

concentración de elementos traza en fluidos biológicos con el aflojamiento e 

incluso el fallo de los implantes [3,19]. Sin embargo, todavía no se ha 

encontrado una relación directa entre ambos fenómenos. Este hecho puede ser 

debido a la diferencia en los valores de concentración obtenidos, para los 

distintos elementos metálicos, en los diferentes estudios publicados hasta la 

fecha, lo cual se ha puesto de manifiesto en la Introducción de la presente Tesis 

Doctoral. Por ello, sigue existiendo un gran interés en el desarrollo de nuevas 
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estrategias analíticas que permitan la cuantificación precisa y exacta de dichos 

metales en los distintos fluidos biológicos. La problemática de este tipo de 

análisis es compleja, debido por un lado, a la complejidad de la matriz de 

dichos fluidos biológicos y por otra a la baja concentración de los elementos 

metálicos a determinar. Los últimos resultados ponen de manifiestos que, hoy 

en día, la técnica que ofrece las mejores prestaciones para abordar este tipo de 

problemática es el ICP-MS de doble enfoque [20]. 

 Por otro lado, una vez que estos metales se liberan de los implantes, 

serán transportados a través del organismo (probablemente asociados a 

biomoléculas) y por tanto, será necesario conocer las distintas especies metálicas 

en las que se encuentra distribuido cada uno de dichos metales, puesto que este 

tipo de asociación condicionará su biodisponibilidad. Es por tanto aconsejable, 

además de llevar a cabo la determinación total del contenido de estos 

elementos, llevar a cabo análisis de especiación elemental de los mismos. Con este 

propósito, la mejor estrategia será recurrir a metodologías integradas de 

espectrometría de masas elemental (o inorgánica) y molecular. Con el objetivo 

de que nos proporcionen; por un lado información cualitativa y cuantitativa de 

la presencia del metal en estudio en una determinada biomolecula(s); y por otro 

la naturaleza y estructura de dicha biomolécula(s). La especiación elemental 

inorgánica emplea fundamentalmente las “técnicas híbridas” o acopladas, que 

consisten en el acoplamiento de una técnica de separación poderosa, capaz de 

separa las distintas especies en estudio, con un detector sensible y “específico” 

del metal. Y entre todas ellas parece ser que la técnica que está dando mejores 

resultados es el acoplamiento entre el HPLC y el ICP-MS [21]. En cuanto a la 

identificación de las especies, la fuente MALDI acoplada a un TOF proporciona 

buenas características tanto para la determinación del peso molecular de una 

proteína, como de su identificación a través de la caracterización de sus 

péptidos (mapeo peptídico) como se documentó en la parte Experimental de la 

presente Tesis. 
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 D.1.2 Objetivo general y objetivos parciales 

 A la vista de lo anteriormente expuesto el objetivo general del presente 

capítulo fue: la evaluación del potencial analítico de la técnica de ICP-MS para la 

determinación total y la especiación de los principales metales liberados por las prótesis 

de cadera Metal/Metal.  

Este objetivo general se abordó a través de los siguientes objetivos 

parciales: 

 Optimización de la metodología desarrollada previamente en nuestro 

grupo de investigación [20] para la cuantificación de los principales 

elementos metálicos liberados por las prótesis M/M de nueva 

generación (Cr, Co, Mo, Mn y Ti) en sangre y orina, mediante ICP-MS 

de alta resolución (HR-ICP-MS). Dicha cuantificación se llevará a 

cabo mediante calibración externa. Se requiere la utilización de este 

equipo debido a sus ventajas respecto al resto de equipos de ICP-MS, 

en cuanto a la eliminación de interferencias poliatómicas espectrales 

que afectan a dichos metales (Tabla C.I de la presente Memoria). 

 Validación de dicha metodología mediante el análisis de dos 

materiales de referencia: SeronormTM Trace Element Whole Blood 

(Ref. 9067) y SeronormTM Trace Element Urine (Ref. 201205). En 

dichos materiales de referencia los metales están presentes en niveles 

de concentración similares a los publicados en la bibliografía para 

pacientes sin implantes (controles).  

 Aplicación de la metodología optimizada a muestras de sangre y 

orina tanto de pacientes portadores de prótesis M/M como de 

personas sin prótesis, utilizados como controles. Debe mencionarse 

que todos los pacientes evaluados poseían las prótesis en perfecto 

estado, y que ninguna de ellas presentaba síntomas de aflojamiento. 

 Desarrollo de una metodología para la separación y detección in vivo 

de las proteínas séricas transportadoras de los metales liberados por 
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dichas prótesis M/M (Cr, Co y Mn). La separación de las mismas se 

llevará a cabo mediante cromatografía líquida de alta resolución 

(HPLC) y la detección del metal asociado a ellas una vez realizada la 

separación, se efectuará mediante el uso del ICP-MS provisto de celda 

de colisión, con el fin de eliminar las interferencias espectrales que 

afectan a dichos metales.  

 Confirmación de la identidad estructural de las proteínas séricas que 

enlacen a dichos metales de interés (Cr, Co y Mn), mediante el 

empleo de técnicas moleculares (MALDI-TOF-MS). 

 Estudio de la posible hipersensibilidad a metales (hipersensibilidad 

de tipo IV), desarrollada por parte de los individuos. Este estudio se 

realizará en aquellos pacientes en los que se hayan observado niveles 

elevados de los principales metales liberados por los implantes 

dentales. Dichos análisis se llevarán a cabo mediante el empleo del 

test MELISA (en el instituto SABATER, Barcelona).  

  D.1.3 Optimización de la celda de colisión/reacción: tipo y flujo de gas  

El ICP-MS utilizado para la determinación del Cr, Co y Mn asociado a 

diferentes proteínas séricas fue el ICP-MS de tipo cuadrupolo, Thermo Fisher X 

Series II, el cual como se mencionó previamente está provisto de una celda de 

colisión/reacción que puede ser presurizada con diferentes gases, con el fin de 

minimizar las interferencias poliatómicas. Para la eliminación de estas 

interferencias espectrales se procedió a la optimización de la celda; optimización 

tanto del gas utilizado para presurizar la celda, como el flujo del mismo.  

Con el fin de simular las mismas condiciones cromatográficas que en el 

análisis real, se preparó un suero sintético humano, que fue utilizado como 

matriz, cuyo contenido y concentraciones fueron: NaCl (3700 mg L-1 de Ca, 2400 

mg L-1 Na), NaNO3 (880 mg L-1 Na), CaCl2 (97mg L-1 Ca), Cisteína HCl H2O (1200 

mg L-1 S) y HNO3 Suprapur (0,14 M). Y a continuación se preparó un estándar de 

Cr, Co, Mn y Ti en dicha matriz, obteniendo una concentración final de 1 ppb.   
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Finalmente, se inyectaron en el ICP-DRC-MS seleccionando como gases 

He e H2 y variando los flujos desde 0 a 5 mL min-1 hasta obtener las condiciones 

de gas de celda y flujo en los que se obtiene el menor límite de detección 

estimado (LDE). Para intensidades por debajo de 104 cuentas s-1 la desviación de 

estándar del blanco se puede aproximar a la estadística de conteo, por tanto el 

LDE se puede expresar como: 

                                                     

Donde LDE es el límite de detección estimado en ng g-1, B es la señal del 

blanco en cuentas s-1 y S es la sensibilidad neta en cuentas por segundo (cps).  

Aunque el estudio se realizó para todos los elementos y con ambos gases, 

los mejores resultados se obtuvieron utilizando como gas de colisión He. 

A modo de ejemplo, en la Figura D.1.1 se muestra la optimización de la 

celda con He para el Cr (el Co y Mn presentaron un comportamiento similar). En 

dicha gráfica se representó la influencia de este gas sobre la intensidad del 

isótopo m/z 52 del cromo, más abundante y más interferido por la contribución 

de la interferencia poliatómica 40Ar12C (traza negra), la influencia del gas sobre el 

fondo espectral (traza gris) y el límite de detección estimado (LDE) para este 

isótopo (traza roja).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura D.1.1 Curvas resultantes de la optimización del flujo de He en la celda para el 
isótopo 52Cr ([Cr] = 1 µg L-1). Traza negra (analito), traza gris (fondo) y traza roja (LDE) 
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Una vez analizada la gráfica se optó por presurizar la celda con 2 mL min-1 

de He para todos los análisis posteriores de especiación, ya que daba lugar al 

menor LDE. Resultados análogos se encontraron en el caso del Co y Mn.  

 Así mismo se optimizaron los voltajes de las lentes "cell exit", "hexapole 

bias" y "QP bias", los cuales deben modificarse al operar con la celda de 

colisión/reacción presurizada con gas. Cuando la celda de colisión/reacción está 

presurizada con gas como el He el potencial del "hexapole bias" y "QP" bias se 

deben fijar a unos valores en torno a -18 V y -12 V respectivamente (y no en torno 

a -6 V o -3 V respectivamente cuando la celda no está presurizada con gas), con el 

fin de lograr un incremento de la señal analítica y una disminución del fondo 

espectral. 

Los resultados y discusión derivados de este primer capítulo se muestran 

en el artículo científico I recogido en la sección D.1.4. 

D.1.4 Artículo científico I: Journal of Analytical Atomic Spectrometry. 

24 (2009) 1037–1043 
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A study on the level of metals released to body fluids from patients carrying metal-on-metal (based on

Co–Cr alloys) total hip prosthesis and titanium alloys dental implants has been conducted. In the

first part, total elemental determination of Co, Cr, Ti, Mo and Mn was done in whole blood and urine

for both, control individuals and hip arthroplasty patients. Additionally, the work was extended to

patients who carried dental implants. The samples, either acid digested (blood) or just diluted (urine)

were analyzed using a double focusing inductively coupled plasma mass spectrometer (DF-ICP-MS).

Both strategies are validated using the corresponding certified reference materials. The findings

revealed an increased concentration of Cr and Ti and, to a lower extent, Co and Mn in the blood and

urine of the patients. The second part of the work tries to explore the possible association of the released

metals to human serum proteins. For this purpose, speciation of the above mentioned metals is

accomplished using liquid chromatography (anion exchange) with ICP-MS detection. Such studies,

firstly conducted in incubated standards and then in fresh serum from the patients, showed the elution

of Mn associated to transferrin. Co eluted associated to albumin and Cr could not be detected. Spiking

experiments showed that Cr(III) is clearly associated to transferrin and supports the theory that Cr

is eliminated from the prosthesis as Cr(VI) that shows no interaction with the studied serum proteins.

Introduction

Total hip replacement surgery has increased enormously during

the last decades and can be considered, nowadays, as a routine

operation conducted in 0.16�0.2% of the population.1 In total

hip arthroplasty, the natural hip joint is replaced by an artificial

one consisting of a femoral component (usually a polished metal

ball mounted on a metal stem) and an acetabular component

with a socket in which the metallic ball sits and swivels as the

patient walks.2 In the interest of implant longevity, several factors

have to be considered in order to minimize the production of

wear debris by the bearing surfaces, particularly the design and

manufacture of the hip replacements and the materials employed.

The metal-on-metal (M/M) total hip replacements, where the

femoral and acetabular components are made of cobalt–chro-

mium alloys, were widely used during the 60’s. However, such

materials were replaced in the 70’s by the metal-on-polyethylene

bearings, in which a metal femoral ball articulates on a poly-

ethylene socket, due to observed high loosening rates and

concerns about biological reactions of the metallic components

of the M/M prosthesis.3 Curiously enough then, M/M

replacements were re-introduced by the late 80’s once the poly-

ethylene wear debris was suspicious of initiating undesirable

biological reactions, such as osteolysis, that might lead to final

failure of the implant.4 These second-generation metal-on-metal

hip arthroplasties have been now in clinical use for more than

a decade. However, initial concerns about the metal release from

these prostheses are still a major drawback of their use. In this

regard, several studies are available in the literature today about

the levels of metals released from the M/M hip replacements in

body fluids such as blood,5 serum6 or urine.7

Such studies have shown a wide range of metal levels from

patient to patient. In general terms, Co and Cr levels in body

fluids were found at increased levels in patients carrying M/M

bearing (as compared to control individuals and patients with

metal-on-polyethylene prosthesis).3 Indeed, those levels changed

dramatically with the time elapsed from the surgery and the

activity of the individual;8 but even four years after the arthro-

plasty, the patients have shown to contain whole blood

concentrations of Cr and Co markedly above the immediate

post-operative levels.5 Because it is not possible to measure

radiographically wear in contemporary M/M hip systems,

surrogate markers of bearing surface performance have been

sought. In this regard, blood and/or urine concentrations of Co

and Cr have been proposed as potential indicators of implant

performance including bearing surface wear.

Once the metals get released from the prostheses, their trans-

port, absorption, excretion and deposition in tissues is going to

be strongly dependent on the type of biological binders to which

they are associated.9 The association of the released metals to

proteins, for instance, might increase the corrosion rate at the
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implant/biology interface by increasing the dissolution of the

surface passive (oxide) film formed on metallic materials espe-

cially of Cr and Co.1 However, this topic has been very seldom

tackled in the existing literature about M/M hip replacements10

and should be considered in more detail for a better under-

standing of the long-term toxic effects related to metal ions

released by M/M arthroplasties. Some initial studies11 revealed

that the main components of the M/M alloys, Cr and Co, exhibit

similar affinity for serum proteins, while such affinity is slightly

different in the case of Ni. These interactions can be studied in

detail by using hyphenated strategies that combine a powerful

separation technique of the sought species (chromatographic-

based) with sensitive and selective detectors of the metals (such as

inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS).12 ICP-

MS offers excellent analytical performance characteristics for

trace element determinations (total concentration)13,14 and also

for speciation problems. In particular, different publications

have demonstrated the almost ideal features of this type of

detection for monitoring trace elements associated to human

serum proteins.12,15

Thus, in this work, we have used ICP-MS to illustrate, first, the

total elemental concentration of the metals released by the

prosthesis into the blood and urine of the patients with hip

replacement (as compared to control individuals). Then, those

elements of relative elevated concentration levels in the blood

samples are studied by typical speciation strategies (HPLC-ICP-

MS) in order to have a glimpse of their biological ligands.

Experimental

Instrumentation

For the total elemental determinations, a double focusing ICP-

MS (DF-ICP-MS) instrument, ELEMENT II from Thermo

Fischer Scientific (Bremen, Germany), was used. In the case of

the speciation studies, the instrument used was a hexapole

reaction system ICP-MS (ORS-ICP-MS) Thermo Fisher X

SERIESII. This hexapole is enclosed in a cell that can be pres-

surized with different gases (e.g., H2, He) in order to overcome

polyatomic interferences. When the cell is not gas-pressurized,

the hexapole works only as an ion guide lens. Both instruments

were equipped with a Meinhard concentric glass nebuliser and

with nickel sampler and skimmer cones. Details of the operation

instrumental conditions and measurement parameters are given

in Table 1.

A Milestone Ethos 1 microwave oven (Bergamo, Italy)

equipped with a rotor for six PTFE vessels was used for digestion

of human blood samples.

The high performance liquid chromatographic (HPLC) system

used consisted of a dual piston HPLC pump (Shimazdu LC-

10AD, Shimazdu corporation, Kyoto, Japan) equipped with

a sampler injection valve, Rheodyne, Model 7125 (Cotati, CA,

USA) fitted with a 100 mL loop. Separations of human serum

proteins were performed on an anion-exchange column Mono

Q� 5/50 GL (Pharmacia, GE Healthcare, Spain). Chromato-

grams were obtained using a diode array detector (model 1100,

Agilent Technologies, Waldbron, Germany). A scavenger

column (25 � 0.5 mm id) packed with Kelex-100 impregnated

silica C18 material (20 mm particle size) was placed between the

pump and the injection valve to remove the metals of the HPLC

buffers.

Reagents and materials

All calibration standard solutions were prepared from 1000 mg

mL�1 single element standard solutions (Merck, Darmstadt,

Germany) by dilution with Milli-Q water. Analytical reagent

grade nitric acid 65% (w/v), additionally cleaned by sub-boiling

distillation and hydrogen peroxide Suprapur 30% (w/v) (both

from Merck), was used for the microwave digestion of the human

whole blood samples. Two different reference materials were

used in this study: Seronorm Trace Elements Whole Blood (Level

1, Ref 9067) and Seronorm Trace Elements Urine (Level 1,

Ref. 201205), both from Seronorm (Nycomed AS, Oslo, Nor-

way). These reference materials were kept in the refrigerator at

4 �C until analysis and were reconstituted following the proce-

dures given by the manufacturer. Ultrapure deionized water

Table 1 DF-ICP-MS, ORS-ICP-MS and MALDI-TOF operating
conditions

DF-ICP-MS

Instrument Thermo Fischer ELEMENT II
Rf power 1275 W
Sample uptake flow rate 0.1 mL min�1

Plasma gas flow rate 15.99 L min�1

Auxiliary gas flow rate 0.80 L min�1

Nebuliser gas flow rate 0.96 L min�1

Resolution 3000
m/z monitorized 47Ti, 49Ti,52Cr, 53Cr, 55Mn, 59Co,

95Mo, 98Mo
Acquisition mode Scan
Mass window 125%
Sample per peak 10
Time per sample 0.009 s
Search window 150%
Integration window 200%
Number of scans 3

ORS-ICP-MS

Instrument Thermo Fisher X SERIESII

Rf power 1300 W
Plasma gas flow rate 13.0 L min�1

Auxiliary gas flow rate 0.70 L min�1

Nebuliser gas flow rate 0.92 L min�1

m/z monitorized 52Cr, 55Mn, 59Co
Collision cell parameters
Hexapole bias �9 V
QP bias �7 V
Collision He gas flow 2 mL min�1

MALDI-TOF

Instrument Voyager-DETM STR
BiospectrometryTM

Scan type Positive
Instrument mode Lineal
External calibration 10 mM of bovine serum albumin
Matrix Sinapinic Acid
Laser 2800 V
Spectrum acquisition
Shoots 150
Scan range 500–4000
Acceleration voltage 25 000 V

1038 | J. Anal. At. Spectrom., 2009, 24, 1037–1043 This journal is ª The Royal Society of Chemistry 2009
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($18 MU) was obtained from a Milli-Q system (Millipore,

Bedford, MA, USA). All plastic containers were soaked in 10%

(v/v) sub-boiling HNO3 at least for 24 h and then rinsed copi-

ously with Milli-Q water prior to use. All kinds of glassware were

avoided to prevent metal contamination.

Blood and urine collection

The study group was made up of 15 patients (age 57.3 � 17.2 yr,

range 30–87), consisting of nine males (age 50.6 � 17.9 yr, range

37–76) and six females (66.3 � 20.3 yr, range 30–86) all of them

with cementless M/M BiHapro total hip prosthesis (BiHapro-

Biomet,Warsaw, Indiana, USA). The control group contained

10 subjects consisting of five females (age range 51–90) and five

males (age range 50–85). Additionally, three patients carrying

titanium-based dental implants that had undergone implant

failure and showed metal hypersensitivity16 were also analyzed

for total metal content in blood.

For this purpose, five millilitres heparinized vacutainer tubes

(Greiner bio-one, Madrid, Spain) for trace elements were used

for blood collection. To keep metal contamination under

control, 10 mL of blood were drawn from each subject using

a plastic cannula in 2 tubes. The first 5 mL were discarded. To

obtain the serum, the blood was centrifuged at 1500 rpm after

coagulation and the serum was introduced into a 1 mL vial

(Eppendorf AG, Hamburg, Germany) decontaminated by the

same procedure used for all plastic containers.

Morning urine samples were collected in polypropylene bottles

(Soria Genlab, Madrid, Spain) that had been decontaminated

using the procedure described above. To avoid the risk of metal

adsorption on the surface of the plastic container, 1% (v/v) of

sub-boiled nitric acid was added to the samples immediately after

collection.

Samples of blood and urine were collected from all 15 patients

with implants and from the 10 control subjects. All biological

samples were stored at �20 �C until analysis.

Sample preparation and analysis

Urine samples were prepared by dilution 1 : 10 with ultrapure

water. For whole blood analysis, aliquots of 1 mL were placed

into the digestion Teflon vessels and mixed with 6 mL of sub-

boiling nitric acid diluted (1 : 3) with Milli-Q water and 1 mL of

high-purity hydrogen peroxide. After digestion and cooling, the

samples were transferred into pre-cleaned polyethylene bottles

and finally diluted 1 : 20 with Milli-Q water.

For speciation studies, the mobile phases contained: (A) 0.05

mol L�1 TRIS-acetic acid buffer (pH 7.4) and (B) A + 1.5 mol L�1

ammonium acetate and the separation of serum proteins was

achieved using an ammonium acetate gradient of up to 50% B in

30 minutes at a flow of 1 mL min�1. The injected volume was 100

mL. The eluate from the column was passed through a UV

detector, set at 280 nm, for protein monitoring and to an ORS-

ICP-MS detector for metal detection using the operating

conditions given in Table 1. The serum samples were diluted 1 : 1

(v/v) with buffer A and then they were filtered (0.22 mm) before

analysis. The spiked serum samples and standards were prepared

incubating them with 60 ng mL�1 of Mn(II) (from Mn(NO3)2),

Cr(III) (from CrCl3$6H2O), Cr(VI) (from Na2CrO4) and Co(II)

(from Co(NO3)2), respectively. Then, those spiked samples were

diluted 1 : 1 (v/v) with buffer A and filtered (0.22 mm) before

analysis.

Results and discussion

Determination of trace elements in blood and urine samples

The first aim of the work was the optimization and validation of

an analytical strategy to allow the determination of the elements

of interest (mainly Co and Cr but also Mo, Mn and Ti) in blood

and urine samples of patients with M/M hip prosthesis. Thus, by

following similar studies conducted in our research group,13 the

blood samples were previously digested in a microwave oven and

the urine samples were just diluted 1 : 10 with Milli-Q. In order to

avoid polyatomic interferences, the samples were analyzed by

DF-ICP-MS which can also provide adequate detection limits.13

By using the instrumental conditions detailed in Table 1, it was

possible to achieve limits of detection ranging from 1 to 5 ng L�1

(using the IUPAC criterion and 2% sub-boiling nitric acid as

blank solution) for all the elements of interest with precisions in

terms of %RSD of about 2–4%. Such features allowed the vali-

dation of our methods for the desired elements in a reference

material of urine (Seronorm� Level 1). The obtained results for

such validation are summarized in the first column of Table 2. Of

all the elements analyzed, only Ti and Mo are slightly out of the

mean value (unfortunately, the standard deviations of the mean

values in the reference material are not provided). The values

obtained for the rest of the elements fit very well with the refer-

ence values. In the case of blood samples, it was possible to

obtain a method detection limit ranging from 1 to 200 ng L�1 (in

this case, the used blank solution contained sub-boiling HNO3

and H2O2). Similarly to the urine samples, our method was

validated by analyzing a blood reference material containing the

sought elements at the concentration levels expected in our

control blood samples. The second column of Table 2 shows the

obtained results for the reference material. In this case, all the

elements (including Ti and Mo) show concentrations that are in

good agreement with those provided with the reference material.

Once both sample types developed methodologies were vali-

dated, the analysis of the blood and urine of the patients with M/

M hip prostheses was conducted. The obtained results for urine

samples can be observed in Fig. 1 plotted as box diagrams

independently for Cr, Co, Mo, Mn and Ti. On each diagram, the

concentrations found in control individuals and in patients with

M/M bearings (male and female, independently) are plotted in

the form of rectangles whose upper and lower sides are given by

the upper and lower quartile of the data distribution, respec-

tively. The rectangles are divided into two parts by the value of

the median, thus 50% of the data are above the median and 50%

are below. The error bars at the edges of the rectangle represent

the highest and lowest concentration encountered that are

significant (this means values within 1.5 times the total length of

the rectangle). The values considered as ‘‘abnormal’’ (within 1.5

to 3 times the total length of the rectangle) are represented with

a small circle.

The box diagrams on Fig. 1 provide a visual idea of the

concentration ranges in urine samples for Cr, Co, Mn, Mo and Ti

This journal is ªThe Royal Society of Chemistry 2009 J. Anal. At. Spectrom. , 2009, 24, 1037–1043 | 1039
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in both, control individuals and patients carrying M/M total hip

replacements. As can be observed for Cr, although the dispersion

of the data is quite high in the case of male patients, there is an

important difference respect to the control individuals (there is

not overlap between the two boxes) that occurs in the case of

females as well. The control individuals showed concentrations

(both male and female) below 0.3 ng mL�1. Similar results can be

observed also in the case of Co. For Mn and Mo, the boxes on

Fig. 1 overlap almost completely showing that there are not

significant differences in the concentration of these metals in

control individuals and patients. Finally, in the case of Ti, there

are some small differences in concentration between control and

patients, especially in the case of female samples.

The analysis of these elements in circulating blood was also

studied for the monitoring of possible losses of metals from the

prosthesis. In this regard, Fig. 2 shows the results obtained for all

the analyzed samples. In this case, it is also remarkable the low

dispersion of the results obtained for Cr (mean about 0.4 ng

mL�1) and Co (mean about 0.8 ng mL�1) in the control samples,

also similar to those reported by previous studies.17 Only in the

case of Cr and Ti, (see Fig. 2) the patients have shown concen-

tration values statistically significant with respect to those

observed for the control individuals. As can be seen, these

differences are especially important in the case of Ti in both, male

and female patients. This is important since the prosthesis are

composed of a cobalt–chromium alloy acetabular component

and also a cobalt–chromium femoral head but mounted on

a metal stem (placed inside the femur) made of titanium.

Therefore, the liberation of metals could be primarily due to

corrosion of the prosthesis by the biological fluids rather by

direct friction of the fitting parts.

Total metal determination in implanted patients and

hypersensitivity assays.

The determination of the metals released by titanium-based

dental implants was also accomplished in a limited number of

Fig. 1 Box plots showing the observed distribution of Cr, Co, Mn, Mo

and Ti in the analyzed urine samples of both male (M) and female (F)

control and patient groups.

Fig. 2 Box plots showing the distribution of Cr, Co, Mn, Mo and Ti in

the analyzed blood samples of both male (M) and female (F) control and

patient groups.

Table 2 Results obtained in the analysis of the two certified reference materials (Seronorm Trace Elements Urine, Level 1, Ref. 201205 and Seronorm
Trace Elements Whole Blood, Level 1, Ref 9067) with the proposed methodologies

Element Certified value urine/mg L�1

Found value urine/mg L�1

(mean � SD, n ¼ 3) Certified value blood/mg L�1

Found value blood/mg L�1

(mean � SD, n ¼ 3)

Cr 0.56 0.56 � 0.02 0.6 0.63 � 0.03
Co 0.28 0.28 � 0.01 0.15 0.16 � 0.02
Mo 61.4 58.6 � 0.3 0.5 0.4 � 0.1
Mn 1.1 1.1 � 0.01 10.6 10.6 � 0.1
Ti 4.6 3.5 � 0.2 2.3 2.1 � 0.3

1040 | J. Anal. At. Spectrom., 2009, 24, 1037–1043 This journal is ª The Royal Society of Chemistry 2009
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blood samples from patients who showed rejection to the

implants. Although reported success rates for dental implants are

high, failures that require immediate implant removal do occur.

Therefore, we studied the monitoring of implant components

into blood to help on the diagnosis of the failure. Additionally,

these patients were evaluated for metal sensitivity through the

MELISA� assay. This is a type of lymphocyte proliferation assay

used as a diagnostic tool in the evaluation of metal exposure in

humans. Metal-induced allergy in humans is caused by the

contact of the metal with the surface of memory lymphocytes.

Upon re-exposure to the same metal (in vivo), the lymphocytes

show an increased proliferation that reveals hypersensitivity to

that metal.16 The measurement of such proliferation gives an

indication about previous exposure to the metal even when it is

not detectable at present.

The results obtained for the three patients analyzed are given

in Fig. 3. As can be observed, all the patients carrying titanium

alloy dental implants showed higher levels of this metal in the

blood. However, only one of them gave positive results on the

hypersensitivity test for this metal. The level of Cr, Co, Mn and

Mo were similar or even lower than these obtained for the

control individuals. Therefore, Ti biocompatibility should be

revised since a number of cosmetics, together with prosthesis and

dental implants carry this metal which is, in principle, completely

inert.

Speciation of the released metals in serum samples of patients

with M/M hip prosthesis

In general, cobalt–chromium alloys are reasonably inert in the

body, especially over short time intervals. As shown previously,

however, despite the in vitro evidence of good resistance to

corrosion, Co and Cr can be released from M/M prosthesis and

this release can cause health concerns. It is known that Cr(VI) is

a potential carcinogenic in humans and there are studies proving

that an increase in tumour incidence has been detected when

Cr(VI) is present in the body.18 Similarly, on the bases of its

mutagenicity, Co can be also considered a potential carcinogen

to humans. In vitro studies have also demonstrated that the

presence of these two metals did reduce cell viability in osteo-

genic bone marrow cells.19 However, very little is known about

the transport of these metals in the body once they are released

from the prosthesis. In order to evaluate metal transport in the

body by possible association of Co, Cr and Mn to human serum

proteins in the blood samples, initial speciation studies were

accomplished for samples with the highest detected concentra-

tions of these metals. It is noteworthy that all the HPLC-ORS-

ICP-MS chromatograms were obtained by using a scavenger

column between the pump and the injection valve to avoid metal

contamination20 and all the chromatograms presented are blank

(gradient) subtracted.

Fig. 4 shows the separation of the most abundant human

proteins (immunoglobulin G (IgG), transferrin (Tf), albumin

(Alb) and ceruloplasmin (Cer)) in a control human serum sample

by anion-exchange HPLC with UV detection (280 nm) (Fig. 4A)

and with ICP-MS detection (Fig. 4B) monitoring Fe, Cu and Zn.

The proteins have been identified by matching their retention

times with the corresponding standards and the presence of the

essential metals in a given fraction is an additional proof (e.g., Fe

in transferrin or Cu in ceruloplasmin). The samples from the

patients were analyzed using the same chromatographic

Fig. 3 Concentration of Cr, Co, Mo, Ti and Mn in the analyzed blood

samples of three patients with titanium-based dental implants. The

asterisk indicates positive results on the hypersensitivity test for Ti.

Fig. 4 Chromatographic profile of a serum sample from a control

individual. (A) UV detection (280 nm), immunoglobulin G (IgG),

transferrin (Tf), albumin (Alb), and ceruloplasmin (Cer); (B) ICP-MS

detection monitoring Fe, Cu and Zn. Chromatographic conditions

detailed in the text.
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conditions. Thus, Fig. 5A shows the results for the HPLC-ORS-

ICP-MS elution profile of 55Mn from a serum sample corre-

sponding to a patient with a concentration of Mn in whole blood

of 8.3 ng mL�1, as compared with that of a control individual

containing 5.3 ng mL�1. It is possible to observe that Mn shows

several peaks: (i) a first fraction present at the void volume

(probably as unretained Mn2+); (ii) a second fraction at 9 minutes

(coeluting with the Tf peak as shown in Fig. 4A); and (iii) a third

fraction at 11 minutes that can be observed in all the chro-

matograms and that could be ascribed to anionic species of Mn

with, for instance, citrate (LD about 1 ng mL�1). Similar results

have been documented by other authors21 and were confirmed

here by spiking the control serum with 30 ng mL�1 of Mn(II) as

Mn-citrate. As can be observed in the spiked serum sample of

Fig. 5A, there is a clear preference of Mn(II) for transferrin and

the column recoveries were above 90% in all cases. In order to

verify this finding, the same solution of Mn–citrate was incu-

bated with a standard of human serum transferrin and the results

showed a single peak at about 11 minutes which did not match,

specifically, with the protein chromatographic profile (see

Fig. 5A). This could be probably ascribed to the formation of

some anionic species of Mn, such as citrate, showing important

retention in the column. In contrast, for the real serum sample,

the interaction is with Tf, most likely due to the presence of

a third binding partner naturally present there (a synergistic ion

that has proved to be also necessary in the binding of other

metals to Tf, such as bicarbonate for Fe–Tf or Al–Tf complexes).

The speciation studies for Cr turned out to be slightly

different. Although Cr, as Cr(III), seems to be associated to

transferrin,22 results in the patient sample whose blood contained

about 2 ng mL�1 of total Cr were negative (undetectable) with

our HPLC-ORS-ICP-MS set-up. Fig. 5B shows the chromato-

graphic profiles of control serum and patient serum together with

the serum and a transferrin standard both incubated with 30 ng

mL�1 of Cr(III). As can be observed, the Cr(III) elutes at the same

retention time (9 min) as the transferrin peak (see Fig. 4A), in

agreement with previous observations in our group.15 Contrary

to the Mn profile, the transferrin standard incubated with Cr(III)

showed very similar results to the incubated serum and the

column recovery experiments revealed that >80% of the injected

Cr eluted from the system. However, similar incubation experi-

ments taken with Cr(VI) (at 30 ng mL�1) instead did not provide

detectable signals for Cr in our HPLC-ICP-MS experiments (LD

0.7 ng mL�1). This result tends to support the idea of Cr released

from the prosthesis as Cr(VI), potentially more toxic than the

Cr(III), and that it is not bound to the serum components. Such

Cr(VI) might be associated to the cellular components of blood

(red blood cells, lymphocytes, etc.), since the total elemental

concentration in whole blood is significantly high and it can not

be detected in plasma. In fact, Cr is well known to generate DNA

adducts and to diminish DNA synthesis so is expected to be

found in the nucleus of cells such lymphocytes rather than in

plasma.23

Finally, the speciation of the Co present in human serum was

similarly accomplished. Fig. 6 shows the HPLC-ICP-MS Co

elution profile for control serum and serum from a patient with

hip prosthesis (total Co content in whole blood 1.8 ng mL�1).

Fig. 6 also shows the Co elution profile for a control serum

spiked with 30 ng mL�1 of Co(II). As can be observed, both

control and patient serum showed a Co peak around 14 min that

was also detectable in the blank gradient; however, in the case of

the patient, an additional Co-containing peak appears at 12.5

min. This peak eluting at 12.5 min seems to correspond to the

association of Co to albumin. This is in agreement with recent

Fig. 5 Chromatographic profile obtained by HPLC-ICP-MS for: (A)

Mn in serum from a patient, serum from a control individual, control

serum incubated with Mn(II) and standard transferrin incubated with

Mn(II); (B) 52Cr in serum from a patient, serum from a control individual

control serum incubated with Cr(III) and standard transferrin incubated

with Cr(III).

Fig. 6 Chromatographic profile obtained by HPLC-ICP-MS for 59Co in

serum from a patient, serum from a control individual, control serum

incubated with Co(II) and blank gradient.
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reports24 that revealed very strong binding of Co to the N-

terminus of albumin by ESI-MS. In fact, a species of albumin

that is missing the first 2 N-terminal aminoacid residues did not

form this adduct and the binding seems independent of the

oxidation status of the most available cysteine residues.24 The

spiking experiments in serum provided similar results (see Fig. 6)

to those described before for the patient showing a main Co peak

at 12.5 minutes. However, the incubation of Co(II) with an

albumin standard did not revealed any specific binding of the

metal (data not showed). Therefore, it seems clear that the other

serum components play a crucial role in the association of metals

to proteins that can not be studied in protein standard models.

Finally, Ti speciation was conducted in the serum samples of

the patients and also in the control individuals. According to

existing literature,25,26 transferrin seems to be the main binder of

Ti(IV) in human serum. However, the reported data have been

obtained in vitro using ‘‘spiked’’ Ti(IV) serum samples. Unfortu-

nately, our attempts to apply the developed HPLC-ORS-ICP-

MS speciation methodology to Ti speciation failed to provide

accurate results due to the presence of spectral interferences

(namely, SO+).

Conclusions

A sensitive strategy for the total determination of trace elements

potentially released from M/M total hip prosthesis to the bio-

logical fluids blood and urine has been developed and validated

by means of DF-ICP-MS. The methodology has proved to be

sensitive enough to precisely and accurately determine Co, Cr,

Mn, Mo and Ti in two reference materials (at the level expected

in the samples). Multi-elemental determinations in real samples

have been accomplished in several samples of patients carrying

such prosthesis and the levels compared to those of control

individuals by means of box diagrams. Significant differences

have been found for Cr and Ti, both in blood and in urine

samples. Differences were also found in patients carrying tita-

nium-based dental implants. Further on, speciation studies have

been conducted in those samples where the level of Cr, Co and

Mn was slightly higher than in control individuals. These results

revealed the association of Mn to transferrin and of Co to

albumin and the almost complete absence of Cr in the chro-

matograms. It is speculated that Cr might be released from the

prosthesis as Cr(VI) and so it can not be detected under the

proposed HPLC-ICP-MS experimental conditions.
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D.2.1 Introducción 

 La liberación de elementos metálicos, particularmente Ti, procedentes de 

implantes de cadera y dentales (como se mostró en el Capítulo I de la presente 

Tesis Doctoral), ha hecho surgir la pregunta de si dicha liberación ocurriría en 

otros implantes metálicos como son los clavos de osteosíntesis, utilizados con 

frecuencia para fijar las fracturas de huesos largos (fémur, tibia y húmero). Este 

tipo de fracturas son muy comunes; tanto en individuos jóvenes, tras sufrir 

accidentes de tráfico o lesiones deportivas, como en gente mayor, con 

problemas de osteoporosis [1,2]. Tanto los implantes de osteosíntesis 

intramedulares como los extramedulares, así como los tornillos utilizados para 

fijar estos últimos están hechos de aleaciones cuyo metal principal es el Ti. Se 

elige este elemento por ser altamente resistente a la corrosión y por ser 

considerado el elemento biocompatible por excelencia. Gran parte de estas 

propiedades se deben a la formación de la capa de óxido (TiO2) sobre su 

superficie [3], que lo protege. Sin embargo, además de su bien conocida escasa 

resistencia a la fricción [4], actualmente también se ha puesto en entredicho su 

resistencia ante la corrosión [5].  

 Por ello, la comunidad científica internacional ha comenzado a investigar 

en profundidad acerca de la biocompatibilidad real del Ti, la posible liberación 

de éste, así como las consecuencias biológicas de dicha liberación, desde muy 

diversas disciplinas científicas (medicina, química, ciencias de los materiales, 

bioquímica, etc.).  

 Para estudiar la liberación de Ti en individuos portadores de diferentes 

implantes, construidos a base de aleaciones de este metal es necesario, en 

primer lugar, establecer los niveles de concentración en la población no 

portadora de implantes metálicos, la cual se puede encontrar expuesta a otras 

fuentes del mismo (p.ej. algunos productos cosméticos y/o de higiene 

personal). En este sentido, se debe prestar especial atención a los problemas de 

contaminación, durante la manipulación de las muestras y al uso de 
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instrumentación analítica inadecuada, p.ej. el empleo del horno de grafito, el 

cual no permiten alcanzar los límites de detección necesarios para determinar 

este elemento en los individuos control o el empleo del ICP-MS de tipo 

cuadrupolo, que no posee la capacidad para eliminar las interferencias 

poliatómicas que afectan a la medida del Ti en los fluidos biológicos. De hecho, 

en muchos de los trabajos publicados hasta la fecha se han documentado 

niveles de hasta 114 µg L-1 de Ti en suero [6]. 

Por ello, es imprescindible el uso de estrategias adecuadas para su 

medida, con el fin de obtener los niveles basales de este elemento en la 

población sana y así poder compararlos con los niveles obtenidos en los 

pacientes portadores de implantes (intentando correlacionar, de este modo, un 

posible incremento de Ti con una posible patología). Dicha instrumentación no 

solamente debe poseer una elevada sensibilidad (teniendo en cuenta la baja 

concentración a la que se encuentra en los fluidos biológicos, una vez liberado 

de los  implantes) sino también una selectividad adecuada (debido a la 

complejidad de la matriz), con el fin de discriminar dicho metal de las 

interferencias poliatómicas que le afectan (ver la Tabla C.I en el Experimental de 

la presente Tesis Doctoral).  

 Este metal, una vez liberado de los implantes parece que se excreta muy 

poco por la orina [7], sin embargo su ruta metabólica es aún desconocida. Por 

tanto, como se comentó anteriormente, para avanzar en el conocimiento de los 

mecanismos que sigue el Ti en su distribución sistémica por el organismo, 

resulta imprescindible llevar a cabo estudios de especiación cualitativa y 

cuantitativa. Este segundo aspecto es complejo, particularmente, debido al 

desconocimiento del tipo de biomolécula a la que se asocia el Ti y como 

consecuencia, la ausencia del estándar correspondiente de forma comercial. 

 Estudios recientes realizados in vitro han puesto de manifiesto que la 

principal proteína transportadora de Ti en el suero es la transferrina (Tf) [6,8,9], 

con una constante de afinidad superior a la del complejo Fe-Tf. Sin embargo, 

todos estos estudios se habían realizado tras la adición de Ti al suero, por lo que 
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previamente a la presente Tesis, no se habían llevado a cabo estudios a nivel 

basal in vivo. 

La transferrina, es una proteína globular constituida por una única 

cadena polipeptídica de 679 aminoácidos y cada molécula de transferrina 

consta de dos lóbulos independientes y simétricos denominados dominios N-

terminal (residuos 1-336) y C-terminal (residuos 337-679), en los cuales se 

encuentran los dos centros de unión a los metales. Se puede ver  ilustrado un 

dibujo de la proteína en la  D.2.1 [10]. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura D.2.1. Estructura de la transferrina diférrica (saturada) mostrándose los dos 
dominios correspondientes al C- y al N- terminales, respectivamente 

 

En el suero de un individuo sano, el hierro se encuentra presente a 

concentraciones entre 0,1-0,9 μg mL-1 y la Tf a niveles de 3 mg mL-1, por tanto, 

bajo condiciones fisiológicas, la Tf de suero humano presenta un grado de 

saturación de hierro aproximadamente del 30% [11]. Esto implica que aun 

habrá sitios disponibles  para la asociación con otros metales, p.ej. el Ti. El 

complejo formado tendrá una menor o mayor constante dependiendo del metal 

de que se trate y del ión sinérgico que se necesite para completar la esfera de 

coordinación. Algunos metales también transportados por esta proteína son 

Al3+y Cr3+ [12], Bi3+ [13], Ga3+ [14], así como In3+ y Tl3+ [15]. Las diferencias 

estructurales entre los dos dominios (N-terminal y C-terminal) hacen que la 

unión de los metales en cada uno de ellos no sea idéntica. Así, en el suero se 

Dominio N-Terminal
Dominio C-Terminal

Dominio N-Terminal
Dominio C-Terminal
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pueden distinguir y aislar las cuatro isoformas de la Tf en función de su 

contenido en hierro: 

 Apo-transferrina (Apo-Tf): Tf libre de Fe. 

 Fe1N-Tf: Tf monoférrica con el hierro enlazado al nitrógeno terminal. 

 Fe1C-Tf: Tf monoférrica con el hierro enlazado al carbono terminal. 

 Fe2-Tf: Tf diférrica, también llamada holotransferrina. 

Además, la transferrina es una glicoproteína; es decir, contiene dos 

cadenas de oligosacáridos idénticas en el lóbulo del C terminadas, en algunos 

casos, con moléculas de ácido acetil neuramínico (ácido siálico) [16]. El 

contenido de ácidos siálicos puede variar de 0 a 8, dando lugar a las distintas 

sialoformas de la Tf. Dichas sialoformas difieren en su pI en 0,1 unidades de 

pH por cada residuo de ácido siálico unido a la cadena glucídica. Los puntos 

isoeléctricos de estas isoformas varían entre 5 y 6 y presentan pesos 

moleculares entre 75,37 y 79,81 KDa. Las sialoformas más comunes se pueden 

ver recogidas en la Figura D.2.2. [17]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura D.2.2. Sialoformas más comunes de la transferrina 

 La sialoforma más abundante en el suero humano es la tetrasialo Tf, la 

cual posee dos cadenas de heterosacáridos idénticos y cada una con 2 ácidos 

Asialo Tf Monosialo Tf Disialo Tf Trisialo

Tetrasialo Tf Pentasialo Tf

Cadena de carbohidrato
Cadena polipeptídica

Ácido siálico terminal

TfAsialo Tf Monosialo Tf Disialo Tf Trisialo

Tetrasialo Tf Pentasialo Tf

Cadena de carbohidrato
Cadena polipeptídica

Ácido siálico terminal

Tf



D.2 CAPÍTULO II 
 
 
 

176 

 

siálicos. Las sialoformas asialo (ningún residuo sialo), monosialo, disialo y 

trisialo-Tf son minoritarias y en conjunto se las denomina transferrinas 

deficientes en carbohidratos (CDT). Su presencia, en concentraciones elevadas 

es hoy en día un biomarcador altamente específico para el diagnóstico del 

alcoholismo crónico, defectos congénitos de glicosilación (CDG) y pérdida de 

líquido cefaloraquídeo (LCR, con una alta proporción de asialo-Tf) [18].  

D.2.2 Objetivo general y objetivos parciales 

 Según lo anteriormente expuesto, el objetivo general de este segundo 

capítulo fue: la evaluación de la liberación de Ti y su transporte en el suero de 

pacientes portadores de implantes de ostesíntesis intramedulares y extramedulares.   

Este objetivo general se abordó a través de los siguientes objetivos 

parciales: 

 Desarrollo de una metodología para la determinación de Ti en suero 

humano mediante análisis de dilución isotópica  (IDA) con detección 

por ICP-MS de alta resolución (HR-ICP-MS).  

 Validación de la metodología mediante el análisis de un material de 

referencia certificado en Ti por SERONORM. La concentración de Ti 

en dicho suero de referencia es menor de 2 µg L -1, lo cual garantiza 

poder utilizar dicha metodología en las personas sanas (controles) en 

las cuales se espera obtener bajos niveles de titanio. 

  Aplicación de la metodología desarrollada para la obtención de la 

concentración de Ti en el suero de personas sanas (controles) y en el 

suero de pacientes portadores de implantes de osteosíntesis (tanto 

intramedulares como extramedulares). 

 Separación y detección de las proteínas séricas que transportan al Ti 

en suero mediante el empleo de las llamadas “técnicas híbridas”, en 

particular mediante el acoplamiento entre el HPLC y el HR-ICP-MS. 
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 Puesta a punto de un método para la cuantificación del Ti enlazado a 

dichas proteínas séricas en suero humano, mediante técnicas de 

dilución isotópica en el modo post-columna (modo no específico). 

 Validación de la metodología de especiación desarrollada mediante el 

análisis de un material de referencia de suero certificado en Ti por 

SERONORM (SeronormTM Trace Element Serum (Ref. 201405)).  

 Aplicación de la metodología desarrollada a la cuantificación del Ti 

asociado a la(s) proteína(s) que transporte(n) a dicho metal en el 

suero en pacientes e individuos control. 

 Estudio in vivo del enlace del Ti con la transferrina, para elucidar si 

este se forma preferentemente en el lóbulo del N o de C así como el 

efecto de los ácidos siálicos presentes en la  proteína transferrina 

sobre dicho enlace. Dicho estudio se realizará a los niveles de Ti 

presente en el suero de los pacientes portadores de implantes (sin 

adición alguna de Ti). 

Los resultados y discusión derivados de este segundo capítulo se recogen 

en los artículos científicos II y III que se muestran en las secciones D.2.3 y D.2.4, 

respectivamente. 

D.2.3 Artículo científico II: Analytical and Bioanalytical Chemistry. 

DOI 10.1007/s00216-011-5232-8. 
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Titanium release in serum of patients with different bone
fixation implants and its interaction with serum biomolecules
at physiological levels
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Abstract Increased concentrations of circulating metal-
degradation products derived from the use of Ti ortho-
paedic implants may have deleterious biological effects
over the long term. Therefore, there is an increasing need
to establish the basal level of Ti in the serum of the
population (exposed and non-exposed) with appropriate
highly sensitive techniques and strategies. With this aim,
we have developed a quantitative strategy for the
determination of total Ti concentration in human serum
samples by isotope dilution analysis using a double-
focussing inductively coupled plasma mass spectrometer.
Minimizing sample handling and therefore contamination
issues, we obtained detection limits of about 0.05 μg L−1

Ti working at medium resolution (m/Δm 4000). Such
extremely good sensitivity permitted us to establish the
range of Ti concentration in serum of 40 control individ-
uals (mean 0.26 μg L−1) and also to compare it with the
level in exposed patients with different Ti metal implants.
On the other hand, Ti transport “in vivo” studies have been
enabled by online coupling of liquid chromatography
(anion-exchange) separation and double-focussing induc-
tively coupled plasma mass spectrometry for sensitive
detection of Ti. The development of a postcolumn isotope
dilution strategy permitted quantitative characterization of
the Ti-transporting biomolecules in human serum. The
results for unspiked serum revealed that 99.8% of the Ti
present in this fluid is bound to the protein transferrin, with
column recoveries greater than 95%.

Keywords Titanium . Double-focussing inductively
coupled plasma mass spectrometry. Intramedullary nails .

Speciation

Introduction

Titanium (Ti) is a light and corrosion-resistant metal that
either pure or alloyed has been successfully employed in
orthopaedic and dental implants [1]. Among other
fractures, fractures of the upper part of the femur (termed
hip or proximal femoral fractures) may be surgically fixed
using Ti implants. For this purpose, it is common to use
the so-called intramedullary nail, which consists of a metal
rod inserted from the upper end of the femur into the inner
cavity (medulla) of the bone and held in place with screws
[2]. The rod and the screws are made of pure Ti or Ti
alloys because of their previously mentioned advanta-
geous mechanical properties. Alternatively, bone fractures
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can also be treated with external fixation devices made of
Ti. These external fixation devices have less invasive
implantation, owing to only the screws being in contact
with the bone, and they also have less contact with the
bloodstream. Nevertheless, the stability of the fracture
with these external devices is worse, so the recovery of the
patient is slower and the risk of infection is higher because
they will not give rise to closed fractures. Similarly, Ti is
one of the main components of metal prostheses involved
in total joint arthroplasty [3], in instrumental arthrodesis of
spinal segments [4] and also for implants in dentistry [5].
Although Ti was considered as a “biologically inert”
element, recent studies have revealed that Ti-based
implants undergo corrosion and wear, generating metallic
debris that can exist in several forms, including organo-
metallic complexes, free metallic ion and inorganic metal
oxides (sometimes as TiO2 nanoparticles). In fact,
prosthesis-derived metal wear products are found exten-
sively within the synovial fluid and periprosthetic tissues
of arthroplasty patients [6]. These Ti-containing species
circulate in the body fluids [7], increasing the levels of this
element in serum and urine of patients after total hip and
knee arthroplasty [8, 9].

Besides its orthopaedic use, Ti in the form of TiO2

nanoparticles has been widely used as a white pigment in
paint, food colorant, ultraviolet blocker in cosmetics and
disinfectant of wastewater. In 2006, the International
Agency for Research on Cancer classified pigment-grade
TiO2 as a group 2B carcinogen (possibly carcinogenic to
humans) although in 1999 Ti metal implants (alloys) were
considered as a group 3 carcinogen, not classifiable as to
their carcinogenicity to humans. Biodistribution experi-
ments have indicated that these TiO2 particles can be
transported (mainly in the bloodstream) to other tissues
and organs after uptake by the gastrointestinal tract,
producing hepatic injury and renal lesions [10]. However,
very little is known about Ti toxicity regarding the identity
of the species released [TiO2 nanoparticles or Ti(IV) ions]
and their concentration. Therefore, the strict control of the
Ti levels in the biological fluids of the exposed population
is of general interest, in order to evaluate possible
pathological conditions associated with concentration
increments. For such a purpose, the first step should the
establishment of Ti concentrations in non-exposed indi-
viduals that permit one to mark a threshold between
natural Ti concentration variations and levels of exposure.
In this regard, initial published literature [11] referred to Ti
concentrations in human blood serum of about 2.4 μM (or
114 μg L−1). Such elevated values could be ascribed to the
lack of sensitive and selective analytical techniques to
conduct such determinations or to the potential contami-
nation risks during sample handling. The recent use of
more sensitive and selective instrumentation such as

double-focussing (DF) inductively coupled plasma (ICP)
mass spectrometry (MS) has permitted the determination
of Ti levels below 1 μg L−1 in body fluids of patients with
metal implants [12, 13], demonstrating that use of other
instruments, such as the quadrupole ICP-MS, even fitted
with a collision/reaction cell to overcome polyatomic
interferences, is not adequate.

If Ti is released from implants, the next concern is its
transport, distribution and accumulation. It seems that in
the bloodstream Ti binds to human serum transferrin (Tf)
and to a much lower extent with human serum albumin
[11]. However, most studies investigating these properties
dealt with Ti-spiked fluids, which might not reveal the
natural physiological circumstances. Tf is an 80-kDa
bilobal glycoprotein with two similar metal binding sites
that coordinate metal ions typically in a pseudo-octahedral
geometry with one aspartate, one histidine and two
tyrosinate residues and a bidentate synergistic anion
(usually bicarbonate). Since only about 30% of the
binding sites of human serum Tf are occupied by Fe(III),
it could be expected that the vacant sites could bind other
metal ions. Tinoco and Valentine [14] demonstrated (in
vitro) that Tf can bind Ti(IV) with high affinity (log K=26)
by conducting titration of Tf with titanium(IV) citrate
solution. Other authors have also shown the ability of Ti
(IV) from the anticancer titanocene drug to bind to Tf in the
form of Ti2Tf, which could act as a mediator for Ti delivery
to tumour cells [15]. However, both publications refer to the
formation of Ti2Tf complexes that are unlikely to be formed
in vivo in exposed patients owing to low Ti(IV) concen-
trations with respect to the rather high Tf content in serum
(about 3 mg mL−1). In fact, the speciation of Ti at basal
levels in the serum of control and exposed individuals has
not been conducted.

For this purpose, the work described here has two
specific aims. Firstly, we aimed at developing a quanti-
fication method for Ti in human serum by DF-ICP-MS
[based on isotope dilution analysis (IDA) by using
isotopically enriched 47Ti] in order to establish natural
variations of Ti levels in unexposed individuals and to be
able to distinguish those values from the values for
exposed patients after surgical implantation. Secondly,
we aimed at developing a quantitative Ti speciation
method to address the concentration of Ti bound to the
different human serum biomolecules, based on using an
anion-exchange chromatographic system coupled to the
DF-ICP-MS system. For this purpose, a sample precon-
centration strategy was designed and the postcolumn
addition of the 47Ti spike was used for quantification of
the Ti species being eluted. Methodological accuracy and
precision in total Ti analysis as well as in its speciation in
serum were evaluated by using a serum reference material,
certified for the total Ti content.

Y. Nuevo-Ordóñez et al.
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Experimental

Instrumentation

An ELEMENT II (Thermo Fischer Scientific, Bremen,
Germany) DF-ICP-MS instrument was used for the total
elemental determination and speciation. The instrument was
equipped with a Meinhard concentric glass nebulizer and
with nickel sampler and skimmer cones.

For separation of the human serum proteins, we used a
high-performance liquid chromatography (HPLC) set-up
consisting of a dual-piston HPLC pump (LC-10 AD,
Shimazdu, Kyoto, Japan) and a model 7125 sampler
injection valve (Rheodyne, Cotati, CA, USA) fitted with a
50-μL loop. Separations of human serum proteins were
performed on a Mono Q HR 5/50 GL (Pharmacia, GE
Healthcare, Spain) anion-exchange column.

The identification of the isolated proteins was conducted
using a matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI)
time-of-flight (TOF) MS system. The instrument used in the
study was a Voyager-DETM STR biospectrometry worksta-
tion (Applied Biosystems, Langen, Germany) equipped with
a nitrogen pulsed laser (337 nm) and operating in positive
mode. Sample preparation for MALDI-TOF-MS measure-
ments was performed on a stainless steel hydrophobic target
(Voyager 96×2 sample plate, part no. V700813) using the
dried droplet technique.

Reagents, materials and samples

Ultrapure water (18.2 MΩ cm) was obtained with a Milli-Q
system (Millipore, Bedford, MA). Acetonitrile was of HPLC
grade (Merck, Darmstadt, Germany). Acetic acid and formic
acid were of analytical reagent grade quality from Merck.
Trypsin (200 μg mL−1) was prepared by dissolving the
corresponding solid in 50 mM ammonium bicarbonate
buffer, pH 7.8. A solution of 6 M urea (Sigma-Aldrich,
Madrid, Spain) in 100 mM tris(hydroxymethyl)aminome-
thane (Tris; Merck, Darmstadt, Germany) was also prepared.
DL-dithiothreitol and iodoacetamide were purchased from
Sigma. The reference material used was Seronorm trace
elements serum level 1 (reference 201405) (Nycomed, Oslo,
Norway). This certified reference material was kept in a
refrigerator at 4 °C until analysis and was reconstituted
following the procedure given by the manufacturer.

Mobile phases for HPLC containing 50 mM Tris/acetic
acid (Merck), pH 7.4 (buffer A) and buffer A plus 1.5 M
ammonium acetate (Merck) (buffer B) were prepared by
dilution of the solid salts with the 18 MΩ cm distilled
deionized water (Millipore, Bedford, MA, USA). A Ti
standard solution [1000 μg g−1 Ti as (NH4)2TiF6] with
natural abundances of 7.44% 47Ti, 73.72% 48Ti and 5.41%
49Ti was obtained from Merck. The isotopically enriched

47Ti (4.18±0.02 ng g−1) with relative abundances of
72.466% 47Ti, 22.832% 48Ti and 1.216% 49Ti was obtained
from Spectrascan (Teknolab, Drobak, Norway) as 47TiO2

and solubilized in 5% HF .
Amicon Ultra cut-off membrane filters (30 kDa) were

obtained from Millipore Iberica (Madrid, Spain). A Sequa-
zyme peptide mass standard kit (calibrationmixture) was used
for MALDI mass calibration. The mixtures ware composed of
bradykinin (1060.57 gmol−1), angiotensin (1296.69 gmol−1),
renin (1759 gmol−1) and ACTH (2465.20 gmol−1). The
matrix used was α-cyano-4-hydroxycinnamic acid (Sigma)
(5 mg mL−1 dissolved in 100 μL 1% trifluoroacetic acid and
to 1 mL with 50% acetonitrile). ZipTip pipette tips were
obtained from Millipore (Billerica, MA, USA). Human
serum samples from healthy volunteers and patients after
surgical implantation were kindly provided by Hospital
Central of Asturias (Spain). Use of glassware was avoided
to prevent metal contamination.

Procedures

Serum collection

Serum from healthy individuals (40 subjects) and patients
(37 subjects) with Ti implants was used. The analysed
samples corresponded to three different groups of patients
with intramedullary implants in the tibia (15 patients),
femur (eight patients) and humerus (eight patients with a Ti
humeral nail) and a fourth group with an external fixation
implant (named Philos) for the proximal humerus with
angular stability (six patients).

The nails for the humerus, tibia and femur belong to a
family named T2™ nails (Stryker Ibérica, Madrid, Spain)
and they are made of Ti6Al4V alloy. The Philos external
fixation device is made of a different Ti alloy (Ti/6% Al/
7% Nb) and is manufactured by Synthes (Solothurn,
Switzerland).

The serum samples from the patients with these implants
for 6 months, 2 years and 5 years were analysed. The
samples were collected in 5-mL Vacutainer tubes (Greiner
Bio-One, Madrid, Spain) for trace elements. The precau-
tions taken to avoid any metal contamination during blood
extraction have been described elsewhere [12] and those
procedures were followed here. Briefly, blood samples were
withdrawn from a forearm vein using a stainless-steel
needle surrounded by an inert plastic cannula. Blood was
drawn into standard plastic syringes. The first 5 mL of
blood extracted from each patient was used to rinse the
system and was then discarded. The second 5 mL was
transferred to blood-collection tubes conditioned with
lithium heparin (Vacuette) and used to conduct the analysis.
Immediately after collection, the blood samples were
separated into serum and red blood cells by centrifugation

Titanium release in serum by intramedullary Ti nails
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at 3000g for 15 min. Serum samples obtained in this way
were stored at −20 °C until analysis.

Sample preparation

Serum samples used to determine the total concentration of
Ti were prepared following the method used in previous
studies conducted in our group [16]. The serum was diluted
before analysis as follows: 600 μL of serum was mixed
with 30 μL of the spike solution (11.5 ng mL−1 Ti
isotopically enriched with the isotope 47Ti) and diluted to
a final volume of 3 mL with ultrapure water. For speciation
studies, the samples that exhibited total Ti concentration
below 2 ng mL−1 were concentrated by using ultracentri-
fugation devices (30 kDa) by reducing the sample volume
from 0.5 mL to approximately 0.2 mL (checked by weight
after every step). Such a strategy was applied to the
certified serum as well (1.4 ng mL−1 Ti) to address possible
losses during sample handling. The samples were weighed
before and after treatment to ensure final preconcentration
factors. Those samples that contained Ti levels above
2 ng mL−1 were directly analysed in the HPLC-DF-ICP-
MS set-up since the limits of detection achievable permitted
the direct monitoring of Ti bound to proteins. No spiking of
the samples was conducted at any point of this study.

Postcolumn IDA method

For postcolumn IDA, the solution eluted from the column
was mixed with the 47Ti spike solution (previously
characterized for concentration and isotope abundances)
pumped at 0.2 mL min−1 using a peristaltic pump. For the
quantification, the isotope ratio (47Ti/49Ti and 47Ti/48Ti) was
taken at each point of the chromatogram. The signal of 48Ti
was also used for quantification purposes, owing to the
presence of an isobar interference from 48Ca (0.187%) at
the void volume. The method is based on previous work in
the field [17] demonstrating that, once both solutions have
been introduced into the ICP and ionized, by just measuring
that isotope ratio of Ti in the peak of interest and applying
the isotope dilution equation, one can obtain the mass flow
chromatogram of Ti (ng Ti min−1). The area of a given peak
obtained by integration will give the Ti concentration in that
peak [17].

Since the eluate from the columnwas also passed through a
UV detector, set at 280 nm, for protein monitoring, the content
of metal bound to a given protein can be assessed. The final
operating conditions used are given in Table 1.

Tryptic digestion of the collected fraction

The protein fraction in which Ti is eluted was collected
several times. Then, the concentration of the fraction was

achieved with 30-kDa cut-off membranes and finally the
tryptic digestion was performed. For this purpose, 50 μL of
the previous sample was mixed with 50 μL of urea (12 M
in 100 mM Tris) and 5 μL of DL-dithiothreitol (200 mM) as
a reducing agent and the mixture was allowed to react 1 h at
room temperature. Then, 20 μL of iodoacetamide as an
alkylating reagent was added, after 1 h at room temperature
775 μL of water was added to reduce the concentration of
urea and finally100 μL of trypsin was added to achieve the
digestion of the protein and was allowed to react for 18 h at
37 °C. The pH was brought down to 5 by adding 2 μL of
glacial acetic acid. Finally, the peptides were purified using
ZipTip pipette tips (10-μL pipette tip with a microvolume
bed of chromatography medium fixed at its end). Peptides
from acidic buffer were captured on the ZipTip resin,
washed and then eluted at basic pH.

MALDI-TOF analysis of the collected fraction

The characterization of the Ti-containing fraction was done
by peptide mass fingerprint. In brief, an adequate protein
fraction was digested and desalted (with ZipTip) and an
aliquot of this solution was mixed with saturated α-cyano-
4-hydroxycinnamic acid, as the MALDI matrix, which was
required for the desorption of the peptide molecules.
Finally, the mixture was put on the target and dried at
room temperature before MALDI-TOF-MS measurements.
The same protocol was previously applied with a calibra-
tion peptide mixture (instead of the sample) to calibrate the
MALDI-TOF-MS system. The results obtained proved
unequivocally that the protein that exhibited Ti coelution
is Tf, with 96% sequence coverage due to protein scores
greater than 56 which are significant (p<0.05).

Results and discussion

Total determination of Ti in serum samples by IDA-ICP-MS

The first aim of the work was the optimization and
validation of an analytical strategy to allow the reliable
determination of Ti in serum samples of controls and
patients after surgical implantation of intramedullary nail
devices to treat fractures. Total Ti determination was
achieved by IDA using the isotopically enriched 47Ti
(isotopic abundance 72.47±0.03%). Its abundance differs
greatly from that of natural 47Ti (7.44±0.03%), allowing its
direct use in the IDA experiments. The total Ti concentra-
tion in the isotopically enriched solution was obtained by
reverse IDA using a natural Ti ICP standard and was 4.18±
0.02 μg L−1 (n=5).

The instrumental limits of detection were estimated to be
around 0.05 μg L−1 Ti (using the IUPAC criteria and 2%

Y. Nuevo-Ordóñez et al.
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subboiling nitric acid as a blank solution) and the precision
(repeatability) in terms of relative standard deviation was
about 3% (n=5) at the level of 1 μg L−1. The determination
of Ti in a serum reference material containing a low
concentration of this metal (Seronorm trace elements serum
level 1) was conducted to address the accuracy and
precision of the IDA method in the serum matrix. The
result obtained for such analysis was 1.3±0.2 μg L−1 Ti
(three different serum aliquots), which shows good agree-
ment with the value provided by the certification institution
(mean of 1.4 μg L−1 Ti, ranging from 0.8 to 2 μg L−1).

Therefore, the serum samples were processed according
to the above-described procedure and were analysed by DF-
ICP-MS. The results obtained are shown in Fig. 1, where
the Ti concentrations in the serum of control individuals
(n=40) and implanted patients (separated according to the
different types of implants) are shown (Fig. 1a). First, the
relatively low dispersion of the data corresponding to the
control individuals (Fig. 1b), with a mean value of 0.26±
0.07 μg L−1 Ti (40 different individuals), is noteworthy. The
repeatability for three independent replicates of the same
sample (including addition of the spike, dilution and
measurement) ranged from 5 to 10%. Such results
permitted us to observe significant differences in the Ti
concentration for all the patients with implants with respect
to the control samples. Similar differences have been
observed between control individuals (mean 0.7 μg L−1)
and patients with instrumented spinal arthrodeses
(2.4 μg L−1), also by using DF-ICP-MS [11]. However,
the use of other types of mass analysers such as those
containing collision/reaction cells provided Ti concentra-
tions in serum of control individuals as high as 150 μg L−1

[18]. Unfortunately, such instruments might not be adequate
for removal of all the polyatomic interferences coming from
the matrix of the serum, although the sensitivity in
laboratory solutions can be comparable.

Additionally, in the view of the results in Fig. 1a, several
conclusions can be drawn. First, intramedullary nails
(femoral, tibial or humeral) release more Ti into the
bloodstream than superficial designs (Philos). This release
does not seem to be time-dependent, as observed in Fig. 1b,
where the results for different patients with different

exposure times are shown for the T2 tibial nail group.
Thus, Ti release might occur owing mainly to shedding of
the metallic implants by the blood component, apart from
possible mechanical wear (since intramedullary nails are
placed in highly irrigated areas) or passive dissolution
processes [19]. However, we have no evidence that one of
these mechanisms occurs preferentially to the rest. Such an
observation agrees with the fact that similar Ti concen-
trations in serum have been found in patients with metal-
on-metal total hip arthroplasty (where the prostheses are
made of CoCrMo alloys and only the femoral stems are
made of Ti alloys) [20] and with Ti–polyethylene total hip
arthroplasty [12]. In both cases, the Ti release into the
bloodstream was very similar (ranging from 1.5 to
2.5 μg L−1), pointing to the presence in both cases of the
Ti stem, which is placed in a highly irrigated area, as the
main source of circulating Ti(IV).
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Fig. 1 Ti concentration in the serum a of patients with different types
of intramedullary Ti nails and control individuals and b at different
time points after implantation for a T2 tibial nail and magnification of
the Ti levels in control individuals (n=40). The number of patients is
given “Serum collection”

Column Mono Q HR 5/5 (50 mm×5-mm internal diameter, 10-mm particle size)

Injector loop 50 μL

Flow rate 1 mL min−1

Buffers A: 50 mM tris(hydroxymethyl)aminomethane/acetic acid (pH 7.4)

B: A + 1.5 M ammonium acetate (pH 7.4)

Gradient Time (min) Buffer B(%)

0 0

15 50

Detection UVabsorption at 280 nm

Table 1 High-performance liq-
uid chromatography instrumental
conditions

Titanium release in serum by intramedullary Ti nails
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The concentrations observed here in patients with intra-
medullary nails, higher than those in patients with total hip
arthroplasty, could be justified by the fact that in fracture
fixation devices (such as intramedullary nails) the metal
degradation may be facilitated by movement and micro-
motion of the implant and fretting corrosion between the
nail-locking screw interface [19]. These findings are most
relevant to the orthopaedic community since fixation
devices of this type are commonly employed in younger
patients and the extent and effect of long-term exposure to
low Ti concentration are still unknown.

Quantitative studies of Ti transport in serum samples

After proving a noticeable increase in total Ti concentration in
the serum of patients with intramedullary nails with respect to
controls, we next studied of the transport of the released Ti
into the bloodstream. Very little is known about the transport
of Ti in the body and its effects. Therefore, the first goal was to
identify the transporting protein/s for this metal in human
serum in unspiked samples. Previous studies in our group
were conducted in spiked samples obtained by incubation of
titanium citrate with serum samples and revealed that Tf was
the main binder biomolecule of Ti in serum. Curiously
enough, however, Ti–Tf decomposition was observed with
different chromatographic columns (only 40% of the injected
Ti was recovered in some cases) [21]. In that work it was
suggested that Ti(IV) hydrolysis and precipitation (as
inactive titanium oxide species) could take place inside the
chromatographic column. Thus, in this work we evaluated
the possibility of assessing Ti natural speciation in serum.
Therefore, the development of adequate preconcentration
procedures was necessary to achieve detectable levels of Ti
by HPLC-DF-ICP-MS when natural levels were directly
undetectable.

In this vein, our first speciation studies were conducted
with the serum samples of those patients exhibiting higher
Ti concentrations (up to 6–7 μg L−1). The best chromato-
graphic conditions for the separation of the serum proteins
were studied in a previous publication [21] and are
summarized in Table 1. Figure 2 shows the chromatographic
profile of a serum containing 6.5 μg L−1 Ti obtained by
HPLC (anion exchange) using UV–vis (280 nm) (Fig. 2a)
and DF-ICP-MS (Fig. 2b) detection. In Fig. 2b, the profile
corresponding to 34S shows a remarkable similarity to that
observed for UV–vis detection (Fig. 2a), serving as an
additional confirmation of the presence of the proteins
bound to a given metal (Ti in this case) just by using ICP-
MS. This latter chromatogram shows the presence of a
single Ti peak at about 7 min, which corresponds to one of
the Tf forms and no binding of Ti to albumin is observed.
The profile of 49Ti (data not shown) is very similar since
both isotopes show comparable isotopic abundances.

However, the most abundant Ti isotope (73.72% 48Ti versus
7.44% 47Ti) is affected by the isobaric interference of the
48Ca isotope. Fortunately, in our experiment Ca is eluted at
the void volume of the column, as can be seen in Fig. 3,
where the 44Ca isotope is also monitored, so Ti measure-
ments should also be possible using 48Ti. In fact, the trace of
m/z 48 in Fig. 3 shows, together with the large peak at the
void volume, a species at 7 min (negligible signal at m/z 44)
which must be due to the binding of Ti to the same Tf form.
Calculated isotope ratios in this chromatogram (as peak
areas) are summarized in Table 2 and are compared with the
theoretical values. There is good agreement even with the
48Ti isotope. For this reason, Ti concentration calculations
were conducted using both isotopes.

Ti species quantification in human serum of the patients
with intramedullary nail implants was achieved by post-
column IDA-ICP-MS. For this purpose, solutions contain-
ing either 0.1 μg L−1 (for the quantifications using the 49Ti
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Fig. 2 Chromatographic profile of a serum sample from a patient with
a T2 tibial nail using a UV detection (280 nm) of the proteins,
immunoglobulin G (IgG), transferrin (Tf) and albumin (Alb) and b
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) detection
monitoring 47Ti and 34S. The chromatographic conditions are detailed
in the text
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isotope) or 1.5 μg L−1 (for the quantification using the 48Ti
isotope) of isotopically enriched Ti (47Ti, 72.47%) were
used. As commonly performed, these solutions were
continuously pumped by an arm of a T-piece and mixed
with the eluent coming from the chromatographic column,
to quantify the Ti through 49Ti and 48Ti, respectively, as
reported in previous publications [22]. After the isotope
ratio has been calculated at each point of the chromatogram
and the online isotope dilution equation has been applied, it
is possible to calculate the total Ti bound to the different
species in the chromatogram. In this case, the quantitative
speciation results obtained for some of the analysed
samples that exhibited higher Ti concentrations (from 4.2
to 10.7 μg L−1) are shown in Table 3. These results reveal,
first, that the Ti in serum is quantitatively bound to Tf and,
second, that this binding (in vivo) is strong enough to be
preserved during the chromatographic separation.

In the serum samples with low Ti content (below 2 μg L−1)
the speciation of Ti was achieved by using the same
chromatographic system but after preconcentration of the
serum proteins by filtration through 30-kDa cut-off mem-
branes. One of the most important limitations of such
preconcentration devices is the possible losses of proteins by
adsorption into the ultracentrifugation membranes. There-
fore, initial preconcentration studies were conducted using
the certified reference material (Seronorm trace elements
serum level 1). The chromatogram obtained by this method
to quantify the Ti through 49Ti (by adding 0.1 μg L−1 47Ti

spike) is shown in Fig. 4. The chromatogram in Fig. 4
reveals an adequate profile even at such low concentrations
for both isotopes, with a remarkably low background signal.
The preconcentration factor (approximately twofold)
obtained by using the ultracentrifugation devices seems to
be enough to achieve reliable and quantifiable signals with
the HPLC-DF-ICP-MS system used.

In terms of the Ti found in the preconcentrated sample, the
results obtained (shown in the case of using the 49Ti and 48Ti
isotopes) are also summarized in Table 3. There is good
agreement between the Ti concentration given by the
manufacturer and the concentration of Ti found associated
with Tf fractions. Since quantitative Ti recoveries are
obtained after the whole treatment, there is no evidence of
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Fig. 3 Chromatographic profile of a serum sample from a patient
obtained by ICP-MS detection monitoring 47Ti, 48Ti, 49Ti and 44Ca.
The chromatographic conditions are detailed in the text

Table 2 Calculated Ti isotope ratios (as peak area of the species
eluted at 7 min) in the chromatogram in Fig. 3 are shown in
comparison with the theoretical ratios

Ratio Theoretical ratio Experimental ratio (peak area)

47Ti/48Ti 0.1 0.09±0.02
49Ti/47Ti 0.76 0.78±0.03
49Ti/48Ti 0.08 0.07±0.01

Table 3 Ti concentrations obtained in the peak corresponding to the
human serum transferrin [obtained by post-column isotope dilution
analysis (IDA)] in comparison with the total Ti concentrations
obtained in the serum by direct IDA

Samples Ti (μg L−1)
by postcolumn IDA

Concentration
(μg L−1) by total determination

Patient 1 10.7±0.5 11.1±0.09

Patient 2 7.0±0.5 7.3±0.1

Patient 3 10.5±0.5 10.7±0.1

Patient 4* 4.2±0.4 4.1±0.2

Patient 5* 2.6±0.3 2.5±0.1

Patient 6 1.2±0.3 1.4±0.1

SRMa 1.6±0.3 1.4 (0.8–2)

SRMb 1.7±0.3 1.4 (0.8–2)

N=3 independent aliquots

*Preconcentrated samples

SRM standard reference material
a Using the isotopes 49 Ti and 47 Ti
b Using the isotopes 48 Ti and 47 Ti
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Fig. 4 Ti chromatographic profile obtained for a serum referencematerial
(Seronorm trace elements serum level 1) after preconcentration using
ultracentrifugation devices by postcolumn isotope dilution analysis–high-
resolution ICP-MS (postcolumn addition of 0.1 μg L-1 47Ti)
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the lability of the Ti–Tf complex in vivo. It must be stressed
that the certified serum is supplied with the lipids removed,
and to obtain good quantitative data this step must be
conducted before the analysis to avoid problems in the
ultracentrifugation step in samples with Ti levels below
2 μg L−1. The Ti concentration obtained in two samples
using the preconcentration step is also shown in Table 3.

Finally, it is important to note that the unambiguous
identification of Tf in the Ti-containing fraction was
achieved by monitoring other trace elements that typically
bind to Tf (e.g. Fe, data not shown) and by MALDI-TOF
(as described in “Procedures”).

Conclusions

Quantitative strategies based on IDA for total Ti
determination and speciation have been developed. The
detection limits obtained with DF-ICP-MS have allowed
the determination of total Ti in serum of control
individuals, which was around 0.3±0.1 μg L-1 (with low
dispersion among samples). The simplicity of the method
based on IDA and the accuracy and precision of the results
obtained should encourage the use of the proposed strategy
on a routine basis. The application of such a method to the
determination of Ti in serum of patients with different
types of bone fixation devices (intramedullary nails and
external fixation) has shown significant differences among
implant types and with respect to those of the controls. It
seems that systemic dissemination of Ti ions is not limited
to hip arthroplasty but also extends to other implants in
vivo. This might be a reason of concern in the case of
intramedullary nails, which are often used in younger
patients.

The quantitative speciation of the Ti released by such
intramedullary nails has been conducted in vivo, for the
first time, without spiking the samples. It has been observed
that Ti is uniquely bound to Tf in serum and that on the
basis of anion-exchange chromatography this binding is
stable under the separation conditions used. Thus, the
postcolumn IDA strategy developed revealed quantitative
Ti recoveries in the Tf fraction of the serum samples.
Furthermore, the preconcentration method developed using
ultracentrifugation devices has proved to be suitable for the
quantitative speciation of serum samples with low Ti
content. Even in the reference material (where the sample
was treated for removal of lipids and freeze-dried) the
results show that Ti is quantitatively bound to Tf and that

the binding is preserved during sample preparation (which
is in agreement with the reported high stability constant of
the Ti–Tf complex).
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ABSTRACT 

Serum transferrin (Tf) is an iron binding glycoprotein that plays a central role in the 

metabolism of this essential metal but it also binds other metal ions. Four main 

transferrin forms containing different iron binding states can be distinguished in serum 

samples: monoferric (C-site or N-site), holotransferrin (with two Fe atoms) and 

apotransferrin (with no metal). Recently, it has been reported that Tf binds also Ti even 

more tightly that does Fe in Ti(IV) spiked solutions. However, very limited work has 

been done on the Ti binding to Tf at physiological concentrations in patients carrying 

intramedullary Ti nails.  Here we report the chemical association of Ti to Tf “in vivo” 

under different chromatographic conditions by elemental mass spectrometry using 

double focusing inductively coupled plasma (DF-ICP-MS) as detector. For the 

separation of the Ti/Fe-Tf forms different gradient conditions have been explored. The 

observed results reveal that human serum Ti (from patients carrying intramedullary Ti 

nails) is uniquely associated to the N-lobe of Tf. The investigation of the influence of 

sialic acid in the carbohydrate chain of human serum Tf, studied by incubating the 

protein with neuraminidase (sialidase) to obtain the monosialilated species revealed that 

the binding affinity of Ti was similar for monosialo-Tf and for native-Tf and occurs in 

the N-lobe. These results suggest that the species FeCTiN-Tf might provide a route for Ti 

entry into cells via the transferring receptors after the release of the metal from its 

implants. 

 

Key-words: titanium, tansferrin, binding states, serum, sialic acids, HPLC-DF-ICP-MS. 
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INTRODUCTION 

Human serum transferrin (Tf) is a globular glycoprotein containing two lobes for metal 

binding, at the N-lobe and C-lobe respectively. This protein coordinates metal ions 

typically in a pseudo octahedral geometry with one aspartate, one histidine and two 

tyrosinate residues and a bidentate synergistic anion (usually bicarbonate).1 Iron(III) is 

the principal metal ion transported by Tf in human serum.2 However, the relative 

concentration of Fe (about 1 µg mL-1) in respect to the total Tf concentration (3 mg mL-

1) in this biological fluid is low, and therefore, under normal conditions Fe does not 

fully load all the metal binding sites of the protein. In other words, about 65% of Tf 

sites are still available for metal binding. Thus, other metal ions can be also associated 

to Tf in human serum with different stability constants that depend on the type of metal 

and on the synergistic anion.3 Elements such as aluminium(III), vanadium(III) and 

(IV),4 manganese(II)5 and more recently titanium(IV)6 have proved to bind to serum Tf. 

In fact, recent publications reported a strong interaction between Ti(IV) and Tf with 

even higher stability constant than Fe(III) and Tf (log K 26 versus 21).7,8 Furthermore, 

our recent quantitative speciation studies corroborate that when Ti is present in serum as 

consequence of metal wear from Ti implants, this metal is uniquely associated to Tf.9  

 Despite the fact that the amino acid sequence of the two lobes for metal binding 

in Tf is very similar, the affinity of the different metal ions for each of them does not 

seem to be identical.10 Thus, Maitani et al.11 reported that the preferential binding site of 

Fe(III) and Al(III) is the N-lobe, in the presence of bicarbonate as the synergistic anion. 

The same authors showed that V(III) seems to be present as VC-Tf and as V2-Tf.12 

Regarding the Ti binding sites, the results obtained so far are not conclusive. 

Experiments conducted in spiked solutions revealed different preferential binding sites 

depending on the Ti source (as titanocene or as Ti citrate complex).7 The study of the Ti 
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binding sites in Tf conducted in vitro by two-dimensional [1H, 13C] NMR and using 

titanocenes as Ti source showed that Ti(IV) loads the C-lobe first, followed by the N-

lobe, and exhibits binding to specific Fe(III) sites, yielding to Tf conformational 

changes similar to those induced by Fe(III).13 Moreover, Fe(III) has been found to 

displace Ti(IV) rapidly from the C-lobe of Ti2-Tf (<5 min) but only slowly (days) from 

the N-lobe. Contradictorily, the loading of Tf with an in situ generated Ti(IV) citrate 

complex show that the C-lobe binds Ti(IV) more tightly than the N-lobe.7  In any case, 

very little is known about chemical features of the Ti association to the different Tf 

lobes in normal human serum. One of the intrinsic difficulties associated with that study 

is the low concentration of this element in real serum samples (<0.5 µg L-1 in control 

individuals and up to 12 µg L-1 in exposed patients).9 Considering those extremely low 

Ti concentration levels, the formation of Ti2-Tf is very unlikely to occur under 

physiological conditions and, therefore, spiking experiments carried out so far seem to 

be inadequate for real life quantitative speciation studies of this element.  

On the other hand, Tf is a glycoprotein that presents heterogeneity in terms of 

the N-glycans composition located in the C-terminal lobe. Such glycans form antennary 

structures composed by mannose, galactose, N-acetylglucosamine and terminated with 

N-acetyl neuraminic acid, also called sialic acid. The structures of Tf in human serum of 

healthy individuals are classified regarding the content on sialic acids molecules. Thus, 

75% of the Tf present in serum is in the form of tetrasialo Tf, 15% as pentasialo and 5% 

as trisialo. Some authors have postulated that the presence of the glycan structures 

might affect the metal binding efficiency, particularly in the case of Fe.14 However, our 

recent experiments revealed that all the Tf sialoforms in human serum are saturated with 

Fe at the same extent (28  4%).15 Thus it appears that, the glycans structure seems to 
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play a minor role in the interaction of Fe with Tf. However, this doest not seem to be 

the case with other metals (e.g. Al).16 

Thus, the aim of this work was try to study in more detail the chemical 

association of Ti to Tf lobes in unspiked serum samples from patients carrying Ti 

metallic implants (to compare results with those of the corresponding Fe profiles). 

Considering that Fe2-Tf is the species that binds to the cellular receptors and iron binds 

tightly to the N-lobe (with the accompanying closure of the cleft), it could be possible 

that Ti replaces Fe from the C-lobe (which remains in the open conformation) or even 

displaces Fe from the N-lobe. Thus, the formation of species like FeNTiC-Tf or FecTiN-Tf 

could be a likely route for Ti(IV) entering the cells via Tf receptors.17 This factor can be 

of major importance, considering that the presence of Ti inside the cell might induce 

oxidative stress and could interruption important phosphorylation cascades (due to its 

binding with the phosphate groups in proteins).18  

 

EXPERIMENTAL 

Instrumentation. 

A double focusing-sector field ICP-MS (DF-ICP-MS) instrument, ELEMENT II 

(Thermo Fischer Scientific, Bremen, Germany) was used. The instrument was equipped 

with a Meinhard concentric glass nebuliser and with nickel sampler and skimmer cones.  

For separation of the human serum proteins, a high performance liquid 

chromatography (HPLC) set-up was used consisting of a dual piston HPLC pump 

(Shimazdu LC- 10AD, Shimazdu corporation, Kyoto, Japan) and a sampler injection 

valve, Rheodyne, Model 7125 (Cotati, CA, USA) fitted with a 50 μL loop. Separations 

of human serum proteins were performed on an anion exchange column Mono Q HR 

5/50 GL (Pharmacia, GE Healthcare, Spain). 
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The identification of the isolated proteins was conducted using a MALDI-TOF-

MS system. The instrument used in the study was a Voyager-DETM STR 

Biospectrometry Workstation (Applied Bio-sytems, Langen, Germany) equipped with a 

nitrogen pulsed laser (337 nm) and operating in positive mode. Sample preparation for 

MALDI-TOF- MS measurements was performed on a stainless steel hydrophobic target 

(Voyager 96 × 2 sample plate P/N V700813) using the dried droplet technique.  

 

Reagents, Materials and Samples 

Human serum transferrin (Tf) was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA). Ultrapure water (18.2 MΩ cm) was obtained with a Milli-Q system (Millipore, 

Bedford, MA). Acetonitrile was of HPLC grade (Merck, Darmstadt, Germany). Acetic 

and formic acids were of analytical reagent grade quality from Merck.  

Mobile phases for HPLC containing (A) 0.050 mM tris(hydroximethyl) amino 

methane/acetic acid (Merck), pH 7.4 and (B) A + 0.250 M ammonium acetate (Merck) 

were prepared by dilution of the solid salts with the 18 MΩ cm distilled deionized water 

(Millipore, Bedford, MA). Serum samples from control individual and patients carrying 

artificial Ti nails were provided by the University Hospital of Asturias. Total Ti was 

first determined in the samples by Isotope Dilution Analysis using a DC-ICP-MS. Total 

Ti was first determined in the samples by isotope dilution ICP-MS as described 

elsewhere. In brief, 600 μL of serum were mixed with 30 μL of the spike solution (11.5 

ng mL
−1 

isotopically enriched 
47

Ti) and diluted to a final volume of 3 mL with ultrapure 

water for further quantification. Proteomics Grade α (2→3, 6, 8) neuraminidase from 

Clostridium perfringens (N2876-10U) was purchased from Sigma-Aldrich. 

Sample preparation for MALDI-TOF measurements was performed on a 

stainless steel hydrophobic target using the dried-droplet technique. For that, an aliquot 
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(0.5 µL) of the sample solution and an equal aliquot of the matrix solution were mixed 

on the target in the given order and dried at room temperature. The matrix solution used 

was prepared by dissolving 5 mg of sinapinic acid (Sigma) in 1 mL of 30% acetonitrile, 

0.1% TFA. Experimental conditions are given in Table 1. 

 

Procedures 

Removal of sialic acids. 

Neuraminidase is a highly purified enzyme from Arthrobacter ureafaciens that releases 

(23), (26),  (28) and  (29) linked sialic acids.  A standard of apo-human 

serum Tf (3 mg) was prepared in the reaction buffer (50 mM sodium phosphate, pH 6.0, 

3 mL). In the case of serum 500 μL of sample, either from control individuals or from 

patients carrying Ti nails were diluted in the reaction buffer (100 mM sodium acetate, 

pH 5.0, 500 μL), mixed with neurminidase solution (0.1U) and incubated for 24h at 

37ºC. The aliquots were desalted by using a membrane of dialysis (3 KDa) against Milli 

Q 1h at room temperature. Finally, they were analysed by HPLC with UV detection at 

280 nm. 

Iron saturation. 

For iron loading of transferrin, 3 mg of the Tf standard was diluted in 1 mL of 25 mM 

Tris-acetic acid buffer (pH 7.4) and incubated with 25 µL of different concentration 

Fe(III) solutions (as FeCl3) and 25 µL of a 500 mM sodium bicarbonate solution for 1h 

at room temperature. Aliquots of the apo Tf standard (1 mg mL-1), after sialic acid 

removal, were also incubated with different concentrations of Fe(III) following the 

same procedure. Such samples loaded with iron were subsequently filtered through 0.22 

µm syringe filters and injected in the HPLC system.  
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RESULTS AND DISCUSSION 

Fe and Ti chromatographic profiles in serum under different conditions 

In order to address the question of the presence of Ti in particular lobe of Tf at 

physiological conditions, a first series of experiments were conducted. We first 

investigated the separation of the Tf forms at different Fe loading concentrations in a 

standard solution and then in real human serum. For this purpose, we used previously 

optimized chromatographic conditions9. Figure 1 shows the obtained result 

corresponding to a standard of human serum Tf (3 mg mL-1) with two different Fe 

concentrations added (no addition, 1.5 µg mL-1 and 14 µg mL-1) by HPLC-ICP-MS 

monitoring 34S from the protein (Fig. 1A) and 57Fe (Fig. 1B). In both figures, the two 

main species that can be distinguished elute at 6.8 and 7.5 min respectively and change 

their relative intensities upon Fe addition. In view of these results, we can conclude that 

the apo-form (free of Fe) elutes at 7.5 minutes while the species with two Fe atoms, also 

called holo-Tf comes out at 6.8 min, in agreement with the change on the isoelectric 

point observed upon Fe saturation. Similar results were obtained in serum upon 

saturation with Fe. But for the monoferric forms (with the metal either in the N-lobe or 

in the C-lobe) neither of different sialoforms of Tf can be separated under the current 

chromatographic conditions. 

The separation of the serum proteins from a control individual and from a patient 

carrying an intramedullary femoral fixation nail revealed similar results, as can be seen 

in Figure 2. In this case, the chromatographic profiles for 34S, 57Fe and 47Ti are depicted 

in two columns corresponding to the control (left panel) and the patient (right panel). As 

can be seen, Fe elutes in both cases at 6.8 and at 7.5 minutes respectively as in the case 

of the standard of Fig. 1 when is partially saturated (at 1 mg mL-1 Fe). Additionally, a 

small peak at about 10 minutes is due to some Fe carried by albumin. The titanium trace 
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from the serum sample of the patient (containing 6.8 ng mL-1 Ti) revealed a single 

signal at about 7.5 minutes coeluting with the Fe and S traces. Similarly, the sample 

from the control individual (0.5 ng mL-1 Ti) showed a chromatographic peak at 7.5 

minutes with much lower intensity but at the same retention time, confirming the 

presence of Ti in the transferrin fraction.  

 However, under these chromatographic conditions it is not possible to address 

the retention time of the different mono-metallated species (C- or N-) since the 

differences in the isoelectric points wit respect to the apo- and saturated forms are too 

small. Therefore, the gradient and the mobile phases were modified according to 

Maitani et al.11 to achieve the separation of four Tf species using the same 

chromatographic column. The new buffer and the new gradient used (Gradient 2) are 

given in Table 1. According to the pI values for tetrasialo Tf with different Fe content, 

the elution order should be holo<Fe-C<Fe-N<Apo in agreement to their migration by 

isoelectric focusing. However, some authors have reported19 that possible 

conformational changes occur due to metal binding that might affect the protein surface 

charge and therefore, affect the elution profile in anion exchange chromatography. 

Thus, by using the elution gradient 2 it was possible to obtain the chromatographic 

profiles for S, Fe and Ti in serum that can be seen in Figure 3. 

By comparison with previously published results11, the four peaks in Fig. 3 were 

assigned to the following species, FeC-Tf (34.5 min), Fe2-Tf (40 min), apo-Tf (54 min) 

and FeN-Tf (61 min). In terms of species abundance, the apo-Tf seems to be the most 

abundant species followed by the FeC-Tf and FeN-Tf, with similar abundances in respect 

to each other (in S and in Fe). The less abundant form of all is the Fe2-Tf (40 min), 

whose ratio S/Fe confirms its holo-structure. The small Fe peaks at 15 and 67 min were 

ascribed to Fe bound to individual sialoforms of Tf with smaller and larger number of 
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sialic acid molecules (this will be discussed in the following section). It is noteworthy 

(see Fi. 3) that Ti elutes in a single peak at similar retention time (60.5 min) as FeN-Tf, 

so this species should be TiN-Tf. The slight shift in the observed retention time of Ti in 

respect to Fe could be rationalized considering small conformational changes on the 

metalN-Tf species with Fe(III) with respect to the corresponding species with Ti (most 

likely Ti(IV)). None of the other Tf peaks showed any associated Ti. Thus, the 

preferential binding site of Ti in Tf seems to be the N-lobe, as in the case of V(IV) and 

Al (III).4 These results might indicate that the final species, present in serum coming 

from Ti wear from implants that finally binds to Tf is not a Ti citrate complex 

previously formed in serum, due to the relatively high concentration of the citrate 

plasma (approx 19 mg/L), that is reported to be stable in vitro at pH 6-97. Since the in 

vitro experiments revealed that Ti binding constant to Tf is higher in the C-lobe lobe 

using Ti-citrate for Ti delivery and we have not detected any Ti in the C-lobe, we have 

concluded that the complex with citrate might not be the way of delivery in serum. It is 

noteworthy at this point to stress that the measured column recovery for both, Ti and Fe, 

has proved to be above 95%, a very important aspect looking for quantitative speciation 

purposes. 

 

Effect of the sialic acid residues 

The heterogeneity in the carbohydrate content of transferrin is used as an indicator for 

diagnosis of carbohydrate-deficient glycoprotein syndromes and for chronic alcohol 

consumption.20 However, in the case of studying preferential metal binding sites, the 

presence of carbohydrate variations can be relatively small since the most abundant 

species (>75%) is the so-called tetrasialo transferrin. In any case, the existence of 

carboxylic acids in sialic acid molecules may influence protein conformation and 
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change the binding affinity of metals, thereby influencing the principal function of Tf. 

Therefore, we investigated whether the presence of sialic acids affected the binding of 

Ti to Tf. For this purpose, sialic acid removal was done by incubation of the sample (a 

Tf standard and the serum samples) with the enzyme neuraminidase as described in the 

procedures section. Figure 4 shows the results obtained by HPLC-UV-VIS (280 nm) of 

a standard of apo-Tf before and after treatment with neuraminidase (Fig. 4A). As can be 

seen, there is a shift on the retention time (from 7.5 to 5 minutes) due to the removal of 

the sialic acids, as this fact reduces the negative charge of the protein. The MALDI-

TOF analysis of both species is shown in Figure 4B where it is possible to see the mass 

difference (Δm 929) of the Tf standard before (m/z 79566) and after treatment (m/z 

78637) with the enzyme. This corresponds to the loss of three sialic acids (m/z 292 each 

one) from the Tf molecule. This confirms, as previously reported,21,14 that under the 

reaction conditions used here it is not possible to remove completely the four sialic 

acids and the resulting molecule corresponds to the monosialilated form (theoretical m/z 

78697). 

 Saturation experiments with Fe of this monoasialo-Tf molecule were 

investigated by HPLC-ICP-MS again using Gradient 1. Upon Fe addition, the 34S trace 

of monosialo transferrin (1 mg mL-1) eluting at 5 minutes gradually decreases while a 

new species eluting at 2 minutes increases proportionally (Figure 5A). At saturation 

conditions (14 mg mL-1 Fe), the signal at 5 minutes is almost negligible while only the 

species eluting at 2 minutes can be observed (similar results were obtained by Fe 

monitoring, data not shown). Thus, by following the elution order of Fig. 3, holo (Fe2-

monosialo-Tf) and FeCmonosialo-Tf are eluting in the peak at 2 minutes while the apo-

form and the FeN-monosialo-Tf come out at about 5 minutes (see the slight time shift 

between the apo- and the semi-saturated species due to differences in the charge).  
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 The removal of the sialic acids was also conducted in a real life serum sample 

from a patient (Ti concentration above 5 ng mL-1). The obtained chromatographic 

profile can be observed in Figure 5B. Also, Ti, Fe and S coelute in the fraction between 

4 and 6 min (ascribed to the metalN-monosialo-Tf) but with a small shift in the Ti 

retention profile with respect to the Fe one. This slight shift could be explained in light 

of ternary complex formation: if Ti is be present in serum as a charged complex (e.g. 

HTiO3
- which is known to be soluble at alkaline pH values) once bound to Tf it would 

reduce the charge of the whole Ti-Tf complex increasing the retention time observed in 

the anion exchanger in respect to Fe(III). In fact, similar shifts have been observed in 

the case of V(IV) and have been ascribed to the presence of this metal in the form of 

vanadyl ions (VO2+) providing a more negative charge of the complex that the 

corresponding complex with V(III).4 

  In any case, the association of Ti to the N-lobe of Tf in unspiked serum samples 

seems to be confirmed by these results in agreement to previously published data 

conducted by adding Ti as titanocene.13 Those authors revealed an initial Ti association 

to the C-lobe but prone to be displaced by Fe, but the most stable species was Ti (most 

likely in the +4 charge) bound to Tf into the N-lobe, as we have detected in vivo. Thus, 

the species FeCTiN-TF might provide a route for Ti transport and entry into cells via the 

transferring receptors. 

 

CONCLUSIONS 

Our studies here corroborate our initial findings that Ti is uniquely associated to 

Tf in human serum at physiological levels in implanted individuals.9 Moreover, such 

binding is stable under our chromatographic conditions using an anion exchange 

chromatography before ICP-MS initial detection. Additionally, by using adequate 
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conditions the presence of Ti in the N-lobe of Tf could be assessed in agreement with 

previous results reporting the formation of a more stable structure with Ti in this metal 

site of the protein. Our HPLC-ICP-MS speciation experiments reveal some shift in the 

retention time between Ti and Fe complexes of the N-lobe in desialidated. Such a 

finding indicates that the coordination sphere of the two species might be different. It 

appears that Ti might be present in a more charged anionic species (e.g. HTiO3
- which is 

known to be soluble at physiological pH) since it shows slightly larger retention times. 

Considering the current importance of using Ti for implants further experiments to 

identify the structure of the species can be anticipated. This is particular relevant since 

Ti is expected to be released from metallic implants as TiO2, as reported by other 

authors.22 
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Table 1. Instrumental operating conditions for HPLC separation of transferrin forms. 
 
  

HPLC conditions 
Column Mono Q HR 5/5 (5 mm id, 10 mm particle size) 

Inyector loop 50 μL 

Flow rate 1 mL min-1 
Gradient 1                     time (min)                             B% 

0 0 
15                                     50              

Gradient 2                     time (min)                             B% 
0 0 
7 12 
20 12 
40 22 
55 22 
60 40 
70 60 
75                                   100 

Buffers Gradient 1 
A) 0.005 M Tris-acetic acid (pH 7.4) 
B) A + 1.5 M ammonium acetate (pH 7.4) 

Gradient 2 
A) 0.005 M Tris-acetic acid (pH 7.4) 
B) A + 0.25 M ammonium acetate (pH 7.4) 

DC-ICP-MS conditions 
Instrument Thermo Element 2 

Forward Power 1350 
Resolving power (m/Δm) 4000 

Isotopes measured 47Ti, 48Ti, 49Ti, 56Fe, 57Fe, 32S, 34S 
MALDI-TOF conditions 

Instrument Voyager-DETM STR Bioespectrometry 
Scan type Positive 

Instrument mode Lineal 
External calibration Bovine serum albimin +  Transferrin (1 mg mL-1) 

Matrix Sinapinic acid 
Acelerating voltage 25000V 

Laser 2700V 
Shoots by spectrum 100 

Scan range (m/z) 20000-100000 
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 Figure Captions 

 

Figure 1. Separation of a standard of human serum transferrin (3 mg mL-1) (grey trace) and the 

same standard incubated with different Fe(III) solutions containing 1.5 μg mL-1 (black trace) 

and 14 μg mL-1 Fe (red trace) respectively by HPLC-DF-ICP-MS monitoring 34S (panel A) and 
57Fe (panel B). Black and red traces are off-axis for clarify 

 

Figure 2. Chromatographic profiles of sulphur (red trace), iron (black trace) and titanium (blue 

trace) of two serum samples from a control individual (panel A) and from a patient carrying Ti a 

Ti intramedullary nail (panel B) obtained with the chromatographic conditions of gradient 1 (see 

Table 1). 

 

Figure 3. Chromatographic profiles obtained by HPLC-DF-ICP-MS of sulphur (red trace), iron 

(black trace) and titanium (blue trace) of a serum sample from a patient carrying a Ti 

intramedullary nail obtained with the chromatographic conditions of gradient 2 (see Table 1). 

 

Figure 4. Evaluation of the procedure for sialic acid removal of a standard of human serum 

transferrin (1 mg mL-1) by monitoring the apo-protein before and after treatment using (A) 

HPLC-UV (280 nm) and (B) MALDI-TOF (in grey the oligosaccharide chain structures with □ 

N-acetyl glucosamine, ○ mannose, ■ galactose, ◊, sialic acid). 

 

Figure 5. Chromatographic profiles obtained by HPLC-DF-ICP-MS of (A) a standard of human 

serum transferrin (1 mg mL-1) after desialidation and further incubation with different solutions 

containing no Fe (grey trace), 0.5 μg mL-1 (black trace) and 14 mg mL-1 Fe (red trace) 

respectively monitoring 34S and (B) a desialidated serum sample of a patient carrying Ti 

intramedullary nail showing sulphur (red trace, off axis for clarity), iron (black trace) and 

titanium (blue trace).  

 

 



D.2 CAPÍTULO II 
 
 
 

202 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Time (min)

0

50000

100000

150000

200000

250000

300000

350000

400000

C
P

S
 (5

7
F

e)

Figure 1

0

100000

200000

300000

400000

500000

600000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Time (min)

C
P

S
 (3

4
S

)

A)

B)

14 μg mL-1 Fe

1.5 μg mL-1 Fe

0 μg mL-1 Fe

14 μg mL-1 Fe

1.5 μg mL-1 Fe

0 μg mL-1 Fe



D.2 CAPÍTULO II 
 

 
 

 203

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2

0

25000

50000

75000

100000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Time (min)

C
P

S
 (

57
F

e)

0

400000

800000

1200000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Time (min)

C
P

S
 (

34
S

)

0

25000

50000

75000

100000

C
P

S
 (

57
F

e)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

400000

800000

1200000

0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Time (min)

C
P

S
 (

34
S

)

A) B)

0

2500

5000

7500

10000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Time (min)

C
P

S
 (

47
T

i)

Time (min)

0

2500

5000

7500

10000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Time (min)

C
P

S
 (

47
T

i)



D.2 CAPÍTULO II 
 
 
 

204 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3

0

5000

10000

15000

20000

25000

30000

35000

40000

45000

50000

0 10 20 30 40 50 60 70

Time (min)

C
P

S
 (

34
S

) 
(47

T
i)

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

20000

C
P

S
 (

57
F

e)

Fec-Tf

Fe2-Tf

Apo-Tf

FeN-Tf-34S
-57Fe
-47Ti



D.2 CAPÍTULO II 
 

 
 

 205

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Time (min)

m
A

u

Apo-Tf

Apo-asialo-Tf

A)

B)

19999.0 36000.4 52001.8 68003.2 84004.6

Mass (m/z)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 I

n
te

n
si

ty

79566.44

39897.73

[M+H]+

[M+2H]2+

19999.0 36000.2 52001.4 68002.6 84003.8

Mass (m/z)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 I

n
te

n
si

ty

78647.86

39277.01

[M+H]+

[M+2H]2+

Apo-Tf
Apo-asialo-Tf



D.2 CAPÍTULO II 
 
 
 

206 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5

0

20000

40000

60000

80000

100000

120000

140000

160000

180000

200000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Time (min)

C
P

S 
(34

S
)

A)

B)

14 μg mL-1 Fe

0.5 μg mL-1 Fe

0 μg mL-1 Fe

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

9000

10000

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Time (min)

C
P

S
 (

57
F

e,
 47

T
i)

0

2.5x106

34S

57Fe

47Ti

2.0x106

1.5x106

1.0x106

0.5x106

C
P

S
 ( 34S)



D.2 CAPÍTULO II 
 

 
 

 207

D.2.5 Referencias   

 
[1] M. Maier. Elastic stable intramedullary nailing of femur fractures in children. 
Oper. Orthop. Traumatol. 20 (2008) 364-372. 
[2] N. Charles y M.D. Cornell. Internal Fracture Fixation in Patients with 
osteoporosis. J. Am. Aca. Orthop. Surg. 11 (2003) 109-119. 
[3] E.J. Nelly. Electrochensical behavior of titanium. Mod. Aspect. Electrochem. 14 
(1982) 319-424 
[4] R.L. Buly, M.H. Huo, E. Salvati, W. Brien y M. Bansal. Titanium wear debris in 
failed cemented total hip arthroplasty. An analysis of 71 cases. J. Arthroplasty. 7 
(1992) 315-323. 
[5] T. Hanawa. Metal ion release from metal implants. Mater. Sci. Eng. 24 (2004) 
745-752. 
[6] A.D. Tinoco, E.V. Eames y A.M. Valentine. Reconsideration of Serum Ti (IV) 
transport: albumin and transferrin trafficking of Ti (IV) and its complexes. J. Am. 
Chem. Soc. 130 (2008) 2262-70. 
[7] J.J. Jacobs, C. Silverton y N.J. Hallab. Metal release and excretion from 
cementless titanium alloy total knee replacements. Clin. Orthop. 358 (1999) 173-180. 
[8] A. Sarmiento-González, J.Ruiz Encinar, A. M Cantarero-Roldán, J.M. 
Marchante-Gayón y A. Sanz-Medel. HPLC-ICP-MS and stable isotope labeled 
approaches to assess quantitatively Ti (IV) uptake by transferring in human blood 
serum. Anal. Chem. 80 (2008) 8702–11 
[9] A.D. Tinoco y A.M. Valentine. Ti (IV) Binds to Human Serum Transferrin More 
Tightly Than Does Fe (III). J. Am. Chem. Soc. 127 (2005) 11218-11219. 
[10] S. Bailey, R.W. Evans, R.C. Garratt, B. Gorinsky, S. Hasnain, C. Horsburgh, 
H. Jhoti, P.F. Lindley, A. Mydin, R. Sarra y J.L. Watson. Molecular structure of 
serum transferrin at 3.3-Å resolution. Biochemistry. 27 (1988) 5804-5812. 
[11] S. Caroli, A. Alimoni, E. Coni, F. Petrucci, O. Senofonte y N. Violane. The 
assessment of reference values for elements in human biological tissues and fluids: a 
systematic review. Crit. Rev. Anal. Chem. 24 (1994) 363-398. 
[12] A.A. Moshtaghie, M. Ani y M.R. Bazrafshan. Comparative binding study of 
aluminium and chromium to human transferring. Biol. Trace Element. Res. 32 
(1992) 39-46. 
[13] R. Ge y H. Sun. Bioinorganic chemistry of bismuth and antimony: Target sites of 
metallodrugs. Acc. Chem. Res. 40 (2007) 267-274. 
[14] W.R. Harris y V.L. Pecararo. Thermodynamic binding constant for gallium 
transferrin. Biochemistry. 22 (1983) 292-299. 
[15] W.R Harris y L. Messori. Comparative study of aluminium (III), gallium (III), 
indium (III) and thallium (III) biding to human serum transferrin. Coord. Chem. 
Rev. 228 (2002) 237-262. 
[16] G. De Jong y H.G. Van Eijk. Microheterogenity of human serum transferrin: a 
biological phenomenon studied by isoelectric focusing in immobilized pH gradients. 
Electrophoresis. 9 (1988) 589-598. 
 



D.2 CAPÍTULO II 
 
 
 

208 

 

 
[17] J. M. Lacey, H. R. Bergen, M.J. Magera, S. Naylor y J. F. O’Brien. Rapid 
determination of transferrin isoforms by immunoaffinity liquid chromatography and 
electrospray mass spectrometry. Clin. Chem. 47 (2001) 513-518. 
[18] M.E. Del Castillo-Busto, J. Mejía, M. Montes-Bayón y A. Sanz-Medel. 
Diophantine analysis complements electrospray-Q-TOF data for structure elucidation 
of transferrin glycoforms used for clinical diagnosis in human serum and cerebrospinal 
fluid. Proteomics. 9 (2009) 1109-1113. 



D.3 CAPÍTULO III 
 

 
 

 209

 

 

 

 

 

 

D.3 EFECTOS DE LOS METALES LIBERADOS POR LOS 

IMPLANTES EN EL ORGANISMO: CAMBIOS EN LOS 

NIVELES DE Cu,Zn-SOD COMO RESPUESTA AL 

ESTRÉS OXIDATIVO.  

 

 

 

Artículo científico IV: Quantitative analysis and simultaneous activity 

measurements of Cu,Zn-Superoxide Dismutase in red blood cells by HPLC-ICP-MS. 

Anaytical Chemistry. 82 (2010) 2387–2394. 

 

 

Artículo científico V: Species Specific isotope dilution versus internal 

standardization strategies for the accurate determination of Cu,Zn-Superoxide 

Dismutase in red blood cells. Journal of Analytical Atomic Spectrometry. 26 

(2011) 150-155. 

 

  

 

 

 

 



D.3 CAPÍTULO III 
 
 
 

 210 

 

D.3.1 Introducción  

Una vez que el implante es introducido en el organismo vivo, será 

inmediatamente reconocido por el sistema inmunológico como un agente 

extraño, propiciando que los macrófagos se adhieran a la superficie del material 

[1] y generando algunos tipos de especies reactivas de oxígeno [2]. Estas 

especies reactivas de oxígeno (ROS), son moléculas o fragmentos moleculares 

altamente reactivos, debido en la mayoría de los casos a que poseen uno o más 

electrones desapareados. Entre ellas, se puede considerar que el radical anión 

superóxido y los productos que derivan de él (el radical hidroxilo, los 

peróxidos, etc.), pueden iniciar una cadena de reacciones que den lugar a daños 

celulares tan importantes como la oxidación; de las bases del DNA, de los 

aminoácidos de las proteínas, de las membranas lipídicas y de otros 

componentes celulares esenciales [3-8]. 

Estas ROS se están continuamente produciendo de forma natural, debido 

al metabolismo celular y son esenciales para el control fisiológico del 

funcionamiento de la célula [9]. Sin embargo, debido a su elevada reactividad 

su concentración tiene que mantenerse en un determinado nivel de 

concentración para no producir daño celular (balance) [10]. Esto ha llevado a los 

organismos aerobios a desarrollar un importante sistema antioxidante 

enzimático de eliminación del exceso de dichas ROS, que constituye la  primera 

línea de defensa antioxidante del organismo [11-13]. 

Entre los distintos enzimas antioxidantes cabe destacar al enzima Cu,Zn-

superóxido dismutasa (Cu,Zn-SOD), el cual cataliza la reacción de destrucción 

del radical anión superóxido (O2•-) mediante su transformación en peróxido de 

hidrógeno, según la siguiente reacción [14]: 

22222 2 OOHHOO SOD   
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Este peróxido de hidrógeno (H2O2) formado podrá ser destruido a 

continuación por las enzimas catalasa o glutatión peroxidasa [15] (ver Figura A. 

17 de la Introducción de la presente Tesis).  

Además, como se vio en la Introducción de la presente Memoria, todos 

los metales y aleaciones metálicas con las que se fabrican los implantes 

ortopédicos y dentales, una vez introducidas en el organismo (y en contacto con 

los tejidos vivos y los fluidos biológicos), se degradan (como consecuencia de la 

corrosión y/o el desgaste) en mayor o menor extensión, liberando residuos 

metálicos. De ahí, la presencia  de niveles superiores de los metales presentes en 

los materiales de los implantes (Cr, Co, Ti) en los fluidos biológicos de los 

pacientes portadores de éstos (sangre, suero, orina, etc.) [16-18]. 

Estos metales, podrán actuar como catalizadores de las reacciones por las 

que el O2 se transforma en alguna de las ROS. De hecho, los principales metales 

liberados por los implantes ortopédicos y dentales (Cr, Co y Ti) son metales 

redox que pueden generar dichas especies reactivas de oxígeno (ROS), 

principalmente el radical superóxido (O2•-) y el radical hidroxilo (OH•), en 

presencia de peróxido de hidrógeno (H2O2) a través de la reacción de Fenton 

[19] y Haber Weiss [20] ocasionando daños en el ADN [21]. 

  OHOHMOHM nn )1(
22  

La pérdida del balance de óxido-reducción a favor de las ROS, es decir, 

cuando se produce un desequilibrio entre la producción de las especies 

reactivas de oxígeno y la capacidad de detoxificación por parte de los 

antioxidantes (como la Cu,Zn-SOD) lleva a una situación conocida como estrés 

oxidativo [3,22]. El estrés oxidativo se ha relacionado con numerosas patologías 

clínicas como son la aterosclerosis, cáncer, enfermedades del sistema nervioso 

central (Alzheimer, Parkinson), enfermedades autoinmunes y envejecimiento, 

entre otras [23-25]. 
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Por tanto, es de gran importancia e interés actual poder establecer si 

existen cambios en el estrés oxidativo debido a la presencia de implantes 

metálicos. Para ello, es necesario disponer de métodos analíticos fiables, 

sensibles, selectivos y reproducibles que permitan medir la concentración de las 

ROS ó la concentración de sustancias indicadoras de los daños originados por 

las ROS.  

Puesto que la medida directa de las ROS resulta extremadamente difícil 

debido a su gran reactividad (tiempo de vida muy corto), es frecuente llevar a 

cabo la medida indirecta del efecto de las ROS en los organismos vivos 

mediante el empleo de biomarcadores de estrés oxidativo. Los biomarcadores 

pueden definirse como biomoléculas que reflejan los cambios medibles en 

sistemas biológicos ya sean estos bioquímicos, fisiológicos o morfológicos que 

están relacionados con la exposición o los efectos a un material o factor tóxico 

(en este caso, las ROS). 

Los biomarcadores de estrés oxidativo pueden ser clasificados en dos 

grupos: 

a) Los sub-productos o productos finales del daño oxidativo (que se 

generan por daño en las biomoléculas (lípidos, proteínas y ADN).  

b) Los cambios en las sustancias antioxidantes (enzimáticas y no-

enzimáticas).  

En nuestro caso, hemos centrado el estudio en los posibles cambios de 

los enzimas antioxidantes, particularmente de la enzima Cu,Zn-SOD. El 

principal problema para la determinación de este enzima, es que aunque 

existen métodos para su determinación absoluta (métodos inmuno químicos, 

p.ej. ELISA) [26,27], los métodos mas comúnmente utilizados son los ensayos 

que miden la actividad enzimática (métodos relativos) [28-32], los cuales 

dependen estrechamente del método utilizado y además, están afectados por 

numerosas interferencias. Por ello, sigue siendo de primordial importancia 

llevar a cabo el desarrollo de métodos analíticos que permitan la cuantificación 
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absoluta de este tipo de antioxidantes y que además nos proporcionen idea de 

la actividad enzimática de la misma.    

D.3.2 Objetivo general y objetivos parciales 

  De este modo el objetivo general de este capítulo fue: el estudio de los 

efectos que producen los metales liberados por las prótesis e implantes en el organismo: 

cambios en los niveles de Cu,Zn-Superóxido Dismutasa como respuesta al estrés 

oxidativo. La primera parte del estudio se centró en el desarrollo de métodos de 

cuantificación exactos y precisos del enzima Cu,Zn-superóxido dismutasa 

(Cu,Zn-SOD) en eritrocitos humanos a través de estrategias de dilución 

isotópica.  

Este objetivo general se abordó a través de los siguientes objetivos 

parciales: 

 Desarrollo de un protocolo de tratamiento de muestra para la 

extracción del enzima SOD de los glóbulos rojos a partir de sangre de 

pacientes portadores de implantes y de controles.  

 Desarrollo de un protocolo de tratamiento de las muestras de sangre 

(tanto de pacientes portadores de implantes metálicos, como en 

individuos desprovistos de implantes; controles), para la extracción 

de la enzima Cu,Zn-SOD.  

 Desarrollo de un método de cuantificación de los elementos traza (Cu 

y Zn) asociados a este enzima, mediante análisis de dilución isotópica 

(IDA) post-columna, a través de la adición de una disolución 

enriquecida isotópicamente en los isótopos menos abundantes de 

estos elementos (65Cu y 68Zn), previamente caracterizados, y con 

detección ICP-MS. 

 Establecer la correlación entre la concentración de Cu presente en el 

enzima (centro catalítico del enzima) con la actividad de la misma, 

para obtener mediante una sola medida (la de Cu mediante ICP-MS) 
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no solamente la concentración total del enzima si no también su 

actividad. Aplicación a muestras reales. 

 Desarrollo de un método de cuantificación basado en la adición 

específica de Cu,Zn-SOD isotópicamente enriquecido: síntesis del 

compuesto y caracterización mediante técnicas moleculares (MALDI-

TOF-MS) y elementales HPLC-ICP-MS.  

 Aplicación del método basado en IDA específica a muestras reales y 

comparación de ambas estrategias. 

Los resultados y discusión derivados de este segundo capítulo se 

recogen en los artículos científicos IV y V detallados en la sección D.3.3 y D.3.4. 

D.3.3 Artículo científico IV: Analytical Chemistry. 82 (2010) 2387-2394 
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Quantitative Analysis and Simultaneous Activity
Measurements of Cu, Zn-Superoxide Dismutase in
Red Blood Cells by HPLC-ICPMS

Y. Nuevo Ordoñez, M. Montes-Bayón, E. Blanco-González,* and A. Sanz-Medel*

Department of Physical and Analytical Chemistry, University of Oviedo, C/Julián Claverı́a 8, 33006 Oviedo, Spain

The interest on accurate and precise determination of
metalloproteins such as Cu, Zn-superoxide dismutase
(Cu, Zn-SOD) involved in the redox balance of living cells
is increasing. For this purpose, analytical strategies that
provide absolute protein concentration measurements
have to be developed. The determination of Cu, Zn-SOD
through the measurement of the Cu associated to the
protein, which provides its enzymatic activity, by liquid
chromatography with online inductively coupled plasma
mass spectrometric (ICPMS) detection is described here.
Postcolumn isotope dilution analysis (IDA) of Cu has been
applied for quantification after evaluation of the column
recovery for the total Cu and also Cu-SOD that turned out
to be quantitative. When the concentration results ob-
tained via IDA using high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC)-ICPMS are plotted versus the activity
measurements (using the spectrophotometric pyrogallol
autoxidation method) a good correlation curve is obtained.
Such results permit us, from ICPMS measurements, to
obtain simultaneously the Cu, Zn-SOD absolute concen-
tration as well as its enzymatic activity by interpolation in
the previously obtained curve. This possibility was ex-
plored in real samples (red blood cells of control indi-
viduals and patients with metallic total hip arthroplasty)
obtaining a good match between direct enzymatic activity
measurements and those obtained by interpolation in the
correlation curve. The actual protein identification in the
red blood cell extract was conducted by matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrom-
etry (MALDI-TOF-MS), and two matrixes were compared
in order to preserve as much as possible the protein-metal
interactions during the MALDI process. Interestingly,
using a solution containing trihydroxyacetophenone in
citrate buffer permitted us to observe some metal-protein
interactions in the MS spectrum of the intact Cu, Zn-SOD
from red blood cells.

Oxidative stress is a deleterious process that can be an
important mediator of damage to cell structures, including lipids
of biological membranes, proteins, and DNA. It generally occurs
when there is an imbalance between the production of free radicals
and their neutralization by the natural antioxidant defense in the

organisms.1 Free radicals can be defined as very reactive
molecules or molecular fragments containing one or more un-
paired electrons in atomic or molecular orbitals. They are
produced in the body as byproducts of normal metabolism and
as a result of exposure to radiation and some environmental
pollutants including pesticides, asbestos, etc.2,3 Additionally, an
important production of free radicals, according to the Fenton
reaction, may occur when metals like iron, copper, chromium, or
cobalt are present in the cellular media in an abnormal excess.1,4

In this regard, recent studies try to correlate the presence of
metals like Co and Cr, possibly liberated from hip and knee
prosthesis made of Cr/Co alloys, with changes on the cellular
redox state of osteoblasts in vitro.5,6

When cells are exposed to oxidative stress, they trigger their
antioxidant defense system as a compensatory mechanism to
protect them from damage induced by free radicals. Such
antioxidant defense includes antioxidant enzymes such as super-
oxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and glutathione peroxi-
dase (GPx).7 Copper, zinc-superoxide dismutase (Cu, Zn-SOD)
is a cytosolic metalloenzyme of about 32 kDa that exists in
homodimeric form containing a Cu and a Zn atom in each of the
monomeric structures. The protein, which catalyzes the dismu-
tation of the superoxide anion radical (O2

•-) into hydrogen
peroxide and molecular oxygen via its Cu redox cycle [Cu(II)/
Cu(I)], is one of the most important enzymes in the front line
of defense against oxidative stress.8,9 Additionally, the structural
aspects of Cu, Zn-SOD have been recently highlighted because
at least 25% of the cases of familial amyotrophic lateral sclerosis
(ALS), sporadic ALS, or both are possibly caused by specific
mutations in the Cu, Zn-SOD gene.10 Cu, Zn-SOD has also been
identified as a major target of oxidative damage in Alzheimer’s

* To whom correspondence should be addressed. E-mail: eblancog@uniovi.es
(E.B.-G.); asm@uniovi.es (A.S.-M.).
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disease (AD) and Parkinson’s disease (PD) affected brains.11

Therefore, possible changes on the level of Cu, Zn-SOD (activity,
expression, and molecular structure) can be used as a specific
biomarker of important health disorders such as ALS, AD, and
PD and eventually could be invaluable to study the long-term
health risks posed by metallic (Cr/Co-based alloys) prosthesis.6

For this purpose, the development of accurate and precise
analytical strategies to provide the absolute quantifications of such
antioxidant enzyme are required. Most existing methods for
Cu, Zn-SOD determinations are based on the measurement of its
enzymatic activity in an indirect way by using the competition
between the enzyme itself and a superoxide scavenger, commonly
a coloration agent that works as an activity reporter.12 Such
methods are highly susceptible to positive interferences from non-
SOD substances able to react with the superoxide anion radicals
or with the coloration agents. Additionally, SOD activity measure-
ments are strongly dependent on the assay used (it is a relative
measurement) as well as on the selected protein extraction
buffer.13 In fact, intercomparisons of results among different
laboratories or experiments turned out controversial being today
a rather complex issue.14 In order to avoid such present draw-
backs, this manuscript aims first at the development of an
alternative quantification strategy for reliable and absolute deter-
mination of Cu, Zn-SOD entire protein in red blood cells.

Thus Cu, Zn-SOD was first chromatographically separated
from other proteins using anion-exchange chromatography and
detected online by UV-vis absorption and by inductively coupled
plasma mass spectrometric (ICPMS) monitoring (in this latter
case, detecting Cu and Zn ions present in the enzyme). Since the
stoichiometry of Cu and Zn to SOD is well-established, the
determination of these metal ions by ICPMS might serve as an
indirect method to quantify the protein, provided that no protein
demetalation occurs during sample handling before detection (that
is, during sample preparation and chromatographic separation).
Among the different metal quantification methods that can be
conducted by ICPMS, isotope dilution analysis (IDA) provides best
capabilities in terms of precision and accuracy,15,16 and it has been
proposed before as an alternative for Cu, Zn-SOD quantification.17,18

Thus, by postcolumn addition of a spike (containing an isotopically
enriched element) it is possible to quantify accurately the
corresponding heteroelement present in the biomolecule (Cu and/
or Zn in this case) eluting from the column. This permits the
indirect quantification of the SOD concentration, provided that
the metal/protein stoichiometry is maintained along the whole
procedure. Additionally, since the enzymatic activity of SOD is
directly related to the presence of Cu in the protein, it should be
possible to obtain a direct correlation between the Cu concentra-

tion obtained by ICPMS and the activity of the protein (measured
by any of the existing methods). In that case, the single ICPMS
measurement of Cu could provide both total SOD concentration
and activity information. Such possibility has been evaluated in
real samples of red blood cells from control individuals and
patients with total hip arthroplasty and compared with the direct
activity measurements.

Finally, the identity of the sought protein has been confirmed
by matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF-MS) of the intact molecule in the
appropriate fraction collected after high-performance liquid chro-
matography (HPLC) separation. For this purpose, a careful
optimization of the sample preparation by evaluating two different
MALDI matrixes has been conducted. The use of 2,4,6-trihydroxy-
acetophenone as matrix has permitted us to preserve the
metal-protein association in the sought fraction of the real sample,
very seldom achieved.19

MATERIALS AND METHODS
Reagents, Materials, and Samples. Cu, Zn-SOD from bovine

and from human erythrocytes was purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO). Mobile phases for HPLC containing (A) 10 mM
tris(aminomethane) (Merck, Darmstadt, Germany)/hydrochloric
acid (Merck), pH 7.4 and (B) A + 250 mM ammonium acetate
(Merck) were prepared by dilution of the solid salts with the 18
MΩ cm distilled deionized water (Millipore, Bedford, MA).
Isotopically enriched Cu and Zn solutions (100 ng g-1) with
relative abundances of 99.714% 65Cu and 7.726% 64Zn, 4.953%
66Zn, 1.164% 67Zn, 85.992% 68Zn, and 0.164% 70Zn were prepared
by dilution in water of the stock solution (10 µg g-1) obtained
from Spectrascan (Teknolab A.S. Dröbak, Norway). Cutoff
membrane filters (10 kDa) were obtained from Amicon-Ultra
(Millipore Iberica, Madrid). Human serum samples from
healthy volunteers (five) and patients carrying Co/Cr/Mo-
based prosthesis (three) were kindly provided by Hospital
Central of Asturias (Spain).

HPLC-ICPMS. HPLC separations were carried out using a
dual-piston liquid chromatographic pump (Shimadzu LC-10AD,
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipped with a sample
injection valve from Rheodyne, model 7125 (Cotati, CA, USA),
fitted with a 50 µL injection loop, an anion-exchange column,
Mono-Q HR 5/5 (50 mm × 5 mm i.d., Pharmacia, Amersham
Bioscience, Spain), and a diode array detector (DAD) from Agilent
Technologies (1100 Series, Waldbron, Germany). All the mobile
phases were passed through a scavenger column (25 mm × 0.5
mm i.d.) placed between the pump and the injection valve in order
to eliminate possible metal traces present as contamination in the
mobile phases. The scavenger column was packed with Kelex-
100 (Schering, Germany) impregnated silica C18 material (20 µm
particle size) (Bondapack, Waters Corporation, Massachusetts).
Specific atomic detection of Cu and Zn in the column effluent
was performed using an ICPMS model 7500 from Agilent
Technologies (Agilent, Tokyo, Japan) equipped with a collision
cell system (ICP-(ORS)-MS). Table 1 summarizes the corre-
sponding operating conditions.

MALDI-TOF-MS. The instrument used in the study was a
Voyager-DETM STR Biospectrometry Workstation (Applied Bio-

(11) Choi, J.; Rees, H. D.; Weintraub, S. T.; Levey, A. I.; Chin, L.-S.; Li, L. J. Biol.
Chem. 2005, 280, 11648–11655.

(12) Serra, J. A.; Marschoff, E. R.; Dominguez, R. O.; de Lustig, E. S.; Famulari,
A. L.; Bartolome, E. L.; Guareschi, E. M. Clin. Chim. Acta 2000, 301, 87–
102.

(13) Janknegt, P. J.; Rijstenbil, J. W.; Van de Poll, W. H.; Gechev, T. S.; Buma,
A. G. J. J. Photochem. Photobiol., B 2007, 87, 218–226.

(14) Zhou, J. Y.; Prognon, P. J. Pharm. Biomed. Anal. 2006, 40, 1143–1148.
(15) Heumann, K. G. Anal. Bioanal. Chem. 2004, 378, 318–329.
(16) Rodrı́guez González, P.; Marchante Gayón, J. M.; Garcı́a-Alonso, J. I.; Sanz-

Medel, A. Spectrochim. Acta, Part B 2005, 60, 151–207.
(17) Deitrich, C. L.; Raab, A.; Pioselli, B.; Thomas-Oates, J. E.; Feldmann, J.

Anal. Chem. 2007, 79, 8381–8390.
(18) Wang, M.; Feng, W.; Lu, W.; Li, B.; Wang, B.; Zhu, M.; Wang, Y.; Yuan,

H.; Zhao, Y.; Chai, Z. Anal. Chem. 2007, 79, 9128–9134. (19) Zehl, M.; Allmaier, G. Anal. Chem. 2005, 77, 103–110.
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sytems, Langen, Germany) equipped with a nitrogen pulsed laser
(337 nm) and operating in positive mode. Typically mass spectra
were acquired by averaging 1-3 accumulated spectra of 150 single
laser shots. External calibration was performed for molecular
assignments using different standards of cytochrome c, R-lactoal-
bumin, and �-lactoglobulin. All experimental and calculated mass
values given refer to the average molecular mass and are mean
of 3-5 different samples. Sample preparation for MALDI-TOF-
MS measurements was performed on a stainless steel hydrophobic
target (Voyager 96 × 2 sample plate P/N V700813) using the dried-
droplet technique. For that, an aliquot (0.5 µL) of the sample
solution and an equal aliquot of the matrix solution were mixed
on the target in the given order and dried at room temperature.
Two different matrix solutions were evaluated for the analysis of
intact SOD by MALDI: R-cyano-4-hydroxycinnamic acid (Sigma)
(5 mg mL-1 dissolved in 100 µL of trifluoroacetic acid, TFA 1%
and to 1 mL with 30% acetonitrile, ACN) and 2,4,6-trihydroxy-
acetophenone (prepared by mixing 900 µL of 10 mg mL-1 2,4,6-
trihydroxyacetophenone monohydrate in 20% ACN with 100
µL of 50 mg mL-1 solution of diammonium hydrogen citrate
in water).

Activity Measurement. The activity of the SOD was deter-
mined by the method of pyrogallol autoxidation.20 This method
is based on the inhibitory effect of the enzyme on the rate of
pyrogallol autoxidation that can be monitored spectrophotometri-
cally at 420 nm as described previously.21 One unit of SOD activity

was defined as the inhibition of the pyrogallol oxidation rate by
50%. For this purpose, different aliquots of the standard of
commercially available bovine Cu, Zn-SOD were taken to a final
volume of 1.9 mL with 50 mM Tris-HCl, pH 8.20 (containing 1
mM DTPA for scavenging any free copper ions) to obtain final
activities ranging from 0 to 2 units. A fixed volume of 100 µL of
5 mM pyrogallol previously prepared in 10 mM HCl was then
added, and the mixture was left to stand for 40 s before starting
the measurements. The samples were processed in the same way,
and the change in absorption of all solutions was determined over
4 min at room temperature using a spectrophotometer (UV-vis
Spectrometer, Lambda 20, Perkin-Elmer).

Sample Treatment. Individual blood cells from both groups
(healthy volunteers and patients) were treated to be separated
from plasma by centrifugation at 3000g, 4 °C, 10 min. The cells
were then hemolysed by addition of ice-cold distilled water (4.5
mL per 0.5 mL of cells) and shaking for 3 min using a vortex
mixer at room temperature. After that a solution of ethanol/
chloroform (2:1) (3.75 mL per 0.5 mL of cells) was added in order
to accomplish the hemoglobin precipitation. After manual shaking
for 5 min, the mixture was centrifuged (10 000g, 4 °C, 1 h), and
the supernatant was divided into two aliquots: one was directly
used to conduct the activity measurements and the second one
was passed through a 10 kDa cutoff filter for cleaning, precon-
centration, and further HPLC-UV-ICPMS measurements. For the
activity measurements, aliquots of the processed sample ranging
from 50 to 150 µL were treated in the same way as the standards
(adding buffer to a final volume of 1.9 mL and then 0.1 mL of the
pyrogallol solution).

RESULTS AND DISCUSSION
Chromatographic Separation and Detection of Cu, Zn-

SOD via UV-ICPMS. For optimization of the separation condi-
tions by anion-exchange chromatography, a commercial standard
of Cu, Zn-SOD from bovine erythrocytes was used. The best
separation was obtained using the chromatographic conditions
summarized in Table 1, based on a gradient of ammonium acetate
(pH 7) in 30 min. With the use of these conditions, it was possible
to obtain the chromatograms shown in Figure 1 where the UV
(259 nm), Cu (m/z 63), and Zn (m/z 64) traces are overlaid. By
comparing the chromatographic profiles (UV and ICPMS) it is

(20) Marklund, S.; Marklund, G. Eur. J. Biochem. 1974, 47, 469–474.

(21) Marklund, S. L. In Handbook of Methods/or Oxygen Radical Research;
Greenwald, R. A., Ed.; CRC Press, Inc.: Boca Raton, FL, 1985; pp 243-
247.

Table 1. Experimental Operating Conditions

ICPMS Parameters

instrument Agilent 7500 CE (ORS)
rf power 1500 W
nebulizer gas flow rate 1 L min-1

m/z monitored 63Cu, 65Cu, 64Zn, 66Zn
hexapole bias -15 V
QP bias -13 V

HPLC Parameters

column Mono-Q HR 5/5 anion exchanger
(50 mm × 5 mm i.d., GE Healthcare)

injection volume 50 µL
flow rate 1 mL min-1

eluents (A) 10 mM Tris-acetic acid (pH ) 7.4)
(B) A + 250 mM ammonium acetate

gradient 0-100% B in 30 min (linear)
detection 259 nm

MALDI-TOF-MS Parameters

instrument Voyager-DETM STR Biospectrometry
scan type positive
instrument mode lineal
external calibration cytochrome c

R-lactoalbumin
�-lactoglobulin

matrixes (A) R-cyano-4-hydroxycinnamic acid
(B) 2,4,6-trihydroxyacetophenone

laser 2600 V
spectrum acquisition

shots 150
scan range 6000-35000
acceleration voltage 25000 V

Figure 1. Illustrative chromatogram by HPLC-UV-vis (259 nm) and
ICPMS detection of a standard of bovine Cu, Zn-SOD monitoring 63Cu
(black trace) and 64Zn (blue trace, off axis for clarity purposes).

2389Analytical Chemistry, Vol. 82, No. 6, March 15, 2010
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possible to address the presence of a major peak at ∼18 min that
exhibits UV absorbance and contains Cu and Zn (see the ICPMS
trace). The UV trace reveals, however, that this protein standard
is not completely pure and contains some other absorbing species
at longer retention times (20-24 min) without association to Cu
or Zn ions. In fact, when the peak areas of such compounds were
evaluated in the UV profile, the corresponding Cu, Zn-containing
peak accounted just for 38% of the total area. This means that the
protein standard (without information on the concentration by the
manufacturer) contains some other species that account for about
60% of the total weighted solid. Therefore, the final Cu, Zn-SOD
concentration considered for further calculations is only ∼38% of
the total weighted protein standard.

The column recovery for Cu and Zn was also evaluated by
measuring the concentrations of these elements in the SOD
standard before and after injection in the chromatographic
column (using ICPMS with direct calibration). The recoveries
for Cu were quantitative (103% ± 2%), but in the case of Zn, the
results were slightly lower (70% ± 3%) for three subsequent
injections of the same standard. Such lability of Zn versus Cu
into the SOD molecule has been previously reported by other
authors that observed that Zn could be first removed from the
protein under slightly acidic conditions (pH ∼ 4).22,23 Therefore,
in further quantification experiments, via isotope dilution, Cu
was taken as the ICPMS target element present in SOD
(although Zn was always simultaneously monitored as an
additional confirmation of the species identity). The detection
limit for this element in the HPLC-ICPMS set up turned out
to be about 1 ng g-1 protein with a precision between runs
of about 2-3% (as RSD for n ) 3 injections of the same
standard) in the peak area.

Postcolumn IDA-HPLC-ICPMS. For postcolumn isotope
dilution experiments, a solution containing 100 ng mL-1 of
isotopically enriched Cu (65Cu, 99.714%) was continuously
pumped by an arm of a T-piece and mixed with the eluent
coming from the chromatographic column as reported in
previous publications.24 After calculating the isotope ratio on
each point of the chromatogram and applying the online isotope
dilution equation25 it is possible to calculate the total Cu
associated to the main peak in the chromatogram. By taking
into account the weighted protein mass (and considering, as
mentioned before, that the SOD peak accounts for only 38% of
the total) it was possible to obtain a Cu/protein stoichiometry
of 1.98:1, which agrees with the theoretical value (2:1) of the
dimer of Cu, Zn-SOD that contains two atoms of Cu and two
atoms of Zn per mole of protein. In the case of Zn, since the
metal recovery from the column was not quantitative, the
obtained stoichiometry was about 1:1.70. Under the chromato-
graphic conditions used here (nearly physiological conditions)
the dimeric structure of the Cu, Zn-SOD is expected to be
preserved. However, such considerations have to be taken into
account since the final protein concentration will be obtained
by the Cu measurements. In the view of such results, we can

conclude that (a) there is a quantitative species recovery
through the column (not only the Cu recovery is quantitative)
which needs to be addressed for further quantitative result,
and (b) since the enzymatic activity is only driven by the
presence of Cu in the catalytic site of the enzyme,9 this activity
must be maintained along the proposed chromatographic
separation. If this is so, a linear relationship between the Cu
concentration found in the enzyme and its activity should be
expected. Thus, a single ICPMS measurement should be
enough to obtain, simultaneously, SOD concentration and
activity. Since the Cu concentration can be directly obtained
by IDA-HPLC-ICPMS, we have tried to correlate it with the
activity measurements (by percent inhibition of pyrogallol
autoxidation) in the same standards. For this purpose different
Cu, Zn-SOD solutions were quantified with the proposed
method (IDA-HPLC-ICPMS) and plotted versus their activity
measured by using the pyrogallol autoxidation method.

The obtained results are shown in Figure 2. As can be seen,
there is a good linear correlation between the Cu concentration
(obtained by HPLC-ICPMS) and the enzymatic activity (ex-
pressed as activity units). From the curve in Figure 2, and by just
measuring Cu in the chromatographic peak by postcolumn
IDA-HPLC-ICPMS, it would be possible to calculate the absolute
protein concentration and also its activity. However, such assump-
tion will only be accurate if the sample preparation does not
change the stoichiometry of Cu/protein (2:1 for SOD) since the
used HPLC method has proved not to do so. Thus, sample
preparation is evaluated in the next section.

Cu, Zn-SOD Analysis in Red Blood Cells. The erythrocytes
sample preparation for Cu, Zn-SOD extraction involved first the
cell lyses followed by hemoglobin precipitation and preconcen-
tration of the remaining extract. In order to evaluate for the
recovery of the whole sample treatment, different aliquots of the
sample (after lyses) were spiked with different amounts of a
Cu, Zn-SOD standard from human erythrocytes. Then, the samples
were processed as described before for hemoglobin precipitation
using ethanol/chloroform. The mixture was centrifuged, the
phases were separated, and the organic layer was discarded. The
aqueous layer was then passed through a 10 kDa cutoff membrane
filter and then reconstituted to a final volume of 150 µL before
injection into the HPLC-UV-ICPMS system. The results revealed
that the recovery of the whole process ranged from 70% to 74%,
probably ascribed to coprecipitation during the hemoglobin
removal and losses in the ultracentrifugation step. It is noteworthy

(22) Pantoliano, M. W.; Valentine, J. S.; Mammone, R. J.; Scholler, D. M. J. Am.
Chem. Soc. 1982, 104, 1717–1723.

(23) Yamazaki, Y.; Takao, T. Anal. Chem. 2008, 80, 8246–8252.
(24) Del Castillo, M. E.; Montes-Bayón, M.; Sanz-Medel, A. Anal. Chem. 2006,

82, 8218–8226.
(25) Heumann, K. G.; Gallus, S. M.; Rädlinger, G.; Vogl, J. Spectrochim. Acta,

Part B 1998, 53, 273–287.

Figure 2. Plotted curve obtained by measuring the activity of four
commercial Cu, Zn-SOD standards vs the protein concentration
obtained by ICPMS results via Cu analysis.
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that the metal/protein stoichiometry did not seem to suffer
significant changes.

Once this was verified, the samples coming from control
individuals and patients carrying metallic hip prosthesis26 were
processed, following the same sample preparation protocol, and
analyzed by HPLC-ICPMS. Figure 3 shows a representative
chromatogram of the consistently obtained results. As can be seen,
the most intense ICPMS signals, where a coelution of Cu and Zn
occurs (about 20.5 min), corresponded to a slightly higher
retention time than this observed in the bovine Cu, Zn-SOD
standard (18 min) shown in Figure 1. This is due to the different
isoelectric points of bovine (4.95) and human (4.75) Cu, Zn-SOD
due to the slightly different amino acid sequence. Additionally,
other minor Cu-containing peaks are shown in the chromatogram.
For Zn, an intense Zn signal on the void volume was observed
along with many other Zn-containing species (between 12 and 19
min). This species was collected, desalted, and analyzed by
MALDI to confirm the presence of Cu, Zn-SOD.

Species Characterization by MALDI-TOF-MS. For further
confirmation of the identity of the quantified species in the

chromatographic peak that exhibited Cu and Zn coelution (see
Figure 3), the peak was collected, purified, and analyzed by
MALDI-TOF-MS. MALDI is considered a soft ionization source
which suffers some limitations regarding the preservation of
protein-metal interactions mainly due to the use of strong acids
to dissolve the crystallization matrixes and to the high energy of
the laser beam. Cu, Zn-SOD is considered to be a very stable
metalloprotein that preserves its activity at concentrations up to
8 M urea27 or 2% SDS and at pH ranges from 4.5 to 9.28 Therefore,
it seems a very good candidate to be studied by MALDI-TOF-
MS, using a specific set of conditions.

Two different MALDI matrixes were used: one containing
R-cyano-4-hydroxycinnamic acid and the other one 2,4,6-trihy-
droxyacetophenone. The second one has demonstrated excellent
features for the analysis of metal conjugates in the case of
oligonucleotides29 by MALDI-TOF-MS and to preserve noncova-

(26) Nuevo Ordoñez, Y.; Montes-Bayón, M.; Blanco, E.; Sanz-Medel, A. J. Anal.
At. Spectrom. 2009, 24, 1037–1043.

(27) Forman, H. J.; Fridovich, I. J. Biol. Chem. 1973, 248, 2645–2649.
(28) Bannister, J. V.; Bannister, W. H.; Rotilio, G. Crit. Rev. Biochem. 1987,

22, 111–180.
(29) Brüchert, W.; Krüger, R.; Tholey, A.; Montes-Bayón, M.; Bettmer, J.

Electrophoresis 2008, 29, 1451–1459.

Figure 3. HPLC-ICPMS chromatogram showing the profiles of 63Cu/65Cu (spike) and 64Zn/68Zn (spike) in the red blood cell extract from a
patient with total hip arthroplasty. The main peak at about 20.5 min containing Cu and Zn was identified by MALDI-TOF-MS as Cu, Zn-SOD and
quantified by IDA.
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lent interactions,30 and so it could be adequate to preserve metals
into the protein SOD structure. Therefore, the two MALDI
matrixes were evaluated for the analysis of a standard of bovine
Cu, Zn-SOD. Figure 4A shows the observed mass spectrum
corresponding to the use of R-cyano-4-hydroxycinnamic acid
matrix. The MS spectrum shows some traces of the Cu, Zn-SOD
dimer at 31.3 kDa, but the most intense signals corresponded to
the monomer at m/z 15 596 ± 10 Da and the doubly charged ion
at m/z 7800 ± 12 Da. According to the databases (Swiss Prot,
SODC_bovine), the molecular mass of the apo monomer is
15 591.3 Da (after considering the modifications described by the
database); therefore, the observed peak at m/z 15 596 could
correspond to the [M + H]+ species of the monomer. Similarly,
the Cu, Zn-SOD standard was analyzed with the 2,4,6-trihy-
droxyacetophenone matrix (Figure 4B). In this case, the
obtained spectrum is similar but the observed maximum of the
monomer (m/z 15 611) and the double charged one (m/z 7806)
are slightly higher than in Figure 4A. When the magnification of
the m/z range from 7136 to 8242 is taken in both cases (insets of
Figure 4, parts A and B), the observed results are quite different.
In the case of using R-cyano as MALDI matrix, a single broad

protein profile is observed (inset of Figure 4A), whereas three
well-resolved masses can be identified in the acetophenone matrix
(inset of Figure 4B). Such species with m/z 7808, m/z 7840, and
m/z 7870 could be ascribed to the doubly charged apo-SOD, Cu-
(or Zn)-containing SOD, and the Cu, Zn-SOD, respectively. To
confirm such results further experiments were conducted to prove
the species identity.

For this purpose, the protein standard of bovine Cu, Zn-SOD
was demetalated by dialysis overnight against a 1 M HCl solution.
Then, the protein was preconcentrated in a membrane filter and
washed to remove the excess of acid. The protein was then
immobilized on the MALDI plate with the two matrixes, and the
results are summarized in Figure 5. In this case, Figure 5A shows
the profile of SOD after acid treatment with the R-cyano matrix
that is very similar to the profile obtained before treatment (see
the inset Figure 4A). On the other hand, out of the three species
detected when using the acetophenone as MALDI matrix of the
inset in Figure 4B, just a single species (m/z 7806) is detected
with this matrix after acid treatment of the SOD standard (see
Figure 5B). Therefore, this finding confirms the possibility to
detect apo-SOD, partially loaded (most likely with Cu) SOD, and
fully loaded (Cu, Zn-SOD) by MALDI when using 2,4,6-trihy-
droxyacetophenone as matrix.

(30) Thiede, B.; Von Janta-Lipinski, M. Rapid Commun. Mass Spectrom. 1998,
12, 1889–1894.

Figure 4. MALDI-TOF-MS of the bovine Cu, Zn-SOD standard using two different MALDI matrixes: (A) R-cyano-4-hydroxycinnamic acid; (B)
2,4,6-trihydroxyacetophenone.
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Thus, in a similar way the fractions collected from the patients
samples were analyzed by MALDI-TOF-MS using 2,4,6-trihydroxy-
acetophenone as matrix. The human Cu, Zn-SOD possess 154
amino acids (two more than the bovine) and exhibits a molecular
mass of 15 936 Da (for the monomer). The observed results shown
in Figure 6 reveal the presence of a main signal at m/z 15 996 ±

18 Da that could correspond to the monomer of the partially
metalated human SOD (m/z 15 968, ∆m ) 0.2%) and to the doubly
charged at m/z 8001 ± 10 Da (see the inset of Figure 6).
Additionally, the magnification of the m/z range from m/z 7622
to 8461 provides a well-resolved profile exhibiting three main
peaks at m/z 7969, 8001, and 8033 that agree well with the doubly
charged apo-SOD (m/z 7969), Cu- (or Zn)-containing SOD (m/z
8001), and the Cu, Zn-SOD (m/z 8033), respectively. In this case,
a standard of bovine SOD together with cytochrome c was used
for the calibration, and thus, the mass accuracy is clearly superior
to that of Figure 4. This confirms the presence of the sought
protein in the quantified fractions and opens the possibility of
analyzing intact metalloproteins by MALDI-TOF-MS just by using
2,4,6-trihydroxyacetophenone as matrix.

Quantitative Determination of Cu, Zn-SOD in Red Blood
Cells. After the assessment of the species identity in the real
samples, the quantitative step was taken. For this purpose, the
online isotope dilution method was applied16 and a postcolumn
spike of isotopically enriched Cu was added online after the
chromatographic separation. This setup allows final determination
of the Cu concentration in the protein (and, thus, the SOD
concentration provided that stoichiometry and quantitative separa-
tion of Cu species are secured).

From the calculated SOD concentration, it was possible by
interpolation into the graph of Figure 2 to directly obtain the
protein activity. Additionally, the activity was also measured
directly into the corresponding sample by the above-mentioned
enzymatic assay.20 The obtained results are summarized in Table
2. As can be observed, the activity measured and the activity
estimated through the Cu concentration results showed a sys-
tematic difference of about 15%. This is probably ascribed to the
protein losses during the preconcentration step necessary for the
HPLC-ICPMS determination but unnecessary for the direct
activity measurement (the activity is measured after hemoglobin
precipitation). Beside this, both set of results are in reasonably
good agreement. Admittedly the number of samples analyzed is

Figure 5. MALDI-TOF-MS of the bovine Cu, Zn-SOD standard after
dialysis of the standard vs 1 M HCl to remove the metals, using (A)
R-cyano-4-hydroxycinnamic acid and (B) 2,4,6-trihydroxyacetophe-
none.

Figure 6. MALDI-TOF-MS spectrum of the fraction collected from 17 to 19 min in the chromatogram of Figure 3 using as matrix
2,4,6-trihydroxyacetophenone acid. The inset shows the magnification of the m/z range from 7622 to 8461.

2393Analytical Chemistry, Vol. 82, No. 6, March 15, 2010



D.3 CAPÍTULO III 
 
  

 222 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

too limited here to draw general conclusions, but the levels of
Cu, Zn-SOD in the samples of patients having total hip arthroplasty
are significantly lower than those observed in the control samples.
Such finding seems to support the work reported by other authors
that ascribe lower antioxidant levels in such patients due to the
presence of metals (e.g., such as Cr(VI)) released from prosthe-
sis.31 These latter authors have found lower intracellular reduced
glutathione (GSH), as a result of the oxidation to the dimer GSSG,
and significant inhibition of glutathione reductase activity.

CONCLUSIONS
A new method for Cu, Zn-SOD absolute quantitative determi-

nation has been developed based on a postcolumn IDA approach
with HPLC-ICPMS measurement of copper. After optimization

of the separation conditions, it has been demonstrated that Cu
can be quantitatively recovered in association to SOD after the
chromatographic separation (observed Zn recoveries, however,
were about 70%). Since the protein catalytic activity is related to
the bound Cu presence, our results indicate that the HPLC
separation seems not to affect the enzymatic activity of the protein.
Such conclusion has been validated by measuring the activity of
the protein, using the pyrogallol autoxidation method, and
comparing it with the SOD concentration obtained by ICPMS
experiments for a number of standards, obtaining a good correla-
tion between both set of data. Furthermore, such linear correlation
line could be used to extract activity figures directly from ICPMS
absolute concentration. This concept has been proved by analyzing
SOD in real red blood cells of control individuals and of patients
carrying metal-on-metal total hip replacement. Finally, the molec-
ular characterization of the intact protein in real blood cells has
been carried out by MALDI-TOF-MS using two different MALDI
matrixes. Excellent results particularly using 2,4,6-trihydroxyac-
etophenone as sample matrix have been observed where the
bonding (association) of Cu and Zn to the biomolecule seems to
be preserved. Such finding opens promising future investigations
in the use of MALDI to explore metal-protein associations, which
has been a remaining challenge so far.
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Table 2. Results Encountered for Cu Determination via
IDA-HPLC-ICPMS and Calculated SOD Concentration
in the Samples from Five Independent Controls and
Three Exposed Patientsa

Cu ng g-1

(ICPMS)b
SOD

µg g-1
activity (calculated)
U g-1erythrocytesc

activity (measured)
U g-1erythrocytesd

control 1 66.5 17 100.5 118.4
control 2 71.8 18 116.6 137.5
control 3 72.8 18 116.5 127.1
control 4 79.1 20 125.6 132.8
control 5 75.5 19 97.5 105.5
patient 1 32.5 8 45.7 55.3
patient 2 39.5 10 52.4 55.3
patient 3 36.3 9 46.9 55.7
range 32.5-79.1 8-13 45.7-125.6 55.3-132.8

a Also, the results on the activity calculated by using the correlation
line shown in Figure 2 are compared with those directly measured in
the sample. b Reproducibility (n ) 3) 3-5%. c According to the graph
shown in Figure 2. d Directly measured in the samples. Reproducibility
(n ) 3) 8-10%.
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Many proteins (more than one third) contain metal ions either within their own structures or bound to

some of their active sites. These metals are involved in numerous biological processes and therefore, the

quantification of metalloproteins that can serve as clinical biomarkers is of great interest. With this aim,

the development of analytical strategies that permit individual (targeted) protein quantitative analysis

is attempted in this work. In particular, the evaluation of different strategies for the determination of

Cu, Zn-superoxide dismutase (Cu, Zn-SOD), a metalloprotein present in the first-line antioxidant

defence system of the body, is conducted. The first analytical strategy is based on the use of bovine Cu,

Zn-SOD as internal standard for the quantitative analysis of human Cu, Zn-SOD. For this aim, the

chromatographic separation between both species (bovine and human) has been optimized according

to their respective isoelectric point by anion exchange chromatography. Interestingly, the obtained

results revealed a faster specific degradation of the bovine standard with respect to human SOD during

sample preparation. The second strategy involves the production and evaluation of an isotopically

enriched metalloprotein standard to be used as tracer in the species specific isotope dilution (SS-IDA)

method by measuring the Cu associated to the protein. This is done by liquid chromatography with

online inductively coupled plasma mass spectrometric (ICP-MS) detection and applied to the

quantification in bovine erythrocytes. This finding is a good example to illustrate the power of SS-IDA

for targeted protein quantification in respect to the commonly used alternative standards.

Introduction

A first step towards the molecular understanding of the patho-

genic mechanism of oxidative stress in different diseases is to

know the causing molecules of such redox imbalance or/and

evaluate their consequences. The most plausible cause for

oxidative stress is the presence of free radicals1 and there are

some intrinsic difficulties in their direct measurement: i) the ultra-

short half-life of these species (usually microseconds) due to their

high reactivity and ii) many of the generated end products are in

themselves reactive, although to a lesser degree. Therefore, the

measurement of the effects caused by free radical action is the

preferred way to evaluate oxidative stress. Among the different

possible biomarkers for oxidative stress, the measurement of

changes on the expression of redox controlling enzymes such as

Cu, Zn-superoxide dismutase (SOD1; EC 1.15.1.1) are widely

used. Additionally, point mutations in this protein and the

presence of oxidative adducts are considered as specific

biomarkers Alzheimer’s disease (AD),2 Parkinson’s disease (PD)3

and amyotrophic lateral sclerosis (ALS).4 Cu, Zn-SOD is

a homodimeric enzyme (32 kDa) first discovered by McCord and

Friedovic,5 that catalyzes the dismutation of superoxide radicals

into molecular oxygen and hydrogen peroxide, which is then

decomposed by catalase and glutathione peroxidase. The

dismutation reaction takes place via its Cu ion redox cycle

[Cu-(II)/Cu(I)], while the neighboring Zn ion plays a structural

role.6

Thus, Cu, Zn-SOD has been established as one of the impor-

tant target biomolecules to address changes in the redox status of

the organisms and to protect for oxidative stress.7 However, this

can only be applied for clinical monitoring if sensitive and

specific methods for Cu, Zn-SOD determination exist to quan-

titatively distinguish between true disease values clearly

discriminated from the noise of individual biological variations.

Such quantitative targeted protein analysis is generally con-

ducted by combination of stable isotope dilution with multiple

reaction monitoring (MRM) via electrospray mass spectrometry

(ESI-MS).8 However, the determination of Cu, Zn-SOD in
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biological samples has been generally accomplished by activity

assays due to the relatively high concentration of this protein

reported in red blood cells (>20 mg L�1, ranging between 20 and

240 mg L�1).9,10 The levels found in serum (>100 mg L�1) require

more sensitive and specific strategies such as ELISA assays that

provide limits of detection low enough (about 40 ng L�1) to

address small variations among individuals.11,12 In any case, the

variation of the published concentration results among different

methods is so extensive that no reference levels of Cu, Zn-SOD

have been established yet either in serum or in red blood cells.

Additionally, variations due to different pathological conditions

can led to an increase of this biomarker (in, e.g. acute myeloge-

nous leukemia or renal failure where concentration in plasma can

increase from 54 � 21 ng mL�1 in plasma to 354 � 125 ng

mL�1).13 Also, a decrease in SOD levels (in e.g., malignant

lymphoma patients, chronic alcoholism or medullar tumours

where the concentration decreases from 353 � 62 ng g�1 in

normal tissues to 123 � 13 ng mL�1) can be observed.14,15

In addition to biological methods, some other alternatives

have been recently proposed with the final aim of Cu, Zn-SOD

absolute quantification by inductively coupled plasma mass

spectrometric (ICP-MS) consisting of determining the Cu bound

to the biomolecule and calculating the protein content from the

known metal:protein stoichiometry. Some of these strategies are

based on the appropriate gel electrophoretic separation of the

protein followed by the elemental detection of the Cu and Zn on

the ablated protein spots by ICP-MS.16 In order to compensate

for potential losses during the analytical procedure, Feldmann

et al. have used the synthesized isotopically labelled 65Cu,68Zn-

SOD that permits also the absolute quantification of the

protein.17,18 But the use of isotopically labelled protein standards

represents a growing area of research in both molecular (labelling

on the N, O or C)19 and elemental (labelling on the hetero-

elements such as Fe,20,21 Cu,22 etc.) mass spectrometry. It is well

established that the earlier in the procedure the isotopically

labelled species are spiked into the sample, the higher the

potential to compensate for metal losses during the whole

analytical procedure, independently if the final measurement is

done by ESI-MS or by ICP-MS.23

In a recent publication we have described the use of anion

exchange high performance liquid chromatography (HPLC) with

ICP-MS detection for Cu, Zn-SOD quantification in red blood

cells using post-column isotope dilution analysis.24 This study

revealed that losses of about 30% were occurring during sample

preparation, specifically during the haemoglobin precipitation

step. One alternative to address such losses is the use of standard

additions, which is feasible in the case of Cu, Zn-SOD since the

human enzyme is commercially available. However, this is a time

consuming and expensive methodology since spiking at 2–3 levels

of concentration have to be conducted.25 Another possibility is

the use of an adequate internal standard. This possibility has

been demonstrated successfully for quantification using ICP-MS

and the capability of this instrument to provide almost species

independent ionization of heteroelements.26 Indeed, the best

results should be obtained if the internal standard were as close in

structure as possible to the sought molecule and if it can be

spiked at the beginning of the sample preparation.25 This is

approximated in protein analysis by using bovine standards

which are often available and relatively affordable.27

Thus, in this work we explored the possibility to conduct the

determination of Cu, Zn-SOD in human red blood cells by using

a bovine Cu, Zn-SOD as internal standard. Also the possibility

of using species-specific spiking mode of isotope dilution analysis

(‘‘the perfect internal standard’’) will be evaluated and both

strategies critically compared.

Materials and methods

Reagents, Materials and Samples

Cu, Zn-SOD from bovine was purchased from Sigma-Aldrich

(St. Louis, MO, USA). Mobile phases for HPLC containing: A)

10 mM tris-aminomethane (Merck, Darmstadt, Germany)/

Acetic acid (Merck), pH 7.4 and B) A + 250 mM ammonium

acetate (Merck) were prepared by dilution of the solid salts with

the 18 MUcm distilled de-ionized water (Millipore, Bedford,

MA, USA). Isotopically enriched Cu and Zn solutions with

relative abundances of 98.54% 65Cu and 85.99% 68Zn were

prepared by dilution in water of the stock solution (604.4 mg g�1

of Cu and 1009.8 mg g�1 of Zn) obtained from Spectrascan

(Teknolab A.S. Dr€obak, Norway). Cut-off membrane filters

(10 KDa) were obtained from Amicon-Ultra (Millipore Iberica,

Madrid). The Bovine samples were provided from a farm and

extracted by a veterinarian and the human samples were

provided by Hospital Central of Asturias (Spain).

HPLC-ICP-MS

HPLC separations were carried out using a dual piston liquid

chromatographic pump (Shimadzu LC-10AD, Shimadzu

Corporation, Kyoto, Japan) equipped with a sample injection

valve Rheodyne, Model 7125 (Cotati, CA, USA), fitted with

a 50 mL injection loop, an anion-exchange column, Mono-Q HR

5/5 (50� 5 mm id, Pharmacia, Amersham Bioscience, Spain) and

a Diode Array Detector (DAD) from Agilent Technologies (1100

Series, Waldbron, Germany). All the mobile phases were passed

through a scavenger column (25� 0.5 mm id) placed between the

pump and the injection valve in order to eliminate possible metal

traces present as contamination in the mobile phases. The scav-

enger column was packed with Kelex-100 (Schering, Germany)

impregnated silica C18 material (20 mm particle size) (Bondapack,

Waters Corporation, Massachusetts, USA). Specific atomic

detection of Cu and Zn in the column effluent was performed

using an inductively coupled plasma mass spectrometer Model

7500 from Agilent Technologies (Agilent, Tokyo, Japan)

equipped with a collision cell system (ICP-(ORS)-MS).

Preparation of the isotopically enriched Cu, Zn-superoxide

dismutase

The isotopically enriched SOD was prepared using a combina-

tion of previously reported methods by Deitrich et al.17 and

Yamazaki et al.28 In brief, the commercial protein standard

(either human or bovine) was dissolved in 10 mM ammonium

acetate pH 6.3. These stock solutions were then transferred into

3-mL dialysis membranes with a 5000 Da molecular weight cut-

off (MWCO) (Spectra/Pro CE Flot-A-Lyzer, Spectrum Europe

B.V.). Enzyme solutions were dialyzed against a 20 mM

ammonium acetate buffer (pH 6.3) for 1 h at room temperature

to remove low molecular weight impurities in order to obtain
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a purified stock solution. For preparation of the apo-enzyme, the

solution was dialyzed against 20 mL of 20 mM ammonium

acetate buffer (pH 3.1) containing 5 mM EDTA for 2h. Then, the

dialysis buffer was changed to a 20 mM ammonium acetate

buffer (pH 3.1) without EDTA (to remove the EDTA). After 2 h,

the dialysis buffer was replaced with 20 mM ammonium acetate

buffer (pH 6.8) and allowed to stand for 1 h, giving the apo-

enzyme solution. The structure of the apo-enzyme was confirmed

by MALDI-TOF (Voyager-DETM STR BiospectrometryTM

Workstation, Applied Biosytems, Langen, Germany) and by

ESI-MS (LC/MSD Trap System, Agilent Technologies,

Waldbron, Germany).24

The resulting apo-enzyme solution was then remetallated with

the isotopically enriched 65Cu and 68Zn solutions. For incorpo-

ration of the isotopically enriched metals into the apo-enzyme,

an excess of 68Zn and 65Cu solutions were added sequentially at

different pH. First, the Zn2+ ion solution (100 mL of 1009.8 mg

mL�1, pH 3.9) was added to the apo-enzyme solution and incu-

bated at 37 �C for 4 h, thereafter mixed with the Cu2+ ion solution

(250 mL of 604.4 mg mL�1, pH 8.2) and incubated at 37 �C

overnight. Afterwards, the remetallated SOD1 was passed

through 10 KDa cut-off filter and thoroughly washed with Milli-

Q water to remove the excess of Cu and Zn. Finally the structure

of the labeled species was confirmed by MALDI-TOF (intact

protein analysis and trypsin digested protein). For trypsin

digestion, 50 mL of the sample were treated with 50 mL urea

(prepared 12 mol L�1 in 0.1 mol L�1 Tris-HCl) and 5 mL

dithiotreitol (DTT, 0.2 mol L�1) to reduce the protein disulfide

bonds. The mixture was centrifuged for 1 min at 700 g and was

left to react for 1 h at room temperature. After this time, 20 mL of

iodoacetamide (IAA, 0.2 mol L�1) were added in order to protect

SH groups and the mixture was left to stand for one hour at room

temperature. Finally, 20 mL more of DTT were added to

consume the excess of IAA and after one hour 775 mL of Milli-Q

water and 100 mL trypsin were incorporated. This cocktail was

kept for 15 h at 37 �C and then the pH adjusted at about 6 with

acetic acid. The peptides obtained with this procedure were then

cleaned by Zip-Tip 18 and immobilized in the MALDI plate

using a-ciano as matrix. The sequence coverage of the obtained

peptides was 99%.

Real sample treatment

Bovine red blood cells and human red blood cells, collected with

sodium citrate as anticoagulant, were hemolyzed by addition of

ice cold distilled water (4.5 mL per 0.5 mL of cells) and shaking

for 3 min using a vortex mixer at room temperature. After that

a solution of ethanol–chloroform (2 : 1) (3.75 mL per 0.5 mL of

cells) was added in order to accomplish the haemoglobin

precipitation. After manual shaking for 5 min, the mixture was

centrifuged (12000g, 4 �C, 1 h). At last, the samples were passed

through a 10 KDa cut-off filter for cleaning and preconcentra-

tion. In the case of using bovine SOD as internal standard to

quantify the SOD in human red blood cells, an aliquot of the

bovine Cu, Zn-SOD standard was added to the human sample of

red blood cells after lysis and the sample treatment protocol was

then followed. The results obtained for SS-IDA-ICP-MS were

done in bovine red blood cells as proof of concept. For this

purpose, an aliquot of the isotopically enriched SOD standard

from bovine erythrocytes was added to the sample of bovine red

blood cells after lysis and the previously described sample

protocol was followed. For the calculation mass bias has been

corrected by using the exponential model and dead time

corrections are not necessary since the instrument performs

automatic dead time correction.

Results and discussion

The use of bovine Cu, Zn-SOD as internal standard for human

SOD1 analysis

A good internal standard should fulfil a number of prerequisites:

1) it should be as similar to the analyte in structure as possible; 2)

the retention time in the chromatographic system should be as

close as possible to the retention time of the analyte when an

elution gradient has been used (thus, nebulization/ionization

effects due to changes in the mobile phase composition can be

addressed); and 3) it should be absent from the sample and

chromatographically separated from interfering compounds. In

this work we have evaluated the possibility of using Cu, Zn-SOD

from bovine erythrocytes as an internal standard for the quan-

tification of the SOD1 extracted from human erythrocytes. For

this purpose, the first step was the evaluation of the chromato-

graphic set-up for the separation of the two investigated stan-

dards (bovine and human standards of SOD1) under the used

Fig. 1 Copper profile by HPLC-ICP-MS corresponding to a mixture of

a standard of bovine SOD1 (A) and human SOD1 (B) in an approxi-

mated ratio of 1 : 1 (400 ng ml�1 as Cu or 100 mg mL�1 as SOD).

Table 1 ICP-MS and HPLC operating conditions used in the work

ICP-MS Parameters
Instrument Agilent 7500 CE (ORS)
Rf power 1500 W
Nebulizer gas flow rate 1 L min�1

m/z monitored 63Cu, 65Cu
Hexapole bias �15 V
QP bias �13 V
HPLC Parameters
Column Mono Q HR 5/5 Anion exchange
Injection volume 50 mL
Flow rate 1 mL min�1

Mobile phases A) 10 mM Tris-Acetic Acid B) A +
250 mM ammonium acetate

Gradient Gradient 0–100% B in 30 min
(linear)
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chromatographic conditions. Fig. 1 shows the obtained

chromatogram for a mixture 1 : 1 of both species injected into

the HPLC-ICP-MS system (the separation conditions are

collected in Table 1). As can be seen, two main species can be

observed in the 63Cu trace at 19 and 21 min, respectively. By

injecting the individual compounds it was possible to realize that

the first eluting peak (19 min) corresponds to the bovine standard

while the one at 21 min corresponds to the human standard. Such

good separation is due to the different isoelectric points of bovine

(4.95) and human (4.75) Cu, Zn-SOD associated to the slightly

different amino acid sequence. The small impurity eluting

between both peaks at approximately 20 min belongs to the

bovine standard and could always be detected. Once the sepa-

ration between both standards was achieved, the next step was

the evaluation of SOD1 from bovine erythrocytes as internal

standard for quantification of human SOD1.

For this purpose, two independent aliquots of the human

erythrocytes lysate (5 mL) were taken and one of them was

spiked with the bovine SOD1 standard (100 mL of 0.05 mg mL�1

as SOD). The obtained results are shown in Fig. 2 where it is

possible to observe a good separation between species in the

extracted sample without addition of internal standard (Fig. 2A,

black trace) with the main peak (at 21 min) corresponding to the

retention time of human erythrocytes SOD1. Fig. 2B (blue trace)

shows the resulting chromatogram after spiking bovine SOD1

immediately after the lysis. In this case, the bovine standard

expected to elute at 19 min can be barely detected while a new

unknown Cu-containing species appears at 20 min (not present in

the original sample chromatogram of Fig. 2A). In order to verify

a possible shift on the retention time of the bovine standard due

to the sample matrix, the same sample of Fig. 2B was spiked

again with the bovine standard and re-injected in the chro-

matographic system. The resulting profile is shown in Fig. 2C

where a good separation of the three species could be observed at

19, 20 and 21 min respectively. These initial results pointed out

a possible species degradation of the bovine standard during

sample preparation, since the human SOD1 present in the sample

(eluting at 21 min) showed very similar intensity in all the

obtained chromatograms.

Therefore, this approach could be used for quantification only

if the species degradation occurs to the same extent in the SOD

from the sample and from the standard that does not seem to be

this case. Since this fact has not been confirmed, these results

prove the limited capability of using bovine SOD1 standard as an

internal standard to quantify the SOD in human real samples.

Therefore, the alternative strategy of species specific isotope

dilution was evaluated further on.

Species-specific isotope dilution for human SOD1 analysis

The first part of the study was devoted to the optimization of the

synthesis of the labeled species by combining previously pub-

lished methodologies as described in the procedures section.17,28

Fig. 3 shows the chromatographic profiles of the isotopes 63Cu

and 65Cu of isotopically enriched SOD from bovine erythrocytes.

The study was done first by using the bovine SOD1 standard

since it can be obtained as lyophilized powder at higher

concentration that the human standard. After the conditions

were optimized, the remetallation protocol was also applied to

the human SOD1 (data not shown). The signals of remetallated

enzyme shown in Fig. 3 revealed an altered isotopic abundance

when compared with those of natural standard of Cu, Zn-SOD

and the isotope ratio is 63Cu/65Cu ¼ 0.015 � 0.002 (similar to the

Fig. 2 Copper signal of the SOD1 extracted from human red blood cells

by HPLC-ICP-MS before spiking (A) spiked after lysis with 100 mL of

0.05 mg mL�1 bovine SOD (B) and spiked twice: after lysis and at the time

of injection with bovine SOD1 at the same concentration (C).

Fig. 3 Chromatogram of the isotopically enriched bovine SOD1

obtained in the laboratory for the two copper isotopes and the corre-

sponding isotope ratio on the SOD1 peak (250 mg mL�1 SOD obtained by

dilution of the synthesized standard).
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65Cu standard used for the enrichment). It is important to

observe that the demetallation–remetallation process has not

degraded the protein since no other species can be seen in the

chromatogram.

The quantification of the bovine standard of isotopically

enriched SOD1 was achieved by reversed post-column isotope

dilution analysis using the previously developed procedure.24 For

this purpose a solution containing 20 ng mL�1 of natural Cu

(63Cu, 69.15%) was continuously pumped by an arm of a T piece

and mixed with the eluent coming from the chromatographic

column. After calculating the isotope ratio on each point of the

chromatogram and applying the on-line isotope dilution equa-

tion (ESI†), it is possible to obtain the mass flow chromatogram

and calculate the ng of Cu associated to the main peak in the

chromatogram. This permits the indirect quantification of the

SOD concentration provided that the metal/protein stoichiom-

etry is maintained along the whole procedure (input quantities

for the calculation are given in the ESI†).24,25 The concentration

obtained was 0.17 � 0.01 mg mL�1 of Cu (2.7 mM) (n ¼ 3

injections of the diluted synthesized standard) for the isotopically

enriched SOD1. Metal concentrations can be converted into

protein concentrations since the stoichiometry of the protein–

metal complex is known for both metals (ratio of 2 : 1 metal per

protein). Therefore, the final concentration of isotopically

enriched SOD1 is 43.5 � 2.6 mg mL�1 (1.36 mM) (n ¼ 3 injec-

tions). Additional experiments for spike characterization by

activity measurements were not conducted since Cu has proved

to be quantitatively recovered from the column and it is the

catalytic center of SOD.24

In order to address if possible metal exchange between species

(natural and isotopically labelled) we initially mixed the natural

SOD1 standard from bovine erythrocytes (previously quantified

by post column IDA) with the isotopically labelled synthesized

species in an approximated 1 : 1 ratio. Together with metal

exchanging, this experiment can be also used to corroborate the

method accuracy by calculating the concentration of the natural

SOD1 by species specific IDA. The concentration of Cu in the

natural standard of SOD1 by this method was determined to be

about 1.72� 0.06 mg mL�1 (27 mM or 436 mg mL�1 SOD) (n¼ 3

injections), a value which agrees well with the concentration

obtained for the same standard by post-column IDA (1.74� 0.03

mg mL�1 Cu, n ¼ 3 injections). Therefore we have proven that it

should be possible to use this SOD isotopically enriched in 65Cu

for the quantification of the SOD in bovine real samples since no

isotopic exchange between SOD1 species can be observed. The

analytical performance characteristics of the SS-IDA method are

summarized in Table 2 and compared with those provided by

ELISA assay. It is noteworthy that ELISA provides better

sensitivity than the proposed strategy although the linear

dynamic range of the SS-IDA method makes it more suitable for

analysis of SOD1 in red blood cells (with concentration levels in

the ppm range). In the case of serum, where the reported SOD1

concentrations are in the ng mL�1, the ELISA assay could be

more suitable.

Once we proved that the isotopically enriched SOD could be

used as a standard for species-specific IDA-ICP-MS, we applied

this compound to quantify the concentration of SOD1 in

erythrocytes extracted from a cow blood sample. For this aim,

the isotopically labeled spike is added to the cells right after lysis

and the sample processed as described in the sample treatment

section. The mixture is then injected in the HPLC-ICP-MS

systems. The copper chromatogram obtained is shown in Fig. 4

and as can be seen, no species degradation seems to be observed

(differently to the case of using bovine SOD1 as internal standard

for human SOD1). After application of the species specific

isotope dilution equation (shown in the ESI†) to the peak areas

in the chromatogram, the final concentration of Cu in the sample

turned out to be 19.05 � 0.03 ng mL�1 (31 mM or 4.83 mg mL�1

as SOD) (n ¼ 3 injections) or 18 � 1 ng mL�1 (n ¼ 3 independent

lyses). Similarly, the SOD1 from the cow red blood cells was

quantified by means of post-column IDA. In this case the Cu

obtained results (13.62 � 0.02 ng mL�1 or 3.46 mg mL�1 as SOD,

n¼ 3 injections) are lower than those obtained by species-specific

IDA. Since the column recovery has proved to be quantitative

for Cu and for Cu-SOD (but not for Zn) in previous studies,24 the

losses (about 30%) might occur during hemoglobin precipitation

and sample preconcentration steps. In any case, the obtained

results corroborate the IDA principle that the earlier the spike is

mixed with the sample, the more errors along the sample prep-

aration/isolation can be compensated.

Table 2 Analytical features of the proposed SS-IDA method for Cu, Zn-SOD quantification compared with ELISA assays for the same analyte

Method LODa/ng ml�1 LOQa/ng mL�1 %RSD (3 injections) %RSD (3 lysis) Linear range/ng mL�1a

SS-IDA HPLC-ICP-MS 100 800 2 10 100–5000
ELISA 0.04 0.2 3 5 0.08–5

a Expressed as concentration of SOD.

Fig. 4 Chromatogram of the extracted SOD1 from bovine red blood

cells by HPLC-ICP-MS after spiking with isotopically enriched bovine

SOD1 right after lysis and used for quantitative purposes (approximately

10 mg mL�1 as SOD). Red trace is off-axes (10000 cps) for clarity.
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Conclusions

Two different strategies have been evaluated for quantification of

Cu, Zn-SOD in red blood cells. The first one makes use of the

bovine SOD species as an internal standard to quantify the

human SOD1. Such a method has proved to be feasible (without

observing species degradation) when the sample and the spike are

mixed just before injection in the chromatographic system.

However, when the spiking is conducted at the beginning of the

sample treatment procedure, specific degradation of the bovine

species used as standard with respect to the human SOD can be

observed with time. Therefore, the next step was the evaluation

of using the same species as internal standard but isotopically

enriched and then species specific isotope dilution analysis. In

this regard, the optimization of the isotopically enriched species

synthesis permitted to obtain a fairly pure isotopically labelled

standard of bovine SOD1 to be used for further quantitative

studies. The SS-ID-ICP-MS allow the quantitative determina-

tion of Cu, Zn-SOD in real red blood cells of bovine samples and

compensate for loses during sample preparation that turned out

to be of about 30% of the total SOD1. Since lysis is a process that

affects cell walls, the fact of adding the protein spike (already

solubilised) before or after lysis does not affect the protein

recovery from the sample. On the other hand, once the protein

from the red blood cells is solubilised in the water media and the

spike solution of isotopically enriched SOD is added, both

species have proved to behave in the same way. Such results are

in agreement with previous standard addition measurements in

human SOD1 that revealed that while the chromatography used

was fully quantitative the rest of the sample preparation steps

were somehow prone to losses. In any case, the appropriate use

of the species specific IDA method could be compared with

AQUA strategies. However, a very important difference is that

AQUA peptides are added into the sample after tryptic digestion

of the protein to the corresponding peptides, thus, any losses of

the procedure before this point can not be taken into account.

When using SS-IDA, the spiking can be done right after lysis (or

even before) and thus, all the losses during sample handling will

have an affect in the same way on the sample protein and the

spike and will therefore, be compensated.
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Las conclusiones derivadas de la presente Tesis Doctoral pueden 

resumirse en los siguientes puntos: 

1. La optimización de las metodologías analíticas para la determinación 

de elementos traza (Cr, Co, Mo y Mn) en fluidos biológicos, basadas en el 

empleo de ICP-MS de alta resolución, ha permitido establecer diferencias 

significativas entre los niveles de concentración encontrados para algunos 

elementos (en particular Cr, Co y Ti en la orina y Cr y Ti en sangre total), en 

pacientes portadores de implantes ortopédicos de cadera M/M  respecto a los 

de los individuos control.  

2. Se ha puesto a punto una metodología para la determinación de Ti en 

suero humano (a niveles de ultratraza), mediante estrategias de dilución 

isotópica empleando ICP-MS de alta resolución y trabajando a poder de 

resolución 4000 (m/Δm). Dicha metodología ha permitido evitar las 

interferencias poliatómicas que afectan a este elemento en fluidos biológicos.  

3. Los extremadamente bajos límites de detección alcanzados con la 

metodología propuesta para Ti (0.05 µ L-1), han permitido establecer por 

primera vez, los niveles de Ti sérico en la población (40 muestras) no portadora 

de implantes ortopédicos ni dentales, pero posiblemente expuesta a otras 

fuentes de Ti como son los cosméticos y productos de higiene personal.  

4. La metodología propuesta se ha aplicado al análisis del Ti sérico en 

pacientes con implantes intramedulares, fabricados con diferentes aleaciones de 

este metal. Los resultados obtenidos han mostrado diferencias significativas en 

todos los grupos (implantes de húmero, tibia y fémur), respecto a los niveles de 

Ti encontrados en los individuos control. Debido a que estos implantes se 

utilizan para fijar fracturas en individuos jóvenes, la problemática de estudiar el 

efecto biológico a largo plazo (de bajas dosis de Ti circulante), ha de ser 

abordada en el futuro.  

5. Se han desarrollado metodologías de “screening” multielemental, 

mediante estrategias integradas de cromatografía de líquidos empleando ICP-
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MS como detector y espectrometría de masas molecular (MALDI-TOF). Dichas 

metodologías se han aplicado para evaluar el posible transporte de los 

elementos traza, liberados por los implantes en estudio, a través del torrente 

circulatorio (por las proteínas séricas). Los resultados obtenidos en suero 

mostraron que el Mn aparece enlazado a la proteína transferrina, mientras que 

el Co se enlaza preferentemente a la albúmina (proteína sérica más abundante). 

En el caso del cromo se observó, mediante incubación previa del suero con Cr 

(III) que este se enlazaba preferentemente también a la transferrina mientras 

que la incubación con Cr (VI) no aportó resultados significativos. 

6. En el caso del Ti, se ha puesto a punto una metodología de 

especiación cuantitativa en suero a nivel fisiológico (tanto en individuos control 

como en pacientes) mediante estrategias de dilución isotópica post-columna 

empleando 47Ti enriquecido como trazador y empleando HPLC con ICP-MS de 

alta resolución acoplado en-línea.  

7. Los resultados obtenidos en la especiación cuantitativa de Ti en suero 

(tanto de controles, a los cuales se les realizó una etapa previa de 

preconcentración, como de pacientes portadores de implantes) mediante 

análisis de dilución isotópica post columna, han mostrado que la transferrina es 

la única responsable del transporte y distribución sistémica del Ti en el 

organismo, observando que el 98% del Ti presente en el suero está unido a 

dicha proteína.  

8. Estudios sobre las formas moleculares de la proteína ponen de 

manifiesto que el Ti se enlaza exclusivamente al lóbulo correspondiente al N-

terminal de la transferrina, pudiendo ser esta la vía de entrada del Ti a las 

células, mediante los receptores de Tf presentes en la superficie celular. 

9. Se ha establecido una metodología analítica para evaluar si la 

presencia de Ti circulante en pacientes cambia la expresión de proteínas 

antioxidantes como la superóxido dismutasa de Cu y Zn (Cu,Zn-SOD). Para 

ello se han desarrollado estrategias de cuantificación del enzima Cu,Zn-SOD a 
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través de la medida del Cu enlazado, mediante análisis por dilución isotópica 

tanto inespecífico (post columna IDA) como específico (SS-IDA). A través de la 

concentración de Cu, ha sido posible establecer una correlación entre la 

concentración de enzima (Cu,Zn-SOD) y su actividad enzimática medida 

mediante el método de la autooxidación del pirogalol. 

10. La aplicación de estas metodologías a la cuantificación de Cu,Zn-

SOD en eritrocitos de pacientes con elevada concentración de Ti circulante 

(portadores de implantes ortopédicos), reveló cambios en la concentración y en 

la actividad del enzima Cu,Zn-SOD en dichos pacientes comparados con los 

controles. Este hecho puede relacionarse con el ya conocido incremento del 

estrés oxidativo debido a la presencia de metales (p.ej. Ti) procedentes de 

implantes metálicos. 

 

 

 

 



E. CONCLUSIONS 
 

 
 

 237

The main conclusions that can be derived from the present Ph. D Thesis 

are summarized in the following points:  

1. The optimization of analytical methodologies for the determination of 

trace elements (Cr, Co, Mo y Mn) in biological fluids, based on the use of high 

resolution ICP-MS, has permitted to establish significant differences between 

the concentration levels encountered for some of these elements (particularly 

Cr, Co and Ti in urine and Cr and Ti in blood) in patients carrying M/M total 

hip arthroplasty in respect to the levels found for these elements in the control 

group.    

2. A new strategy for Ti determination at ultra-trace level based on 

isotope dilution analysis has been developed and successfully applied to 

human serum samples using high resolution ICP-MS working at medium 

resolution (m/Δm 4000). The combination of HR-ICP-MS and isotope dilution 

analysis has permitted to achieve precise and accurate determination of Ti by 

avoiding the polyatomic interferences that affect this element in biological 

fluids.  

3. The extremely low detection limits reached for Ti (0.05 µ L-1) with the 

proposed methodology has allowed to establish, for the first time, the levels of 

Ti in the serum of the population (n=40 samples) non-exposed to this element 

by Ti-containing metal implants but possibly exposed to other Ti sources such 

as cosmetics or personal care products.   

4. The analysis of Ti in serum of patients with implants manufactured 

with different Ti alloys revealed significant differences between the exposed 

groups (total hip arthroplasty, humerus, tibial, and femur implants) and the 

control group. Particularly in the case of intramedullary Ti nails and 

considering that these implants are used to fix fractures in young people, the 

long-term biological effects of low Ti concentrations release should be 

addressed in the future. 
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5. Multielemental screening of the metals released by the implants and 

their association to biomolecules has been accomplished by using “integrated” 

mass spectrometric strategies including elemental detection based on ICP-MS 

after liquid chromatographic separations and molecular mass spectrometry 

(MALDI-TOF). The results obtained in serum have revealed that serum Mn 

seems to be associated to the protein transferrin, while Co bounds, preferably, 

to the albumin (the most abundant protein in serum). In the particularly case of 

Cr, in vitro experiments showed that in spiked serum solutions Cr (III) 

associates also to transferrin, while the incubation with Cr (VI) did not provide 

any conclusive result. 

6. In the case of Ti, a new methodology for metal quantitative speciation 

in serum at physiological levels (both for control individuals and patients 

exposed to Ti-based metal implants) has been developed. This methodology, 

based on the use of post-column isotope dilution analysis (or species unspecific 

IDA) makes use of 47Ti as isotopically labeled spike and HPLC coupled on-line 

to HR-ICP-MS for separation and detection of Ti associated to protein fractions 

that turned out to be the fraction corresponding to transferrin. 

7. The results obtained on the Ti quantitative speciation in serum (both 

for control individuals, with a previous preconcentration step, and patients 

carrying Ti implants) have shown that the protein transferrin is the only one 

responsible for the Ti transport and systemic delivery through the body. 

Moreover, it could be observed that 98% of the Ti present in the serum is 

bounded to such protein in both groups of samples.  

8. The studies carried out on the molecular forms of transferrin have 

shown that even when the protein presents two sites for metal binding, Ti is 

preferentially bound to the terminal N-lobe of the protein, so the complex 

(FeCTiN-Tf) could be the way Ti gets transported into cells through the Tf 

receptors (TfR) usually located on the cell walls. 
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9. An analytical methodology for evaluating if the detected Ti levels in 

serum yielded changes in the expression of oxidative stress related proteins 

(like Cu,Zn-Superoxide dismutase, Cu,Zn-SOD) has been established. For this 

aim the quantification of Cu,Zn-SOD through the Cu measurements using 

isotope dilution analysis (both post-column IDA and species-specific IDA) has 

been conducted. Once the concentration of Cu was obtained, it was possible to 

establish a correlation between the concentration of Cu,Zn-SOD and its activity, 

using the pyrogallol auto-oxidation assay.   

10. The quantification of Cu,Zn-SOD in human erythrocytes revealed 

significant differences on the concentration of this enzyme in patients with 

higher Ti levels (patients with orthopedic implants) with respect to control 

individuals. The observed changes in the concentration of Cu,Zn-SOD could be 

correlated with changes on the protein activity. Such results could be related to 

the documented increase of oxidative stress due to the presence of metals (like 

Ti) released by metallic implants in cellular systems.  
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Los trabajos futuros que se proponen a luz de los resultados obtenidos 

son los siguientes: 

A) Estudio de la liberación de metales por parte de otros implantes 

ortopédicos 

En los últimos años las patologías lumbares son tratadas con más 

frecuencia a través de la cirugía (artrodesis lumbar), mediante el uso de 

implantes, con el objetivo de conseguir una sólida fusión que anule la 

movilidad del espacio entre vértebras. Se puede hacer colocando un injerto de 

hueso entre ambas vértebras ("artrodesis no instrumentada") o usando además 

unas placas metálicas para fijar ambos cuerpos vertebrales ("artrodesis 

instrumentada"). La artrodesis de la columna lumbar es una alternativa 

quirúrgica en los casos de inestabilidad raquídea, espondilolistesis ístmica y/o 

degenerativa, artropatía facetaría, inestabilidad postoperatoria, herniación 

discal recurrente y escoliosis degenerativa entre otros. 

La artrodesis instrumentada consiste en un sistema de fijación rígido, 

adaptando 2 barras, una a cada lado de la columna sujetas mediante tornillos 

intrapediculares, generalmente de Ti o alguna de sus aleaciones, que 

garantizarán una perfecta estabilización de los segmentos. Aunque todavía 

existen pocos estudios publicados, también existen evidencias de la presencia 

de iones metálicos, fundamentalmente Ti, en los fluidos y tejidos circundantes 

de los individuos sometidos a operaciones de artrodesis vertebral. Por tanto, se 

propone el estudio de la liberación de Ti en estos pacientes sometidos a 

artrodesis vertebral. 

B) Efectos generados tras el tratamiento con bisfosfonatos en la 

liberación del Ti por parte de implantes dentales y ortopédicos  

Un aspecto esencial para la biocompatibilidad de los implantes dentales 

y ortopédicos de Ti es la necesidad de oseointegración (una conexión directa, 

estructural y funcional entre el hueso vivo, ordenado y la superficie de un 
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implante sometido a carga funcional). La elección del Ti en este tipo de 

implantes odontológicos se debe a que este metal en contacto con la atmósfera 

se oxida en milisegundos, transformándose su superficie en óxido de titanio. 

Dicho óxido se comporta como un material bio-inerte, es decir que no produce 

rechazo. Sin embargo, recientemente se han encontrado casos de osteonecrosis 

después de la colocación de implantes dentales y por tanto una inhibición de la 

oseointegracion en pacientes siguiendo tratamientos con bifosfonatos.  Los 

bifosfonatos, son un grupo de fármacos que se utilizan ampliamente para el 

tratamiento de enfermedades con reabsorción ósea, como la osteoporosis, las 

metástasis óseas, procesos oncológicos, la enfermedad de Paget, etc. Aunque no 

haya una evidencia directa de que el implante dental (de Ti) causa la 

osteonecrosis en pacientes que siguen terapias con bifosfonatos, los datos 

obtenido hasta el momento se fundamentan en la experiencia clínica de 

odontólogos, los cuales han observado dicha patología en pacientes 

implantados que siguen dichos tratamientos. Por tanto, se estudiará el efecto de 

estas terapias en la liberación de metales. 

C) Estudios de citotoxicidad del Ti liberado  

Los estudios de citotoxicidad del Ti, que se define como la evaluación in-

vitro de los riesgos toxicológicos utilizando cultivos celulares, también han de 

llevarse a cabo. Estos tests proporcionan información sobre, la viabilidad y 

muerte celular; el estado de las membranas y orgánulos celulares; así como 

acerca de  la síntesis de ADN y de proteínas. Resultados recientes, han puesto 

de manifiesto que la presencia de partículas de TiO2  en ciertos sistemas 

celulares aumenta el estrés oxidativo (el desequilibrio entre la generación de 

especies reactivas del oxígeno y su eliminación por la defensa antioxidante del 

organismo), que se encuentra relacionado con el desarrollo de numerosas 

enfermedades. Para la monitorización de los posibles efectos del Ti sobre el 

estado redox celular, se emplea la medida de ciertos enzimas antioxidantes 

como son: la superóxido dismutasa (SOD1) y la glutatión peroxidasa (GPx). 
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Ambas enzimas se encuentran presentes en el citosol celular y cambios en su 

expresión indican alteraciones del sistema redox celular. Por tanto, la 

monitorización de la citotoxicidad, así como de las alteraciones de los enzimas 

antioxidantes en cultivos celulares expuestos al Ti, será imprescindible para la 

caracterización de los efectos de este elemento sobre la salud. 
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 On the light of the results obtained in this Ph.D. Thesis, the following 

research topics can be proposed:  

 A) Study of the metals released from other metallic implants (spinal 

arthrodesis)  

 In the late years lumbar pathologies had been frequently treated by 

surgery (spinal arthrodesis), using implants to achieve a solid fusion between 

vertebra. This operation consists of implanting a bone graft between the 

vertebra “non instrumented arthrodesis” or a metallic sheet to fix both vertebra 

“instrumented arthrodesis”. The spinal arthrodesis is a surgical alternative to 

treat cases of spinal instability, spondilolisthesis isthmic and/or degenerative, 

arthropathy facet, post-surgery instability, herniation, recurrent disc, and 

degenerative scoliosis, among others. 

 The instrumented arthrodesis consists of a solid fusion of the vertebra 

with two bars, one at each side of the column, fixed by screws, in most of the 

cases they are made of titanium or titanium alloys, which guarantee the perfect 

stabilization between the segments. In spite of the limited number of published 

results, there are some evidences of the presence of metallic ions, mainly 

titanium ions, into the surrounding tissues and also into the biological fluids of 

the patients carrying spinal implants. For this reason, the study of the Ti 

released into serum of patients with instrumented spinal arthrodesis is a natural 

extension of the conducted work. 

    B) Effects of titanium release from orthopaedic and dental implants in 

patients treated with bisphosphonates therapies. 

 A crucial requirement to guarantee the biocompatibility of dental and 

orthopaedic implants is the osseointegration (a direct connection between the 

implant surface and the surrounding bone). Ti is chosen in this kind of implants 

due its chemicals qualities: this metal can be oxidized extremely fast in the air 

forming a very protective titanium oxide film. This titanium oxide film behaves 
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as an inert material. Nevertheless, nowadays some cases of osteonecrosis after 

dental implantation have been reported in patients treated with 

bisphosphonates therapies. Therefore, an inhibition of osseontegration could be 

occurring in those patients. Bisphosphonates are a group of drugs widely used 

to treat diseases like bone resorption, osteoporosis, bone methastasis, 

oncological processes, paget diseases, etc. Although there is no clear evidence 

that Ti is responsible to produce osteonecrosis in patients who have been 

treated with bisphosphonates, the current information is based on the 

experience of odontologists who had been observed this pathology 

(osteonecrosis) in patients treated with bisphosphonates. Consequently, the 

influence of bisphosphonate treatment on the metal release will be study. 

 C) Studies of titanium cytotoxicity once it is released from the 

implants.  

 The cytotoxicity studies of Ti, which is defined as in vitro evaluation of 

the toxicological risks using cellular cultures will be carried out. These kinds of 

tests provide knowledge about the viability and cellular dead, the state of the 

cell membranes and also about the synthesis of DNA and proteins. Some 

current results have highlighted the increase of oxidative stress (unbalance 

between the production of ROS and their elimination by the antioxidant 

system) in certain cellular systems in presence of TiO2 nanoparticles. This is 

why the monitorization of the cytotoxicity and also the disorders of antioxidant 

enzymes in cellular cultures exposed to Ti will be essential to characterize the 

effects of this element to human health.   
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