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1.1. Elementos traza y ultratraza esenciales

La importancia de elementos traza (mg-L1) y ultratraza (ug-L1) en Biologia y
Medicina es indiscutible. A pesar de su aparente insignificancia cuantitativa, hoy esta
bien demostrado que dichos elementos (también llamados oligoelementos'.) juegan
un papel primordial en conocidas funciones vitales de los seres vivos. Concretamente,
en los humanos se consideran esenciales el Fe, Zn, Cu, Se, I, Cr y Co, y su deficiencia en
el hombre ha sido ampliamente estudiada. Se considera que un elemento traza es

“esencial” sil:

a) Su ingesta insuficiente produce deficiencias funcionales, las cuales pueden

revertir cuando el elemento recupera su nivel fisiolégico 6ptimo.
b) El organismo no puede crecer ni completar su ciclo vital sin ese elemento.

c) El elemento posee una influencia directa sobre el organismo y estd involucrado

en sus procesos metabdlicos.

d) El efecto concreto de un elemento esencial no puede ser logrado totalmente por

ningun otro elemento.

Para cada oligoelemento existe un intervalo de concentraciéon 6ptima (“ventana
bioldgica”)1? dentro del cual el organismo presenta funcionalidad éptima (ver Figura
1, linea verde). Por debajo de ese nivel la funcionalidad del organismo puede verse
seriamente afectada y esta “insuficiencia” puede producir incluso la muerte. Por el
contrario, cuando se incorpora un exceso del elemento, comienza a generar efectos

toxicos y finalmente, puede llegar a ser letal.

Ademads de los elementos traza esenciales en los organismos vivos, pueden
existir otros elementos a nivel de traza y ultratraza (p.ej. Cd, Hg, Al y Pb) sin una
funcion fisiolégica conocida hasta la fecha, pudiendo actuar como téxicos en el

organismo ya a muy bajas concentraciones (ug-L1) (ver Figura 1, linea roja).

Finalmente, existen elementos que se suministran con fines terapéuticos (p.ej.

Au, Pt, Li, etc.) y cuya concentracion en el organismo debe controlarse igualmente.
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— elemento esencial
elemento toxico
—o— elemento terapéutico J

Funcionalidad
o [)-—{)-D"'L‘/
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Concentracion
Mayoritarios: Ca, Mg, Na, K Texicos: Al, Cd, Hg, Pb, As
Minoritaries y/o traza: Fe, Zn, Cu, Se, Co, Mo, Mn Terapéuticos: Au, Pt, Li

Cr, Ny, Sr

Figura 1. Relacion entre la dosis ingerida o disponible de un elemento esencial,
toxico o terapéutico y la funcionalidad del organismo

De todos los elementos esenciales citados, el hierro sera objeto de estudio en el
presente trabajo. Por ello, a continuaciéon se procedera a detallar el papel que

desempefia éste en el organismo humano.

1.2. Importancia bioldgica del hierro

El hierro es un elemento esencial para la vida, no solo por ser indispensable
para la respiraciéon humana, sino también por ser un constituyente clave de un gran
numero de enzimas3* En el ser humano el hierro es requerido para la sintesis de las
hemoproteinas que, como su nombre indica, poseen el grupo quimico “hemo” (anillo
de porfirina en cuyo interior se encuentra un adtomo de hierro). Una de las proteinas
mas importantes de este tipo es la hemoglobina, que es la proteina primaria presente
en globulos rojos responsable del transporte de oxigeno desde los pulmones a otros
tejidos. Otras proteinas y enzimas que contienen el grupo “hemo” incluyen:
citocromos, proteinas criticas para la produccién energética celular y de transporte de
electrones; catalasa/peroxidasa, enzimas antioxidantes; asi como la proteina
mioglobina, implicada en el transporte del oxigeno en células musculares. Ademas, el

hierro se puede encontrar en una variedad de metaloproteinas no-hemo, tales como:
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la transferrina y lactoferrina, responsables del transporte del elemento; la enzima
ribonucle6tido reductasa necesaria para la sintesis de ADN y para la divisién celular;
la ferritina, proteina responsable del almacenaje intracelular del hierro®; y la NADH
deshidrogenasa y la succinato deshidrogenada, implicadas en la cadena de transporte
mitocondrial de electrones que median reacciones bioquimicas y producen adenosina

trifosfato (ATP, el compuesto portador de la energia que utilizan los seres vivos)

El hierro en el organismo puede hallarse en tres compartimentos basicos®:

% Funcional: formado por diferentes compuestos como la hemoglobina, mioglobina,
y enzimas que requieren hierro como cofactor o como grupo prostético, bien en su

forma idénica o como grupo hemo, para realizar su funcion.

®

s Depdsito: el hierro absorbido a través del intestino, que excede las necesidades
funcionales inmediatas, es depositado en los tejidos principalmente en forma de
ferritina y en menor medida como hemosiderina. La ferritina y la hemosiderina se
encuentran mayoritariamente en el higado, en la médula 6sea, en el bazo, en el
musculo esquelético e incluso pueden encontrarse en la circulacién sanguinea a
niveles muy bajos. Este compartimento constituye la reserva de este elemento en

el organismo.

% Transporte: los compartimentos funcional y de depoésito estan ligados por un
compartimento de transporte consistente en el hierro de la transferrina. Este
hierro es liberado en los tejidos a través de los receptores que tiene la transferrina

en las células individuales.

Como puede observarse en la Figura 2, la mayor parte del hierro en el
organismo forma parte del hierro activo (80%), encontrandose aproximadamente el
64% en la hemoglobina de los eritrocitos, molécula compuesta por cuatro unidades,
cada una con un grupo hemo y una cadena proteica. Un 10% se halla en la mioglobina
y una proporcidon menor (cercana al 5%) se halla en diversas enzimas como catalasas,
peroxidasas y citocromos. El hierro restante se encuentra bien como hierro depoésito
(20%), formando parte de las proteinas que intervienen en la homeostasis y
metabolismo de este elemento (ferritina y hemosiderina), o bien unido a transferrina

como hierro circulante (para su transporte 1%).
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Hemoglobina

Hierro de depésito
Hierro de transporte
Mioglobina

Enzimas

Figura 2. Distribucién del hierro en el organismo

La falta de hierro en el organismo puede producir sintesis proteicas deficientes,
deficiencia inmunitaria, aumento del acido lactico, aumento de noradrenalina, menor
compensacion de enfermedades cardiopulmonares y la anemia. La anemia se
caracteriza por sintomas como la fatiga, dolor de cabeza, anorexia y, en situaciones
mas severas, produce anormalidades del tejido epitelial causando dolores de lengua y
boca y estomatitis’. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera la
deficiencia de hierro como el principal desorden o deficiencia nutricional en el
mundo®. Es mas que probable que hasta el 80% de la poblacién mundial sea deficiente
en hierro y, lo que es mas importante, el 30% de la misma poblacién, que supone
aproximadamente 2000 millones de personas, es anémica por deficiencia de este
elemento®. Los grupos de poblacién mas vulnerables son las mujeres embarazadas y

en periodo de lactancia, y los nifios lactantes.

Es por ello de vital importancia desarrollar una metodologia analitica que
permita la determinacién exacta y precisa de dicho elemento en los distintos fluidos

biologicos.
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1.3. Elciclo bioldgico del hierro

Una dieta normal en humanos contiene entre 15-20 mg de hierro/dia, del que
el organismo uUnicamente absorbe un 10%, lo que significa entre 1-2 mg/dia. Un
organismo absorbe Unicamente la cantidad de hierro necesaria para equilibrar la
pequeia proporcion de hierro que se elimina fisiolégicamente a través de la orina, el
sudor, la exfoliacién de las células cutaneas y mucosas, las pérdidas de sangre (muy

importante en la menstruacién) y fundamentalmente por las heces!?.

La absorcion del hierro depende en primer lugar del tipo de compuesto de
hierro presente en la dieta, existiendo dos formas diferentes de absorcion: la del

hierro hemo y la del hierro inorganico.

El hierro inorganico por accién del acido clorhidrico del estémago pasa a su
forma reducida, hierro ferroso (Fe?*), que es la forma quimica soluble capaz de
atravesar la membrana de la mucosa intestinal. Aunque el hierro puede absorberse a
lo largo de todo el intestino, su absorcion es mas eficiente en el duodeno y la parte alta
del yeyuno. La membrana de la mucosa intestinal tiene la facilidad de atrapar el hierro
y permitir su paso al interior de la célula, debido a la existencia de un receptor

especifico en la membrana .

El hierro hemo atraviesa la membrana celular como una metaloporfirina
intacta, una vez que las proteasas endoluminales o de la membrana del enterocito
hidrolizan la globina. Los productos de esta degradacion son importantes para el
mantenimiento del hemo en estado soluble, con lo cual garantizan su disponibilidad
para la absorcién. En el citosol la hemoxigenasa libera el hierro de la estructura

tetrapirrdlica y pasa a la sangre como hierro inorganico.

Puesto que no existe una manera efectiva de excretar hierro, la regulacion de la
absorciéon de este mineral procedente de la dieta, juega un papel fundamental en la

homeostasis del hierro en el organismol.
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Ingesta de hierro:
K 10-20 mg/dia en humanos

ABSORCION
Duodeno., h PERDIDAS
L Orina, sudor, heces
Exfoliacién
LT Yeyuno Menstruacién
DA (1-2 mg/dia)
ileon”
INTESTINO 2

Duodeno y parte alta del "“""’?o,,\ »

\_yeyuno (1-2mg/dia) } ERITROPOYESIS
65%, MEDULA OSEA
(300 mg) FORMACION DE
TRANSPORTE EN PLASMA GLOBULOS ROJOS
-
L |
UTILIZACION
159,
MIOGLOBINA 5%
Y ENZIMAS
300 m .
G0 ) TRANSFERRINA ) L HEMAOEIWA
(3-4 mg) DESTRUCION DEL - g

\. GLOBULO ROJO Eritrocitos

(2500 mg)

)

DEPOSITOS
L)
- &8
% i ENVEJECIMIENTO
SISTEMA RETICULO
ENDOTELIAL
FERRITINA Y HEMOSIDERINA (600 mg)
1§ (1000 mg)

Figura 3. Esquema del ciclo bioldgico del hierro en el ser humano

El hierro absorbido es transportado por la transferrina. En el organismo, el
hierro siempre aparece unido a proteinas (si estuviera libre generaria radicales
libres). Todos los tejidos y células poseen un receptor especifico para la transferrina, a
través de cuya expresion en la superficie celular, regulan la captacion del hierro de
acuerdo con sus necesidades. La transferrina lleva el Fe a todas las células del
organismo por tanto todas las células poseen receptores para tomar el Fe proveniente
de la transferrina. En la médula 6sea se forman los hematies y tras 120 dias van al
bazo para ser degradados y el Fe se vuelve al higado para ser reutilizado. En el higado
es donde se almacena el hierro y al ser muy oxidante tiene que estar unido a una

proteina intracelular que es la ferritina..

En el enterocito es el encargado de transformar el Fe3* en Fe?*. El Fe3* es una
especie poco soluble y es como se encuentra en los alimentos ya que se oxida por el
oxigeno del aire. El Fe3* pasa a Fe?* por el pH acido en el estdmago, pero en el duodeno
se vuelve a pH basico por lo que la absorcién se dara tinicamente en el principio del

duodeno.
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En la membrana del enterocito se encuentran los receptores del Fe3* (aunque
son muy pocos) y la ferrorreductasa que es una proteina capaz de reducir el Fe3* a
Fe2*, Muy cerca de esta ferrirreductasa se encuentra la proteina transportadora de
metales divalentes acoplada a una bomba de protones, que es capaz de introducir el

Fe2+ al interior del enterocito.

En la membrana existen también receptores al hierro hemo (el que entra en el
anillo protoporfirinico de la hemoglobina), que captan la molécula de hemoglobina y la
introducen en el enterocito. Dentro de éste, hay una oxigenasa que rompe el grupo
hemo y deja libre el hierro. En el bazo los eritrocitos son destruidos por macréfagos y

se reutiliza el hierro enviandolo al higado.

1.4. Métodos de determinacion de elementos traza y

ultratraza en fluidos biolégicos

La determinaciéon de elementos traza y ultratraza en materiales biologicos es
de gran importancia. Los elementos estdn presentes en este tipo de muestras en
concentraciones variables: desde nivel de trazas (mg-L1) hasta nivel de ultratrazas
(ug-L! e incluso ng L'1). Ademas, la compleja composicion de la matriz de la muestra
(proteinas y altos contenidos salinos) en la que estos elementos se encuentran
dificulta en gran medida la determinacién de los mismos. Por todo ello, es preciso
disponer de técnicas analiticas los suficientemente sensibles y selectivas para llevar a

cabo este tipo de determinaciones.

De entre las numerosas técnicas analiticas existentes, las técnicas
espectroscdpicas son las mas adecuadas para llevar a cabo el andlisis del contenido

elemental en muestras biol6gicas!2.

La Espectrometria de Absorcién Atémica con Horno de Grafito (ETAAS) es
junto con la Espectrofotometria de Absorcion Atomica de llama (FAAS), la técnica mas
ampliamente empleada en el ambito clinico para el analisis elementall3. Entre las
ventajas de la técnica cabe citar su relativo bajo costel4, simplicidad y alta sensibilidad.

En efecto, la técnica presenta unos buenos limites de deteccién para un gran nimero
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de elementos, del orden de 0.01 ug-L! en disolucidon o de 1mg-kg! en sdlido. Esta alta
sensibilidad unido a los bajos volimenes de muestra requeridos para el andlisis (unos
pocos uL) ha contribuido a su popularizacién en el andlisis de ultratrazas en material

biolégico.

La aparicién en 1980 de la Espectrometria de Masas con fuente de Plasma
Acoplado Inductivamente (ICP-MS) ha supuesto una revolucién dentro de la Quimica
Analitica elemental debido a sus excelentes caracteristicas analiticas. El intervalo
dindmico lineal es amplio (entre 6-8 6rdenes de magnitud). Los limites de detecci6n
para la mayoria de los elementos estan en el intervalo de 0.01 a 0.1 ug-L! llegando a
detectar unos pocos ng-L-1 para algunos elementos. Una caracteristica tinica de esta
técnica en comparaciéon con otras es la posibilidad de medir distintos is6topos de un
mismo elemento. Las aplicaciones de esta técnica al andlisis de material biol6gico son

numerosas, como se demuestra por las cuantiosas publicaciones!>16.17,18,19,

El andlisis elemental directo de muestras biolégicas liquidas (eritrocitos, orina,
suero) estd limitado por el alto contenido de proteinas y sales que bloquean el canal
inyector de la antorcha y los orificio de los conos. Generalmente, el tratamiento de
muestras liquidas se reduce a una simple dilucion?%2!, mientras que en el caso de
tejidos se realiza un ataque microondas. Asimismo, con objeto de reducir las

interferencias fisicas se emplea un patrén interno.

1.5. Empleo de is6topos estables en muestras bioldgicas

1.5.1. Isétopos Estables

Una gran parte de los elementos quimicos existentes estdn constituidos por
una mezcla de varios is6topos, que difieren entre si so6lo en el nimero de neutrones
del nucleo. El peso atémico que normalmente utilizamos para cada elemento es una
media ponderada de las masas de todos los is6topos de un elemento teniendo en

cuenta la abundancia natural que poseen.
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Por tanto, desde un punto de vista analitico, un isétopo cuya abundancia haya
sido modificada artificialmente (“enriquecido”) constituye un patrén “interno” ideal

para la medida por espectrometria de masas del elemento considerado.

Los is6topos estables se utilizan actualmente en Quimica Analitica en
numerosas aplicaciones, como por ejemplo el andlisis por dilucién isotdpica, como

marcadores en estudios metabdlicos??, toxicoldgicos?3, medioambientales?4, etc.

1.5.2. Analisis por dilucion isotdpica

El andlisis por dilucion isotépica (“isotope dilution analysis”, IDA) es una
técnica de andlisis elemental basada en la medida de relaciones isotépicas en muestras
donde su composicién isotopica ha sido previamente alterada mediante la adicién de
una cantidad conocida de un elemento enriquecido isotépicamente (trazador o

“spike”).

Mediante la medida del cambio provocado en una relacién isotépica concreta
del elemento de interés, es posible conocer la concentracién de dicho elemento en la
muestra. El elemento a analizar debe tener, al menos, dos isétopos estables que se

puedan medir sin interferencias espectrales mediante espectrometria de masas.

Después de un tiempo de equilibracion del trazador afiadido con el elemento
natural presente en la muestra, se lleva a cabo la medida de las relaciones isotopicas

alteradas.

El principio basico de la dilucién isotépica en analisis elemental se ilustra en la
Figura 4 para un elemento que contiene dos isétopos diferentes a y b. Como puede
observarse el is6topo a es el mas abundante en la muestra mientras que el trazador
estd claramente enriquecido en el isétopo b. De este modo, las abundancias isotopicas
de la mezcla y, por tanto, las relaciones isotopicas, seran intermedias entre las de la
muestra y el trazador, y dependeran tanto de la cantidad de trazador adicionado como

de la cantidad original del elemento en la muestra.

10
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B Isétopo a
B Isotopo b
100
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¥
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FIRSSSE Trazador 0

Mezcla

Figura 4. llustracién del fundamento de la dilucion isotdpica para
un elemento que contiene dos isétopos (ay b)

La ecuacion de la dilucion isotopica, permite calcular la concentracion original
del elemento en dicha muestra a partir de la medida de la relacién isotépica en la

mezcla.

Si se denomina Ns al numero de moles de un elemento poli-isotépico presente
en la muestra y N al nimero de moles del mismo elemento en el trazador, resulta
evidente que el nimero de moles del elemento en la mezcla Ni resultante vendra dado

por:

N, =N, +N, [1]

De la misma manera se pueden obtener balances de masa similares para los

is6toposayb:
a a a
N, =Ng+N, [2]

N, =N+N; [3]

11
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Si se divide la Ecuacion [2] entre la [3] se obtiene la relacion isotopica de
ambos is6topos (a/b) en la mezcla (Rm) la cual puede expresarse de la siguiente

manera:

N: N{+N' N-A'+N,;Al
" N’ N’+N' N A’+N-A

[4]

b b b b
en donde Nf =NS'ASa ; Nta =N,'A,a ; NS =NS‘AS ; N; =Nt‘At si se tiene
a b
en cuenta las abundancias de los is6topos a y b en la muestra (As Yy AS ) y en el

a b
trazador (A, y At )respectivamente

Despejando Ns en la Ecuacion [4] se obtiene:

R, A’ - A
A“—R A" [5]

N,=N,-

La Ecuacidn [5] es la forma mds béasica de la ecuacién de la dilucién isotopica, y
en ella puede observarse que conociendo la composicién isotépica del trazador y la
muestra y el nimero de moles afiadidos de trazador se puede calcular el nimero de
moles del elemento en la muestra solamente con la medida de la relacién isotépica Rm

en la mezcla.

Esta ecuacién se puede adaptar para expresar concentraciones en lugar de

b

nimero de moles. Si se define R, = —- como la relacion isotépica (b/a) en la muestra
N
AP
R =21 i
y &= 4¢ como la relacion isotépica (a/b) en el trazador se puede expresar la
13

Ecuacién [5] como:

12
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A" [ R -R
N,=N, —-| —-—= [6]
A" \1-R ‘R,

C,m, C,'m,
y N, =—/—= donde:
M M

N t

y utilizando las expresiones N, =

- Csy C; son las concentraciones del elemento en la muestra y en el trazador
respectivamente.

- ms y me son la masa tomada de muestra y la masa afiadida de trazador
respectivamente y

- Ms y M; son los pesos atémicos del elemento en la muestra y en el trazador

respectivamente,

se obtiene la ecuacién final (Ecuacion [7]) de la dilucién isotépica en la que, con
excepcion de la relacién isotépica Rm, todos los paradmetros son conocidos y por tanto
la concentracion del elemento en la muestra Cs se determina con la simple medida de
Rm mediante Espectrometria de masas. En el presente trabajo se ha empleado dicha

expresion de la ecuacién de la dilucién isotopica:

b
C=C,ms,Ms,At, Rm_Rz 7]
A° \1-R ‘R

t

Como se puede observar en la Ecuacién [7] y contrariamente a lo que ocurre
con otras técnicas de cuantificacion (p.ej. las adiciones estandar o la calibracién
externa) no existe ningin pardmetro relativo a la sensibilidad instrumental. Por tanto,
la primera ventaja del andlisis por dilucién isotdpica es que cualquier variacion de este
parametro debida a inestabilidades instrumentales como la deriva de la sefial o los
efectos de matriz no tendra ninguna influencia en el valor final de la concentracién del

elemento en la muestra (Cs).

Por otra parte, la incertidumbre en la medida de la concentracién depende

solamente de la incertidumbre de la medida de las relaciones isotépicas Rs, Rt y Rm ya
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que los pesos atomicos de la muestra y del trazador (Ms y M;) son conocidos y la masa
tomada de muestra y trazador se puede determinar gravimétricamente (ms y m). En
la mayoria de los casos, excepto para ciertos elementos que muestran variaciones
naturales en sus abundancias isotopicas, Rs es conocida mientras que el valor de R; se
puede determinar previamente o puede ser conocido de antemano si se usa un
trazador certificado. Por tanto, el Unico pardmetro que tiene que ser determinado
experimentalmente es Ry y esta determinacién se puede realizar con una elevada

exactitud y precision utilizando un espectrometro de masas.

La tercera ventaja mas relevante del andlisis por dilucién isotépica para
andlisis elemental total es que, una vez alcanzado el equilibrio isotépico entre la
muestra y el trazador, cualquier pérdida de sustancia de la mezcla no va a tener
ninguna influencia en el resultado final. Esto se debe al hecho de que cualquier
alicuota de la muestra diluida isot6picamente contendra la misma Rnm y, por tanto, no
habra necesidad de conocer los factores de dilucién o preconcentracion realizados ni
tener en cuenta separaciones no cuantitativas o procesos de evaporacién. Cabe
resaltar que aunque los métodos de preconcentraciéon pueden resultar en
fraccionamiento isotopico, estos efectos suelen estar por debajo del uno por mil y no

son susceptibles de influir en el resultado final.

Cuando se aplican otros métodos analiticos u otras técnicas de calibracién es
necesario determinar de una manera muy precisa la cantidad total de analito que ha
sido aislada para su deteccidn, asi como el rendimiento de cada paso analitico, lo cual
no siempre es una tarea facil. Por tanto, debido a todas estas ventajas el andlisis por
dilucién isotdpica estd considerado internacionalmente como un método “de
referencia” o “absoluto”. Ademas, cabe resaltar que como la medida de R proporciona
directamente la concentracién inicial del elemento en la muestra (Ecuacién [7]), no es
necesario recurrir a la calibracién externa instrumental ni a métodos de adiciones
estandar por lo que en IDA se consigue un ahorro considerable en el tiempo de andlisis

respecto a los métodos analiticos convencionales.

Sin embargo, para que todas estas afirmaciones sean veraces se ha de cumplir
algunos requisitos. En primer lugar, se tiene que tener en cuenta que cualquier

pérdida de sustancia (ya sea de muestra o de trazador) antes de que se produzca el
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equilibrio isotépico serd una fuente de error considerable. Ademas, una vez que se
haya alcanzado el equilibrio isotdpico, el is6topo enriquecido afiadido a la muestra
deberd comportarse de una manera idéntica al elemento natural a lo largo de todo el
proceso analitico. Por otra parte, la medida de las intensidades de los isétopos ay b
realizada por el espectrémetro de masas debe estar libre de interferencias espectrales
y los factores que afectan a la exactitud de la medida de las relaciones isotdpicas
(como la discriminacion de masas o el tiempo muerto del detector) deben estar

controlados.

Finalmente, también se han de controlar exhaustivamente los valores del
blanco ya que cualquier tipo de contaminacion que afecte a la muestra isotdpicamente
diluida conducira a valores erréneos de Rm. Es importante hacer notar aqui que en el
caso de que cualquiera de estos requisitos no se cumpla, la relacién isotépica medida
Rm (Ecuacion [7]) no proporcionara un valor exacto de la concentracién inicial del

elemento en la muestra (Cs).
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Objetivo

Objetivo

El objetivo del presente trabajo fin de master ha sido la puesta a punto de una
metodologia para la determinacién de hierro en muestras biolégicas para su analisis

mediante IDA-ICP-MS.

Este objetivo se ha abordado mediante las siguientes etapas secuenciales:

a. Optimizacion de los parametros instrumentales para la determinacién de
hierro por ICP-MS. Evaluacién de las posibles interferencias espectrales, que

afectan a las medidas de relaciones isotdpicas de hierro.

b. Seleccion del tratamiento de muestra mas adecuado para las muestras en
estudio (suero, eritrocitos, orina e higado) para su posterior andlisis mediante

ICP-MS.

c. Aplicacion de la metodologia desarrollada por IDA-ICP-MS a muestras de suero,

eritrocitos, orina e higado de ratas wistar.
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Experimental

3.1.Instrumentacion utilizada

3.1.1. Espectrometro de masas elemental: ICP-(OCR)-MS

Para las medidas de los is6topos de hierro se ha utilizado un espectrémetro de
masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo, con detector tipo cuadrupolo
y equipado con una celda de colisiéon/reaccién de tipo octapolo (ORS, Sistema de

Octapolo de Reaccién), modelo 7500ce de Agilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.).

H, —* MEC
He — MEC
1 Detect
Opcional —s MEC etector
Valvula de
aislamiento |
Skimmer
v = .ﬂ
= =
/. (] S
“Shield Camara de la celda Analizador de masas
Torch” de colisién h de cuadrupolo
“Sampler” 1 =

Bomba Lentede Lentes Guia de iones

o : Bomba
extraccion Einzel

Bomba

de octapolo

Figura 5. Esquema del equipo de ICP-ORS-MS
Modelo Agilent 7500c (Agilent Technologies)

El principio de funcionamiento del ICP-MS es relativamente sencillo
(Figura[5]). La muestra, formando un fino aerosol liquido, se introduce a través del
canal central de la antorcha en el plasma de argén (que es el gas normalmente
empleado), que se encuentra parcialmente ionizado (aproximadamente un 1%) y que
posee una temperatura entre 6000 y 8000 K. Dicho aerosol se forma por aspiracion de
la muestra liquida, empleando una bomba peristaltica (controlada, en este caso
concreto, por el programa informatico del equipo) hacia el sistema de nebulizacion,
constituido por un nebulizador (tipo Meinhard) y una cdmara de nebulizacién de
doble paso (tipo Scott, refrigerada por efecto Peltier a una temperatura de 2°C). La
antorcha (tipo Fassel) se compone de tres tubos concéntricos de cuarzo, el central
para el flujo de Ar portador (o nebulizador), el intermedio para el Ar auxiliar y el
exterior para el Ar plasmégeno. En el plasma la muestra es desolvatada, vaporizada,

atomizada e ionizada.
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Los iones formados en el ICP son extraidos del canal central del plasma a una
interfase que se encuentra a vacio (aproximadamente 1 torr) a través del cono de
extraccion o sampler (constituido por una base de cobre y una punta de niquel, con un
orificio central de 1 mm de didmetro) produciéndose una expansién adiabatica. A
continuacion el haz de iones es transmitido a través de un segundo cono metalico o
skimmer (de niquel, con un orificio de 0.4 mm). Ambos conos constituyen la interfase
de extraccion por medio de la cual pasa el haz de iones (aproximadamente el 1 % de
los iones formados en el plasma) hacia el sistema electrostatico de enfoque que se
encuentra sometido a alto vacio (10-3-10* torr) por la accién de una bomba

turbomolecular.

Posteriormente el haz de iones es conducido al sistema de lentes
electrostaticas (Figura[5]). En primer lugar estan las lentes de extraccion, cuya funcién
principal es acelerar los iones muestreados. Luego, se produce el enfoque iénico con
tres lentes Einzel que mediante campos electromagnéticos adecuados permiten
obtener un haz colimado de iones. Por ultimo, se encuentra un grupo de lentes Omega,

que actuan eliminando los fotones.

Entre el sistema de lentes de extracciéon y enfoque idnico y el analizador de
masas, se encuentra la celda de colisién (octapolo), la cual actia como una guia de
iones y opera en modo de radiofrecuencia. La camara del octapolo puede ser
presurizada con He, H2 o mezclas de ambos, asi como otro tipo de gases como Xe u Oa.
Los gases se introducen en la celda bajo un controlador de flujo masico a través de una
linea de acero para minimizar las posibles interferencias poliatomicas (es decir, los
iones procedentes del plasma van a colisionar y/o reaccionar en la celda con las

moléculas del gas rompiendo asi los posibles iones interferentes).

3.1.2. Pequeiios equipos utilizados

- Sistema de purificacién de agua con modulo de pretratamiento para retener
particulas y cloro, asi como para evitar acumulacién de precipitados calcareos.

(Tratamiento por O&smosis inversa. Médulo de electrodesionizacién para
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reducir contaminantes organicos y minerales), Elix 3 y Milli-Q Advantage A10

(Millipore, Massachusetts, EE.UU.).

La digestion de muestras se llevo a cabo en un digestor modelo Ethos-1 de
Millestone (Microwave Laboratory Systems, Socisole (BG), Italia) con rotor de
capacidad para 10 bombas (SK-10) de TFM (PTFE modificado quimicamente) y
controlador automatico y continuo de temperatura mediante sonda dispuesta

en la bomba de referencia.

Para la homogeinizacién de tejidos se utilizé6 una Ultra-Turrax T-25 (Ika

Labortechnik, Staufen, Alemania).

Las pesadas se realizaron en una balanza analitica de precisidon Precisa XB 220A

(Boadilla del Monte, Madrid).

La centrifugacion de las disoluciones se llevé a cabo a 4°C utilizando una

centrifuga Biofuge Stratos modelo Heraeus (Hanau, Alemania).

Para el control del pH en las muestras biolédgicas, se utiliz6 un pH-metro

micropH 2000 de Crison (Crison Instruments, S.A., Barcelona, Espafia).

Homogeinizacién de las muestras y disoluciones con un agitador mecanico

Vortex VelP (Scientifica, Espana).

3.2. Material de laboratorio

Micropipetas Eppendorf Research Plus (Eppendorf AG. 22331 Hamburg.

Germany) de distinto rango de utilizacién dependiendo de la finalidad.
Pipetas Pasteur de plastico.
Tubos de poliestireno de 10 mL (Deltalab, S.L.U., Barcelona, Espafia)

Tubos eppendorf de microcentrifuga polipropileno (Labbox, Barcelona,

Espana).

Tubos de centrifuga 15 mL (Labbox, Barcelona, Espafa).
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3.3. Reactivos y disoluciones

- Los patrones de 1000 mg-L-! de Fe, Ca y Ni fueron obtenidos de la compaiiia
Merck (Darmstadt, Alemania) y los de Li, Y e In de ]. T. Baker (Philipsburg, NJ,
EE.UU.). Estas disoluciones han sido siempre estabilizadas en medio acido

(HNO3 al 2%).

- El acido nitrico (65%) y el agua oxigenada ambos de calidad suprapur (30%)
empleados en la mineralizacion de las muestras, asi como el acido clorhidrico

(37%) utilizado en los ajustes del pH, fueron suministrados por Merck.

- Patron enriquecido °*Fe (98.93% de abundancia en el isétopo 54) de
Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA, EE.UU.) en forma de soélido
elemental y disuelto en un volumen minimo de HCl (30%) calidad suprapur, y
posteriormente diluido con agua ultrapura. La concentracion del hierro en esta
disolucién se determiné mediante dilucion isotépica inversa, empleando el

patrdén natural de hierro.

3.4. Materiales de referencia

Con objeto de validar los métodos de andlisis elementales desarrollados para la
cuantificacion total de hierro en muestras biolégicas, mediante IDA (Isotope Dilution

Analysis) se emplearon varios materiales de referencia, todos ellos almacenados a 4°C.

¢ SeronormTM Trace Elements Serum LOT 0903106 (SERO AS, Billingstad,
Noruega).

¢ SeronormTM Trace Elements Urine LOT 0511545 (SERO AS, Billingstad,

Noruega).

¢ SeronormTM Trace Elements Whole Blood L.OT 1003192 (SERO AS, Billingstad,
Noruega).

* NIST SRM 1577a Bovine Liver (National Institute for Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, EE.UU.).
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3.5. Procedimientos

3.5.1. Preparacion de orina y suero

Para las muestras de orina se pesé 1 g de la misma, mientras que fueron 0,5 g
para las muestras de suero. Para la determinacion por IDA, se les adiciond la cantidad
apropiada de disolucién estandar de 5*Fe-enriquecido. Seguidamente, las muestras se

diluyeron con agua ultrapura hasta un peso final de unos 10 g totales.

3.5.2. Preparacion de los materiales de referencia

Los materiales de referencia de suero, y orina fueron reconstituidos como se
describe en sus certificados y directamente analizados tras la adicién de una cantidad
conocida de (°*Fe) la disolucién enriquecida y seguidas de una dilucién (1:10 en las

muestras de orina y 1:20 en las muestras de suero) con agua ultrapura.

3.5.3. Lisado de eritrocitos

La fraccidn eritrocitica se diluyé 1:10 con H20 milli-Q a 4°C y se ensayaron los

siguientes procedimientos de lisis:

- Protocolo A: se centrifugé a 3000g durante 15 min a (4°C). Del sobrenadante,
se tomaron 3 alicuotas que se mezclaron con la cantidad de “spike” adecuada,

llevando a un peso final de 10g.

- Protocolo B: se congelé la muestra durante toda la noche, y tras su
descongelacidon a temperatura ambiente, se procedié de la misma manera que

en el protocolo A.

- Protocolo C: se homogeneiz6 la muestra mediante el empleo de un sistema
Ultra-turrax y posteriormente se procedié de la misma manera que en el

protocolo A.

23



Experimental

El protocolo con el que se obtuvieron los mejores resultados de precisiéon y
exactitud fue el B, y fue el que se utiliz6 en estudios posteriores, tanto para la
validacién del método mediante materiales de referencia certificados como para las

muestras biolégicas de concentracién desconocida.

3.5.4. Homogeneizacion de las muestras de higado

El higado y los rifiones fueron homogeneizados mediante el empleo de un

sistema Ultra-turrax en 4 volumenes (W/v) de una disolucién TRIS (50 mM) a pH=7.

3.5.5. Mineralizacion de las muestras de higado

Las muestras de higado (tejido homogeneizado previamente) asi como el
material de referencia NIST SRM 1577a, fueron sometidas a digestiéon por horno de
microondas. Para ello, una alicuota de unos 0,5 g de higado, previamente descongelada
y homogeneizada, se deposité en el interior de las bombas de digestién de PTFE, se les
adiciond 1.5 mL de acido nitrico (suprapur) y 1.5 mL de peréxido de hidrégeno
(suprapur). Estos recipientes fueron cerrados inmediatamente y se procedié a aplicar
las condiciones recogidas en la Tabla [1]. Tras el ataque, se diluyeron a 15 mL con

agua ultrapura (dilucion final 1:30).

Etapa | Temperatura (°C) | Tiempo (min)
1 95 3
2 160 10
3 185 3
4 185 15

Tabla 1. Programa de temperaturas utilizado en el ataque microondas
Ethos-1 Millestone (Potencia 900W)
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Resultados y Discusion

4.1. Evaluacion de la exactitud y precision de las medidas de

relaciones isotdpicas de hierro mediante ICP-MS

4.1.1. Condiciones de medida en el ICP-MS

Se optimizaron las siguientes condiciones operacionales del ICP-MS:

- Los parametros instrumentales que rigen la formacion de iones y su transporte

(flujo de gas plasmdégeno y portador; la potencia de RF y la posicién de la antorcha).

- Los parametros que rigen el enfoque y trasmision de los iones en el interior del

analizador de masas (lentes idnicas).

- Los parametros de medida en el equipo, como por ejemplo el nimero de puntos

por pico, el tiempo de adquisicion por punto y el nimero de réplicas a realizar.

Para llevar a cabo esta optimizacién se utilizé una disoluciéon que contiene 10
ug-L1 de 7Li, 89Y(89) y 205TIl estabilizada en HNO3 “sub-boiling” al 1% (v/v). Estos

elementos se seleccionaron tratando de abarcar todo el intervalo de masas.

El elemento objeto de este estudio es el hierro, éste presenta cuatro is6topos
estables de masas 54, 56, 57 y 58; con unas abundancias (naturales) de 5,845%;
91,754%; 2,119% y 0,282% respectivamente. Por tanto, las condiciones de operacion
Optimas se verificaron con una disolucién de dicho elemento (de abundancia natural)

de una concentracion de 50 ng-g1.

Las condiciones operacionales utilizadas en el ICP-MS estan recogidas en la

siguiente tabla:

26



Resultados y Discusion

Parametros del plasma

Potencia de radiofrecuencia 1500 W
Flujo del gas plasmogeno 15 L: min
Flujo del gas portador 1.12 L-min?
Conos sampler y skimmer Ni
Parametros de las lentes idnicas Optimizadas diariamente para la

mejor sensibilidad con una disolucion

de 10 pg L-1de Li, Co, Yy Tl

Parametros de la celda de reaccion/colision

Flujo del gas Helio 4 mL- min-!
Potencial del octapolo (Octbias) -18 V
Potencial del cuadrupolo (QP bias) -16 V

Parametros de adquisicion de datos

[s6topos monitorizados 42,43,44,54,56,57,58,60

Puntos por pico 3
Tiempo de adquisicién por punto  3's

Réplicas 5

Tabla 2. Condiciones de operacion del ICP-MS y parametros de adquisicion
para la determinacidn del hierro

4.1.2. Interferencias espectrales

La determinacion de hierro por ICP-MS, al igual que ocurre con muchos otros
elementos, esta dificultada por las interferencias espectrales que afectan a todos sus
is6topos estables. Estas interferencias espectrales estan originadas por iones atémicos
de la misma relacién (interferencias isobaricas) o iones moleculares (interferencias
poliatomicas, formadas a partir del Argon, disolvente y/o matriz de la muestra, asi

como por la entrada de gases atmosféricos en la region de la interfase del ICP-MS) que
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tienen la misma relacién masa/carga que el analito de interés, lo que ocasiona que a la

sefial del analito se sume la sefal del ion interferente.

Las principales interferencias espectrales que pueden presentarse en la

determinacion de hierro por ICP-MS se recogen en la siguiente tabla:

Is6topo Fe 54 56 57 58
Abundancia % 5,845 91,754 2,119 0,282
54Cr 40Ar160 40Ar1601H 58Ni
Interferencias 40Cal601H 23Na3sCl
40 Ar14N 40CateQ 40Ca170 42C3160

Tabla 3. Abundancias naturales para todos los isétopos del hierro y sus interferencias

La magnitud de las interferencias dependera de la concentracion de analito y/o
interferente presentes en la muestra objeto de analisis. Teniendo en cuenta el
contenido en distintos elementos quimicos (p.ej. Fe, Cr, Ni Na) de los fluidos biologicos
objeto de estudio (ver Tabla 4)2> podemos tener una primera aproximacion del tipo de
interferencias espectrales esperadas que pueden presentarse en la medida de los

distintos isétopos del hierro en las muestras de interés.

Sangre
Elemento Orina Higado
Suero® ; Plasma(»)

Fe 1.1-1.3 mg -L-1(») 0.17 mg ‘L1 46-307 pg-g1
Ca 91-106 mg -L-1() 120 mg-L1 | = -----

Cr 0.04-0.43 ug -L-16p) | 0.04-50 ug-L-1 8-160 ng-g!
Na 2500-3560 mL -L-1() | 2200 mg-L1 | -----

Ni 0.05-1.3 ug -L-1Gp) 0.06-8 ug -L1 9-380 ng-g!

Tabla 4. Concentraciones de los distintos elementos de interés en diferentes fluidos humanos

Teniendo en cuenta la concentracién de analito en las distintas muestras y
teniendo en cuenta la dilucién 1:30 para higado; 1:20 para suero y fraccion eritrocitica
y 1:10 para orina, se estudiaron las posibles interferencias espectrales causadas por

los elementos de la matriz.
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4.1.2.1. Interferencias isobaricas

La interferencia que causa la presencia de niquel es la mas problematica
porque, aunque su presencia en orina y sangre es baja??, la interfase del instrumento
ICP-MS estd compuesta de aleaciones de niquel. Este tltimo hecho hace que el nivel
del fondo de niquel sea elevado en nuestro ICP-MS por lo que la precisiéon y

reproducibilidad en las medidas se vera deteriorada?6.27.28,

La mejor forma de evitar las interferencias isobaricas producidas por el Ni ala
masa 58 del Fe, es el empleo de correcciones matematicas. Para ello, a partir de una
disolucién estandar de Ni con abundancias naturales y concentraciéon elevada
(aproximadamente 50 ng-g'l) se miden las intensidades a las masas 58 y 60 del Ni
(°8Ini, ©°Ini) obteniéndose un factor de correccion fy; definido como la relacion de
intensidades 58Iyi/®Ini (normalmente dicha relacién toma un valor entre 2,30 y 2,40).
De este modo, en la muestra bioldgica de interés ademas de la medida de la intensidad
a la masa 58 (°8]), se mide a la masa 60 correspondiente al del isétopo ¢°Ni. Para
calcular en la muestra la intensidad del >8Fe corregida (58Ir.) se emplea la siguiente

ecuacion:

58] e = 58] — fyi - (®OIni) [8]

donde 581 y ©0y; son las intensidad medidas a la masa 58 y a la 60 de la muestra.

Por el contrario, la concentraciéon de Cr presente en la sangre, orina y heces
esta por debajo de las ug-L-! en la mayor parte de los casos, dicho elemento no causa
interferencia en la determinacidn del Fe y no se tuvo en cuenta ésta interferencia a la

hora de corregir las sefiales medidas.
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4.1.2.2. Interferencias politatomicas

En lo que se refiere a las interferencias poliatbmicas que afectan la
determinacion de Fe, las mas problematicas son las derivadas de argén, como ArO-,
ArOH* y ArN+* (ver Tabla 3) son inherentes al gas plasmégeno y la entrada de gases
atmosféricos en la region de la interfase del equipo, asi como el acido nitrico utilizado
como estabilizador de las disoluciones. Estas pueden ser minimizadas mediante el uso
de un ICP-MS con celda de colisiéon/reaccién y el empleo de H> o He como gases de

colision/reaccion?930:31,

Estudio del gas de colision

Se estudié la influencia del tipo de gas de celda de colisiéon y el flujo de éste a la
hora de minimizar las interferencias ArN*, ArO*, ArOH*, CaO*, CaOH*, NaCl* producidas

en la medida de los distintos is6topos de hierro en el ICP-MS.

En las Figuras 5 y 6 se representan las sefiales de los distintos is6topos del
elemento de interés (Fe) frente al cambio del flujo de gas portador en mL-min-!, para
una disolucién “blanco” de 50 pg-L! de hierro y una disolucién de la misma
concentracion de analito a la que se le ha anadido 500 ug-L -1 de calcio. También se ha
representado el BEC “Background equivalent concentration” que es la concentracion de
analito que produce la misma sefial que la que produce el blanco, y que se define

como:

(CPS)
(CPS)

B Sernal

blanco

BEC - Concentracion,,,;,, (ug'L")  [9]

Serial

analito
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En las Figuras 6 y 7 se observa que inicialmente, sin gas en la celda de colision,
tanto el blanco como la disolucién con el interferente, presentan una senal elevada,
debido a las interferencias espectrales. Y al aumentar el flujo de gas de la celda de

colision (ya sea Hz o He) disminuye la sefial obtenida con interferente y para el analito.

Se observo que el gas que mejores resultados producia en la determinacién de
hierro por ICP-MS fue el He puesto que es capaz de reducir y/o eliminar dichas
interferencias. El flujo de gas 6ptimo observado fue de 4 mL-min-l. Esto concuerda con
los resultados obtenidos anteriormente en nuestro laboratorio para la determinacién

de hierro mediante ICP-MS32,

Estudio de interferencias de calcio y sodio

Se estudiaron las interferencias producidas por el sodio y el calcio, para
distintas concentraciones de éstos elementos en las muestras, los resultados estan

recogidos en las Figuras 8 y 9.

Estudio de las interferencias del sodio

Recuperacion
*

o) 5 10 15 20 25

Concentracién de sodio / mg-L!

Figura 8. Estudio de interferencias en la sefial de Fe para
distintas concentraciones de interferente (Na)

Los resultados obtenidos muestran para el caso de la interferencia del Na, una
relacion interferente/analito lo suficientemente pequefla como para considerar que su
presencia no provoca un efecto severo en las medidas realizadas para los is6topos de

interés.
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Estudio de las interferencias del calcio
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Figura 9. Estudio de interferencias en la sefial de Fe para
distintas concentraciones de interferente (Ca)

En el caso del calcio, se observo que no podian ser eliminadas mediante el uso
de He (o Hz) excepto para una relacion relacion interferente/analito de (100:1), donde
se produce una interferencia lo suficientemente elevada como para tenerla en cuenta.
Dado que en los fluidos corporales existen niveles elevados de Ca es necesario utilizar

correcciones matematicas para poder eliminar dichas interferencias.

Para ello, es necesaria la medida de las intensidades de calcio #2Ca, 43Ca, y #*Ca
(*Ica) en una disolucion estandar de calcio natural y concentracion entre 5y 10 mg-L!
y calcular los factores (fca) correspondientes para corregir las interferencia que causa
dicho elemento en las medidas de los isotopos del Fe. Las ecuaciones matematicas
necesarias para calcular las intensidades corregidas del Fe (*Ir.) en la muestra son las

siguientes:

. Correccién para el *°Fe: la ecuacion matemadtica que corrige la interferencia

generada por el °Cal’®Q, viene dada por

56]ge = 561 — feaqry + (#01ca) [10]
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donde fca(ny es la relacion de intensidades 56I¢a/4%Ic, en las disoluciones estandar
de calcio y >¢1 y #%I¢, son las intensidades medidas a las masas 56 y 40 en la muestra.
Ante la imposibilidad de medir la sefial *°I¢, (debido a la interferencia 4°Ar+), esta se
calcula a partir de las relaciones isotdpicas #%lca/*%Ica, #%lca/*3lca y *Olca/**ca y la

relacion entre sus abundancias naturales conocidas (Aca)33 segun:

40]¢, = 22, - (*0Aca/*?Aca) [11]

4'OICa = 43ICa . (40ACa/43ACa) [12]

4'OICa = 44'ICa . (40ACa/44ACa) [13]

El valor de la intensidad de #°Ic, se promedia para todos los valores obtenidos
mediante las ecuaciones [11], [12] y [13] en todas las disoluciones estandar de calcio

medidas. El valor del fcay calculado oscila entre 0,0001 y 0,0003).

* Correccién para el S’Fe: De manera similar que para el 5°Fe, la interferencia

producida por #°Cal’0 se corrige mediante la siguiente ecuacion:

57Tge = 571 = feaan * (#°lca) [14]

donde fcaqny es la relacion de intensidades 57Ica/4%Ica en las disoluciones estandar
de calcio promediadas, 571 y 4%I¢, son las intensidades medidas a las masas 57 y 40 en
la muestra. La intensidad debida a 4%I¢, tanto en las disoluciones estandar de calcio,
como en las muestras, se obtienen segin se aplicando las ecuaciones descritas

anteriormente [11], [12] y [13].

*  Correccién para el *8Fe: la ecuacion que corrige la interferencia #2Ca’¢0 a la masa

58 del Fe es la siguiente:

58] = 581 - feaqun + (#2lca) [15]

donde fcaqm es la relacion de intensidades 58Ica/*%Ica en las disoluciones
estandar de calcio e 581 y #2[¢, corresponden con el valor de la intensidad a la masa 58 y

ala masa 42 de calcio (*?Ica)medidas en la muestra.
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4.1.3. Tiempo muerto del detector

El tiempo muerto puede definirse como el tiempo que necesita el detector del
ICP-MS para contabilizar la llegada de dos iones como dos eventos diferentes. Esta
limitacién es inherente a todo sistema de deteccién que incluya una electrénica de
conteo, por lo tanto s6lo ocurre en detectores como el multiplicador secundario de
electrones (SEM) cuando éstos trabajan en modo digital. En este tiempo (en torno a
unos pocos nanosegundos), el detector no es capaz de registrar nuevos iones que
eventualmente alcanzan al detector. Cuando la concentracion del elemento medido es
elevada (tipicamente > 10¢ cuentas:s!) llegaran al detector muchos iones en un
intervalo de tiempo menor que el tiempo muerto, registrdndose en el sistema de
conteo de pulsos menos iones de los que realmente han llegado. Esto provoca pérdidas
de linealidad en el detector a concentraciones elevadas de analito, que se conocen

como pérdidas por “tiempo muerto del detector”.

Dado que la pérdida de cuentas es una funcion del nimero de iones que llegan
al detector por unidad de tiempo, cuando se mide una relacion isotépica distinta de la
unidad, la pérdida de cuentas para los dos is6topos sera de distinta magnitud (mayor
cuanto mayor sea la diferencia entre sus abundancias isotdpicas) y, por tanto, la
relacion isotopica medida serd diferente de la real. En consecuencia este pardmetro
debe ser evaluado para corregir las intensidades y por consiguiente las relaciones

isotopicas.

La ecuacion que hemos empleado para corregir las intensidades medidas es la

siguiente34,35:

Imedida (CPS)
1- ( Imedida (CPS) -T (S) )

Icorregida (CPS) =
[16]
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Donde Imedida SOn las cuentas por segundo medidas experimentalmente e
Icorregida SON las cuentas por segundo que mediriamos si no existiera error debido al

tiempo muerto T.

El tiempo muerto se puede calcular de diversas formas34 En nuestro caso fue
determinado de acuerdo al método propuesto por Vanheaecke y col3¢ midiendo la
relacion isotépica ’Fe/°Fe a diferentes concentraciones. Para ello se prepararon
disoluciones de concentraciones crecientes de Fe y se midieron las sefiales
correspondientes a los isotopos de Fe (54, 56, 57 y 58), empleando un tiempo muerto
de cero segundos en el software del instrumento y utilizando los pardmetros
instrumentales que se presentan en la Tabla 1. Para evaluar el tiempo muerto del
detector del equipo se representd la relaciéon >’Fe/°°Fe normalizada (relacion
isotopica corregida por el tiempo muerto dividida por la relacién isotopica tedrica)
para diferentes tiempos muertos asignados entre 0 y 100 ns (de 10 en 10 ns) a las
diferentes concentraciones de Fe estudiadas. Los resultados obtenidos estan recogidos

en la Figura 10.

Tiempo muerto del detector del ICP-MS 7500ce

11 — ®&— 10ngg-1
—=©— 20 ng-g-1

—&— 30 ng-g-1

Relacion corregida 57/56

1.03 . . . . . . . . . .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo / ns

Figura 10. Tiempo muerto del detector para el ICP-MS Agilent 7500c
Como se puede observar en la Figula 10, para cada concentracién se obtiene

una recta y todas ellas se cruzan para un valor dado del tiempo muerto aproximado de

(49 ns). El valor obtenido es el tiempo muerto del detector ya que corrigiendo las
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intensidades medidas con este valor (Ecuacion [16]) la relacion isotopica es
independiente de la concentracion de hierro. Este resultado se obtuvo con
anterioridad en estudios con otros elementos quimicos en nuestro grupo de
investigacién3235, poniendo de manifiesto que su valor es independiente de la relacion
m/z medida. El valor obtenido se introdujo en el software del equipo para llevar a

cabo la correcciéon de intensidades automaticamente.

4.1.4. Discriminacion de masas

La discriminacién de masas en ICP-MS es otro efecto que provoca desviaciones
en la exactitud de las relaciones isotépicas medidas. Se origina tanto en el sistema de
lentes idnicas (efectos “espacio-carga”) como en el vacio de la interfase de extraccién
(efecto “orificio”). El efecto “espacio-carga” consiste en la repulsién mutua que sufren
los iones del haz al abandonar el cono separador (“skimmer”). Por tanto, el nimero de
iones que son transmitidos por la éptica idénica disminuye debido a que los iones mas
ligeros son desviados en mayor grado mientras que los mas pesados permanecen en el
centro del haz i6nico. Asimismo, en la region situada en la interfase de extraccion,
entre el cono de muestreo y el cono separador, se produce un chorro supersoénico de
iones, atomos y moléculas que se expande en funcién de su energia cinética. Los iones
mas ligeros, con menor energia cinética, se expanden en mayor proporciéon que los
mas pesados por lo que seran absorbidos preferentemente por el sistema de vacio. El
denominado efecto “orificio” también produce enriquecimiento en los iones mas

pesados.

El factor de discriminaciéon de masas fue calculado empleando una disolucién
de hierro de 50 ng-g! de composicién natural, bajo las mismas condiciones que las
muestras sobe la cual se quieren medir las relaciones isotopicas. El factor de
discriminacién de masas se calculé utilizando un modelo exponencial previamente

utilizado en nuestro grupo de investigacion:

Para ello, se representa el logaritmo neperiano del cociente de las relaciones
isotdpicas corregida y tedrica (Ln Rcorregidasi/ Reesrica) frente a la diferencia de masa de

los is6topos medidos (2 para la relacion >4/s¢, 0 para la relacion 5¢/s6, -1 para la 37 /56 y
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-2 para la relacién 58/s5¢). La pendiente de la recta obtenida es el factor de
discriminaciéon de masas, K. Asi, todas las relaciones obtenidas experimentalmente se
corrigen utilizando este factor de acuerdo a la ecuacion3’:

R

_ exp
corr eK.AM [17]

donde Rcorregida €5 la relaciéon isotdpica corregida con el factor de discriminacién de
masas K; Rexperimental €5 1a relacion isotdpica medida; K es el factor de discriminacién de
masas calculado con la disolucion de hierro natural de 50 ng-g'%; y AM es la diferencia
de masa entre los is6topos considerados. De esta forma, las abundancias isotépicas,

corregidas en la muestra, son calculadas de nuevo empleando esta ecuacién:

El factor de discriminacion de masas fue relativamente constante para los
diferentes dias de trabajo. Obteniéndose normalmente valores comprendidos entre -

0.060y -0.085.

Factor de discriminacion de masas

0.4 4
0.2 1 y=-0.0677x - 0.0042
=) R*=0.99903
=
g 07
=
S
= -0.2 1
3
5
-0.4 1
-0.6 T T T ]
-2 -1 0 1 2

Diferencia de masa

Figura 11. Factor de discriminacién de masas para una disolucién de hierro
de abundancia natural ( 50 ng'-mL?) Factor K: -0.0677
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4.1.5. Precision en la medida de relaciones isotopicas del

hierro

Uno de los pardmetros que pueden tener un influencia significativa en la
precision final de una determinaciéon por dilucién isotdpica, es la cantidad de trazador
(disolucién enriquecida isotépicamente) afiadida a la muestra. Esta cantidad puede
ser optimizada calculando el rango 6ptimo de la relacion muestra/trazador en el que

se minimicen los errores aleatorios.

Aplicando la teoria de propagacion de errores aleatorios a la ecuacién de la
dilucion isotdpica3® se puede demostrar que la incertidumbre asociada al calculo de la
concentracion dependera de la incertidumbre en la medida de relaciones isotépicas de
la mezcla (muestra con el isétopo enriquecido), multiplicado por el factor de

magnificacion del error (f(R)):

2 2
R,(I-R,"R) |
(Rm - Rsp) ’ (Rm .Rs)

s(R,)
R

m

S(R)= [19]

En la ecuacion anterior, f(R) depende de Ru, Rsp y Rs (relacion de isétopos en la
mezcla, el spike y la muestra “sample” respectivamente). Como Rs y Rsp son conocidos,
los valores de f(R) se pueden representar frente a Ry para obtener el intervalo de Rm
en que la magnificacién del error sea minima. Una vez conocido este intervalo, la
cantidad de trazador a afiadir a la muestra puede ser facilmente optimizada. La Figura
11 muestra la variacion del factor de magnificacién del error f(R) frente a la relacion

isotopica 5°Fe/>*Fe, calculado mediante el uso de la Ecuaciéon [19].
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Figura 12. Factor de magnificacion del error para la relacién de isétopos 56Fe/>*Fe

Como se puede observar la relacion isotépica en la mezcla Rn presenta un

intervalo dptimo entre 0.19 y 3 (aproximadamente). Siempre que Rn se encuentre

dentro de estos intervalos , la incertidumbre en el calculo de la concentracion

dependerd sélo de la incertidumbre en la medida de la relacién isotépica, ya que el

factor de magnificacién del error f(R) en estos intervalos es muy préximo a la unidad

(el valor 6ptimo es una relacion 5°Fe/>*Fe de 0.9). Por tanto, todas las mezclas de

muestra con is6topo enriquecido se prepararon tratando de que la relacién final

medida se encontrase dentro de estos valores. En caso contrario, la medida no se

consideraba como valida y se preparaba de nuevo la mezcla con una proporcién de

muestra/isétopo enriquecido distinta, lo mas préxima a la relacién 6ptima.

4.2. Caracterizacion

isotopicamente en 54Fe

de la

disolucion  enriquecida

La composiciéon isotépica y la concentracion de la disoluciéon enriquecida

isotopicamente en *Fe se determinaron en el Octapolo-ICP-MS. Para ello, en primer

lugar se midieron las relaciones isotépicas del hierro en una disolucién patréon de Fe
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natural de 50 ng-g'1, con objeto de determinar el factor de discriminacion de masas a

aplicar a las relaciones isotdpicas medidas posteriormente.

A continuacién se midieron las mismas relaciones isotdpicas en cada una de las
disoluciones de trazador, de concentracion 50 ng-g1. A partir de estos datos se calculd
la composicion isotopica del trazador. La abundancia de cada is6topo se calculd

utilizando la ecuacidn:

Donde Ajes la abundancia del is6topo i; Ri es la relacién isotépica del isétopo i
frente al is6topo de referencia una vez corregido el factor de discriminacién de masa y
Yi Ri es la suma de todas las relaciones isotdpicas existentes ente los distintos is6topos
del elemento y el is6topo de referencia (°*Fe en el trazador enriquecido en el isétopo

54).

Los resultados obtenidos se encuentran recogidos en la Tabla 5:

54F 56F 57F 58F

e e e e

Disolucién **FeCl; 98.9326 1.0345 0.0296 0.0033

Tabla 5. Composicién isotdpica del patrén enriquecido de hierro
utilizado en las medidas de IDA en el ICP-MS

La concentracién de la disoluciéon madre se obtuvo mediante dilucion isotopica
inversa, empleando el patrén natural de hierro como disolucién conocida y la

disolucion del trazador como desconocida.

4.3.Validacion de la metodologia

La precisién y exactitud de las relaciones isot6picas medidas en las muestras
analizadas fueron validadas mediante el andlisis de dos materiales de referencia, a los

que se adicioné una disolucién enriquecida isotépicamente en >4Fe.
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Los materiales de referencia utilizados se reconstituyeron segun las
especificaciones del fabricante y se trataron segun los procedimientos descritos en el

Apartado [3.2.2].

Hierro natural
Certificado Encontrado

Material de referencia

Seronorm™ Trace Elements
Serum LOT 0903106
Seronorm™ Trace Elements
Urine LOT 0511545
Seronorm™ Trace Elements
Whole Blood LOT 1003192
NIST SRM 1577a
Bovine Liver
Tabla 6. Resultados obtenidos para la validacion de materiales de referencia certificados

1.23-1.55 mg-L1 1.36 + 0.04 mg-L1

123 +1 pg-L? 12.34 +0.02 pg-L?

333+ 10 mg-L1! 343 + 3 mg-L1!

194 + 20 mg-g! 183 + 10 mg-g!

Se observa que la cantidad de hierro natural y hierro enriquecido encontrados

estd en concordancia con los valores de hierro certificado y afiadido respectivamente.

4.4.Determinacion de hierro en muestras reales

Se aplic6 la metodologia puesta a punto para los distintos fluidos biolégicos, a
muestras reales de una rata wistar de 15 dias de edad (con alimentacién materna). Los
resultados obtenidos se compararon con los expuestos en trabajos previos realizados
en nuestro laboratorio3? para los mismos fluidos y el mismo tipo de ratas. Los

resultados obtenidos se recogen en la siguiente tabla:

Muestra Valores obtenidos (ng-g1)
Eritrocitos 6405
Suero 10.71 £ 0.01
Higado 279 +8
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Conclusiones y Trabajos futuros

5.1. Conclusiones

a. Se han investigado las posibilidades que ofrece el empleo de isotopos estables
en combinacién con la dilucién isotopica y deteccion por ICP-MS para

determinar el contenido de hierro en muestras biolégicas.

b. Se han eliminado las interferencias espectrales que se presentan en la medida
de las intensidades de los iso6topos de hierro. Para la eliminacién de dichas
interferencias ha utilizado como gas de celda el He y/o ecuaciones
matematicas. Asimismo se determiné el tiempo muerto y el factor de
discriminaciéon de masas que también afectan a la exactitud de las medidas de

relaciones isotopicas.

c. La validacién de la metodologia ha sido realizada mediante el andlisis de
materiales de referencia (suero, eritrocitos, orina e higado de vaca) certificados
en hierro natural, sobre los que se adicion6 una cantidad conocida de 5*Fe para

la cuantificacion.

d. La metodologia analitica IDA-ICP-MS ha sido aplicada a la determinacién de

hierro en muestras de suero, eritrocitos, orina e higado de ratas lactantes.

5.2. Sugerencias para trabajos futuros

a. Aplicacién de la metodologia IDA en combinacién con la deteccién por ICP-MS
para el estudio de la absorcion y/o biodisponibilidad de suplementos
nutricionales de elementos esenciales. Dado que el uso de isdtopos estables no
presenta ningun riesgo para la salud en animales ni en humanos, seria posible
aplicar la metodologia desarrollada en estudios de absorcion vy
biodisponibilidad de distintas formas fisicoquimicas utilizadas como

suplementos nutricionales de los elementos esenciales
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b. Aplicacién de la metodologia IDA-HPLC-ICP-MS para la especiacién cuantitativa
de hierro en tejidos bioldgicos. Seria interesante continuar con los estudios de
identificacidn, cuantificaciéon y caracterizacién de las especies conteniendo Fe
en los diversos tejidos de interés, con objeto de conseguir un conocimiento mas
preciso del destino, metabolismo y/o papel biolégico de dichos elementos en

los tejidos.

c. Evaluar la posibilidad de utilizar nuevas formas fisicoquimicas de Fe como
suplementos nutricionales en las leches férmula. Resultaria muy util el uso de
la metodologia empleada en este proyecto para evaluar la posibilidad de
utilizar como suplementos nutricionales de hierro otras formas fisicoquimicas
alternativas a las que actualmente estan permitidas. Ademas, debido a que el
hierro presenta multiples is6topos, es posible estudiar simultaneamente la
absorcién y biodisponibilidad de este elemento en formas fisicoquimicas

diferentes.
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