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T resumo

Cobre Introducdo: O cobre € um nutriente essencial para os humanos, e a manutencdo dos seus niveis é
importante, uma vez que seu metabolismo estd envolvido com estresse oxidativo e patologias, como a
Soro Doenca de Wilson. Neste trabalho, um método de espectrofotometria visivel (espectrofotometria Vis)

foi validado, aplicado em individuos jovens e comparado com espectrometria de absorcéo atémica com
chama (EAA-chama). Métodos: Concentracdes séricas de cobre foram medidas por EAA-chama e por
Espectrofotometria VIS | €spectrofotometria Vis, através da reacdo de cobre com batocuproina, 1 = 484 nm. Curvas analiticas em
solucéo aquosa e com adicdo de padréo foram efetuadas para verificar linearidade, recuperacao e precisdo
do método espectrofotométrico. Amostras de sangue de 12 individuos (média de idade 22 anos) foram
analisadas por ambos os métodos e comparadas entre si. Os resultados foram expressos em média + desvio-
padrdo. Resultados: As curvas com adicdo de padrédo e aquosa (n = 5) apresentaram coeficientes
de regressao superiores a 0,99 e de variacdo inter e intradia inferiores a 15%. Os valores de cobre
sérico encontrados para o método espectrofotométrico foram 1,17 £ 0,39 € 0,73 £ 0,14 mg/| para
mulheres e homens, respectivamente. Para EAA-chama foram encontrados 1,13+ 0,43 0,59 £0,13 mg/I
para mulheres e homens, respectivamente. Os resultados mostraram correlacdo de Pearson significativa
(r=0,946; p<0,05). Os niveis séricos de cobre foram significativamente maiores em mulheres do que em
homens (p < 0,05). Conclusdo: O método espectrofotométrico visivel demonstrou ser linear, reprodutivel
e aplicavel, oferecendo uma alternativa confidvel a quantificacdo de cobre por EAA-chama. Além disso, é
uma técnica simples, répida e barata, que pode ser utilizada na rotina laboratorial clinica.

EAA-chama

abstract IIPSI"Y"N

Background: Copper is an essential nutrient for humans and maintenance of its adequate levels is important, | Copper
since its metabolism is involved with oxidative stress and patolologies, such as Wilson’s disease. In this work,
a visible spectrophotometric method was validated, applied in young subjects and compared to flame atomic
absorption spectrometry (FAAS) in serum copper levels determination. Methods: Serum copper concentrations
were measured by FAAS and by spectrophotometry, through copper reaction with bathocuproine, A = 484
nm. Aqueous curves and spiked serum curves were realized to verify linearity, recovery and precision of the | yis spectrophotometry
visible spectrophotometric method. Blood samples from 12 subjects (mean 22 years) were analyzed in both
methodologies and compared to each other. The results were expressed by mean + standard deviation. Results:
Spiked serum and aqueous curves (n = 5) showed coefficient of regression superior to 0.99 and inter and
intra-day coefficient of variation lower than 15%. The serum copper values found to Vis spectrophotometric
method were 1.17 £ 0.39 and 0.73 £ 0.14 mg/I to women and men, respectively. To FAAS 1.13 £ 0.43 and
0.59 £ 0.13 mg/I were found to women and men, respectively. Both results showed a significant Pearson
correlation (r = 0.946; p < 0.05). Besides, serum copper levels were significantly higher in women than in
men (p < 0.05). Conclusion: The Vis spectrophotometric method demonstrated to be linear, reproducible and
applied, offering a reliable alternative to FAAS copper quantification. Moreover, Vis spectrophotometry is a
simple, quickly and not expensive technique, and it could be widely used as routine in clinical laboratory.
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Introducao

O cobre é um nutriente essencial, utilizado em varias
funcdes fisioldgicas e bioquimicas, tais como, eritropoiese®
e resposta imune do organismo(®. Estudos tém demonstra-
do que o cobre é necessério para o funcionamento de um
grande nimero de enzimas, principalmente aquelas que
catalisam reacdes redox®, sendo um importante co-fator
para superdxido dismutase (SOD), lisil oxidase, citocromo
c oxidase e ceruloplasmina® %28,

E um metal redox fortemente ativo, encontrado em
pequenas quantidades no organismo humano, tanto na
forma de fon clprico (Cu Il) - predominante - como na de
fon cuproso (Cu I)(1) - no interior das células®. Noventa
por cento do Cu sérico esta ligado a ceruloplasmina, e a
quantificacdo desse metal é realizada no soro na maioria
dos estudos®@.

Trabalhos prévios mostraram que a deficiéncia de co-
bre pode provocar anemia®'®, bem como diminui¢do na
producdo de energia e anormalidades nos metabolismos
da glicose (o que pode contribuir em alguns casos para o
desenvolvimento de diabetes)©®? e do colesterol (podendo
causar problemas cardiacos)> 20. Além disso, provoca
diminuicéo na atividade da enzima super6xido dismutase,
que é uma enzima antioxidante®, pois catalisa a conversao
de anions superéxidos em peréxidos de hidrogénio. Dessa
forma, a deficiéncia de cobre compromete varios sistemas
de defesa do organismo. Em contrapartida, talvez como
resposta adaptativa ao decréscimo de cobre, a glutationa
reduzida, o principal antioxidante endégeno, encontra-se
aumentada nesses casost >,

Assim, como a diminuicao do cobre esta associada ao
estresse oxidativo, sua elevacdo também causa toxicidade
relacionada com a peroxidacéo lipidica de membranas, uma
vez que, quando encontrado na forma monovalente (Cu I),
o metal esta disponivel para transferir um elétron. Esse
processo gera, assim, espécies reativas de oxigénio (EROs),
tais como radicais hidroxila, peroxido de hidrogénio e ions
superdxido®, que estdo intimamente ligados ao estresse
oxidativo, provocando dano celular, oxidagdo protéica e
danos ao DNA® 7, 21, 24,26),

Geralmente, casos de intoxicacdo por cobre sdo decor-
rentes da ingestdo de bebidas contaminadas pelo metal ou
da alta ingestéo de sais do mesmo®? e podem representar
alto risco, principalmente para individuos portadores da
doenca de Wilson® 9, Essa doenca é autossdmica recessiva,
caracterizada por deficiéncia na proteina transportadora
de cobre: a ceruloplasmina. Dessa forma, hd aumento da

concentracdo hepatica de cobre, que pode desencadear
cirrose, e uma reducdo na sua excrecdo pela bile('®, o que
contribui para seu aumento na forma livre sangiiinea.

Diante da importancia do cobre no organismo humano,
suas quantificacdo e monitoracao sao de grande valia, uma
vez que as concentragdes essenciais e toxicas sdo muito
proximas. Os métodos analiticos mais utilizados para sua
quantificagdo sdo espectrometria de emissao atdbmica em
plasma indutivamente acoplada (ICP-AES)®% 3! 39 e espec-
trometria de absorcdo atémica com chama (EAA-chama),
além de métodos de fluorescéncia indiretos usando acido
tiobarbitdrico e 1-10 fenantrolina®. Porém, a maioria desses
métodos requer equipamentos especificos e sofisticados,
ndo disponiveis em muitos laboratérios clinicos.

Neste trabalho otimizou-se uma metodologia espectro-
fotométrica simples, rapida e de baixo custo para quantifi-
cacdo de cobre sangtiineo, que depois foi aplicada em um
grupo de jovens saudaveis, uma vez que ha deficiéncia de
pesquisas nessa faixa etéria. O procedimento consistiu na
formacdo do complexo Cu-batocuproina (BCS), apés des-
proteinizacdo, e quantificacdo em 484 nm. Os resultados
obtidos foram comparados, verificando-se ainda a existéncia
de correlacdo com o método EAA-chama.

Materiais e métodos

Equipamentos

Foram utilizados espectrofotdmetro UV-Visivel modelo
1201 Shimadzu, espectrometro de absorcdo atdmica com
chama (Analytik Jena, mod. NovAA 315 BU com lampada de
deutério para correcdo de background), centrifuga Heraeus
GMBH, vértex Heidolph Reax top, banho Gerhardt, balanca
Sartorius e peagametro Mettler Toledo MP 220.

Reagentes e solucdes

Sulfato de cobre pentaidratado (Merck), acido tricloro-
acético (Vetec), acido ascérbico de grau analitico (Vetec),
acido cloridrico (Vetec), batocuproina (2,9-dimetil-4,7-
difenil-1,10 fenantrolina dissulfénica acida — BCS) (Sigma),
agua ultrapura obtida através de sistema Milli-Q.

Solugdo padrao estoque de 1 g/l de cobre. Solucdo
padrédo intermediaria de cobre 0,1 g/I. Solucdes padrdes
para trabalho de 5, 10 e 20 mg/I de cobre. Essas solu¢des
devem ser preparadas diariamente.

Solucdo tricloroacético (TCA) 10% (m/v), solucédo
redutora de acido ascérbico 10% (m/v), solucdo acido
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cloridrico (HCI) TM e reagente de cor batocuproina 5 mM,
em tampao fosfato; pH 7.5.

Validacdao metodolégica

O procedimento para determinacdo do Cu por espec-
trofotometria visivel seguiu-se da seguinte forma: para a
curva com adicdo de padrdo em matriz bioldgica foram
adicionados 200 pl de solucéo fisiolégica ou solu¢édo padrdo
de cobre a 1 ml de soro e 500 ul de HCl 1M, para que ocor-
resse a liberacdo do Cu das proteinas ligantes, sequida de
homogeneizacdo por um minuto em vértex. A amostra foi,
entdo, mantida por 10 minutos em banho a 37°C e agitada
mais um minuto em vértex. Depois adicionaram-se 500
pl de TCA 10% (m/v) para desproteinizacdo, agitando-a
por mais um minuto em vértex. Apés centrifugacéo de 10
minutos a 5.000 rpm, um volume de T ml do sobrenadan-
te foi homogeneizado por 30 segundos em vértex com
500 pl de 4cido ascérbico 10% (m/v) para que ocorresse
reducdo do cobre total. Depois foram adicionados 500 pl
de batocuproina 5 mM, realizando-se as leituras espectro-
fotométricas em 484 nm.

Para validagdo metodoldgica, os parametros linearidade,
reprodutibilidade, precisdo e exatiddo foram avaliados.
Assim, curvas de calibracdo (n = 5) foram feitas com adicdo
de padrdo em pool de soro, nas concentracdes de 0; 0,5; 1;
2 e 4 mg/l. O nivel basal ndo apresenta adicdo de padrao,
contendo apenas a quantidade normal de Cu no soro. A
partir dessas curvas avaliou-se o coeficiente de variacao
(CV%) intra e interdia e suas respectivas recuperacoes.
Exatiddo foi obtida através do erro sistemético e expressa
em porcentagem do viés. Além disso, os parametros limite
de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ) foram calculados
para o método espectrofotométrico®.

Para a realizacdo das curvas aquosas (n = 5) foram
utilizadas solugdes-padrdo como sobrenadante, nas con-
centracdes de 0; 0,5; 1; 1,5 e 2 mg/I.

Aplicacao

O estudo foi realizado com amostras de um grupo de
12 jovens saudaveis (n = 12), divididos em 6 mulheres e 6
homens, com idades de 18 a 26 anos. Todos os individuos
residiam na cidade de Santa Maria (RS), e ndo foram consi-
derados dados relacionados com ocupacéo, nivel socioeco-
nomico e dieta por tratar-se de um grupo homogéneo.

Previamente a coleta, tubos e ponteiras utilizados no
procedimento foram deixados em solucéo de acido nitrico a
10% e alcool 25% (v/v) por 24 horas e depois lavados com
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agua Milli-Q. Esse procedimento foi realizado para excluir a
possibilidade de contaminacédo do material por cobre, que
poderia levar a resultados erroneos.

As amostras foram coletadas por venopuncao, e o
soro foi obtido por coagulagdo espontanea do sangue. As
amostras foram, entéo, centrifugadas a 5.000 rpm por 10
minutos. O soro foi separado e acondicionado a -20°C até
analise. Amostras hemolisadas foram excluidas.

Para determinacdo de Cu por EAA-chama, 1 ml de
soro foi diluido em 4gua Milli-Q para um volume final de
10 ml. As amostras foram lidas sob as condi¢bes descritas
na Tabela 1.

Condicoes de operacao do EAA-chama
LEELIIER M para determinacdo de cobre

Condicdes da chama

Fluxo do gés acetileno (I/min) 13,5
Fluxo de ar (I/min) 2
Monocromador

Comprimento de onda (nm) 3248
Corrente da lampada (mA) 4
Fenda espectral (nm) 0,5

Analise estatistica

Para avaliar a correlacdo entre os métodos, compararam-
se os resultados obtidos por espectrofotometria visivel e por
EAA-chama, que séo diferentes técnicas analiticas. Assim,
a correlacdo entre os métodos foi realizada pelo teste de
Pearson, seguindo a distribuicdo normal das variaveis.

Os resultados obtidos foram expressos na forma de mé-
dia + desvio padrdo. A andlise estatistica foi realizada pelo
programa Statistica verséo 6.0, considerando-se resultados
significativos com p < 0,05.

Resultados e discussao

Depois da escolha do melhor tratamento da amostra, o
método espectrofotométrico para determinacdo de cobre
sérico foi validado segundo normas da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria (Anvisa)@. As curvas com adicdo de
padrao (n = 5) e as em solucdo aquosa (n = 5) apresenta-
ram, respectivamente, as sequintes equacoes: y = 0,0616x
+0,0208 e y = 0,1084x + 0,0059, sendo os coeficientes
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de regressdo (r2) 0,996 e 0,999, respectivamente. Isso
demonstra a linearidade e a reprodutibilidade do método
espectrofotométrico.

A precisdo do método, ou seja, a proximidade dos resul-
tados obtidos em uma série de medidas foi avaliada pelas
variacdes intra e interdia, expressas em percentagem pelo
coeficiente de variacdo (CV%). As diferentes concentracdes
das curvas com adicado de padrdo apresentaram entre si um
CV < 15% para todos os pontos. As recuperacdes obtidas
a partir das adicdes de padrdo também mostraram valores
muito proximos da totalidade, superiores a 85%, sendo
o método considerado satisfatoriamente aplicavel, como
pode ser visto na Tabela 2.

LD e LQ foram determinados avaliando-se o sinal do
ruido através de leituras do branco aquoso, 1:3 e 1:10,
respectivamente. Para LD o resultado obtido foi de 0,069
mg/l e para LQ, de 0,229 mg/I. No método de EAA-chama,
o LD encontrado na literatura é de 0,010 mg/l e o LQ, de
0,035 mg/I7.

A exatiddo do método espectrofotométrico foi avaliada
através do erro sistematico, ou tendenciosidade, e expressa
em porcentagem do viés. Os resultados encontrados para
as concentracdes 0,5 mg/l; 1 mg/l; 2 mg/l e 4 mg/l da
curva com adicdo de matriz foram, respectivamente -10%;
-11,3%; -10% e -10%. Amostras bioldgicas até 15% séo
consideradas aceitaveis pela Anvisa®@.

A aplicacdo do método espectrofotométrico para quan-
tificacdo do cobre sérico estd apresentada na Tabela 3. De
acordo com a literatura, as concentracdes de cobre sérico
variam de acordo com o sexo; os valores de referéncia para

mulheres adultas encontram-se entre 0,8 e 1,5 mg/l e para
homens adultos entre 0,7 e 1,4 mg/I"2.

Comparando-se a técnica espectrofotométrica com o
método EAA-chama, obteve-se o coeficiente de correlagdo
de Pearson significativo (r = 0,946; p < 0,05), conforme
a Figura 1, feito pelo programa de estatistica Statistica
versao 6.0. Dessa forma, uma boa correlacdo entre os
métodos foi obtida.

PAde-se observar que os resultados pelos dois métodos
de andlise foram comparaveis, e os niveis de cobre sérico en-
contrados para mulheres foram significativamente maiores
do que os encontrados para os homens (p < 0,05), confir-
mando o que ja havia sido descrito anteriormente".

Alguns estudos tém demonstrado que essas diferentes
concentragdes sao provavelmente decorrentes da dieta dife-
renciada entre homens e mulheres, bem como do diferente
modo de absorc¢éo dos alimentos por ambos os sexos(%.

Valores abaixo ou acima dos considerados referéncia
podem resultar em patologias. Exemplos dessas patologias
sao encontrados em estudos anteriores que relataram casos
de pacientes portadores da doenca de Wilson, com niveis
séricos de cobre de 0,67 mg/I"9, e pacientes com hepatite
viral cronica, com valores de cobre sanguineo superiores
a 1,60 mg/I@2.

O método espectrofotométrico desenvolvido e validado
neste trabalho pode ser sequramente utilizado na quanti-
ficacdo dos niveis séricos de cobre das patologias citadas
acima e em outras, uma vez que obteve boa correlacdo com
o método EAA-chama, utilizado na quantificacdo de metais
tracos como o cobre. Apesar de ser robusto, de facil utiliza-

Coeficientes de variacao (CV%) intradia, interdia e percentagem de recuperacao média do

LELIIER-Al método espectrofotométrico obtido a partir das curvas com adicao de padrao (n = 5)

Concentracdo CV% intradia CV% interdia Recuperagéo (%)
0,5 mg/l 1,5 3,9 89,2

1 mg/l 6,7 4.6 88,1

2 mg/l 0,6 5,8 89,8

4 mg/l 3,6 5,5 89,7
Tabela 3 Comparacao do método espectrofotométrico com o método EAA-chama

Espectrofometria (mg/l)
Homens (n = 6) 0,72 £0,14*
Mulheres (n = 6) 1,17 +0,39*

EAA chama (mg/l)
0,61 +0,13*
1,13 +£0,43*

*Resultados sdo expressos em média + desvio-padrdo; p < 0,05.
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Cu Chama vs. Cu VIS
Pearson's Correlation: r =,94570

Cu VIS
L

0,8 . /,.,

0,6

04
04 0,6 0.8 1,0 1.2 1.4 16 1.8

Cu Chama & 95% confidence

Figura 1 - Correlagdio entre os métodos espectrofotometria e EAA-chama

cdo e rapido, o método EAA-chama apresenta desvantagens
por utilizar gas toxico (acetileno) durante a detec¢édo do
metal, assim como por ser uma técnica de alto custo que
utiliza equipamentos especificos e sofisticados.

Por isso, a padronizacao da técnica de espectrofotometria
Vis neste trabalho fornece uma alternativa confiavel para a
determinacdo do Cu na medicina laboratorial de rotina, uma
vez que é de fécil manipulacdo, rapida e de baixo custo.
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Conclusao

O método espectrofotométrico proposto mostrou-se li-
near, preciso, exato e reprodutivel. Além disso, demonstrou
correlagdo positiva significativa com o método comparativo
EAA-chama.

Através da aplicacdo desse método em amostras reais,
foi possivel verificar que os niveis séricos de cobre dos
jovens avaliados mostraram-se comparéaveis com dados
da literatura. Dessa forma, torna-se possivel sugerir sua
aplicabilidade em analises laboratoriais de rotina por ser um
método fécil, rapido, de simples procedimento e fornecer
resultados seguros e precisos.
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