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SPECIATION OF COPPER AND ZINC IN URINE - IMPORTANCE OF METALS IN NEURODEGENERATIVE DISEASES.
Metals such as copper and zinc are essential for the development and maintenance of numerous enzymatic activities, mitochondrial

functions, neurotransmission, and also for memorization and learning. However, disruption in their homeostasis can cause

neurodegenerative disorders such as the Alzheimer and Parkinson diseases. In this work, the speciation of copper and zinc in

urine samples was carried out. To this end, free and total metal concentrations were determined by square wave anodic stripping

voltammetry using a glassy carbon electrode coated with bismuth film. The digestion of the samples was performed in a microwave

with the addition of oxidant reagents.
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INTRODUCAO

Alteracdes bioquimicas, fisiologicas e neurolégicas em doencas
neurodegenerativas

As doengas neurodegenerativas, que se caracterizam pela progres-
siva perda da estrutura e funcdo neuronal, t¢m vindo a aumentar em
todo o mundo, revelando-se na atualidade um grave problema humano,
social e até econémico. Apesar de ainda ndo serem conhecidos todos
0s processos bioquimicos e/ou fisioldgicos que conduzem ao desen-
volvimento destas desordens, sabe-se hoje que as principais doengas
neurodegenerativas, tais como a doenca de Alzheimer e a doenga de
Parkinson, apresentam algumas semelhangas, especialmente no que
respeita a deposi¢ao intra ou extracelular de emaranhados proteicos.'

A doencga de Alzheimer € uma doenga progressiva e irreversivel,
que comega por atingir a memdria e com a evolug@o acaba por afetar
outras fun¢des mentais. Um doente de Alzheimer, ap6s diagnosticada
a doenga, resiste em média 8 anos.>* A doenca de Alzheimer pode
surgir com uma causa genética ou de forma esporddica, apontando-
-se neste caso varios fatores responsdveis pelo seu aparecimento,
tais como a alteragdo da transmissdo colinérgica, a cascata amiloide,
a isoforma 4 da apoliproteina E e a proteina tau.>' Na doenga de
Alzheimer, do ponto de vista histopatolégico, verifica-se a deposi-
¢éo de placas senis extracelulares (agregados do péptido B-amiloide
(BA)), bem como a deposig¢do de fibrilas intracelulares de proteina tau
polimerizada (hiperfosforilada).® O péptido BA resulta da clivagem
proteolitica da proteina precursora B-amiloide (PPA) por o-, B- e
v-secretases.!! As formas mais frequentes de BA sdo constituidas
por 40 e 42 aminodcidos.”'*'* Os BA formados que assumem maior
comprimento t€m mais facilidade para uma rdpida agregacgdo,
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oligomerizacao e formagéo de fibrilas.'> A forma de oligémero € a
mais neurotéxica. O mecanismo ativo existente para remover oligé-
meros do BA ocorre pela promogdo da sua desagregacdo enzimatica
em mondmeros.” Os ax6nios sdo constituidos em grande parte pela
proteina tau e microtibulos de baixo peso molecular. Os oligémeros
formados do péptido BA provocam instabilidade na proteina tau,
havendo uma rdpida dissociagdo dos microtibulos e o rompimento
da estrutura axonal, permitindo uma desordem no processamento das
sinapses e posteriormente a morte de neurénios.*’

A doenga de Parkinson € um distirbio neurolégico do movimento,
progressivo e de evolucio prolongada, que leva a incapacidade.'s E
uma doenga multifactorial, cujo aparecimento se encontra associado
a diferentes causas, nomeadamente, alteracdes bioquimicas, fatores
ambientais e genéticos, incluindo aterosclerose, infe¢des virais, trau-
matismo craniano e uso crénico de medicamentos antipsicéticos.!18 A
doenca de Parkinson caracteriza-se pela presenca de disfungdo mono-
aminoérgica multipla, incluindo o défice de sistemas dopaminérgicos,
colinérgicos, serotoninérgicos e noradernérgicos.'® E uma desordem
cerebral que € caracterizada pela neurodegeneragdo especifica da
substancia negra, acompanhada pela diminuigdo significativa de do-
pamina em todos os componentes dos ganglios basais, e pela presenca
de corpos de Lewy, inclusdes citoplasmdticas compostas por uma
variedade de proteinas como a oi-sinucleina, a parkina e a ubiquitina.'

Importancia dos metais em doencas neurodegenerativas

Estudos recentes tém revelado uma forte influéncia da homeostase
de determinados metais, particularmente os que possuem actividade
redox, na evolucio de doencas neurodegenerativas, como as doengas
de Alzheimer e de Parkinson.'>? A nivel cerebral os referidos metais
contribuem para um aumento do stress oxidativo, uma vez que po-
dem conduzir a produgdo de espécies reativas de oxigénio, como o
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peroxido de hidrogénio, e radicais hidroxilo, bem como de espécies
reativas de azoto, como o Oxido nitrico. Estes radicais livres sdo
téxicos e no caso de ndo serem removidos ou neutralizados reagem
com lipidos, protefnas e dcidos nucleicos, danificando as fungdes
celulares.?>® No cérebro de um doente de Alzheimer, para além da
acumulag@o de placas amiloides e de emaranhados neurofibrilares,
ocorre alteracio nas reagdes redox, havendo registo de um aumento
de danos oxidativos.* Suspeita-se que a secrecdo e a deposicio do
BA, bem como a agregagdo das placas senis ocorrem num segundo
plano, funcionando como uma tentativa das células se protegerem
contra os danos provocados pelo stress oxidativo.?

Biometais como o cobre (Cu) e o zinco (Zn) circulam no cére-
bro de forma regulada, através da barreira hematoencefalica. O Cu
encontra-se distribuido por todo o organismo preferencialmente na
forma de complexo organico, normalmente associado a metaloprote-
inas com funcio enzimadtica. Estas enzimas encontram-se envolvidas
na sintese de proteinas constituintes do esqueleto e vasos sanguineos,
e neurotransmissores essenciais a fung¢do nervosa.’* A absor¢ao,
distribuic@o e excre¢do do Cu sdo controladas por vérias proteinas,
prevenindo potenciais danos provocados pelas formas livres deste
metal. Os niveis de Cu encontrados no plasma ao nascimento sio
baixos, aumentando mais tarde.”® Ndo existe atualmente nenhum
marcador especifico para Cu. Sdo utilizados para o efeito os valores
de referéncia de Cu sérico (0,64-1,56 ug/mL), Cu urindrio (12-80
ug/L) e Cu depositado no cabelo (10-20 pg/g).”” Alteragdes na ho-
meostasia dos niveis de Cu no cérebro levam a desordens neurol6-
gicas.” Elevadas concentragdes de Cu foram encontradas nas placas
amiloides de cérebros de doentes de Alzheimer, tanto associados ao
BA como aos emaranhados neurofibrilares.?* O BA liga-se ao Cu e
este promove a agregacdo do BA.*° O BA reduz o Cu* a Cu* e cata-
lisa a formac@o de peréxido de hidrogénio através de processos que
usam oxigénio, colesterol, vitamina C e catecolaminas, originando
radicais hidroxilo muito téxicos, 0 que aumenta o stress oxidati-
v0.2231 Ao agregar o excesso de Cu livre intracelular, o BA armazena
temporariamente a sua toxicidade.?® Além da produg¢do de radicais
livres, a caracterizagdo da interac¢do do Cu** com a oi-sinucleina
demonstra a capacidade deste metal na acelerag@o da agregacdo de
proteinas em concentragdes fisiologicamente relevantes, sem alterar
as estruturas fibrilares resultantes.* O Zn é um oligoelemento que tem
como fung¢des bioquimicas a participagdo em processos enzimaticos
e estabiliza¢@o da estrutura molecular dos componentes subcelulares
e da membrana. Encontra-se em todos os tecidos e fluidos corporais,
sendo o cérebro um dos 6rgdos que contém niveis mais elevados
deste metal. A sua eliminacdo € feita através dos rins, da pele e do
intestino. Num individuo sauddvel a excre¢@o de Zn através da urina
deve situar-se entre 300-600 pg/L.*? A concentracdo de Zn diminui
com o avancar da idade, havendo acentuado decréscimo a partir dos
75 anos de idade. Esta diminui¢do em doentes de Alzheimer aumenta
apatologia amiloide. A diminuic@o de Zn sistémico provoca aumento
na retencdio de Zn no cérebro.”* A enzima degradante da insulina
e a neprilisina sdo proteases da familia das metalopeptidases de Zn.
Estas proteases sdo responséveis pela degradagdo do BA. A formagéo
da placa senil pode ser reduzida, ou mesmo evitada, ao se aumentar
os niveis da enzima degradante da insulina e da neprilisina.”* Quando
conjugados Cu e Zn, € facilmente provocada a precipitacio de oligé-
meros BA.2' Virios estudos revelam que o Cu e o Zn tém afinidade
para o péptido BA e que ambos se ligam aos mesmos residuos do
BA, logo competem pelo mesmo local, tendo o Zn maior relevancia
na rdpida agregacio do péptido do que o Cu, que por sua vez induz
principalmente mudangas conformacionais do BA.>** O processa-
mento da PPA pode também ser influenciado por Cu e Zn uma vez
que as o-, B- e y-secretases, que sdo essenciais para o processamento
da PPA, t&m intera¢des com estes metais.”
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Importéancia da determinacdo de metais em amostras
bioldgicas — vantagem da voltametria de redissolucio com
elétrodo de filme de bismuto na especiacio de metais

O Cu e o Zn sao fatores de mediacdo em doengas neurodegene-
rativas, como as de Alzheimer e de Parkinson.?**?” Para além disso,
a doenca de Wilson e, também, certos carcinomas caracterizam-se
por um aumento dos niveis de Cu.*® Sendo assim, o controlo dos
niveis destes metais € o uso de terapias quelantes € também uma
forma de controlar a evoluc@o destas patologias.*® Surge assim, na
atualidade, a necessidade de desenvolver métodos que sejam eficazes
na determinac@o das concentragdes de Cu e Zn, principalmente a
nivel dos fluidos bioldgicos. Os fluidos bioldgicos sdo reconhecidos
como meios Uteis para a determinag¢do de metais no diagnéstico e
monitoriza¢do de determinados estados nutricionais e patologias. No
entanto, a andlise da concentracdo total do metal numa amostra nao
da informacao suficiente para prever a respetiva toxicidade. A forma
quimica (i.e. espécie) pode influenciar a toxicocinética e toxicodi-
namica do mesmo e deve ser considerada para melhorar a avaliagido
do risco na satide humana.*

Tem sido dificil encontrar técnicas analiticas que sejam sufi-
cientemente sensiveis e seletivas para medir a especia¢do de metais
vestigiais. Os métodos eletroquimicos apresentam uma vantagem
sobre a maioria das outras técnicas analiticas, uma vez que provocam
uma perturbag¢do minima do sistema durante a medi¢do. A voltametria
de redissolug@o, que combina uma etapa de pré-concentragdo com
uma etapa de medi¢do eletroquimica dos analitos acumulados, ¢ uma
ferramenta poderosa para a monitorizacdo de metais vestigiais em
diversas amostras.*** Nas 2 tltimas décadas os elétrodos de filme
de mercurio (Hg) (MFEs), preparados pelo revestimento de um
material apropriado com um filme de Hg metdlico, tém sido usados
como suporte as técnicas de voltametria de redissolugdo devido a sua
elevada reprodutibilidade e sensibilidade.*'*3# O elétrodo de filme de
bismuto (Bi) (BFE) foi proposto pela primeira vez em 2000, como
uma alternativa aos MFEs.* Estudos realizados comprovam que
os BFE apresentam elevada sensibilidade, um sinal bem definido e
altamente reprodutivel, um grande intervalo de potencial catddico,
uma boa resolugdo de picos vizinhos, e ainda sdo menos sensiveis do
que os MFE ao oxigénio dissolvido.*#4648 No entanto, a vantagem
mais significativa dos BFEs € que a toxicidade do Bi € negligencia-
vel, ao contrdrio da extrema toxicidade do Hg usado na preparacio
dos MFEs.#144434749.50 Recentemente, encontram-se alguns trabalhos
visando a determinagdo de metais por voltametria de redissolugio
em BFEs,’'3 sendo no entanto escassos os trabalhos desenvolvidos
tendo em vista a especia¢do dos mesmos em BFEs.>* Neste trabalho,
realizou-se a especia¢do de Cu e Zn em amostras de urina. Para tal,
determinou-se a concentracdo livre e total dos metais por voltametria
de redissolugdo anddica de onda quadrada, usando um elétrodo de
carbono vitreo revestido com filme de bismuto. Para a determinagio
do metal total, a digestdo prévia das amostras foi efetuada em micro-
-ondas com adi¢@o de reagentes oxidantes.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

Na preparagdo de todas as solugdes foram utilizados reagentes de
qualidade p.a. ou semelhante e d4gua purificada por sistema Milli Q
(resistividade = 18 MQ2 cm). Todo o material usado foi previamente
descontaminado por imersdo num banho de dcido nitrico 2 M e lavado
abundantemente com dgua desionizada. As solucdes de dcido nitrico
2 e 6 M foram preparadas por diluicéio apropriada de uma solugao de
acido nitrico concentrado (Panreac).
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O tampdo acetato 0,10 M (pH 4,5) foi preparado pela adi¢do de 9
mL de dcido acético concentrado (Sigma Aldrich), 8,203 g de acetato
de sédio (Fluka) e dgua ultrapura, de modo a perfazer o volume de 1
L. O tampdo fosfato 0,25M (pH 7.4) foi preparado misturando 400
mL de uma solugdo de Na,HPO,.7H,0 0,25 M (Sigma Aldrich) e 200
mL de uma solugdo de NaH,PO,.H,0 0,25M (Fluka).

As solugdes de Bi foram preparadas por dilui¢do apropriada de
uma solu¢@o 1000 mg/L (Fluka) em tampao acetato 0,10 M (pH 4.,5).
As solugdes de Cu e Zn foram preparadas por diluicdo de solucdes
1000 mg/L (Fluka) em tampdo fosfato 0,25 M (pH 7.4).

As amostras de urina utilizadas na andlise foram recolhidas de
pessoas sauddveis, ou seja, pessoas que nio apresentavam nenhuma
patologia nem tomavam qualquer farmaco.

Instrumentacao

As determinagdes voltamétricas foram efetuadas num potenci-
ostato Ecochimie/Autolab modelo pAutolab Type III, ao qual foi
acoplado um stand da Metrohm 663 VA. O potenciéstato foi con-
trolado por um computador com um software GPES 4.9. O elétrodo
de trabalho, onde foi depositado o filme de Bi, era de carbono vitreo
com um didmetro de disco de 2 mm. Como elétrodo de referéncia
utilizou-se um elétrodo de AgCl/Ag (KCl, 3,0 M) e o elétrodo auxiliar
foi de carbono vitreo. Durante as etapas de deposi¢do as solucdes
foram agitadas com uma haste rotativa de politetrafluoretileno (PTFE)
a 2500 rpm. A purga das solugdes foi realizada por um tubo que
libertava azoto livre de oxigénio.

O aparelho de irradiagdo com micro-ondas utilizado foi um
High Performance Microwave Digestion Unit Mls 1200 Mega da
Milestone®.

Determinacio voltamétrica de Cu e Zn

No inicio de cada dia o elétrodo de trabalho foi polido
manualmente por friccdo da sua superficie com 6xido de aluminio
(Buehler 40-6603-030-016), tendo o material residual sido removido
por passagem abundante de dgua desionizada. Realizou-se uma lim-
peza eletroquimica com tampao acetato 0,10 M (pH 4,5) por meio da
aplicacdo de um potencial de condicionamento (E ) de 1,8 V durante
600 s (t.) (para que todos os residuos adsorvidos e/ou depositados na
superficie do elétrodo fossem removidos através da sua oxidagdo).

As determinagdes voltamétricas foram efetuadas pipetando 40
mL de solugdo numa célula voltamétrica. A formacdo do filme de
Bi foi realizada ex situ com Bi em tampao acetato 0,10 M (pH 4,5),
aplicando um potencial de deposi¢do (E,) de -1,4 V durante 90 s (t,),
sendo a solugdo purgada durante 180 s com azoto livre de oxigénio
(pardmetros previamente optimizados).> Para a remogao do filme de
Bi fez-se um varrimento anddico entre -1 e 1 V em tampao acetato
0,10 M (pH 4.5), apés um t, de 10 s.

Os parametros de deposi¢do do Cu e Zn foram optimizados em
tampao fosfato 0,25 M (pH 7,4). As determinacdes de Cu e Zn foram
efetuadas em triplicado por voltametria de redissolu¢do anddica,
fazendo um varrimento de potencial apds um tempo de equilibrio
(t,) de 10 s. Os parametros de varrimento utilizados (previamente
optimizados) foram voltametria de onda quadrada, frequéncia de 10
Hz, amplitude 0,05 V e degrau de variacdo de potencial de 0,005 V.*

No final de cada dia procedeu-se a limpeza quimica por imersdo do
elétrodo de trabalho numa solugéo de dcido nitrico 6 M durante 120 s.%

Digestao da amostra

A andlise das amostras de urina foi efetuada antes e apds des-
trui¢do da matéria organica. Para digerir as amostras utilizou-se um
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processo combinado, micro-ondas e oxidagdo por compostos qui-
micos. A 4 mL de amostra foram adicionados 4 mL de 4cido nitrico
concentrado e 2 mL de per6xido de hidrogénio (Panreac).”’

O aparelho de irradiagdo com micro-ondas foi programado para
uma poténcia de 600 W durante 16 min, atingido a temperatura
maéxima de 140 °C. A uma das amostras foi adicionada uma sonda
para possibilitar o controlo da temperatura maxima atingida durante
a digestao. As amostras foram refrigeradas até posterior analise.”’

Depois do processo de digestdo, e antes da dilui¢do, foi ne-
cessdrio proceder a neutralizacdo da urina com hidréxido de sédio
concentrado (Panreac). Esta mistura foi ainda diluida 10 vezes com
4gua desionizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Optimizacio das condicdes de deposicao de Cu e Zn

Optimizagdo do E, e do t,

Para a primeira fase de optimizagdo das condigdes de deposigao
dos metais utilizou-se uma solucéo de Bi 1 mg/L em tampdo acetato
0,10 M (pH 4,5) e uma solucio padrao de Zn 100 pg/L preparada em
tampao fosfato 0,25 M (pH 7.4). Estes pardmetros foram optimizados
sO para o Zn, visto este ser o metal que se apresenta a um potencial
mais negativo apds o varrimento de potencial. O primeiro parametro
avaliado foi o E;. Para um t, de 90 s variou-se o E, entre -1,3 e -1,7
V, verificando-se que a intensidade de corrente (i) obtida para o Zn
aumentava até -1,6 V, diminuindo para-1,7 V (Figura 1a). O segundo
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Figura 1. Influéncia do E, (a) e do t,(b) na intensidade de corrente (i) (valor
médio + desvio padrdo, n = 3) obtida para uma solugdo de Zn 100 ug/L em
tampao fosfato 0,25 M (pH 7,4), apds deposi¢do de Bi 1 mg/L em tampdo
acetato 0,10 M (pH 4,5)
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pardmetro avaliado foi o t,. Para um E; de -1,6 V avaliaram-se t, di-
ferentes: 60, 90 e 180 s, obtendo-se um valor maximo de i produzida
pelo Zn aos 90 s de deposicao (Figura 1b).

Optimizagdo da concentragdo de Bi

Usando um E; de -1,6 V e um t, de 90 s, optimizou-se a concen-
tracdo de Bi a utilizar para as determinacdes de Cu e Zn. Variou-se
a concentragio de Cu e Zn entre 100 e 500 pg/L para concentracdes
de Bi 0,5 e 1 mg/L. Os resultados obtidos demonstraram que, para
uma concentragdo de Bi 0,5 mg/L, a intensidade de corrente obtida
para o Zn era superior a obtida para Bi 1 mg/L. No entanto, para o
Cu obteve-se uma intensidade de corrente superior para Bi 1 mg/L
(Figura 2). Como a intensidade de corrente obtida para as solucdes de
Zn é muito inferior (cerca de 10 vezes) a obtida para as solugdes de
Cu de igual concentragdo, e a determinacio de Cu e Zn nas amostras
¢é efetuada em simultineo, a concentracdo de Bi a usar nas determi-
nacdes de Cu e Zn foi optimizada em 0,5 mg/L.
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solugdo de tampao acetato 0,10 M (pH 4,5) e Bi 0,5 mg/L e a poste-
rior deposi¢do do Cu e Zn numa solucgdo tampao de fosfato 0,25 M
(pH 7,4) contendo Cu e Zn 100 pg/L, utilizando as condi¢des de
deposicao jd optimizadas. Nos voltamogramas obtidos, dos quais o
voltamograma da Figura 3 ¢ um exemplo, pode-se verificar a exis-
téncia de dois picos de corrente correspondendo ao Zn (a ~ -0,96 V)
e ao Cu (a~-0,10 V), ndo sendo o Bi detetado. Assim, a técnica de
deposicao ex sifu do filme de Bi revela-se como a mais vantajosa,
para as determinagdes a pH fisiolégico. O método in situ foi entdo
abandonado e o método utilizado para o estudo das amostras de
urina foi o método ex situ.
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Figura 2. Intensidade de corrente (i) (valor médio + desvio padrdo, n = 3)
obtida para solugoes de Cu (a) e Zn (b) em tampao fosfato 0,25 M (pH 7,4),
apos deposicdo de Bi 0,5 e 1 mg/L em tampdo acetato 0,10 M (pH 4,5)

Deposigdo do Bi, Cu e Zn in situ vs ex situ

Durante os estudos de optimizagdo foram também testados dois
métodos diferentes: deposicdo do Bi, Cu e Zn in situ e ex situ. Para
os estudos in situ utilizou-se uma solugdo de tampao fosfato 0,25
M (pH 7.4) contendo Cu e Zn 100 pg/L e Bi 0,5 mg/L. A deposi¢io
tanto dos metais como do Bi foi feita simultaneamente, utilizando
as condi¢des de deposi¢ao ja optimizadas. Foram realizadas varias
determinagdes voltamétricas e nos voltamogramas obtidos o Zn néo
era detetado e o pico de intensidade do Cu era mascarado pelo do
Bi. Para os estudos ex situ, fez-se a deposicdo prévia de Bi numa
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Figura 3. Voltamograma obtido pelo método ex situ para uma solugdo de
Cu e Zn 100 ug/L em tampao fosfato 0,25 M (pH 7,4), apds deposi¢do de Bi
0,5 mg/L em tampdo acetato 0,10 M (pH 4,5)

Curvas de calibracido para Cu e Zn em tampao fosfato

Ap6s optimizagio das condi¢des de deposi¢ao foram realizadas
calibracdes para Cu e Zn, utilizando as condi¢des optimizadas, E;
-1,6 'V, t; 90 s e Bi 0,5 mg/L. As solugdes padrido de Cu e Zn foram
preparadas em tampao fosfato 0,25 M (pH 7,4) entre 50 e 200 pg/L
(Figura 4).

Aplicaciao em fluidos biolégicos (urina)

Ap6s optimizagdo do método procedeu-se a sua aplicagdo a
amostras de fluidos bioldgicos, concretamente urina. As amostras
de urina foram diluidas 2 e 10 vezes em tampao fosfato 0,25 M (pH
7,4) consoante a andlise para metal livre e total, respetivamente. A
andlise foi efetuada em triplicado, no préprio dia da colheita, tanto
para a determinacdo de metal livre, como para a determinagdo de
metal total. A concentrag@o de metal total foi também determinada,
usando os mesmos procedimentos, em urina de referéncia (NIES
CRM N¢. 18 Human Urine) e os valores experimentais ndo foram
estatisticamente diferentes dos valores certificados (teste 7, P> 0,05).

Para a determinacdo da concentragdo de Cu e Zn, as amostras
diluidas foram analisadas apds deposicdo de Bi 0,5 mg/L em tampao
acetato 0,10 M (pH 4,5). As retas de regressao linear foram construi-
das por adicdes sucessivas de padrdo de Cu e Zn as amostras. Para a
determinac@o de metal livre foi obtida linearidade para concentragdes
entre 100 e 500 pg/L, tanto para Cu como para Zn. Para a determi-
na¢do de metal total foi obtida linearidade para concentracdes entre
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Figura 4. Curva de calibragdo para Cu (a) e Zn (b) (valor médio + desvio
padrdo, n = 3) em tampdo fosfato 0,25 M (pH = 7,4), apds deposigdo de Bi
0,5 mg/L em tampdo acetato 0,10 M (pH 4,5)

50 e 250 pg/L, tanto para Cu como para Zn. Um exemplo de curva
de adi¢do de padrdo obtida € representado na Figura 5.

As concentragdes de Cu e Zn livre e total para 5 amostras de
urina encontram-se na Tabela 1. Para Cu, a média das concentragdes
de metal total obtida para as 5 amostras (140,8 + 9,4 ug/L) € elevada
quando comparada com os valores existentes na literatura (12-80
ug/L). No entanto, a média das concentra¢des de Cu livre, ou seja, o
mais biodisponivel, obtida para as 5 amostras (53,8 + 1,7 ug/L) fica
dentro do intervalo desses valores. Para Zn, a média das concentragdes
de metal total obtida para as 5 amostras (486 + 101 ug/L) encontra-se
dentro do intervalo de valores referenciados como normais na litera-
tura (300-600 pg/L). Nao existem na literatura valores de referéncia
para as concentragdes de metal livre. Sendo assim, este trabalho ¢
inovador em relagdo a esse aspeto.

Comparando as concentracdes de metal livre e total, verifica-se
que se obtiveram valores superiores quando se analisou a amostra

Especiagdo de cobre e zinco em urina

1989

1.00E-07
8.00E-08
6.00E-08
=
~ 4.00E-08
2.00E-08
y = 2E-10x + 1E-08
4 R*=0,9751
0,00E+00
0 100 200 300

[Zn] (ng'L)

Figura 5. Curva de adi¢do de padrdo para a determinagdo de Zn total (valor
médio + desvio padrdo, n = 3) numa amostra de urina diluida 10 vezes em
tampao fosfato 0,25 M (pH = 7,4), apos deposigdo de Bi 0,5 mg/L em tampdo
acetato 0,10 M (pH 4,5)

digerida. Para ambos os metais, procedeu-se posteriormente ao cal-
culo da percentagem de metal livre em relag@o ao total (Tabela 1).
Para Cu e para as 5 amostras, a média das percentagens de metal
livre em relacéio ao metal total foi de 38,3 + 1,3%. Para Zn e para
as 5 amostras, a média das percentagens de metal livre em relacdo
ao total foi de 41,9 + 1,9%. Verifica-se entdo que a percentagem de
metal livre em relagdo ao metal total € muito idéntica para ambos
os metais (~ 40%). Estes resultados revelam a importancia da es-
peciacdo de metais em fluidos bioldgicos, concretamente na urina,
pois a informacio isolada do metal total pode levar a conclusio
precipitada de certa patologia. Neste caso em concreto, do Cu e
Zn total excretado na urina s6 ~ 40% se encontram livres, ou seja,
biodisponiveis, e 60% complexados com diversos ligandos, sendo
menos biodisponivel.

CONCLUSOES

Estudos recentes tém revelado uma forte influéncia da homeos-
tase de determinados metais, como Cu e Zn, na evolugdo de doencas
neurodegenerativas, como as doencas de Alzheimer e de Parkinson.
O controlo dos niveis destes metais e o uso de terapias quelantes €
uma forma de controlar a evolugdo destas patologias. Surge assim
a necessidade de desenvolver métodos que sejam eficazes na de-
terminagdo das concentra¢des de Cu e Zn, principalmente a nivel
dos fluidos bioldgicos. No entanto, a andlise da concentragdo total
do metal numa amostra ndo da informacao suficiente para prever a
respetiva toxicidade. A forma quimica (i.e. espécie) pode influenciar
a toxicocinética e toxicodindmica do mesmo e deve ser considerada
para melhorar a avalia¢@o do risco na saide humana.

Tabela 1. Concentracdo® (ug/L) de Cu e Zn livre e total em diferentes amostras de urina

Cu livre (ug/L) Cu total (ug/L) Cu livre / Cu total (%) Zn livre (ug/L) Zn total (ug/L) Zn livre / Zn total (%)
Amostra 1 55.1 149 37,0 171 425 40,2
Amostra 2 56,0 150 37,3 156 378 41,3
Amostra 3 51,2 129 39,7 276 623 443
Amostra 4 52,7 133 39,6 243 559 43,5
Amostra 5 54,2 143 37,9 179 447 40,0
Média + 53,8+ 1,7 140,8 £ 9,4 383+ 1,3 205 £ 46 486 + 101 419+ 19

desvio padrio

2Valor médio (n = 3)
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Neste trabalho, um eléctrodo de carbono vitreo revestido com
filme de bismuto foi preparado e utilizado para a especiag¢do de Cu e
Zn em amostras de urina. As concentragdes livre e total dos metais
foram determinadas utilizando a voltametria de redissolu¢do anddica
de onda quadrada. Para a determina¢@o do metal total, a digestdo
prévia das amostras foi efetuada em micro-ondas, com adi¢do de
reagentes oxidantes. Comparando os valores obtidos para o metal total
nas amostras de urina com os existentes na literatura, concluiu-se que
a concentracio média de Cu total obtida para as 5 amostras (140,8 +
9,4 ug/L) se encontra ligeiramente aumentada, enquanto a de Zn (486
+ 101 pg/L) se encontra no intervalo considerado normal (300-600
ug/L). No entanto, a concentragdo média de Cu livre obtida para as
5 amostras (53,8 + 1,7 pg/L) encontra-se no intervalo de valores de
Cu total existentes na literatura (12-80 ug/L). Como os estudos de
especiagao em fluidos bioldgicos ndo se encontram muito desenvolvi-
dos, ndo existem valores de referéncia para as concentracdes de metal
livre em urina. Este fato mostra a importancia de se continuarem a
realizar estudos de especiacdo em fluidos bioldgicos, ja que como
se pode verificar pelos resultados obtidos s6 ~ 40% do metal (Cu e
Zn) excretado se encontra no seu estado livre.
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