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RESUMEN (en español) 

 
 

La degeneración macular asociada a la edad (DMAE) y el glaucoma constituyen 

las enfermedades oculares neurodegenerativas más frecuentes relacionadas con el 

sistema visual, pudiendo acarrear la posibilidad de desarrollar ceguera irreversible con 

el tiempo. Se requiere, por tanto, la aplicación de enfoques analíticos avanzados tanto 

para la identificación de biomarcadores (proteínas, metabolitos, elementos esenciales) 

que permitan una detección temprana de estas patologías. Es importante resaltar que, 

en el caso del sistema visual, el análisis de muestras con bajos niveles de concentración 

de metales y metaloproteínas, así como el volumen limitado de las mismas (lágrima, 

humor acuso, cultivos celulares) o su elevada complejidad (suero), hace necesario el 

desarrollo de metodologías analíticas innovadoras que sean rápidas, sensibles, con 

bajos límites de detección y con capacidad de análisis multiplexado. En este contexto, 

las técnicas basadas en espectrometría de masas tienen una elevada aplicabilidad 

durante el desarrollo de metodologías analíticas cuantitativas. Así, el objetivo de la 

Tesis Doctoral ha sido el desarrollo y la aplicación de nuevas metodologías basadas 

en espectrometría de masas elemental para el estudio de elementos esenciales y 

(metalo)-proteínas implicados en enfermedades oculares neurodegenerativas 

asociadas a la edad en distintos tipos de muestras biológicas.  

En el primer capítulo, y con el fin de estudiar posibles alteraciones, a nivel 

usuario
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1. Envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas 

 

El conjunto de cambios que se van produciendo progresivamente con la edad y 

que se relacionan con una mayor sensibilidad a desarrollar enfermedades y que puede 

desembocar en la muerte de la persona se conoce como envejecimiento 1 . El 

envejecimiento es un proceso irreversible, siendo el factor de riesgo predominante que 

limita la prolongación de la vida saludable. De acuerdo con los datos provenientes del 

informe realizado por las Naciones Unidas en 2019 sobre las perspectivas de población 

mundial2, 1 de cada 11 personas en el mundo tiene actualemente una edad por encima 

de los 65 años (9%) y se estima que dicha tasa aumentará a 1 de cada 6 personas en el 

año 2050 (16%). En este escenario, un mayor envejecimiento de la población contribuirá 

por tanto a que ciertas enfermedades consideradas ocasionales pasen a ser más 

frecuentes, con un impacto particular en las patologías neurodegenerativas asociadas a 

la edad.  

 
Las enfermedades neurodegenerativas son un conjunto de afecciones que se 

caracterizan por el deterioro progresivo de las actividades neuronales, que 

comúnmente están relacionadas con alteraciones morfológicas y estructurales. 

Patologías como la enfermedad de Parkinson3, la esclerosis lateral amiotrófica4 , o la 

enfermedad de Alzheimer 5 , entre otras, han sufrido un notable incremento en su 

prevalencia los últimos años. De hecho, las que afectan al sistema nervioso central, 

como el Parkinson o el Alzheimer, son las más prevalentes en la actualidad6 , 7. Las 

enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad presentan características y 

patrones moleculares caracterizados por la acumulación anormal de proteínas, 

degeneración neuronal selectiva y muerte celular8,9. Así, por ejemplo, se ha identificado 

la deposición de proteínas oligomerizadas insolubles dentro del ojo y el cerebro durante 

el inicio y la progresión de enfermedades neurodegenerativas relacionadas con la edad, 

incluida el Alzheimer10, el Parkinson11, la degeneración macular relacionada con la edad 

(AMD) y el glaucoma pseudoexfoliativo (PEXG)12.  
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La DMAE y el glaucoma constituyen las enfermededades oculares 

neurodegenerativas más frecuentes relacionadas con el sistema visual¡Error! Marcador no 

definido., y que han sido objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral, pueden derivar 

en ceguera irreversible con el tiempo. Esta pérdida de visión se produce como 

consecuencia de la muerte celular selectiva de las células neurosensonsiarles de la 

retina. La presencia de proteínas mal plegadas en DMAE y PEXG contribuyen a la 

formación de depósitos sólidos extracelulares (o agregados) con el consiguiente 

deterioro de las funciones visuales y cognitivas13. Estas enfermedades comparten: (i) la 

presencia de depósitos de agregados proteicos intra o extracelulares14, (ii) el aumento 

del estrés oxidativo que daña los lípidos, las proteínas y los ácidos nucleicos, (iii) la 

disfunción de la actividad mitocondrial y activación de los procesos inflamatorios, y (iv) 

una posible dishomeostasis de metales15,16. 

 

1.1. Degeneración macular asociada a la edad 

 

Una de las principales causas de pérdida irreversible de visión central en edades 

superiores a los 60 años es la DMAE17. Alrededor de 196 millones de personas padecen 

esta enfermedad a escala global. En 2040, se estima que este número podría alcanzarlos 

288 millones como consecuencia del aumento de la esperanza de vida. En lo que 

respecta a la población española, según el Instituto Nacional de Estadística (INE) se 

estima que el número de casos de DMAE supera los 750.000, y se prevé un incremento 

exponencial de la prevalencia de DMAE por encima de ese valor. Además de la edad, los 

principales factores der riesgo que pueden conducir al desarrollo de la DMAE son el 

tabaquismo, las enfermedades cardiovasculares, la genética y/o la dieta¡Error! 

Marcador no definido.. 

 

La DMAE es una enfermedad degenerativa ocular que afecta a una región 

concreta de la retina, la mácula. Esta zona, de 6 mm de diámetro, se encuentra en el 

polo posterior del ojo y es la encargada de la visión central, permitiendo observar 

objetos con detalle y en color. La región posterior del ojo está constituida por la retina 

en el interior, y la esclera en el exterior. La retina transforma los estímulos visuales en 

impulsos nerviosos que son transmitidos al cerebro para generar la visión. Como se 
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ilustra en la Figura 1, la retina se compone de dos partes: la retina neuronal, formada 

por múltiples capas de neuronas; y el epitelio pigmentario de la retina (EPR). Este último, 

se encuentra en contacto con la denominada membrana de Bruch (BrMb), la cual, 

constituye la capa más interna de una estructura de tejido conectivo altamente 

vascularizado, lacoroides. La coroides incluye también el coriocapilaris (CC), una red de 

capilares que drena el tercio externo de la retina donde se encuentran los 

fotorreceptores (FR). La vascularización del resto de la retina (sus dos tercios internos) 

corre a cargo de un sistema compuesto por la arteria y vena centrales de la retina, que 

son ramificaciones de la arteria oftálmica18.  

 

Anatómicamente, la retina, se compone de nueve capas formadas por diferentes 

tipos de células neuronales (los fotoreceptores, células horizontales, neuronas 

bipolares, células amacrinas, células de Müller y células ganglionares) y por los contactos 

sinápticos que se establecen entre ellas. Las principales capas de la retina incluyen la 

capa más externa nuclear que contiene a los fotoreceptores (conos y bastones), una 

capa interna nuclear constituida por interneuronas (células horizontales, bipolares y 

amacrinas) y finalmente, una capa de células ganglionares que conforman el nervio 

óptico (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Esquema del ojo y estructura de la retina. Figura adaptada de la referencia 19. 

 

Como ya se mencionó anteriormente, en contacto con la retina neural se 

encuentra el EPR consituido por una monocapa de células epitelialeshexagonales que 
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Pupila
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se caracterizan por presentar una gran cantidad de pigmentos en su citoplasma, 

almacenados en melanosomas y otras vesículas como son los gránulos de lipofuscina. El 

EPR, además de conformar la barrera hemato-retiniana externa¡Error! Marcador no definido., 

realiza funciones fundamentales como son la regulación de los melanosomas en la 

absorción de la luz, la fagocitosis de segmentos externos, el transporte de nutrientes y 

metabolitos hacia los fotoreceptores. 

 

La DMAE conlleva una serie de alteraciones de la estructura normal de la retina, 

específicamente en el EPR, que tienen como consecuencia final la muerte de los 

fotorreceptores y la pérdida progresiva de la visión (Figura 2). Con el envejecimiento se 

produce la acumulación de ciertas sustancias en la en la matriz extracelular de la BrMb 

que proceden tanto del EPR como del CCy dan lugar a depósitos denominados drusas. 

Como resultado de la aparición de estos depósitos, aumenta la hidrofobicidad de la 

BrMb y disminuye su elasticidad, haciendo que el transporte de metabolitos a través de 

ella sea más dificultoso. Las drusas crecen en tamaño y número a medida que la retina 

va envejeciendo, pudiendo llegar a bloquear el flujo de nutrientes y desechos a través 

del EPR, lo que provocaría la muerte neuronal en la región macular 20. 

 

 
Figura 2. De izquierda a derecha, persona con capacidad visual sin patologías y con DMAE. 

 

Por tanto, la presencia de drusas en la región macular de la retina se considera 

la principal característica clínica de la DMAE desde sus etapas más tempranas, sin 

embargo, máculas envejecidas con normalidad también pueden hallarse este tipo de 



  INTRODUCCIÓN 

 6 

depósitos en menor cantidad¡Error! Marcador no definido.. La composición y naturaleza de las 

drusas es compleja y ha sido ampliamente investigada, ya que se considera una posible 

diana terapéutica para prevenir, disminuir o detener la progresión de esta enfermedad 

mediante la modulación de su formación. Sin embargo, el conjunto de mecanismos que 

conducen a la formación de estos depósitos aún no ha sido desvelado¡Error! Marcador no 

definido., 21 . Las drusas se caracterizan en base a la morfología que presentan, color, 

extensión y tamaño. En lo que se refiere a las dimensiones de estos depósitos, en la 

categoría de drusas pequeñas pueden englobarse aquellas de un tamaño inferior a 63 

µm, entre 63 y 125 µm se encontrarían las drusas de tamaño mediano y finalmente, las 

drusas grandes serían aquellas con tamaño superior a 125 µm. La apariencia de las 

drusas va desde el amarillo al blanco y en lo que respecta a la morfología cabe distinguir 

entre duras y blandas. Un tamaño más reducido y el hecho de estar diferenciadas de 

otras es lo que caracteriza a las drusas duras. En cambio, las formas amorfas son 

características de las drusas blandas, presentando tamaños superiores a las duras, 

puediendo estar apiladas entre ellas.  

 

Aunque todavía se desconoce el mecanismo exacto que desencadena la 

aparición de la DMAE, existen múltiples evidencias que la relacionan con procesos tales 

como inflamación, estrés oxidativo y con defectos estructurales y relacionados con el 

metabolismo lipídico 22 .Además, se tienen indicios claros de la relación de esta 

enfermedad con comportamientos anómalos en el EPR, la membrana de Bruch o con la 

disfunción mitocondrial. Las etapas tempranas de la DMAE se caracterizan por la 

presencia de múltiples drusas en la región macular, provocando síntomas visuales leves. 

En estas etapas iniciales también aparecen otro tipo de depósitos por debajo del EPR y 

en el espacio entre este y los FR (depósitos basales lineales, depósitos basales laminares 

y pseudodrusas). El engrosamiento de la BrMb debido a las drusas y estos depósitos 

dificulta cada vez más el transporte de nutrientes y oxígeno entre la coroides y la retina, 

causando la progresión de la enfermedad hacia una DMAE avanzada. Esta patología 

tiene mal pronóstico y no tiene tratamiento en su forma más habitual¡Error! Marcador no 

definido.. 

 

Tipos de DMAE 
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La degeneración macular asociada a la edad se puede clasificar en DMAE 

temprana, intermedia y tardía, evolucionado a las formas atrófica o neovascular23. 

§ DMAE temprana 

Se caracteriza por la presencia de drusas de pequeño tamaño y por la aparición de 

zonas hiperpigmentadas o hipopigmentadas.  

 

§ DMAE intermedia 

En este estadio de la DMAE se observa al menos una drusa grande y varias drusas de 

tamaño intermedio. Además, se produce una atrofia geográfica. aunque no llega a 

extenderse al centro de la mácula.  

 

§ DMAE tardía: Forma seca 

 

Esta forma es la más frecuente dentro de DMAE (constituyendo el 85-90% de los 

casos diagnosticados)24. También resulta ser la menos severa, debido a que el daño 

producido en las capacidades visuales tiene lugar de forma lenta en el tiempo. 

Inicialmente, suelen generarse zonas de adelgazamiento o hipopigmentación del RPE 

junto con, en ocasiones, formación de depósitos extracelulares (drusas). Este fenómeno 

conduce a la degeneración lenta y gradual de las células del RPE y su consecuente 

atrofia. La atrofia geográfica (AG) comprende la última etapa de la DMAE seca, cuyas 

principales características son la presencia de áreas definidas con pérdida del RPE 

seguida de la degeneración de los FR adyacentes y el adelgazamiento de la retina25. A 

partir de este tipo de DMAE, puede originarse la forma húmeda de DMAE26. 

 

§ DMAE tardía: Forma exudativa o húmeda 

 

Con el objeto de paliar la carencia de nutrientes y oxígeno como consecuencia de la 

formación de drusas en la matriz extracelular de la BrMb, se desencadena la aparición 

de la DMAE húmeda. El desarrollo de esta forma de DMAE viene ligado a la producción 

de nuevos vasos sanguíneos a partir del CC a través de un proceso denominado 

neovascularización (CNV). El RPE puede ser responsable de la CNV ya que, en una 
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situación de hipoxia, produce factores angiogénicos como el factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF). Los nuevos vasos sanguíneos atraviesan la BrMb e invaden 

el espacio subretiniano donde, debido a su fragilidad, se quiebran y liberan su contenido. 

produciéndose el desplazamiento del RPE (debido a la acumulación de líquido en esa 

zona) y el consecuente desprendimiento de la coroides. Este último hecho da lugar a la 

degeneración de los FR, provocando un enorme daño en la visión del paciente. La 

estabilización de las áreas de CNV se produce en las últimas etapas de la DMAE húmeda, 

de tal forma se generan cicatrices disciformes que finalmente originan la pérdida final 

de la visión. Normalmente, la evolución de la forma húmeda es más rápida con un peor 

pronóstico en comparación con la DMAE seca. No obstante, la forma húmeda afecta a 

los pacientes con una menor incidencia (entre 10-15 %)¡Error! Marcador no definido.. 

 

 

1.2. Glaucoma  

 

Cerca de 6 millones de personas en el mundo sufren ceguera irreversible como 

consecuencia del glaucoma27. Es una de las principales causas de ceguera en países 

industrializados y se estima que el número de personas afectadas en todo el mundo 

supera los 80 millones, con más de 1 millón de afectados en España28.El glaucoma 

engloba un grupo de neuropatías ópticas de origen multigénico y multifactorial 

caracterizadas por la degeneración progresiva del nervio óptico, la muerte de las células 

ganglionares de la retina y la pérdida de campo visual¡Error! Marcador no definido.. 

 

El comienzo de esta patología es, mayoritariamente, asintomático y el 

diagnóstico se realiza cuando ya se ha producido una importante, e irreversible, pérdida 

de visión iniciándose esta con la reducción del campo visual en la periferia para 

continuar progresando hacia el área central, dando lugar a lo que se conoce 

popularmente como “visión o efecto túnel” (Figura 3). En la mayoría de los casos, la 

degeneración de la cabeza del nervio óptico precede al daño detectable del campo 

visual, estimándose que el umbral de diagnóstico del glaucoma conlleva la pérdida entre 

el 25% y el 35% de células ganglionares de la retina (Figura 1) 29 . En los estadios 

tempranos de la enfermedad, es posible que se pierda la capacidad de discriminación 
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del color o sufrir sensibilidad al contraste30. El principal factor de riesgo asociado con el 

glaucoma es la elevación de la presión intraocular (PIO), la cual, está relacionada con 

una disfunción en el drenaje del humor acuoso debido a una obstrucción de la malla 

trabecular, aunque existen diferencias importantes en cuanto a la etiología y los 

mecanismos que desencadenan la aparición de glaucoma31. 

 

 
Figura 3. A) paciente con visión normal B) paciente con glaucoma. Imagen adaptada de la referencia 

¡Error! Marcador no definido.. 

 

El glaucoma se clasifica principalmente en los subtipos de ángulo abierto o de 

ángulo cerrado, pudiéndose dividir a su vez ambos tipos en glaucoma primario o 

secundario32. La tipología de glaucoma más frecuente en países desarrollados, son el 

glaucoma primario de ángulo abierto (POAG) y el glaucoma pseudoexfoliativo (GPEX)33. 

El GPXE es un glaucoma de tipo secundario relacionado con el crecimiento de agregados 

fibrilares con material procedente de tejidos del segmento anterior del ojo (es decir, iris, 

cristalino y cuerpo ciliar) y que se produce en personas con síndrome pseudoexfoliativo 

(PEX)34. En ciertas regiones del mundo, como el noroeste de España -concretamente 

Asturias- la prevalencia de GPXE entre pacientes con dicho síndrome puede alcanzar 

hasta el 30%35. No obstante, en ambas patologías glaucomatosas, la incidencia en el 

comienzo y en la velocidad de neurodegeneración óptica se incrementa con la edad, 

conduciendo en última instancia a la ceguera irreversible. 

 

1.3. Importancia del estudio de las enfermedades 

neurodegenerativas oculares  



  INTRODUCCIÓN 

 10 

 

El ojo humano se encuentra continuamente expuesto a procesos oxidativos e 

inflamatorios. La hipótesis de la neurodegeneración basada en la dishomeostasis de 

metales es altamente plausible según la literatura actual, con el envejecimiento como 

un factor de riesgo crucial. La dishomeostasis de metales contribuye a la producción de 

radicales libres, inflamación y apoptosis. Durante el daño oxidativo, la producción 

endógena de defensas antioxidantes disminuye drásticamente dando lugar a la 

acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS). La degeneración y disfunción de 

los tejidos oculares ocurre a consecuencia del desequilibrio entre la producción y 

neutralización de los ROS, lo que da lugar a la oxidación de proteínas, ADN, ARN y/o 

lípidos, contribuyendo a la inflamación y apoptosis celular36. La dishomeostasis de Zn, 

Fe, Cu y/o Ca también esta relacionada con dichos eventos por lo que resulta evidente 

la existencia de una relación entre la dishomeostasis de metales, la disfunción 

mitocondrial, el estrés oxidativo, la inflamación, el envejecimiento y la muerte celular. 

Así, el ojo y el sistema visual pueden ser entendidos como una vía directa para el estudio 

de enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad ¡Error! Marcador no definido.,37.  

 

En este contexto, y considerando que se requiere una mayor comprensión de los 

efectos de los cambios de metales en los procesos subyacentes a la progresión de las 

enfermedades neurodegenerativas, la aplicación de enfoques analíticos y bioquímicos 

innovadores, incluido el análisis metaloproteómico, puede contribuir a arrojar luz sobre 

las interacciones metal-proteína y sus efectos patógenos. invasivas y no invasivas para 

el estudio de enfermedades oculares neurodegenerativas asociadas a la edad, que serán 

brevemente descritas en las próximas secciones. 

 

 

1.4. Tipos de muestras de origen biológico para el estudio de 

enfermedades neurodegenerativas  

 

Los estudios realizados en muestras procedentes de tejidos biológicos38,39, así 

como en los distintos tipos de fluidos presentes en el cuerpo humano (suero, plasma, 
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fluido lacrimal o líquido cerebroespinal (LCE) o cefalorraquídeo (LCR)) 40,41,42, permiten 

la identificación de biomarcadores candidatos, tanto proteínas, metabolitos y 

elementos esenciales, con potencial aplicabilidad para la detección de patalogías en sus 

etapas iniciales. No obstante, el análisis de algunos tipos de muestras biológicas viene 

condicionado en ocasiones por un volumen/masa disponible limitado (tejido, líquido 

cefalloraquídeo, fluido lagrimal, humor acuso) o por la complejidad de muestra objeto 

de estudio complejidad (suero, orina). Adicionalmente, es preferible emplear una 

muestra biológica cuya toma de muestra sea no invasiva. En este sentido, a 

continuación, se abordan estudios recientes en los que la espectrometría de masas se 

ha empleado para investigar la dishomeostasis de metales (a nivel de concentraciones 

elementales) en la evaluación y/o el diagnóstico de enfermedades. A tal fin, se 

presentan dos apartados diferenciados, el primero de ellos para fluidos biológicos que 

requieren toma de muestra invasiva y seguidamente fluidos biológicos cuya toma de 

muestra es de naturaleza no invasiva. Adicionalmente, únicamente se hará referencia a 

aquellos estudios que persigan el análisis de muestras de las que se disponga de un 

volumen pequeño (< 100 µL), es decir, aquellos casos cuya determinación suponga un 

reto en cuanto a la metodología analítica. 

 

1.4.1. Fluidos biológicos con toma de muestra invasiva 

 

Existen una amplia variedad de fluidos biológicos que requieren de 

procedimientos invasivos para su posterior análisis: fluido folicular, sangre, orina fetal, 

fluido amniótico, sinovial, peritoneal, líquidos intraoculares o líquido cerebroespinal. No 

obstante, esta sección se centrará únicamente en aquellos cuyas aplicaciones en la 

bibliografía son más numerosas.  

 

La sangre y suero humano son de las muestras biológicas más ampliamente 

estudiadas. Aunque se requiere un protocolo invasivo para su extracción, normalmente 

es un tipo de fluido fácil de conseguir por la simplicidad y cotidianidad del 

procedimiento. Aunque en este tipo de muestra el volumen no suele suponer una 

limitación en adultos, en el caso de recién nacidos o pacientes con enfermedades 
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crónicas si que puede haber limitación. En este último caso se puede recurrir por 

ejemplo a depositar la muestra sobre un papel de filtro para posterior determinación 

elemental (Figura 4). Tras el análisis, se pueden establecer correlaciones entre los 

niveles de determinados elementos y la presencia de un determinado desorden 

metabólico43,44.  

 

También son habituales los trabajos realizados a partir de suero humano. Así, 

por ejemplo, Abduljabbar et al. 45 , con solo 30 µL de suero llevaron a cabo la 

determinación de Zn, Cu y Fe en suerode pacientes con la enfermedad de Alzheimer (n 

= 43) y DMAE (n = 38) y los compararon con los los niveles de Fe, Cu y Zn disponibles en 

la literatura en individuos sanos del mismo grupo etario. En el caso de Fe, se encontró 

un mayor rango de concentraciones en comparación con los otros dos elementos, con 

niveles superiores en los individuos con DMAE.  

 

 
Figura 4. Estudio de muestras de sangre de recién nacidos a partir de muestras de sangre secadas sobre 
papel. Figura adaptada de la referencia ¡Error! Marcador no definido.. 

 

Otro ejemplo reciente relacionado con el estudio de DMAE46 en suero, además 

de los niveles elementales de Cu, Fe, K, Mg, Na, P y Zn también evalúa la composición 

isotópica de Cu como potencial indicador de esta patología. Concretamente, 

establecieron diferencias signiicativas entre el grupo control (n = 17) y el de inviduos con 

DMAE (n =20) para P y Zn. Así mismo, se observó un fraccionamiento isotópico de Cu 

hacia el isótopo más ligero en el grupo DMAE respecto del grupo control.  
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Con toma de muestra invasiva, pero menos estudiado en comparación con la 

sangre/suero debido a la necesidad de realizar una punción lumbar su recogia es el 

líquido cerebroespinal (LCE). Si bien el volumen de muestra recogido suele ser 100-150 

mL, no se suele disponer de ese volumen para labores de investigación. En la bibliografía 

se recogen estudios para enfermedades tales como la esclerosis amiotrófica lateral 47 el 

Alzheimer 48, entre otras, en en LCE.  

 

En relación directa con la presente Tesis Doctoral, cabe mencionar los fluidos 

oculares y más concretamente intraoculares como son el humor acuoso y el humor 

vitreo. Ambos fluidos son vitales en la fisiología del ojo. En el caso del humor acuoso, la 

toma se lleva a cabo mediante punción en la cámara anterior del globo ocular 

recogiéndose volúmenes típicamente por debajo de 250 µL. El humor vitreo es accesible 

a través de vitrectomías y biopsias realizadas durante procedimientos quirúrgicos. En 

este contexto, se han estudiado distintas enfermedades oculares49 , 50  incluyendo el 

glaucoma, para la cual se han observadodiferencias estadísticamente significativas en 

las concentraciones elementales de P y Mg entre pacientes control (n = 16) y pacientes 

con de glaucoma (n = 22)51 . En humor vítreo la mayor parte de las publicaciones 

disponibles se centrar en análisis forense y toxicológico52-54. 

 

Finalmente, como fluidos biológicos con toma de muestra invasiva y sus 

aplicaciones en el contexto descrito en este apartado, cabe incluir el líquido sinovial55, 

folicular56, ammniótico57, peritoneal58 y la orina fetal59.  

 

1.4.2. Fluidos biológicos con toma de muestra no invasiva 

 

En la actualidad, existe una creciente preferncia por el uso de fluidos biológicos 

en los que no se precise emplear métodos de toma de muestra invasivos para la 

búsqueda de biomarcadores. Ejemplos de este tipo de fluidos incluyen el fluido lagrimal, 

el exudado nasal60,61, el líquido seminal62,63, la orina64-68, la saliva69-71, el sudor72,73 o la 

leche materna74-,76. Al igual que en el caso de los fluidos con toma de muestra invasivo 

son útiles para establecer correlaciones que permitan detectar enfermedades 
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específicas o determinar el estado fisiológico de un organismo con un procedimiento 

menos agresivo para el donante.  

 

De los fluidos anteriormente, expuestos, en lo que al estudio de patalogías 

oculares se refiere solo hay descritos trabajos en los que se emplea el fluido lagrimal (o 

lágrima). Este consiste en una película delgada formada por una capa lipídica externa, 

una capa acuosa intermedia y una capa proteica interna. El fluido lagrimal está 

compuesto mayoritariamente por agua (90%) y en mucha menor proporción por 

proteínas, lípidos, electrolitos y oligoelementos77. La recogida de lágrima se puede llevar 

a cabo con microcapilares de vidrio de 5 a 10 µL de volumen interno (Figura 5 a), con 

tiras de Schirmer (Figura 5 b) u otros materiales absorbentes como por ejemplo las 

miniesponjas, o mediante el enjuague del ojo con una solución salina 

queposteriormente será recogida78. En el primer caso, el microcapilar se coloca en el 

menisco inferior del ojo (se recomienda parpadear para evitar la inducción de lagrimeo 

reflejo)79. La extracción mediante tiras de Schirmer consiste en colocar tiras de papel 

dentro del párpado inferior de ambos ojos durante un tiempo fijado para medir la 

producción de lágrimas. Si es necesario, los analitos se pueden lixiviar de la tira para 

llevar a cabo análisis (bio)químicos (con el consiguiente riesgo de contaminación o 

pérdida de los analitos debido a recuperaciones no cuantitativas). Por otro lado, en el 

caso de utilizar una solución salina para la recogida de la lágrima, se debe tener en 

cuenta que se producirá una dilución de la muestra. 

 

 
Figura 5. Recogida de lágrima mediante a) microtubos capilares de vidrio b) tiras Schirmer. 
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Existen estudios en la bibliografía en lo que el líquido lagrimal se ha utilizado para 

investigar alteraciones de proteínas y lípidos en enfermedades oculares ¡Error! Marcador no 

definido.,80. Sin embargo, son muy pocos artículos de investigación en los que se haya 

llevado a cabo la determinación de oligoelementos en. En 2017, Cancarini et al. 81 

llevaron a cado la determinación elemental de Cu, Zn Se, Rb, Ba, Pb, Mn, Co y Cr en 

fluido lagrimal y suero de individuos con diabetes tipo II (n = 47) con respecto a un grupo 

control (n = 50). La cuantificación se realizó a partir de un volumen de 10 µL de película 

lagrimal recogido en tiras Schirmer. Después del análisis estadístico de los resultados 

obtenidos, se encontraron niveles más altos de Zn, Cr, Co, Mn, Ba y Pb en el líquido 

lagrimal del grupo diabético respecto del grupo control.  

 

Por otra parte, el exudado nasal no ha sido muy investigado como muestra. Sin 

embargo, la reciente descripción del sistema de drenaje linfático cerebral, mostrando 

como los vasos que drenan hacia las fosas nasales y los ganglios linfáticos cervicales82, 

podría suponer nuevas oportunidades para obtener información del sistema nervioso 

central. 

 

A continuación, se exponen los disintos tipos de técnicas analíticas y bioanalíticas 

con potencial aplicabilidad en el estudio de enfermedades oculares neurodegenerativas 

asociadas a la edad que han sido empleadas durante la realización de la presente Tesis 

Doctoral.  

 

 

2. Inmunoensayos 

 

La técnica bioanalítica basada en el uso de un anticuerpo o antígeno para 

detectar o cuantificar un analito en una muestra, se conoce como inmunoensayo. El 

fundamento de los inmunoensayos se basa en la transducción de la señal analítica 

resultante de la interacción que se produce entre un antígeno y un anticuerpo. 
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Asimismo, durante el desarrollo de un inmunoensayo, se pueden emplear marcas para 

la obtención de la señal analítica83. 

 

Cabe definir un anticuerpo como una inmunoglobulina generada por los 

lifoncitos B en respuesta a la presencia de un antígeno. Esta producción de anticuerpos 

se desencadena en respuesta a la presencia de un inmunógeno en un organismo vivo. 

En esta situación, los linfocitos B del organismo se activan dando lugar a anticuerpos con 

alta especificidad de unión al inmunógeno. Es necesario mencionar aquí que si bien 

todos los inmunógenos se consideran antígenos (respuesta inmunológica), no todos los 

antígenos conllevan a la produción de anticuerpos. De este modo, por ejemplo, los 

haptenos que son moléculas de bajo peso molecular requieren estar enlazados a 

componentes de mayor peso molecular para adquirir la capacidad de producir 

anticuerpos84. 

 

Existen cinco tipos de inmunoglobulinas atendiendo a su función biológica y 

estructura:  IgG, IgA, IgE, IgM y IgD. Concretamente, la IgG, es la más utilizada en 

inmunoensayos por ser la más los más comunes y estar presentes en todos los líquidos 

del cuerpo. Se encuentra estructurada en forma de “y” (Figura 6) y con dos cadenas 

polipeptídicas pesadas cuya masa molecular oscila entre 55 - 60 KDa y otras dos cadenas 

ligeras de menor masa molecular 20 – 24 KDa. Los antígenos pueden unirse al anticuerpo 

a través de dos extremos denominados Fab de las cadenas ligeras, que actúan como 

áreas de reconocimientoEn l restante del anticuerpo, conocido como Fc, no se lleva a 

cabo el reconocimiento inmunológico, de tal forma que sirve como área de adhesión a 

superficies. Con respecto al antígeno, este puede ser desde una macromolécula hasta 

ácidos nucleicos o proteínas85. 
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Figura 6. Representación esquemática de una inmunoglobulina G. Figura modificada de la referencia 86. 

 

Una vez establecido el reconocimiento antigeno-anticuerpo y dentro de los 

distintos tipos de formatos empleados para el seguimiento de la señal producida 

durante una inmunoreacción, se encuentran aquellos que utilizan moléculas para el 

marcaje del antígeno o del anticuerpo y a su vez, existen formatos en los que no se 

precisa del uso de marcas, cuando la propia interacción antígeno-anticuerpo genera una 

señal observable. Dentro de los inmunoensayos que emplean marcas, se puede 

distinguir a su vez entre inmunoensayos homogéneos y heterogéneos. Los denominados 

homogéneos son aquellos donde no se requiere de la separación del inmunocomplejo 

formado durante el proceso de reconocimiento del resto de reactivos inmunológicos 

que han quedado sin interaccionar. Se incluyen en este punto la inmunoelectroforesis e 

inmunoensayos de aglutinación, basados en fenómenos de transferencia de energía de 

resonancia fluorescente o de polarización fluorescente. Por otra parte, en los 

inmunoensosayos heterogéneos, los agentes inmunológicos que no participan en el 

proceso de reconocimiento y quedan libres en el medio, son separados del 

inmunocomplejo, el cual se encontra adherido a una superficie. Este tipo de 

inmunoensayos es más comúnmente utilizado en comparación con los homogéneos 

debido a las características que ofrece en cuanto a versatilidad, especificidad y 

sensibilidad.   
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Dentro de los inmunoensayos de tipo heterogeneo, es preciso hacer una nueva 

clasificación, diferenciando entre inmunoensayos no competitivos (no competitivos) o 

competitivos (Figura 7). Ambas metodologías se caracterizan por el empleo de una 

marca para cuantificar la reacción de reconocimiento específico antígeno-anticuerpo, 

con la diferencia fundamental de que en el formato competitivo el antígeno/anticuerpo 

sin marcar (analito) y marcado (añadido) compiten por los sitios de unión al 

anticuerpo/antígeno (en función del tipo de biomolécula fijada previamente en un 

sustrato). En el caso de los ensayos de tipo competitivo, la concentración de analito 

presente en la muestra será inversamente proporcional a la señal analítica medida. Par 

el formato tipo sándwich, tomando como ejemplo la inmovilización de un anticuerpo 

primario (Ab1), en primer lugar, se produce la interacción de Ab1 con el antígeno 

(analito) y posteriormente, un segundo anticuerpo (Ab2) que se encuentra marcado, es 

añadido al medio uniéndose al antígeno. Al contrario que para el formato competitivo, 

en este caso la medida de señal correspondiente a la formación del inmunocomplejo es 

directamente proporcional a la concentración de analito en la muestra¡Error! Marcador no 

definido. . 

 

 
Figura 7. Tipos de formato de inmunoensayos cuando el anticuerpo se encuentra inmovilizado A) 
competitivo B) tipo sándwich o no competitivo 

 

Pasaremos ahora a describir el tipo de moléculas que pueden utilizarse como 

marcas, gracias a las cuales es posible establecer una clasificación adicional para cada 

tipo de inmunoensayo87: 

 

§ Radioinmunoensayos (RIA). Se emplean radioisótopos como marcas. Son 

numerosos los ejemplos inmunoensayos de este tipo que se han hecho en el 

pasado, ya que fueron los pioneros en utilizarse en el formato con marcas. Estos 

A) 

B) 
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han sido poco a poco sustituidos por otro tipo de marcas para evitar sus elevados 

costes y peligrosidad. 

§ Enzimáticos. Emplean enzimas y proporcionan una amplificación catalítica con 

límites de detección similares a los radioinmunoensayos. En el formato 

heterogéneo, este tipo de inmunoensayos se conocen con el nombre de 

enzimoinmunoensayos de adsorción (ELISAs); pueden ser competitivos o no y, 

generalmente, tienen lugar a partir de la inmovilización de un anticuerpo al 

pocillo de una placa.  

§ Elemental-tagged inmunoassays o aquellos que usan marcas elementales. 

Normalmente, este tipo de marcas son detectadas mediante la técnica de 

espectrometría de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-

MS), pudiendo utiliarzse isótopos enriquecidos o heteroátomos que se 

encuentran formando parte de la estructura de polímeros, NPs metálicas o QDs. 

§ Fluoroinmunoensayos, en los que se emplean moléculas fluorescentes como 

marcas. 

§ Medida indirecta del inmunocomplejo, una vez que se haya tenido lugar el 

reconocimiento específico entre antígeno y anticuerpo, una molécula con la 

capacidad de generar señal se unirá al complejo formado. 

 

Finalmente, cabe mencionar los inmunoensayos realizados en tejidos biológicos 

y que constituyen el área de la inmunohistoquímica (IHC). En este caso, se emplean 

anticuerpos marcados que reconocen específicamente a un antígenopresente en las 

secciones de tejido analizado. La IHC ha permitido conocer la distribución espacial de las 

biomoléculas y componentes presentes en los sistemas biológicos, superando así las 

prestaciones de la histología e histoquímica tradicionales, a partir de las cuales se 

obtiene fundamentalmente información cualitativa y de especificidad limitada. De este 

modo, se puede adquirir información crucial para una mayor comprensión acerca de los 

mecanismos biológicos y su relación con la aparición de enfermedades88.  

 

En los protocolos inmunohistoquímicos existen ciertas etapas críticas. A 

continuación, se describen las más importantes89,90 : 
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§ Fijación del tejido para su conservación y evitar la degradación de proteínas, 

ARN y ADN o la activación de enzimas y la autolisis. Generalmente, los tejidos 

son fijados en una disolución al 10 % de formaldehído. A continuación, los tejidos 

son embebidos en parafina para preservar su estructura y poder ser 

almacenados. Es importante mencionar que se requiere de un protocolo de 

deparafinación previo al análisis del tejido para facilitar el reconocimiento de 

ADN, ARN y proteínas.  

§ Corte y almacenamiento. Se recomienda que las secciones de tejidos tengan en 

torno a 4 – 5 µm de espesor, no obstante, este espesor puede ser variable 

dependiendo del objetivo del estudio. Respecto a su almacenamiento, este 

resulta crítico para preservar las proteínas presentes y demás biomoléculas.  

§ Recuperación antigénica (o epítopo), ya que los sitios de unión al antígeno 

podrían quedar enmascarados y no ser reconocidos por el anticuerpo. Este 

enmascaramiento se puede producir por ejemplo durante la etapa de fijación 

como consecuencia del entrecruzamiento entre grupos amino de moléculas 

adyacentes y de la formación de puente de metileno. Este proceso no es 

necesario para secciones de tejido que hayan sido almacenadas a baja 

temperatura.  

§ Bloqueo de proteínas, para evitar obtener señal de fondo por tinción. Estas 

señales no deseadas provienen de uniones inespecíficas al anticuerpo. Un 

agente bloqueante ideal puede ser suero de la especie de la que procede el 

anticuerpo secundario o albúmina de suero bovino, entre otras.  

§ Permeabilizar membranas celulares, para favorecer la entrada de los 

anticuerpos hacia el interior de células y orgánulos. Se pueden emplear 

surfactantes no iónicos como el Tritón X-100.  
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3. Nanoclústeres metálicos 

 

3.1. Nanomateriales 

 

La nanociencia y nanotecnología constituyen un área relativamente nueva de 

investigación de los materiales. Esta área se basa en el estudio y aplicación de los 

fenómenos que tienen lugar a nivel atómico y molecular. Fue Richard Feynman, un físico 

teórico estadounidense, quien, en 1959, impartió la conferencia ‘’There’s a plenty room 

at the bottom’’ en la Universidad de Caltech (California) acerca de esta nueva área de 

investigación. Según Feynman, a nivel atómico existía una ciencia aún por explorar y que 

supondría el inicio de un amplio campo de investigación científico 91 . Su interés y 

potencial radica en que a escala nanométrica (comprendida aproximadamente entre 1 

a 100 nm) se obedecen leyes físicas distintas a las del nivel macroscópico, por tanto, 

posee nuevas fuerzas y nuevos efectos. La Figura 8 representa los límites entre los que 

se encuentra comprendida la nanoescala con respecto al tamaño de otras especies.  

 

 
Figura 8. Representación de los límites en los que se encuentra comprendida la nanoescala con respecto 
al tamaño de otras especies. 

 

Un nanomaterial puede definirse como ‘’aquel material con cualquier dimensión 

externa dentro de la nanoescala o con estructura interna o estructura superficial en la 

nanoescala’’92. Esta definición utiliza únicamente el criterio del tamaño de los materiales 

y, desde el punto de vista de otros parámetros (solubilidad, distribución del tamaño, 

toxicidad) que pueden variar entre distintos nanomateriales, puede resultar incompleta. 
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Existen una gran variedad de definiciones de nanomaterial reguladas o recomendadas 

más detalladas93. Una de las más completas es la establecida por la Comisión Europea 

en 2011: ‘’Nanomaterial se refiere a un material natural, accidental o fabricado que 

contiene partículas, sueltas o como un agregado o un aglomerado y dónde el 50 % o más 

de las partículas en la distribución de tamaño, presenta una o más dimensiones externas 

en el rango de tamaño entre 1 nm a 100 nm. Los fullerenos, las escamas de grafeno y los 

nanotubos de carbono de pared simple con una o más dimensiones externas inferiores a 

1 nm deben ser considerados nanomateriales’’94. 

 

3.2. Concepto de nanoclúster métalico y propiedades 

 

Con el objeto de desarrollar metodologías analíticas rápidas, sensibles y 

específicas en las distintas áreas de investigación científica, cabe destacar el interés 

alcanzado por los nanoclústeres metálicos (MNCs). Los MNCs están constituidos desde 

unos pocos a cientos de átomos metálicos y se originan cuando una partícula metálica 

sufre la reducción de sus dimensiones de tal forma que sus propiedades se ven 

modificadas debido al confinamiento cuántico.  

 

A nivel macroscópico, los metales están estructurados en dos bandas, la banda 

de conducción y la banda de valencia, entre las que no existen espacios y por tanto se 

da un movimiento libre de electrones entre ambas (Figura 9). Este hecho hace que los 

materiales metálicos sean buenos reflectores ópticos, además de presentar gran 

conductividad eléctrica95,96,97. En lo que respecta a las nanopartículas (NPs) metálicas, 

su tamaño está comprendido entre 0,1 y 100 nm y presentan una estructura de bandas 

semicontinua; por lo que, los electrones comienzan a tener limitado el movimiento y al 

oscilar interaccionan con la luz dando lugar a fenómenos mayoritariamente superficiales 

(Resonancia de Plasmón Superficial, SPR). Por esta razón, las NPs presentan una fuerte 

banda de absorción en la región visible y no emiten fluorescencia. Al continuar 

disminuyendo las dimensiones de las nanopartículas (< 3 nm) se obtienen las NPs 

metálicas de carácter molecular o comúnmente denominados NCs metálicos. En este 

caso, la banda de conducción se rompe dando lugar a niveles discretos de energía, 
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pudiendo producirse entonces transiciones electrónicas entre ellos y fenómenos como 

la absorción y emisión de luz98,99.  

 

 
Figura 9. Evolución de la banda de energía al reducir las dimensiones del metal macroscópico hasta llegar 
a su ruptura en niveles discretos de energía por la formación de NCs. Energía frente a densidad de los 
estados (DOS, ‘’density of states’’). Imagen modificada de la referencia 100. 

 

Los MNCs presentan propiedades ópticas y electrónicas tales como fluorescencia 

modulable, magnetismo, largos desplazamientos de Stokes o quiralidad molecular. 

Además, generalmente presentan estabilidad de emisión de fluorescencia (aunque 

algunos, como los AgNCs, pueden ver limitada esa estabilidad al ser expuestos a la luz), 

son biocompatibles y su síntesis suele ser sencilla. Por todo ello, los MNCs han supuesto 

una gran contribución en la detección de biomoléculas e iones metálicos, imaging en 

células y tejidos o actividades catalíticas101,102. 

 

Por el contrario, una de las desventajas que presentan los MNCs viene dada por 

los generalmente bajos porcentajes de rendimiento cuántico (quantum yield, QY) que 

presentan en comparación con los puntos quánticos (quantum dots, QDs) o los 

fluoróforos orgánicos. No se conoce con certeza el origen de las propiedades 

fotoluminiscentes de los MNCs, por lo que un mayor conocimiento de ello podría ayudar 

a mejorar este parámetro, así como su estabilidad.  

 

En
er
gí
a

En
er
gí
a

En
er
gí
a

DOS DOS DOS

Átomo 
metálico

Electrón de 
valencia

Nanoclústeres
metálicos

Niveles de energía 
discretos debido al 
confinamiento cuántico

Nanopartícula
metálica

Resonancia del plasmón
superficial

Metal

Movimiento libre de los 
electrones

0.1 nm 1 nm 10 nm 100 nm 1 µm 10 µm



  INTRODUCCIÓN 

 24 

La fluorescencia exhibida por los NCs tiene su origen según dos aspectos 

principales: (1) los efectos de confinamiento cuántico dentro del núcleo metálico y (2) 

la transferencia de carga entre el núcleo metálico y el ligando que forma parte de la 

estructura del NC o por la interacción metal-metal. Esto supone hablar de fluorescencia 

procedente del núcleo metálico, por el efecto intrínseco cuántico o bien de 

fluorescencia debida a la superficie de la partícula, en cuyo caso las propiedades están 

gobernadas por la interacción metal-ligando103,104. Sin embargo, a día de hoy, no hay un 

mecanismo específico que justifique las propiedades fluorescentes de los NCs. No 

obstante, sí que se ha podido establecer la clara influencia de determinados factores 

como el tipo de ligando utilizado, el tamaño de la estructura o la metodología de síntesis 

utilizada en la emisión de los NCs. Así, los ligandos que recubren el núcleo metálico 

desempeñan un papel fundamental en su protección. Estos les proporcionan la 

estabilidad necesaria para evitar interacciones que podrían derivar en la formación de 

agregados y/o pérdida de sus propiedades fotoluminiscentes. La influencia del ligando 

en las propiedades ópticas del nanoclúster ha sido investigado en profundidad. A modo 

de ejemplo, sintetizando NCs de oro (AuNCs) o de plata (AgNCs) con distintos tipos los 

ligandos se puede tener emisiones de luz a distintas longitudes de onda (Figura 10). 

 

 
Figura 10. Rango de emisión relacionado con el tipo de ligando protector seleccionado para formar parte 
de la estructura de AuNCs y AgNCs. Figura modificada de la referencia ¡Error! Marcador no definido.. 

 

Adicionalmente y dado que el núcleo metálico del NC está considerado como 

otra fuente de origen de la fluorescencia, resulta bastante evidente la relación que cabe 
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esperar entre el tamaño de los NCs y sus propiedades ópticas. Así, por ejemplo, variando 

el tamaño de los NCs de oro sintetizados (número de átomos de oro presentes en el 

núcleo) utilizando un mismo ligando de peso molecular conocido, como el dendrímero 

poli(aminoamida) (PAMAM), se pudo observar como al ir aumentando el tamaño del 

nanoclúster se producía un desplazamiento mayor de la longitud de onda de emisión 

desde la región UV hasta el infrarrojo cercano, es decir, desde 385 a 866 nm (Figura 11). 

 

 
Figura 11. Representación de los espectros de emisión (líneas coloreadas continuas) y de excitación (líneas 
coloreadas punteadas) correspondientes a los distintos tamaños de AuNCs sintetizados. Al ir 
incrementándose el número de átomos presentes en el NCs se produce un desplazamiento hacia una 
mayor longitud de onda. Figura modificada de la referencia ¡Error! Marcador no definido.. 

 

Las conclusiones que se pueden extraer en base a los resultados de este 

experimento (Figura 11) pueden no ser aplicables a todo tipo de NCs metálicos. Por 

ejemplo, al sintetizar dos tipos de AgNCs con un único átomo de diferencia entre ambos 

y con el mismo ligando, ácido mercaptosuccínico (H2MSA), las longitudes de onda de 

emisión de ambos distaban considerablemente. Aunque en ambos ejemplos (AgNCs y 

AuNCs) se observa un desplazamiento de la longitud de onda con el tamaño, en el caso 

de los AuNCs el desplazamiento de unas longitudes de onda a otras se producía con una 

diferencia más notable en el tamaño105. 
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Respecto a la influencia de otros factores que pueden condicionar las 

propiedades de los NCsse han realizado estudios para evaluar los cambios observados 

en la intensidad de fluorescencia con el pH de trabajo. Por un parte, el trabajo realizado 

por Cao et al.106 mostró que los cambios en el pH no variaban la posición del máximo de 

emisión de AuNCs ligados a BSA para una longitud de onda de excitación dada, siempre 

que se trabajase a pH por debajo de 9. Por encima de este valor de pH sí observaban un 

desplazamiento de ese máximo. Un estudio posterior107, que empleó AgNCs con hebras 

de ADN en su estructura, reveló la tendencia una tendencia creciente en la intensidad 

de emisión con el pH del medio. A valores muy ácidos de pH (3-5) se producía una 

pérdida total de fluorescencia y esta aumentaba con el pH hasta alcanzar valores de 11-

13, momento a partir del cual la intensidad de emisióncomenzaba a verse deteriorada. 

En ambos ejemplos, lasvariaciones de las propiedades ópticas observadas pueden ser 

justificadas atendiendo a los cambios conformacionales que experimentan los ligandos 

que componen la estructura de los NCs. Al modificarse la conformación de los ligados, 

puede perderse la protección del núcleo metálico y por tanto lugar a la agregación de 

los NCs con la consecuente pérdida de emisión.  

 

Hay que tener en consideración también el medio en el que se encuentran los 

NCs como consecuencia del efecto solvatocrómico del disolvente. Para las 

nanopartículas metálicas se tiene un amplio conocimiento de este efecto. Con respecto 

a los NCs se cree que podrían presentar variaciones en sus propiedades ópticas debido 

a la alteración en el entorno químico en el que se encuentren suspendidos, lo que daría 

lugar a una redistribución de electrones en su superficie108. Por último, factores como el 

estado de oxidación o la composición metálica también pueden condicionar las 

propiedades de los MNCs. En el caso de los AuNCs, el incremento de la electropositividad 

de su núcleo puede contribuir favorablemente a la emisión fluorescente. 

 

3.3. Síntesis de nanoclústeres metálicos 

 

Se puede distinguir entre dos tipos de métodos de síntesis de nanoclústeres 

metálicos. Aquellos basados en el método ‘’bottom-up’’, que consiste en la reducción 

de iones metálicos en presencia de un ligando o molde y el método de ‘’chemical 
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etching’’, basado en la estrategia ‘’top-down’’, donde se utiliza un exceso de ligando y 

se van eliminando átomos de la superficie de una nanopartícula metálica hasta reducir 

sus ddimensiones al tamaño de un nanoclúster¡Error! Marcador no definido.,109.  

Existen diversas vías en lo que respecta a la reducción de los iones metálicos 

como i) el método de fotoreducció donde la formación de los NCs se produce por 

irradiación con luz UV en ausencia de agentes reductores110; ii) la síntesis asistida por 

microondas, lo que da lugar a la formación de núcleos de forma rápida y homogénea111; 

iii) la síntesis sonoquímica, donde la nucleación se produce por irradiación de un 

líquido112o iv) el método de reducción química, el más común de todos los mencionados. 

En este caso es necesario la utilización de un agente 113,114. En todos estos casos, control 

de la cinética de reacciónes clave en el proceso de síntesis de los NCs. El control de 

parámetros tales como la temperatura, la fuerza del agente reductor empleado, los 

disolventes utilizados oo el pH del medio contribuyen a la generación de MNCs de 

tamaño definido y con menor polidispersidad115.  

 

El método de síntesis basados en ‘’chemical etching’’, también denominado 

fresado químico de NPs, es menos utilizado que las estrategias ‘’bottom-up’’, ya que 

generalmente se obtienen menores rendimientos de la síntesis y pueden llegar a 

requerir tiempos más prolongados. No obstante, mediante la optimización de las 

condiciones de la síntesis (temperatura, tiempo y ratio entre precursor metálico y 

agente de etching) es posible mejorar la eficiencia y acortar el tiempo. Por último, este 

procedimiento puede ser aplicado como complemento de síntesis de tipo ‘’bottom-up’’, 

lo que permite obtener NCs con buena monodispersidad a partir de NPs de mayor 

tamaño¡Error! Marcador no definido.. Independientemente del método de síntesis seleccionado, 

el objetivo común es obtener NCs metálicos de gran calidad, estabilidad, con altos 

rendimientos cuánticos, y que seanuniformesen tamaño y forma. 

 

Por otra parte, resulta crucial el papel que desempeñan los ligandos utilizados 

en la obtención de NCs metálicos. Así, polímeros como poli(etilenamina) (PEI) 116 , 

oligonucleótidos de ADN¡Error! Marcador no definido.,117,118 , proteínas¡Error! Marcador no definido.,119,120 

o estructuras de dendrímeros como PAMAM121 que actúan a modo de molde,confieren 

a los NCs metálicos un tamaño controlado y uniforme y una morfología definida. 
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Además de la biocompatibilidad que estos ligandos aportan a los NCs, también les dota 

de un mayor diámetro hidrodinámico lo que limita su aplicación para el marcaje de 

pequeñas moléculas y biomoléculas. Como alternativa, se pueden emplear pequeñas 

moléculas con grupos tioles como ligandos (por ejemplo, glutatión¡Error! Marcador no 

definido.,122, ácido dihidrolipoico123, ácido lipoico124). Comparativamente, las estructuras 

de este tipo presentan diámetros hidrodinámicos de menor tamaño, además de ser 

estructuras de gran estabilidad debido a la fuerte unión metal-ligando que se establece, 

como por ejemplo en los AuNCs con los enlaces Au-S¡Error! Marcador no 

definido.,125,126. Otro factor que es importante tener en cuenta durante la síntesis de los 

NCs es la proporción de ligando/precursor del metal. Si la cantidad del ligando es mayor 

con respecto a la del metal se obtienen preferentemente NCs, si al contrario hay una 

mayor proporción del metal, se producen nanopartículas de mayor tamaño¡Error! Marcador 

no definido..¡Error! Marcador no definido. 

 

Ya se durante el proceso de síntesis o post-síntesis, es posible funcionalizar los 

nanoclústeres, permitiendo en este último caso la generación de MNCs con mayor 

precisión atómica, es decir, se conocería con alta precisión el número de átomos de los 

que están constituidos. Estos MNCs podrían utilizarse, por ejemplo, para estudios 

básicos como por ejemplo adquirir un mayor conocimiento de los mecanismos que 

puedan tener lugar a nivel celular con mayor exactitud, mediante su aplicación en 

bioimaging. Dentro de estas estrategias post-sintéticas, se encuentra la denominada 

metodología de intercambio de ligando, en la queun nanoclúster previamente 

sintetizado y caracterizado se utilizacomo molde en la generación de otro nanoclúster 

nuevo. Ese nuevo NCs tiene lugar cuando se añade otro tipo de ligando al medio y que 

se va a unir al model. Similar al método anterior, está la vía de intercambio de metal 

donde también se parte de un NC ya caracterizado y en este caso, la sal del otro metal 

que se quiera incluir en el molde. Esta metodología es bastante común en la preparación 

de NC con aleaciones en su núcleo127. 

 

Hasta la fecha han sido sintetizados nanoclústeres de metales como Au128,129, 

Cu130,131, Ag132,¡Error! Marcador no definido., Pd133 o Pt134. El hecho de que los más popularmente 

sintetizados sean los de Au y Ag, se debe al conocimiento másprofundo que se tiene de 
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sus métodos de síntesis, además de la alta estabilidad exhibida por los AuNCs y la 

elevada intensidad fluorescente emitida por los AgNCs, aspectos que le ha hecho muy 

atractivos con objetivos y aplicaciones muy variadas.  

 

3.4. Caracterización y bioconjugación 

 

Una vez que los nanoclústeres han sido sintetizados, normalmente se eliminan 

los posibles restos de reactivos del medio donde se encuentran mediante protocolos de 

purificación tales como diálisis, centrifugación o ultracentrifugación. Asimismo, también 

pueden utilizarse técnicas de separación (cromotografía o fraccionamiento de campo de 

flujo, FFF) para aislar los NCs monodispersos de los polidispersos.  

 

Finalmente, los MNCs pueden ser caracterizados con el objetivo de adquirir 

información acerca de la forma, promedio o distribución de tamaños, estructura 

cristalina, composición química, solubilidad, valorar la presencia de agregados, número 

de átomos por NC, entre otros aspectos. Para ello, se puede hacer uso de técnicas como 

la microscopía electrónica de transmisión de alta resolución (HRTEM), técnicas 

espectroscópicas, difracción de rayos X, dispersión dinámica de luz (DLS), 

espectrometría de masas (ICP-MS o electrospray- MS), así como la novedosa técnica de 

single particle (SP)-ICP-MS la cual va a proporcionar información acerca del tamaño y la 

concentración de las nanopartículas135.  

 

Adicionalmente, los NCs pueden ser funcionalizados con biomoléculas para 

posteriormente ser utilizados como marcas de reconocimiento. Existen diversas formas 

de llevar a cabo dicha funcionalización, siendo una de las más simples a través de enlaces 

no covalentes; estableciéndoseuna interacción electrostática a través de interacciones 

hidrofóbicas o por afinidad específica, como son las interacciones de tipo avidina – 

biotina o estreptavidina – biotina. Las principales estrategias para la bioconjugación 

incluyen la unión directa de una biomolécula tiolada a la superficie del NC o a través de 

la formación de un enlace covalente amida entre un grupo amino o carboxílico presente 

en la superficie del NC, y una molécula. Frecuentemente se usa como reactivo de unión 

el 1-etil-3-(dimetilaminopropil) carbodiimida hidroclorada (EDC). El intermedio de o-
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acilisourea formado durante el transcurso de la reacción puede ser estabilizado a través 

de la generación de un ester de sucinimida, el cual se obtiene tras añadir NHS (N-

hydroxisuccinimida) 136. Otra alternativa se basa en la química de maleimida en las que 

se forma un enlace covalente por conjugación de aminas primarias a grupos tiol. 

También, es posible llevar a cabo la encapsulación de NCs o hacer Click Chemistry, que 

se caracteriza por unir pequeñas estructuras entre sí para la síntesis de sustancias de 

manera rápida y fiable.  

 

Es importante que la estrategia elegida para bioconjugar una molécula con el NC 

sea adecuada. En el caso de las interacciones electrostáticas e hidrofóbicas, la unión se 

produce de forma espontánea. No obstante, esta vía de bioconjugación presenta 

algunas limitaciones relacionados con la orientación aleatoria con la que se produce la 

unión, la fuerza de enlace dependiente del pH o la posibilidad de que otras moléculas 

reemplacen a la marca por presentar mayor fuerza de interacción, entre otras. Estos 

inconvenientes no aplican en el caso de la interacción avidina-biotina y las estrategias 

basadas en la unión covalente. Sin embargo, presentan otras limitaciones como una 

pobre eficiencia en la síntesis del bioconjugado o una distribución heterogénea de la 

marca, para lo que podría recurrirse a los métodos Click Chemistry y así garantizar el 

control de la orientación¡Error! Marcador no definido..  

 

3.5. Aplicaciones (bio)analíticas 

 

Cuando comenzaron a desarrollarse sensores basados en el uso de marcas 

fluorescentes para la detección de moléculas o iones metálicos, los fluoróforos 

orgánicos fueron los primeros en ser utilizados para su detección espectroscópica. Estos 

eran fácilmente bioconjugables a través de sus grupos funcionales a péptidos o ácidos 

nucleicos. No obstante, presentaban ciertos inconvenientes como una escasa 

estabilidad de emisión (photobeaching) limitando, por ejemplo, la sensibilidad de los 

análisis realizados a tiempos prolongados en células¡Error! Marcador no definido..  

 

 Posteriormente, el desarrollo de nanomateriales, como los QDs, fue desplazando 

a estas moléculas orgánicas para su utilización en la detección óptica. Estos presentaban 
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un tamaño pequeño (2 a 10 nm), eran más estables en su emisión y exhibían un alto 

rendimiento cuántico. Frente a estas ventajas debe destacarse el hecho de que en la 

composición del núcleo de los QDs puede haber metales pesados tóxicos (como Cd), lo 

que limita biocompatilidad y, por tanto, su uso. Es en este punto, donde los MNCs 

comenzaron a atraer la atención de diversas áreas de investigación debido a que 

comparten la característica de presentarse como nanomateriales de tamaño reducido 

(al igual que los QDs) pero además presentar toda una serie de propiedades ópticas 

únicas y moldeables ya descritas en esta memoria. Por ello, son múltiples las 

aplicaciones en las que se han utilizado a lo largo de los años, muchas de ellas 

englobadas dentro de la biomedicina y la química analítica¡Error! Marcador no definido..  

 

En lo que respecta a los MNCs, su uso como marcas con posterior detección 

mediante ICP-MS, ha dado como resultado el análisis y cuantificación de biomoléculas 

con una mayor sensibilidad que la normalmente alcanzada mediante métodos 

fluorimétricos. Esto se debe a que, con el aumento del número de átomos metálicos 

presentes en la marca, la señal en el ICP-MS se ve aumentada (por ejemplo, el promedio 

de átomos de oro dentro de un AuNC puede estar entorno a 579137), alcándose con los 

MNCs valores de sensibilidad excelentes (ng.g-1) 138.  
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3.5.1. Aplicaciones basadas en medidas de fluorescencia 

 
§ Sensores de iones metálicos y de moléculas pequeñas 

 
 Son numerosos los trabajos de investigación en los que se emplean que 

NCs de metales como Cu, Ag, Au para la detección de iones metálicos, por ejemplo, Hg2+, 

Fe3+, Cr3+, Cu2+139,140,141. Las metodologías analíticas desarrolladas en estos casos suelen 

basarse en la medida de la desactivación de emisión fluorescente (‘’quenching’’), la cual 

depende de la interacción entre el ion metálico a detectar y el nanoclúster. A modo de 

ejemplo, Zhang et al.¡Error! Marcador no definido.  llevó a cabo la determinación de de cromo, 

en concreto Cr (VI) en muestras medioambientales por los efectos cancerígenos que 

presenta en el ser humano. Mediante el uso de AgNCs-PEI, se pudo correlacionar y 

determinar la concentración de Cr (VI) en función de la desactivación fluorescente que 

este provoca en los NCs, proorcionando una respuesta rápida y con buena sensibilidad 

(límite de detección de 0.04 nM). Concretamente, la señal fluorescente de los 

nanoclústeres decaía proporcionalmente con la cantidad de cromo presente en las 

muestras hasta llegar a concentraciones de 80 mM, momento a partir del cual 

prácticamente había ausencia de emisión. El origen del mecanismo de esta 

desactivación se atribuyó a la unión producida entre el cromo y las aminas nitrogenadas 

de polietilenimina presentes en los extremos que conformaban el AgNC. 

 

Menos frecuentes han sido las investigaciones relativas al quenching 

fluorescente. No obstante, Zhao et al.142  hace referencia a una vía para inhibir esa 

desactivación fluorescente utilizada como modelo de respuesta mediante el empleo de 

reacciones paralelas para enmascarar iones. De este modo, se ha descrito un método 

para determinar Fe3+, Cu2+ y Hg2+ en disolución basado en la activación y desactivación 

de emisión de los AuNCs. Cuando los tres iones están presentes en el medio, se 

observaba la desactivación rápida de la capacidad de emisión de los NCs. Si los iones de 

Fe3+ y Cu2+ son enmascarados con un agente complejante, EDTA y NH4F, se consiguió 

restaurar parcialmente la emisión. En cambio, se comprobó que al Hg2+ no le afectaba 

la presencia de estos quelatos en el medio, lo que permitía la adquisición de una 
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respuesta selectiva para este elemento, ya que en las condiciones menciondas sería el 

único que sufriría la desactivación fluorescente (Figura 12). 

 
Figura 12. Esquema basado en el mecanismo de encencido-apagado de la fluorescencia de los AuNCs para 
la detección de Fe3+, Cu2+ y Hg2+. A) Emisión fluorescente inicial de los AuNCs B) Desactivación de la 
fluorescencia al añadir los tres iones a detectar C) y D) enmascaramiento de Fe3+ Y Cu2+ con una 
recuperación parcial de la emisión E) Cambios producidos en la fluorescencia de los AuNCs debidos a la 
presencia de Hg2+. Figura modificada de la referencia ¡Error! Marcador no definido.. 

Mediante el uso de los MNCs, también se ha llevado a cabo la detección de 

aniones inorgánicos como el sulfuro, subproducto industrial que debido a su naturaleza 

tóxica puede ser utilizado como indicador de la calidad del agua. Otros aniones que por 

sus efectos nocivos han sido comúnmente objeto de estudio son el cianuro, el cual, 

puede conducir a la muerte en cuestión de minutos, incluso a concentraciones bajas 

debido al afecto depresor que provoca en el sistema nervioso central, y el nitrito, que al 

interaccionar con aminas y proteínas da lugar a N-nitrosaminas que pueden favorecer 

la aparición de cáncer143-145.   

Sumando a todas las aplicaciones de los NCs metálicos ya mencionadas, cabe 

añadir además el poder de detección de biomoléculas pequeñas, las cuales tienen un 

papel crucial en la regulación del metabolismo celular y en los procesos bioquímicos. 

Por ejemplo, los nanoclústeres con ADN como ligandos en su estructura han sido 

comúnmente utilizados para la determinación moléculas pequeñas tales como cisteína 

(Cys), dopamina o ácido ascórbico, debido a la biocompatibilidad y estabilidad que 

normalmente presentan. Como ejemplo, mencionar un ensayo llevado a cabo por Wen 

et. al.¡Error! Marcador no definido., en el que se utilizaron dos tipos de hebras diferentes de ADN 
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para la síntesis de AgNCs y posteriormente desarrollar un método analítico basado en la 

medida de desactivación de la señal emitida por los AgNCs para detectar 

específicamente ácido ascórbico, cisteína y dopamina. 

 

§ Sensores para proteínas y ácidos nucleicos 

 

Los NCs metálicos también han sido empleados como fluoróforos para 

desarrollar bioensayos en el reconocimiento específico de proteínas¡Error! Marcador no 

definido., y ácidos nucleicos146,147.Por ejemplo, se ha llevado a cabo la determinación la 

proteína IgG empleando AuNCs a partir de la activación de su emisión fluorescente, con 

un límite de detección de 1,5 pg.mL-1 148. También se han utilizado este tipo de NCs para 

la detección altamente sensible de hemoglobina: Yang et al. 149  han esarrollado un 

sensor un sensor para la detección de hemoglobina basado en un mecanismo de 

desactivación de la fluorescencia de la nanopartícula, es decir,  la disminución de señal 

emitida por parte de la marca metálica es proporcional a la cantidad de hemoglobina 

presente en la muestra, alcanzándose un límite de detección de 0.36 nM.  

 

§ Bio-imaging fluorescente 

 

Con el objeto de alcanzaruna mayor comprensión de los complejos procesos que 

ocurren tanto a nivel celular como subcelular, los NCs metálicos también han sido 

utilizados en el imaging de sistemas biológicos (cultivos celulares). Frente a las 

prestaciones que ofrecen otras técnicas, el imaging fluorescente además de permitir 

llevar a cabo una detección múltiple, destaca por su gran sensibilidad y el bajo coste que 

supone. Esta técnica está condicionada por las propiedades que presenten las sondas 

fluorescentes utilizadas para el marcaje celular en cuanto a su biocompatibilidad, 

especificidad y estabilidad¡Error! Marcador no definido... La aplicación de los NCs metálicos a 

sistemas biológicos permite obtener información útil acerca de su eficacia de 

penetración a través de las membranas celulares y permite observar con claridad su 

distribución y localización una vez que los MNCs han sido internalizados por las células. 

Los ensayos basados en la permeabilidad celular resultan necesarios debido a que, 



  INTRODUCCIÓN 

 35 

idealmente, las membranas están diseñadas para hacer de barreras protectoras y 

restringir el paso de moléculas extrañas. En este contexto, Das y colaboradores¡Error! 

Marcador no definido. , emplearon CuNCs-GSH para investigar su localización en tres líneas 

celulares tumorales. Mediante microscopía confocal fue posible su localización en las 

membranas nucleares. La posición que adoptaron los nanoclústeres no era aleatoria, 

sino que se atribuyó al reconocimiento del glutatión (en el MNCs) por parte de proteínas 

específicas presentes en las membranas del núcleo (Figura 13). 

 
Figura 13. Imágenes obtenidas por microscopía confocal de la localización a nivel subcelular de los CuNCs 
en tres líneas celulares distintas (MDAMB-231, A549 y HeLa). El marcaje de las células se presenta en color 
verde para lo cual se utilizó el fluoróforo CMFDA (diacetato de 5-clorometilfluoresceina). Imagen 
modificada de la referencia ¡Error! Marcador no definido.. 

 

Dentro de los estudios llevados a cabo en cultivos célulares, es habitual el uso de 

nanoclústeres de emisión fluorescente en la región del infrarrojo cercano (NIR). Esto es 

debido a que este tipo de NCs muestran interferencias mínimas con la autofluorescencia 

exhibida por las moléculas biológicas presentes en las células. Por ejemplo, en un 
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estudio realizado en ratones y basado en la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica (BHE) a fármacos empleados en el tratamiento de enfermedades 

neurodegenativas se utilizaron AuNCs-GSH de emisión fluorescente a 740 nm como 

biomarcas. Para agilizar la entrada al cerebro de los AuNCs, se bioconjugaron a L-dopa, 

una molécula para la que existen receptores específicos en el cerebro. Los AuNCs fueron 

inyectados en los ratones vivos para observar a tiempo real la eficacia de penetración 

de la marca fluorescente en el cerebro, lo que se conoce como imaging in vivo. 

Finalmente, se comprobó como la señal de emisión se encontraba focalizada 

concretamente en la parte cerebral del animal. Este hecho fue atribuido a la presencia 

de receptores específicos para L-dopa a ambos lados de las membranas cerebrales del 

animal. En base a toda la información suministrada por este estudio, se muestra 

claramente el potencial que poseen los de los NCs con grupos funcionales como marcas 

fluorescentes, así como su potencial para el diagnóstico temprano de enfermedades150. 

 

Por último, otro aspecto a reseñar es la posible toxicidad que pueden presentar 

los NCs metálicos de cara a su viabilidad a nivel celular y subcelular, de hecho, es habitual 

el uso de las nanopartículas de plata como eficaces agentes antibacterianos151,152. Esto, 

unido al hecho del menor tamaño que poseen se cree que los AgNCs podrían llegar a 

tener incluso mayor capacidad antibacteriana que las nanopartículas. En este sentido, 

Shitomi et al.153 evaluaronel comportamiento de los AgNCs en células de fibroblastos, 

observando niveles mínimos de toxicidad. No obstante, en una investigación llevada a 

cabo a nivel subcelular se puso de manifiesto cómo los AgNCs contribuyen a la 

disfunción mitocondrial, lo que podría estar relacionada con la aparición de 

enfermedades como Alzheimer o Parkinson154. 

 

Además de las aplicaciones de los NCs mencionadas hasta ahora también han 

comenzado a ser utilizados en el estudio de biomoléculas y elementos empleando 

técnicas basadas en espectrometría de masas. Estas técnicas y sus aplicaciones 

correspondientes de abordan a continuación.  
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4. Espectrometría de masas con fuente de plasma de 

acoplamiento inductivo (ICP-MS) 

 

La espectrometría de masas (MS) es una técnica analítica altamente sensible, 

precisa y versátil que ha sido utilizada en infinidad de áreas científicas, tales como 

geología, medicina, farmacia, química o física. Permite obtener información acerca de 

las masas de átomos y moléculas presentes en una muestra a partir de la conversión de 

estos en iones cargados. De este modo, el análisis mediante espectrometría de masas 

comienza con una etapa de ionización de los analitos contenidos en la muestra 

(moléculas o átomos). Posteriormente, los iones generados son separados en función 

de la relación masa-carga y detectados, obteniéndose un espectro de masas 

característico155.  

 

Los equipos de MS generalmente están compuestos por un sistema de 

introducción, una fuente de ionización, un analizador de masas y un detector. En función 

del tipo de iones (moleculares o atómicos) que se generen en la fuente de ionización, 

así como el tipo de información obtenida, se puede distinguir entre MS elemental o 

molecular.  

  

4.1. Instrumentación para ICP-MS   

 

§ Fuente de ionización de plasma de acoplamiento inductivo 

 

Una de las fuentes de ionización empleadas en MS elemental es el plasma de 

acoplamiento inductivo (ICP). Es un tipo de fuente de ionización fuerte, ya que tiene la 

energía suficiente como para atomizar e ionizar. Se compone de una antorcha, que es 

una pieza de cuarzo con tres tubos concéntricos a través de los que circulan distintos 

flujos de Ar a presión atmosférica. Entre los tubos exterior e intermedio circula una 

corriente de Ar de ~15 L min-1 (gas plasmógeno), que da lugar a la generación del plasma 

y se encarga de refrigerar la antorcha. Por el tubo intermedio pasa un gas auxiliar (flujo 

de ~1 L min-1) y permite modificar la posición del plasma en torno a los conos de 
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muestreo. Finalmente, la muestra es transportada en forma de aerosol mediante un 

tercer flujo de gas (gas nebulizador/portador) de ~1 L min-1. Una bobina de inducción de 

Cu rodea la cabeza de la antorcha y se encuentra conectada a un generador de 

radiofrecuencias que aplica una corriente oscilante entre 750-1500 W/27-40 MHz, 

creando campos eléctricos y magnéticos156. 

 
Figura 14. Representación esquemática de la antorcha de un ICP. Figura modificada de la referencia 157 

 
§ Sistema de introducción  

 

 Para el análisis de muestras líquidas mediante ICP-MS, la muestra o parte de ella 

es introducida en forma de aerosol para ser posteriormente ionizado en el plasma. Para 

la generación de dicho aerosol se emplea un nebulizador, encargado de producir un 

aerosol fino de la muestra y una cámara de nebulización, cuya función es limitar la 

entrada de gotas pesadas hacia el plasma. Los nebulizadores convencionales operan a 

flujos entre 0,5 – 2 mL. min-1. Por lo tanto, para el análisis de muestras de pequeño 

volumen, otras vías de introducción de la muestra pueden ser consideradas, como el 

uso de micronebulizadores de flujo por debajo de 0,2 mL.min-1, que permiten una mayor 

eficiencia en el transporte del analito con respecto a los convencionales o los sistemas 
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de consumo total de muestra, que permiten alcanzar un porcentaje cercano al 100 % en 

la eficiencia de transporte de muestra158,159. Por otra parte, la ablación láser-ICP-MS, 

que se desarrollará en profundidad en apartados posteriores, también se presenta como 

una técnica alternativa a la nebulización convencional en la que se parte de la muestra 

en estado sólido.  

 
 

§ Interfase 

 

La función de la interfase es el transporte eficiente de los iones generados en el 

plasma, que se encuentran a presión atmosférica, hasta el analizador de masas, que está 

en condiciones de alto vacío. La interfase, constituida por los conos de extracción y 

muestreo (1-2 torr), se encarga de extraer una porción representativa del haz de iones. 

Tras la generación de los iones en el plasma, estos atraviesan el primer cono, 

denominado de muestreo o sampler, con un orificio de diámetro interno entre 0,8 -1,2 

mm. Tras el sampler, la presión disminuye hasta 1 mbar por la acción de una bomba 

rotatoria de alta capacidad, con la consecuente expansión adibática que conserva la 

composición iónica del plasma y enfría el gas. Posteriormente, el haz de iones se 

transmite a través de un segundo cono, denominado separador o skimmer, que 

presenta un orificio más reducido (diámetro interno 0,4-0,8 mm). El skimmer da paso a 

la zona de alto vacío del MS, donde las condiciones de alto vacío se mantienen por la 

acción de bombas turbomoleculares. El material de estos conos es normalmente Ni, 

pero también pueden presentar en su composición Pt.160  

 

§ Lentes ópticas 

 

Entre el skimmer y el analizador de masas se sitúan las lentes ópticas, cuya 

función es extraer y enfocar los iones, así como desechar las partículas indeseadas 

producidas en el plasma (especies neutras y fotones).  
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§ Analizador de masas 

 

En el analizador de masas tiene lugar la separación de los iones en base a su la 

relación masa-carga (m/z).Los distintos analizadores de masas disponinles se 

diferencian en función de  una serie de factores como son la exactitud, la precisión, la 

sensibilidad, la velocidad de barrido, el rango de masa o la resolución de masas 

(habilidad para separar dos iones que disponen de m/z próximas): 

 

- Cuadrupolos, instalados en el 90 % de los ICP-MS comerciales. Constan de 

cuatro barras metálicas cilíndricas o hiperbólicas de la misma longitud y 

diámetro (ver Figura 15). Estas barras son de acero inoxidable o molibdeno y 

en ocasiones pueden tener un recubrimiento de cerámica anticorrosión. La 

disposición que mantienen entre ellas es paralela y se encuentran colocadas 

de forma equidistante a un eje central imaginario. Cada pareja de barras 

opuestas constituye dos pares de electrodos estando conectadas entre sí. Un 

campo de corriente continua (DC) y otro de corriente alterna (CA) de 

radiofrecuencia (RF) se aplican sobre cada par de barras. Así, para una 

combinación dada de CA/CC solo los iones con una m/z específica tendrán 

una trayectoria estable a través de las barras del cuadrupolo, actuando por 

tanto como un filtro de masas. El resto de los iones se desvían, colisionando 

con la superficie del cuadrupolo al perder su trayectoria. El poder de 

resolución de estos equipos es limitado (300 – 400), siendo un analizador de 

tipo secuencial161. 
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Figura 15. Representación de un analizador de masas de tipo cuadrupolo. Figura adaptada de la referencia 
162 

- Sector magnético de doble enfoque, alcanza un poder de resolución de hasta 

10000. Esta variedad de analizadores de masas puede presentar dos clases 

de configuraciones según sean de geometría de Nier-Johnson estándar o 

invertida. En ambos casos, se compone de un campo electromagnético 

(sector magnético) y otro electrostático (sector electroestático). Así, el sector 

electrostático se posiciona antes del magnético cuando la configuración es 

estándar. En cambio, para la configuración invertida, este sector se localizaría 

después del magnético (Figura 16). Asimismo, a la entrada y salida del 

analizador de masas se encuentran colocadas unas rendijas que determinan 

el poder de resolución en función de la modificación de su anchura. De este 

modo, se pueden distinguir entre tres rangos de resolución baja (~300), 

media (~4000) o alta (~10000)¡Error! Marcador no definido. . 
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Figura 16. Esquema de las diferentes partes dentro de un analizador de sector magnético de doble 
enfoque. Figura adaptada de la referencia 163. 

 

Debido al campo magnético, se produce la focalización de los iones en la rendija 

de entrada, mientras que el campo electrostático focaliza los iones hacia la rendija de 

salida, donde se encuentra situado el detector. En base a la resolución escogida, los 

iones con una determinada m/z atravesarán la rendija de salida.  

 

Cabe mencionar que la configuración de tipo invertida es principalmente aquella 

que se utiliza para detecciones simples. De esta forma, es posible analizar elementos 

traza con buena resolución y sensibilidad. En cambio, cuando se pretende llevar a cabo 

la medida de relaciones isotópicas con alta precisión, la configuración más adecuada en 

ese caso es la directa. Este tipo de configuración está presente en los instrumentos ICP-

MS de tipo multicolector (MC-ICP-MS), instrumentos en lo que se emplean copas de 

Faraday para la detección simultánea de los isótopos seleccionados.  

 

- Analizador de masa tipo tiempo de vuelo (TOF). Los iones en este tipo de 

analizador se separan por su relación m/z a lo largo del tiempo, de tal forma 

que los iones llegan al detector a diferentes tiempos. Aunque, en cuanto a 

sensibilidad, no ofrecen características al mismo nivel que los analizadores 
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de tipo cuadrupolo o sector magnético, estos están dotados de un intervalo 

de masas ilimitado y rapidez de adquisión (cuasi-simultáneos). De este modo, 

suelen ser empleados para una misma muestra en la determinación de un 

gran número de analitos164.  

 
Figura 17. Principales componentes dentro de un analizador de masas de tipo tiempo de vuelo (TOF). 
Figura adaptada de la referencia 165 

 

 
A pesar de todas las ventajas que presenta como técnica analítica, una de las 

limitaciones que condicionan el análisis por ICP-MS está vinculada a las interferencias 

espectrales (isobáricas, iones doblemente cargados o iones poliatómicos) que no 

pueden ser resueltas a bajas resoluciones. De hecho, para la resolución de interferencias 

isobáricas (cuando dos isótopos de distintos elementos comparten masa nominal) se 

requiere de resoluciones muy altas que ningún instrumento puede alcanzar. No 

obstante, existen ciertas estrategias para minimizar estos efectos, como el uso de un 

plasma frío, consistente en reducir la potenciade radiofrecuencia aplicada a la vez que 

se aumenta el flujo de gas para ayudan a disminuir los solapamientos poliatómicos en 

elementos con baja energía de ionización, como Mg, Fe, Ca o K¡Error! Marcador no definido..  

 

Así mismo, la contribución de especies interferentes puede reducirse mediante 

el uso de analizadores de masa de sector magnético de alta resolución. No obstante, los 
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analizadores de masas de tipo cuadrupolo pueden llevar las denominadas celdas de 

colisión/reacción, siendo posible la reducción de interferencias   mediante el uso de un 

gas adicional que colisiona con las especies interferentes o reacciona con ellas (He, H2 o 

O2, por ejemplo). Un diseño innovador respecto a mejoras en este último tipo de 

analizadores es el uso de analizadores de triple cuadrupolo (QQQ), donde se sitúa una 

celda de colisión entre dos cuadrupolos. De este modo, se filtra la relación m/z de interés 

(primer cuadrupolo) y los iones pasan a la celda de colisión/reacción donde tiene lugar 

la reacción del elemento de interés para dar una especie diferente. Finalmente, se 

selecciona la m/z de interés correspondiente al analito (si lo que reaccionó en la celda 

es el interferente) o un producto de la reacción del analito (segundo cuadrupolo). 

Aunque menos frecuente, cabe mencionar que en algunos ICP-MS de tipo multicolector 

se han incorporado celdas de colisión/reacción para la reducción de interferencias. 166 

 

§ Detectores 

 

Copas de Faraday. Son como su propio nombre indica copas o cilindros de metal 

que, a través de una resistencia, se conectan a una toma de tierra. Los iones, una vez en 

el interior de las copas, aceptan o donan electrones al colisionar con las paredes, de tal 

forma que quedan neutralizados. Este proceso se manifiesta como una corriente a 

través de la resistencia, que posteriormente es amplificada y detectada, pudiendo 

determinarse la abundancia de los iones. Estos detectores se caracterizan por una alta 

precisión en la respuesta al ser independientes de la velocidad, la masa y la energía de 

los iones. No obstante, a pesar de que estas características hacen que resulten ideales 

para llevar a cabo medidas de relaciones isotópicas, también es necesario tener en 

cuenta que disponen de tiempos de respuesta lentos y baja sensibilidad. Este tipo de 

detectores son los en los equipos MC-ICP-MS. 
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Figura 18. Representación de un detector de copa de Faraday. 

 

 

Multiplicador de electrones secundarios (SEM). Es uno de los detectores de 

iones más comunes en equipos con analizadores de tipo cuadrupolo y sector magnético 

de doble enfoque. La detección tiene lugar mediante el uso de una serie de dínodos, 

que se encuentran a potenciales más altos que aquellos que los preceden. Tal y como 

puede verse en la Figura 19, al colisionar un catión procedente del plasma contra estos 

dínodos, los iones desencadenan la emisión en cadena de electrones. Este proceso 

continúa, creándose una cascada amplificada de electrones a lo largo de los sucesivos 

dínodos. La amplificación de corriente puede ser de hasta 107 electrones por cada ion 

incidente, para aquellos multiplicadores que cuenta con al menos 20 dínodos167.  

 

 
Figura 19. Esquema de un detector multiplicador de electrones secundarios. 
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4.2. Aplicaciones  

4.2.1. Con nebulización convencional 

 

4.2.1.1. Análisis elemental 

 

Los bajos límites de detección (de ng. g-1 a pg. g-1) que pueden alcanzarse con el análisis 

por ICP-MSjunto con la capacidad de desarrollar análisis multielemental e isotópico y el 

amplio rango dinámico lineal que presenta, hacen que esta técnica haya sido 

ampliamente utilizada en multitud de aplicaciones de distintas áreas científicas. A 

continuación, se mencionan algunas aplicaciones recientes en lo que se refiere al área 

de la bioanalítica: 

 

§ Caracterización de nanopartículas  

 

Al acoplar técnicas de separación como fraccionamiento por flujo de campo (FFF) 

o otra modalidad denominada de campo asimétrico (AF4) a ICP-MS, es posible 

caracterizar nanoestructuras de distintos tamaños en matrices complejas 168 o también, 

evaluar poblaciones con diferentes ratios entre una nanopartícula o quantum dots (QDs) 

frente a un anticuerpo tras el proceso de bioconjugación169. 

 

§ Cuantificación absoluta de proteínas  

 

La determinación de concentraciones exactas resulta crítica para el 

descubrimiento de biomarcadores y su aplicación al seguimiento de patologías. A modo 

de ejemplo, estudios recientes recogen la capacidad del ICP-MS para la cuantificación 

absoluta de proteínas a partir de la medida de S170,171. 

 

§ Determinación y cuantificación de moléculas en células individuales  

 

La técnica de análisis por single-cell (SC) es una de las estrategias que ha 

comenzado a recibir gran interés es el estudio de la celula a nivel individual. Acoplada al 
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ICP-MS, se presenta como una herramienta útil y versátil para analizar el contenido 

metálico o evaluar la incorporación de fármacos y nanopartículas a nivel celular172.En 

este contexto, Corte et al.173, ha llevado a cabo la cuantificación de un receptor de la 

transferrina (TfR1) que es determinante en la homeostasis de Fe, empleando 

anticuerpos marcados con un polímero de complejos (MAXPAR) y posterior análisis por 

sc-ICP-MS. Más recientemente, mediante sc-ICP-MS se ha determinado de forma 

secuencial dos proteínas citosólicas, MT2A Y apolipoproteína E (APOE), en células 

individuales de EPR mediante el uso de NCs de oro como biomarcadores. De este modo, 

se pudo evaluar una posible sobreexpresión de ambas proteínas al someter las células 

a un tratamiento inflamatorio con interleucina-1𝜶174.	

 

§ Análisis elemental e isotópico en muestras biológicas  

 

El análisis de fluidos biológicos mediante ICP-MS permite determinar niveles 

traza y ultratraza de una gran variedad de elementos con resultados altamente 

fiables175. En el cuerpo humano existe un control homeóstatico que ha de ser mantenido 

para el correcto funcionamiento de este. Elementos tales como metales como Na, K, 

Mg, Ca, Fe, Mn, Co, Cu, Zn y Mo son esenciales para el ser humano y sus niveles han de 

ser adecuados en el organismo176. Por tanto, la alteración del equilibrio de estos metales 

suele asociado a un metabolismo anormal del organismo, es decir, la aparición y 

progresión de patologías 177 . En este sentido, y tal y como ya se ha mencionado 

anteriormente, suero y sangre son fluidos ampliamente utilizadas como objeto de 

estudio178 - 180 . Así mismo, y aunque aún en escasa medida, se están empezando a 

emplear fluidos biológicos menos comunes tales como  el fluido lagrimal¡Error! Marcador no 

definido. o humor acuoso¡Error! Marcador no definido.  siendo particularmente interesantes 

aquellos que pueden ser muestreados sin involucrar instrumentos que rompen la piel o 

que penetran físicamente en el cuerpo.  

 

4.2.1.2. Medida de relaciones isotópicas mediante MC-ICP-MS 

 
Dentro de un elemento, su núcleo se encuentra constituido por protones y 

neutrones. El número de protones, que además coincide con el número de electrones a 
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su alrededor, condiciona las propiedades de dicho elemento. Los átomos que presentan 

distinto número de neutrones y que pertenecen al mismo elemento se conocen como 

isótopos. Las pequeñas diferencias en masa existentes para los isótopos de un mismo 

elemento hacen que estos pueden dar lugar a diferencias en cuanto a su reactividad lo 

que se reflejará en pequeñas variaciones de la composición isotópica (‰ o ‱) 

respecto de la abundancia natural. Estas diferencias pueden ser medidas mediante 

Espectrometría de masas de ionización térmica (TIMS) y MC-ICP-MS.  

  

 Los isotópos pueden ser clasificados como estables o inestables, es decir, 

radiactivos. De forma general, se considera que en la naturaleza la composición 

isotópica de los elementos permanece inalterada. De hecho, cuando tuvo lugar la 

creación del universo, los isótopos formados en ese momento pasaron posteriormente 

a sufrir un proceso de decaimiento hacia la forma de isótopos estables. A pesar de este 

hecho, en la naturaleza aún es posible encontrar isótopos radioactivos que no han 

sufrido este decaimiento en su totalidad. Es así por ejemplo el caso de U o Th, que, tras 

una serie de desintegraciones de tipo alfa y beta, tiene lugar su decaimiento enisótopos 

estables de Pb (concretamente 235U, 238U y 232Th pasan respectivamente a 207Pb, 206Pb y 
208Pb). Esto se traduce en que el plomo en la naturaleza no presenta una composición 

isotópica constante y está condicionado por el origen del material del que procede, lo 

que resulta muy útil para estudios arqueológicos y medioambientales181.  

 

Si bien los cambios de masa entre isótopos de un mismo elemento no implicarían 

un comportamiento químico diferente, sí que existe una ligera diferencia en la eficacia 

con la que los isótopos participan en los procesos físicos y bioquímicos. Así, desde el 

punto de vista cinético, los isótopos de un mismo elemento pueden exhibir distintas 

velocidades a la hora de participar en procesos o reacciones y, también, pueden 

apreciarse pequeñas diferencias en el equilibrio alcanzado por cada molécula isotópica 

en términos termodinámicos. Todos estos fenómenos conllevan a un fraccionamiento 

isotópico. En concreto, entre dos isótopos de un mismo elemento, aquel que sea más 

ligero en masa, reaccionará más rápido (efecto cinético) y en cambio, el más pesado 

mostrará tendencia a permanecer estable (efecto termodinámico). Así, para elementos 

ligeros como H, C, N, O y S, los fenómenos de fraccionamiento isotópico han sido 
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ampliamente estudiados ya que los efectos son más notables. En cambio, el 

fraccionamiento isotópico es menor en el caso de los elementos más pesados y por 

tanto más difícilmente medible. No obstante, los avances actuales alcanzados en los 

espectrómetros de masas en términos de precisión han permitido llevar a cabo la 

medida del fraccionamiento isotópico, incluso para elementos tan pesados como el U182.  

 

Si bien originalmente la mayor parte de las aplicaciones para MC-ICP-MS 

incluyen el campo geológico183,184, arqueológico185  y medioambiental186, en la última 

década son muchos los estudios que se han venido realizando dentro de un contexto 

clínico o biomédico. Al igual que para el análisis elemental, la mayor parte de ellos se 

han centrado en el análisis de suero/sangre focalizándose además en la medida de la 

composición isotópica de tres elementos esenciales fundamentalmente, Fe, Cu y Zn187-

189. Debido a la baja sensibilidad caracteriza a las copas de Faraday, su extensión a otras 

muestras biológicas ya sea muestras de las que se dispone de pequeño volumen y/o 

contiene bajas concentraciones de analito ha sido limitada en sus inicios. Sin embargo, 

El uso de sistemas de desolvatación de aerosoles, interfases de alta eficiencia, 

amplificadores para las copas de Faraday con una mayor ganancia (1013 Ω con respecto 

a los 1011Ω convencionales) ha demostrado mejorar la sensibilidad de este 

instrumento 190 , 191  y favorecer la apicabilidad de esta técnica más allá del suero 

sanguíneo. No obstante, a pesar del reciente interés por aplicación de esta técnica al 

análisis de muestras biológicas, cabe mencionar que la técnica de MC-ICP-MS ha sido en 

su mayoría aplicada en otras áreas como la geología, la arqueología o en ciencias 

medioambientales.  

 

Adicionalmente, a la medida de las relaciones isotópicas mediante MC-ICP-MS, 

se ha mencionado ya que el TIMS ha sido ampliamento utilizada, ya que, a pesar de 

requiere procedimientos preparación de muestra extensos y largos tiempos de medida, 

ofrece una elevada precisión y exactitud. El MC-ICP-MS es posterior al TIMS, y surgió 

como una alternativa para elementos con un potencial de ionización por encima de 7,5 

eV que no pueden ser analizados mediante TIMS. Además, el MC-ICP-MS destacapor la 

posibilidad de trabajar en media y alta resolución de masa, la simplicidad y robustez 

para la introducción de muestra, la obtención de picos con forma de meseta plana que 
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favorecen la obtención de medidas con alta precisión. Como contrapartida, la precisión 

es limitada (0,2-0,5 %) debido a efectos de discriminación de masas y que serán tratados 

a continuación. Por último, cabe mencionar que la ablación láser (ver sección siguiente) 

ha sido acoplada al MC-ICP-MS para el análisis directo de sólidos192.  

 

§ Efectos de discriminación de masas 

 

Al llevar a cabo el análisis de isótopos por MC-ICP-MS, las relaciones isotópicas 

medidas pueden desviarse de sus valores teóricos en hasta un 25 % (para Li). La 

explicación de este fenómeno se desconoce aún, aunque se cree que está relacionada 

con la expansión supersónica de los iones que atraviesan el cono de muestreo (sampler 

cone) y, también, aquellos efectos espacio-carga que se dan en el cono de extracción 

(skimmer cone) como por ejemplo la repulsión existente entre iones cargados 

positivamente y moviéndose a la misma velocidad. En ambos casos, estos dos factores 

favorecen la transmisión de los iones más pesados y, por tanto, las relaciones isotópicas 

medidas tendrán asociadas una desviación que habrá de ser corregida para la obtención 

de medidas precisas.  

 

Otro factor crítico es la necesidad de separar el analito de la matriz de la muestra, 

para evitar interferencias y además reducir efectos de discriminación de masas. Así, para 

llevar a cabo la extracción del analito de la matriz de la muestra se suele recurrir aa la 

cromatografía en columnas abiertas, empleándose resinas de intercambio iónicoEs 

importante, que el grado de recuperación del analito tras la extracción sea cuantitativo, 

si no fuese el caso habría que evaluar si hay fraccionamiento isotópico en la columna de 

separación.  

 

 Asimismo, se pueden emplear sistemas de desolvatación o la medida en media 

o alta resolución (con la consiguiente reducción de sensibilidad). No obstante, no se 

consigue la resolución total del pico correspondiente al analito respecto a la 

interferencia, pero si hay una región espectral donde se observa una especie de meseta 

(plateu) donde solo la señal procedente del analito tiene contribución (Figura 20). Este 

tipo de resolución se conoce bajo el nombre de pseudo-alta resolución. En ese punto, la 
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desviación de masa (mass bias) entre el valor real y el experimental, es reproducible y 

es posible aplicar métodos de corrección. 

 

 
Figura 20. Escaneo del pico para la medida de los isótopos de Ca con MC-ICP-MS a media resolución. Se 
indica la posición donde el 42Ca estaría libre de la interferencia ArH2

+.Figura adaptada de la referencia 193.  

 
§ Métodos de corrección de la discriminación de masas 

 

Los métodos utilizados para corregir la discriminación de masas se pueden 

clasificar en aquellos en los que: (i) la medida y la especie utilizada para calibrar isótopos 

de un mismo elemento o o (ii) si la medida para muestra y patrón empleado en la 

corrección se hacen conjuntamente (corrección interna) o de manera independiente 

empleada para la corrección (corrección externa). La Tabla 1 recoge a modo de ejemplo 

estrategias para la corrección del efecto de discriminación de masas del estroncio.  

 

Tabla 1. Ejemplo de estrategias para la calibración de la relación 87Sr/86Sr en espectrometría de masas. 

 Intra-elemental  Inter-elemental 

Corrección interna Corrección interna Sr-Sr  

Doble spike (88Sr/84Sr) 

Zr-Sr, modelo exponencial 

Zr-Sr, modelo de regresión  

Corrección externa  Calibración gravimétrica Bracketing Zr/Sr 

 

 

Señal

Posición de 
medida

Masa (uma)
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§ Calibración externa gravimétrica. Se emplean mezclas de isótopos de alta 

pureza para la calibración del espectrómetro de masas. Al ser medidos 

secuencialmente la muestra y el patrón de calibración, es crucial la estabilidad 

del instrumento y la coincidencia de matrices (matrix matching).  

 

§ Corrección externa por bracketing (inter-elemento). Es una vía de corrección 

muy comúnmente utilizada en MC-ICP-MS por su simplicidad.  Únicamente se 

utiliza un patrón de analito del mismo elemento que se mide en una secuencia 

tipo patrón-muestra-patrón. Es fundamental que el efecto de discriminación de 

masas sea el mismo para el patrón y para la muestra y que la señal medida para 

el analito y el patrón en el instrumento sea igual (misma concentración)194. 

 

Así, para una muestra dada, la relación isotópica se calcularía como la diferencia 

entre la relación isotópica absoluta de la muestra y la de un estándar, medido este antes 

y después de la muestra. Esta relación isotópica es nombrada mediante el símbolo de 

delta, δ, y estaría expresada en tanto por mil (‰) (Ecuación 1).  

 

𝛿!! "⁄ 𝐶𝑎 = (
$%&!! "⁄ '$%&'()*($%&

!! "⁄ '&'(á,-*)
$%&!! "⁄ '&'(á,-*)

) × 1000 (Ecuación 1) 

 

§ Corrección interna mediante doble spike. Se añaden y mezclan cantidades 

conocidas de un elemento enriquecido en dos isótopos (doble spike) a una 

muestra que contiene dicho elemento a analizar. Resulta necesario conocer la 

composición isotópica del doble spike utilizado y que al menos cuatro o más 

isótopos se encuentren libres de interferencias195.  

 

§ Corrección interna (inter-elemento). Consiste en añadir un elemento distinto al 

analito. La corrección en este caso se puede hacer siguiendo tres rutas distintas: 

1) asumiendo que tanto la especie medida como la utilizada para calibrar se rigen 

por la misma discriminación de masas, aplicándose entonces un modelo de 

corrección exponencial. El modelo matemático más frecuente para corregir la 

discriminación de masas en esta situación es la ley exponencial de Russell196; 2) 
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mediante la aplicación de un modelo de regresión, en el que no se asume la 

misma discriminación de masas para analito y elemento añadido y se hace uso 

de la deriva obtenida en la medida de la relación isotópica de analito y patrón en 

el tiempo; y 3) se puede hacer uso de la relación isotópica de un patrón de anaito  

para corregir la relación isotópica  en la muestra 197. 

 

4.2.2. Ablación Láser acoplada a ICP-MS 
 

Actualmente, existe un gran interés por conocer la distribución elemental y 

molecular en los tejidos biológicos. Las técnicas de imaging por espectrometría de masas 

combinan la determinación de la distribución molecular y/o el análisis elemental. A tal 

fin, una de las técnicas más relevantes empleada en combinación con el ICP-MS, es la 

técnica de ablación láser (LA). LA-ICP-MS es una técnica sensible que como el ICP-MS 

permite analizar medidas de relaciones isotópicas y determinaciones multielementales 

en muestras sólidas incluyendo muestras biológicas. Concretamente, permite 

proporcionar información acerca de la distribución espacial de los elementos en las 

distintas capas de una estructura y lsudistribución elemental en secciones delgadas de 

tejidos. Además, es posible emplear anticuerpos marcados con marcas metálicas para 

detectar y cuantificar proteínas y que pueden medirse directamente en el tejido. La 

resolución espacial está entorno a las µm, pudiéndose alcanzar 1 µm o menos de 

resolución lateral. Además, el modo de introducción de la muestra es simple y no 

requiere de procedimientos complejos, por lo que factores como la pérdida de muestra 

o la aparición de contaminación, son mínimos198. 

 

En LA-ICP-MS, se emplea un haz laser focalizado (Nd:YAG, excímero) a partir del 

cual una muestra sólida es escaneada línea a línea. El procedimiento de ablación de la 

muestra se produce a partir de la incidencia de ese haz láser en un sólido que se 

encuentra en una cámara de ablación, de tal manera que una fina parte de la muestra 

queda ablacionada como partículas. Estas partículas como constituyentes de un aerosol 

son dirigidas al ICP mediante un gas inerte (Ar o mezcla de Ar y He). En el ICP, serán 

vaporizadas, atomizadas e ionizadas, para finalmente ser detectadas y analizadas en el 

espectrómetro de masas. Las intensidades de iones analito se registran frente al tiempo 
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a lo largo del escaneo láser y a partir de los datos obtenidos se obtienen imágenes 

bidimensionales.  En función del espectrómetro de masas utilizado, para esta técnica se 

podría establecer unos límites de detección de µg.g-1 – ng.g-1 199. 

 

Algunos aspectos críticos que resulta necesario optimizar para asegurar una 

correcta ablación y, en consecuencia, sensibilidad de la medida son, el diámetro del haz 

del láser, la frecuencia de repetición y la velocidad de barrido. Adicionalmente, la 

estequiometría o la cantidad del aerosol generado, el nivel de vaporización, atomización 

e ionización y la transmisión de los iones hacia el espectrómetro de masas, condicionan 

las características ofrecidas por LA-ICP-MS. Algunas fuentes de error claves en las 

medidas realizadas por LA-ICP-MS pueden achacarse a distintos procesos: el propio 

proceso de ablación láser, la generación del aerosol, el transporte del aerosol y la 

atomización e ionización del aerosol en el ICP.  

 

Cabe mencionar que la técnica de LA-ICP-MS presenta como desventajas las 

limitaciones impuestas por los efectos de matriz, fraccionamiento elementales e 

isotópicos o la escasez de materiales de referencia certificados para una gran cantidad 

de muestras. No obstante, es sabido que, mediante el uso de láseres de duración de 

pulso más corto (desde nanosegundos hasta femtosegundos) y longitudes de onda 

cortas (de IR a UV), podrían disminuirse notoriamente los efectos relacionados con el 

fraccionamiento. Asimismo, también es necesaria la utilización de patrones con 

matrices similares a la de la muestra para paliar los efectos de matriz.  

 

De forma general, un sistema de ablación láser consta de las siguientes partes 

(Figura 21) 200: 

§ Un láser que produzca un haz unidireccional de fotones con alta energía. 

§ Un sistema de liberación del haz láser mediante el cual se puede alterar el 

diámetro, forma y energía del haz y que focaliza hacia la superficie de la muestra. 

§ Una celda de ablación donde se produce la interacción entre la muestra y el haz.  

§ Un sistema de transporte hacia el ICP-MS del aerosol generado. 
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Figura 21. Esquema de un sistema de ablación láser. 

 

Como ya se ha expuesto anteriormente, para la determinación y especiación de 

elementos esenciales y/o ultratraza en todo tipo de muestras, la técnica de ICP-MS ha 

sido empleada con frecuencia. En el área biológica y biomédica, LA-ICP-MS se ha 

aplicado en la medida de elementos (isótopos) en todo tipo de tejidos biológicos, como, 

por ejemplo, cerebro 201 , 202 , hígado 203 , dientes 204  o huesos 205 . Esto se debe a sus 

excelentes características en cuanto a sensibilidad (µg. g-1), resolución espacial en el 

rango de µm, amplio rango dinámico y capacidad de llevar a cabo análisis 

multielemental y cuantitativos, entre otras.  

 

4.2.2.1. Bio-imaging elemental 

 

Además de las aplicaciones en distintos campos de la biología, medicina, dentro 

de estas el bioimaging de tejidos ha sido también aplicado al estudio de de 

enfermedades neurodegenerativas. Se sabe que elementos esenciales tales como por 

ejemplo Zn, Fe, Mn o Cu están implicados en la regulación de procesos metabólicos, 

regulación de expresión génica o la protección ante especies reactivas de oxígeno206. 

Determinar la distribución de estos elementos (y otros elementos) así como su 

concentración a lo largo de secciones de tejido puede aportar una valiosa información 

Gas portador

LÁSER

Cámara 
CCD

Lentes de
enfoque

Transporte de 
partículas hacia ICP-MS

Celda de ablaciónMuestra
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en cuanto al desarrollo y progresión de patologías neurodegenerativas: Alzheimer (AD), 

la enfermedad de Wilson, Parkinson, DMAE o glaucoma tal y como se comentó en la 

sección 4.2.1.1 (Análisis elemental)207.. 

 

Así, se ha observado que patologías neurodegenerativas, como el Alzheimer, 

estarían condicionadas por la interacción entre la proteína β-amiloide y la precursora 

amiloide con Fe, Cu y Zn. Liu et. al.208, evaluraron la distribución y los niveles de estos 

tres elementos en cerebros de ratones con Alzheimer y ratones control mediante LA-

ICP-MS. Como método de calibración para la obtención de valores cuantitativos exactos 

de los analitos, se emplearon patrones de gelatina dopados con los elementos de 

interés. Tal y como se puede ver en la Figura 22, donde se representa la señal obtenida 

mediante LA-ICP-MS para 13C, que debido a que C es el elemento más abundante en los 

patrones de gelatina, fue seleccionado como patrón interno, Fe, Cu y Zn en un ratón con 

Alzheimer y otro control, en la corteza cerebral de los ratones que presentaban 

Alzheimer se obtuvieron niveles superiores para los tres metales, siendo evidentes las 

diferencias con respecto al grupo control. 

 
Figura 22. Determinación de los niveles de Fe, Cu y Zn en secciones de tejido cerebral de ratón junto a la 
señal de 13C. A la izquierda representada la imagen para los ratones con AD y a la derecha los controles. 
Figura adaptada de la referencia ¡Error! Marcador no definido.. 

 

En otro estudio realizado en cortes de tejido ocular humano209, en el que se 

obtuvieron imágenes cuantitativas de la distribución de Zn a lo largo de la retina y del 

epitelio pigmentario retiniano (EPR), se observó una mayor acumulación de Zn en la 

región del EPR en comparación con la retina o la zona de la esclera. Asimismo, también 
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se determinó la distribución de Fe y Cu en estas regiones. En el caso del Cu, se encontró 

una distribución más homogénea a lo largo del tejido ocular, mientras que, en el caso 

del Fe, existieron resultados variables en función del donante analizado. Este estudio 

proporcionó información relevante en cuanto a la comprensión de los mecanismos que 

pueden condicionar enfermedades neurodegenerativas oculares como la DMAE.  

 

Así mismo, la metodología basada en dilución isotópica (IDA) con detección por 

espectrometría de masas permite realizar determinaciones de alta precisión y exactitud. 

Al añadir isótopos estables de forma artificial para producir un cambio en la abundancia 

isotópica de un elemento concreto, se facilita la vía para el seguimiento y mayor 

comprensión de los sistemas biológicos y las enfermedades. Así, el empleo de estas 

especies enriquecidas junto con el análisis mediante LA-ICP-MS, ha permitido cuantificar 

elementos en muestras biológicas homogéneas mediante el uso de especies 

enriquecidas isotópicamente 210.  

 

4.2.2.2. Bio-imaging isotópico 

El acoplamiento de LA con MC-ICP-MS tiene el potencial de convertirse en una 

importante herramienta en la determinación de relaciones isotópicas en muestras 

sólidas con resolución espacial. En comparación con la nebulización de convencional, 

con LA-MC-ICP-MS se puede obtener la composición elemental/isotópica in situ de una 

muestra sólida, con alta resolución espacial (µm) y mínimo consumo de muestra. 

Además, de esta forma se puede evitar los problemas derivados de la preparación de la 

muestra, como una digestión incompleta de algunos minerales o poca 

estabilidad/efecto memoria de algunos elementos en soluciones ácidas diluidas, así 

como la presencia interferencias derivadas de óxidos o hidruros211. Por contrario, los 

trabajo en los que se hace uso de esta combinación instrumental es muy limitada, 

probablemente porque la senbilidad intrínseca del MC-ICP-MS es inferior al ICP-MS y 

porque es necesario conseguir una mejor precisión de los resultados analíticos.  l 

 

Dentro del área biomédica, cabe destacar una aplicación en la que s se llevó a 

cabo un estudio basado en la medida de relaciones isotópicas de Cu, elemento cuyo 

metabolismo se encuentra directamente relacionado con la enfermedad de Wilson. En 
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este caso, se empleó un láser de fentosegundos acoplado a MC-ICP-MS para la medida 

de 65Cu/63Cu en orina (300 µL) depositada en un papel de filtro. Los resultados obtenidos 

mostraron que variaciones significativas en la composición isotópica de Cu para 

pacientes con la enfermedad pero que aún no habían sido sometidos a tratamiento con 

respecto a aquellos individuos a los que si se les había aplicado ya tratamiento. De 

hecho, la composición isotópica de cobre en los pacientes tratados y controles resultó 

ser similar212. Recientemente esta metodología se ha aplicado también al análisis de 

pequeñas gotas de suero depositadas sobre silicio213. 

 

 

4.2.2.3. Bio-imaging molecular 

 

Además del interés biológico que suscita la cuantificación y determinación de 

elementos esenciales, se requieren técnicas analíticas que permitan llevar a cabo la 

localización y determinación cuantitativa de moléculas, específicamente proteínas que 

también están directamente relacionadas con un metabolismo anormal del 

organismo214.  

 

La cuantificación absoluta de proteínas supone aún un importante reto en el área 

de la proteómica. Algunas de sus limitaciones están relacionadas con las matrices 

complejas en las que las proteínas suelen encontrarse, los niveles bajos de 

concentraciones en los que se pueden encontrar algunas biomoléculas. Por estos 

motivos, disponer de técnicas de análisis con alta especificidad, sensibilidad y con un 

amplio rango lineal, resulta esencial. Técnicas basadas en espectrometría de masas 

molecular, que emplean fuentes de ionización débiles como la desorción/ionización 

láser asistida por matriz (MALDI) o la onización por electrospray (ESI) son utilizadas con 

este objetivo, pero requieren el uso de estándares específicos para la determinación de 

cada molécula absoluta 215. 

 

Como alternativa al MALDI o ESI, del ICP-MS premite el seguimiento de 

biomoléculas que contienen heteroátomos como S, Se, P o que ligan metales, como 

selenoproteínas, fosfoproteínas y metaloproteínas. Estas marcas elementales (o 
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isotópicas) pueden ser añadidas de forma intencionada, bioconjugándolas a una 

molécula específica. Así, por ejemplo, I216  o lantánidos 217  han sido utilizados como 

marcas para determinaciones cuantitativas. No obstante, estas estrategias presentan el 

inconveniente de la necesidad de utilizar métodos de separación (como cromatografía 

o electroforesis en gel) para aislar la proteínade la matriz en la que se encuentra antes 

de ser detectada por ICP-MS.  

 

Es en este punto donde el empleo de anticuerpos marcados con marcas 

metálicas, por ejemplo, nanopartículas metálicas, quelatos coordinados a un metal o 

polímeros constituidos por varios quelatos, abren la puerta a la detección múltiple de 

proteínas y a su cuantificación. Así, estas marcas podrían ser utilizadas en protocolos de 

inmunohistoquímica y permitirían la detección de las biomoléculas proteicas en tejidos 

biológicos mediante LA-ICP-MS. Esta combinación superaría en cuanto a sensibilidad a 

los protocolos de inmunohistoquímica convencionales218 y por tanto representa una 

alternativa a la detección de proteínas por fluorescencia. Se evitarían de esta forma, los 

fenómenos de solapamiento espectral entre fluoróforos, los cuales suponen un 

impedimento para la detección multielemental de analitos. Además, otra limitación que 

puede destacarse, en lo que a la detección fluorescente se refiere, está relacionada con 

el análisis de células y tejidos biológicos para los que suelen darse fenómenos de 

autofluorescencia o scattering de la señal.  

 

Como ejemplos representativos de está temática, cabe mencionar varios 

trabajos en los que utilizó MeCAT (metal-coded affinity tags) como agente quelato con 

Ho en su núcleo, para estudiar los efectos de la abundancia anómala de un 

glicosaminoglicano, el queratán sulfato (KS), en tejido de origen humano y de ratón. Los 

resultados de este trabajo (Figura 23), mostraron que las modificaciones en la 

abundancia de KS pueden estar directamente relacionadas con la aparición de 

enfermedades como esclerosis lateral amiotrófica, distrofia corneal macular o 

generación de tumores relacionados con el cáncer de páncreas, encontrándose este 

glicosaminoglicano en el estroma de la córnea219.  
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Figura 23. A) Imagen elemental obtenida a partir de la señal de 165Ho mediante LA-ICP-MS B) imagen del 
tejido de ojo humano al microscopio. Figura adaptada de la referencia ¡Error! Marcador no definido... 

 
Por último, cabe destacar que el uso combinado de LA-ICP-MS con técnicas 

inmunohistoquímicas no solo permite la cuantificación de biomoléculas, sino también 

su detección simultánea dentro de una misma sección de tejido. Por ejemplo, un estudio 

basado en el empleo de un quelato metálico, el ácido 1,4,7,10- tetraaza-ciclododecano-

tetraacético (DOTA) recoge la detección en un mismo tejido y al mismo tiempo, distintos 

marcadores tumorales de cáncer de mama220. 

 

En otro ejemplo221, hacen uso de nanopartículas de oro (AuNPs) para cuantificar la 

proteína β-amiloide (Aβ) en tejido cerebral de ratón relacionada con AD. Respecto al 

tejido de un ratón sano, se observó una acumulación preferente de AB en la corteza 

cerebral (zona rodeada por una elipse en la Figura 24) del tejido del ratón enfermo, 

además de una mayor concentración.  
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Figura 24. Imágenes cuantitativas de Ab en las secciones de tejido de a) ratón sano b) ratón enfermo con 
AD. Figura adaptada de la referencia ¡Error! Marcador no definido.. 

 

Aunque el número de publicaciones basadas en el empleo de NPs como marcas 

metálicas para su posterior medida por ICP-MS ha sido notablemente mayor en 

comparación con el uso de NCs metálicos, existen varios ejemplos de sus prometedoras 

capacidades como marcas. Además, los MNCs permitirían llevar a cabo determinaciones 

bimodales al exhibir también emisión fluorescente. Así, por ejemplo, Lores-Padín et 

al.¡Error! Marcador no definido. realizaron la determinación de los niveles de proteína IgE en 

suero humano a partir de detección bimodal, por ICP-MS y fluorescencia, de PtNCs. La 

amplificación de señal mediante ICP-MS proporcionó límites de detección inferiores 

(0,08 ng mL-1) en comparación con la medida de fluorescencia (0,6 ng mL-1). 

 

Otro estudio basado en la técnica LA-ICP-MS y microscopía confocal, utilizó 

anticuerpos unidos a AuNCs para la detección inmunohistoquímica de proteínas diana. 

De esta forma, se pudo estudiar la distribución específica de dos proteínas MT1/2 y MT3 

en las distintas capas celulares que componen la retina, observándose una similitud en 

la distribución de las proteínas en las imágenes obtenidas mediante ambos modos de 

detección tal y como puede observarse en la Figura 25222. Recientemente también se 

han aplicado estos NCs metálicos para desarrollar un método de cuantificación de la 

proteína MT1/2 en secciones de retina humana combinando IHC con imaging por LA-

ICP-MS223. 
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Figura 25. Imágenes obtenidas de la retina neurosensorial tras aplicar el protocolo de inmunohistoquímica 
con AuNCs unidos al anticuerpo de la MT3. Figura modificada de la referencia ¡Error! Marcador no 
definido.. 
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Objetivos 
 

Dada la existencia de una relación entre la dishomeostasis de metales, la 

disfunción mitocondrial, el estrés oxidativo, la inflamación, el envejecimiento y la 

muerte celular en lo que a patologías neurodegenerativas se refiere y considerando la 

necesidad de disponer de enfoques analíticos avanzados tanto para la identificación de 

biomarcadores (proteínas, metabolitos, elementos esenciales) que permitan una 

detección temprana de estas patologías o una mayor comprensión de los procesos 

biológicos y bioquímicos subyacentes a la progresión de estas enfermedades el objetivo 

general de la presente Tesis Doctoral ha sido:  el desarrollo de nuevas metodologías 

analíticas basadas en espectrometría de masas elemental para el estudio de 

elementos esenciales y (metalo)-proteínas implicados en enfermedades oculares 

neurodegenerativas asociadas a la edad, en diferentes tipos de muestras de origen 

biológico. Dentro de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos 

parciales: 

 

1. Análisis dirigido en lágrimas de pacientes con degeneración macular asociada a 

la edad para el estudio del estado homeostático de elementos esenciales y 

(metalo-)proteínas. Se desarrollará una metodología analítica que permita un 

análisis multiparamétrico dirigido para la cuantificación de proteínas [factor H de 

complemento (CFH), clusterina (CLU), proteína precursora amiloidea (APP), 

S100A6, lactoferrina (LF), metalotionéina 1A (MT1A)] y elementos (Na, Mg, P, Ca, 

Fe, Cu, Zn) en muestras de fluido lagrimal de pacientes con DMAE y sujetos 

control, mediante espectrofotometría e ICP-MS.  

 

2. Síntesis de nanoclústeres de plata (AgNCs), bioconjugación y análisis en suero 

mediante ICP-MS para la detección de proteínas relacionadas con la DMAE. 

Partiendo de la proteína CFH, componente constitutivo de las drusas relacionada 

con una mayor predisposición al desarrollo de la DMAE, se llevará a cabo el 

desarrollo de un fluoroinmunoensayo para la cuantificación de CFH en muestras 

de suero. Para ello, se partirá AgNCs cuaya síntesis, purificación y caracterización, 
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será previamente optimizada junto con los parámetros para su bioconjugación a 

anticuerpos anti-CFH.  

 

3. Análisis de la distribución de proteínas en tejidos oculares mediante el empleo 

de AgNCs enriquecidos isotópicamente y detección multimodal por microscopia 

de fluorescencia y LA-ICP-MS. Se analizarán dos proteínas con propiedades 

antioxidantes y antiinflamatorias, la SOD y las MTs, en secciones de tejidos 

oculares mediante LA-ICP-MS y fluoresecencia. Para ello, se pondrá a punto la 

síntesis de AgNCs de abundancia natural y enriquecidos en el isótopo 109Ag. Los 

AgNCs bioconjugados con anticuerpos anti-SOD y anti-MTs serán empleados 

posteriormente como marcas biológicas para la detección espacial las proteínas 

objeto de estudio. 

 

4. Desarrollo de un método de separación cromatográfico de Ca rápido y para 

pequeños volúmenes de muestra para estudiar posibles alteraciones en la 

composición isotópica de este elemento asociadas al glaucoma. Concretamente, 

la muestra objeto de estudio fue el humor acuoso y teniendo en cuenta la 

limitación en cuanto a la disponibilidad de muestras disponibles empléo suero 

sanguíneo (mayor complejidad de matriz) como muestas modelo para la 

optimización del protocolo. A continuación, la metodología desarrollada se aplicó 

a muestras de humor acusoso de pacientes de glaucoma y controles para 

posterior análisis isotópico de Ca mediante MC-ICP-MS. 
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Objetives 
 
Considering that I) metal dyshomeostasis is associated to mitochondrial 

dysfunction, inflammation, aging and apoptosis when dealing with neurodegerative 

disorders and II) tha the development of advanced analytical approaches based on mass 

spectrometry techniques for the identification of potential biomarkers (proteins, 

metabolic, essential elements) allowing for an early diagnosis of these pathologies 

and/or a better understanding of the biological and biochemical processes underlying 

the progression of these diseases is mandatory, the main goal of this Doctoral Thesis has 

been the development of new analytical methodologies based on elemental mass 

spectrometry for the study of essential elements and (metallo)-proteins involved in 

neurodegenerative eye diseases associated with age, in different types of samples of 

biological origin. Such aim has been pursued according to the following partial 

objectives:  

 

1. Targeted analysis of tears from patients with age-related macular 

degeneration to study the homeostatic state of essential elements and 

(metallo)-proteins. An analytical methodology allowing for multiparametric 

quantitative analysis of proteins: complement factor H (CFH), clusterin (CLU), 

amyloid precursor protein (APP), S100A6, lactoferrin (LF), metallothionein 1A 

(MT1A) and elements: Na, Mg, P, Ca, Fe, Cu, Zn, in tear fluid from patients of 

AMD and control subjects has been developed by means of spectrophotometry 

and ICP-MS.  

 

2. Synthesis of silver nanoclusters (AgNCs), bioconjugation and serum analysis by 

ICP-MS for the detection of proteins related to AMD. CFH, a protein related to 

the presence of drusen and also related to a greater predisposition to suffer from 

AMD will be selected as model protein for the development of a quantitative 

fluoroimmunoassay in serum samples. For such aim, first synthesis of the AgNCs, 

their purification and characterization will be optimized as well as the 

parameters needed for their bioconjugation to anti-CFH antibodies. 



  OBJETIVOS 

 83 

 
3. Protein distribution in ocular tissues using isotopically enriched AgNCs and 

multimodal detection by fluorescence microscopy and LA-ICP-MS. Two 

proteins with antioxidant and anti-inflammatory properties, SOD and MTs, will 

be analyzed in ocular tissue sections by LA-ICP-MS and fluorescence. For such 

purpose, the synthesis of AgNCs of natural abundance and enriched in the 109Ag 

isotope will be developed. Then, the AgNCs bioconjugated with anti-SOD and 

anti-MTs antibodies will be used as biological labels for the spatial detection of 

the target proteins.  

 
 

4. Development of a fast Ca isolation procedure intended for low sample 

biological fluids to study potential alterations in the isotopic composition of 

this element associated with glaucoma disorder. Particularly, such procedure is 

thought for aqueous humor, but first and due to the lack of sample availability, 

optimization will be perfomed using serum as model sample (more complex 

biological fluid). Once optimized, the procedure will be applied to aqueous 

humor samples from glaucoma and control individuals for subsequent Ca 

isotopic analysis via MC-ICP-MS. 
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Instrumentación 
 

En este apartado se recogen las características específicas de los distintos 

instrumentos utilizados en la realización de esta Tesis Doctoral.  

 

1. ICP-MS de tipo Cuadrupolo  

 

A lo largo del desarrollo de este trabajo se han utilizado tres modelos de ICP-MS 

de tipo cuadrupolo, modelo 7500ce, 7700x y 7900 de la casa comercial Agilent 

Technologies (Tokio, Japón). Estos tres modelos están provistos de celda de colisión-

reacción de tipo octapolo para la eliminación de interferencias poliatómicas mediante 

su presurización con gases como He o H2.  

 

Se han utilizado con nebulización convencional con el fin de determinar los 

niveles totales elementos en muestras en disolución. El nebulizador es de tipo tipo 

Meinhard y una cámara de nebulización de doble paso tipo Scott con un sistema de 

refrigeración (2-4 °C). Dispone de conos de extracción de Ni y el detector es un 

multiplicador de electrones secundarios, el cual puede trabajar en modo analógico o 

digital dependiendo de la intensidad de señal. 

 

Cada día de medida se realiza la calibración del sistema con una disolución 

patrón multielemental Li, Y y Tl, de 1 ng·mL-1 de concentración para la optimización de 

la sensibilidad del equipo, esto es, la máxima señal, y minimizando la generación de 

óxidos y los iones doblemente cargados.  

 

2. ICP-MS de Doble Enfoque  

 

Se ha utilizado un equipo ICP-MS de doble enfoque, de la casa comercial Thermo 

Fisher Scientific (Bremen, Alemania) modelo Element 2. Este equipo de doble enfoque 

presenta una geometría Nier-Johnson inversa. Posee un nebulizador concéntrico 

convencional y una cámara de nebulización de pyrex sin refrigeración. La antorcha es 
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una sola pieza de cuarzo, con un inyector de 1 mm de diámetro interno. En el Element 

2 el detector es un multiplicador de electrones secundarios, consiguiendo un rango 

lineal de nueve órdenes de magnitud.  

 

Respecto a la resolución empleada en este equipo, se ha trabajado a baja 

(R=300) y media resolución (R=4000), dependiendo del elemento analizado. La 

calibración y optimización del instrumento se hace diariamente al igual que con los 

espectrómetros de masas de tipo cuadrupolo. En este caso, se utiliza una disolución 

patrón multielemental de Li, In y U con una concentración de 1 ng·mL-1. Parámetros 

como el flujo de Ar o la posición de antorcha fueron modificados a fin de obtener la 

máxima sensibilidad de señal y una mínima formación de óxidos. Adicionalmente, para 

todos los elementos que se pretende analizar, se determina la ventana de masa (mass 

offset) empleando una disolución que contenga dichos analitos. La concentración 

empleada en este caso dependió de la abundancia del elemento a analizar (por ejemplo, 

para la ventana de masas de Ca, fue necesario introducir al menos 100 ng·mL-1, mientras 

que la concentración requerida para el resto de los analitos fue entorno a 10 ng·mL-1) 

 

3. ICP-MS de doble enfoque tipo multicolector 

 

Otro tipo de ICP-MS con analizador de doble enfoque utilizado a lo largo de esta 

Tesis Doctoral ha sido el multicolector Neptune (Thermo Fischer Scientific, Bremen, 

Germany). 

 

 En este caso, la configuración del equipo presenta una geometría de Nier-

Johnson directa. Al igual que el instrumento Element 2, este equipo también presenta 

la capacidad de hacer medidas en baja, media o pseudo-alta resolución. El modo de 

operación ha sido en media resolución. Esta geometría permite una detección 

multiisotópica simultánea y está equipado con 9 copas de Faraday conectadas a 

amplificadores de 1011 Ω. Cabe mencionar que la copa central se mantiene fija respecto 

a las otras ocho restantes.  
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Las muestras se introdujeron en el ICP con un nebulizador concéntrico PFA 

(caudal de 100 µL·min-1) y una cámara de pulverización de doble paso tipo Scott.  
 

4. Sistema de Ablación Láser  

 

A lo largo de la presente Tesis Doctoral se ha utilizado el sistema de ablación 

láser LSX-213 de la casa comercial Teledyne Cetac Technnologies (Omaha, Estados 

Unidos). Este sistema LA se ha acoplado al ICP-MS de doble enfoque Element 2 ya 

mencionado. 

 

En este sistema LA se utiliza un láser de tipo Nd:YAG que emplea un láser pulsado 

de nanosegundos. La duración de los pulsos es menor a los 6 ns y la longitud de onda de 

la radiación láser es de 213 (UV lejano).  La cámara de ablación comercial de este sistema 

fue sustituida por una cámara refrigerada de tipo Peltier que permite trabajar en 

condiciones de baja temperatura (-20 °C).1 Mediante esta celda es posible controlar la 

temperatura a la que se encuentra sometida la muestra que se está analizando. De este 

modo, se asegura la integridad de los tejidos biológicos cuando están siendo analizados 

por LA-ICP-MS, así como disponer de una mejor resolución lateral al minimizarse los 

efectos térmicos de la ablación.  

 

Aunque el He fue el gas portador seleccionado para transportar el aerosol 

generado por el láser fuera de la cámara de ablación, se usó un caudal adicional de Ar 

para transportar las partículas al ICP-MS (los gases He y Ar se mezclaron usando una 

conexión interna ubicada después de la cámara de ablación). 

 

5. FIA (Análisis por inyección en flujo) 

 

Permite introducir pequeños volúmenes de muestra a través de un flujo 

transportador conectado directamente a la entrada del nebulizador. Entre las ventajas 

que presenta este sistema de introducción de muestra están: 
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§ Se requiere manejar pequeños volúmenes de muestra o reactivos, por lo que se 

evitan posibles contaminaciones 

§ Es posible realizar procedimientos online de forma automatizada, como 

diluciones o reacciones 

 

El sistema FIA-ICP-MS, en su configuración más sencilla, consta de una bomba 

peristáltica y una válvula de inyección de seis vías de tipo Rheodyne, que lleva conectado 

un loop de carga de muestra de volumen definido. La válvula tiene dos posiciones, según 

se requiera cargar la muestra en el loop de inyección o inyectarla al flujo transportador. 

La señal obtenida es transitoria y se representa frente al tiempo. 2 

 

6. Fluorímetro  

 

Las medidas de fluorescencia se han llevado a cabo con un fluorímetro modelo 

LS50B de la casa comercial Perkin Elmer (Massachusetts, Estados Unidos). La fuente de 

radiación consta de una lámpara de descarga de Xe, con pulsos de 8 μs y energía de 20 

kW. Existen rendijas a la entrada y salida del compartimento de la muestra que pueden 

ser modificadas: en el caso de la rendija de excitación de 2,5 a 15,0 nm, y en el caso de 

la emisión de 2,5 a 20 nm, con incrementos de 0,1 nm. Dispone de un fotomultiplicador 

como detector y la velocidad de barrido se puede seleccionar de 10 a 1500 nm/min con 

incrementos de 1 nm. Presenta alta reproducibilidad y la exactitud de la longitud de 

onda es de ± 0,5 nm y ± 1 nm, respectivamente. 
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7. Microscopio Láser Confocal  

 

 
Figura 25. Diagrama de funcionamiento de un equipo de microscopía confocal.  

 

Las funciones principales de un microscopio confocal son producir una fuente de 

luz focalizada y rechazar la luz desenfocada, lo que ofrece la posibilidad de obtener 

imágenes profundas de los tejidos con alta resolución y realizar cortes ópticos para 

reconstrucciones 3D de las muestras. El principio básico de la microscopía confocal es 

que la iluminación y la óptica de detección se enfocan en el mismo punto de difracción 

limitada, que se mueve sobre la muestra para construir la imagen completa en el 

detector. Si bien todo el campo de visión se ilumina durante la imagen confocal, todo lo 

que esté fuera del plano focal contribuye poco a la imagen, lo que reduce la neblina 

observada en la microscopía de luz estándar con imágenes gruesas y oscuras.3 

 

Entre la fuente de luz y el objetivo y entre el objetivo y el detector existen dos 

diafragmas (pinhole). Parte de la luz atraviesa el primer diafragma y es reflejada por un 

espejo dicroico y mediante la lente del objetivo, será enfocada hacia un punto de la 

muestra. La fluorescencia o luz reflejada emitida, recorre a la inversa el mismo camino 

óptico, pasa a través del espejo dicroico y es enfocada a un detector. El segundo 

Detector

Diafragma

Espejo dicroico

Objetivo

Plano focal

Láser

Luz en foco
Luz fuera de foco
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diafragma se encuentra colocado por delante del detector y se encarga de eliminar las 

señales procedentes de la zona fuera de foco. Ambos diafragmas deberán estar 

alineados, de forma que solo llegue al detecteor la luz que proceda del plano focal. 

Además, lleva incorporado un sistema de barrido y de formación de imágenes para 

recopilar toda la información procedente de la muestra. La señal emitida procedente de 

la muestra es procesada en un tubo fotomultiplicador transformándose en una señal de 

vídeo que se digitaliza y registra en un ordenador.4  

 

El microscopio láser confocal utilizado en esta Tesis Doctral es el modelo TCS-

SP8X (Leica) con un diodo láser de 450 nm y un láser blanco con libre selección de líneas 

de excitación en el rango de 470 a 670 nm. Es un microscopio invertido para 

observaciones con luz transmitida y fluorescencia con luz incidente. Dispone de tres 

tipos de objetivos: 10x (seco), 20x (seco), 20x (inmersión en aceite), 40x (inmersión en 

aceite), 40x (inmersión en agua) y 63x (inmersión en aceite). Posee cuatros detectores 

internos: 2 fotomultiplicadores y 2 detectores híbridos (HyD) de alta sensibilidad y un 

detector externo para iluminación transmitida. También presenta una platina 

motorizada en xy de alta precisión para realización de mosaicos de imágenes y una 

platina galvanométrica de alta velocidad y precisión para movimiento en z (enfoque).5  
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8. Microscopio Electrónico de Transmisión de Alta Resolución (HR-

TEM)  

 

Para la caracterización de los nanoclústeres metálicos sintetizados a lo largo de 

esta Tesis Doctoral se ha utilizado el microscopio electrónico de transmisión de alta 

resolución (HR-TEM). Este permite adquirir información acerca de la estructura de una 

muestra, tanto amorfa como cristalina. De este modo, se puede obtener imágenes 

estructurales de una muestra a nivel atómico con una resolución de 0,5 Å. 

 

El modelo utilizado en este trabajo ha sido JEM-2100 de la casa comercial JEOL 

(Tokio, Japón). Tiene 200 kV de aceleración y está equipado con un cañón de electrones 

de emisión de campo, para la adquisición de haces de electrones muy intensos y de 

tamaño sub-nanométrico. El potencial de aceleración empleado junto a la incorporación 

de un lente objetivo de alta resolución, permite alcanzar una resolución de 1,9 Å entre 

puntos y 1,0 Å entre líneas. El equipo dispone también de un microanalizador por 

energía de rayos X dispersados (EDX) para la detección y cuantificación de los elementos 

presentes en la muestra.  

 

9.  Lectores de microplacas con detección espectrofotométrica  

 

Para medir la absorbancia de los distintos inmunoensayos ELISA desarrollados se 

utilizaron dos lectores de microplacas: modelo ELX800 (BioTek, Estados Unidos) y un 

PerkinElmer 2030 Multilabel Reader VICTORTM X5 (Waltham, MA, USA). El rango de 

longitud de onda es de 400 nm a 750 nm y 340 nm a 1000 nm, respectivamente. 

 
10. Espectrofluorómetro FS5 

 

El rendimiento cuántico (QY) de los nanoclústeres metálicos de plata sintetizados 

en el desarrollo de este trabajo se determinó utilizando un espectrofluorómetro FS5 

(Edinburgh Instruments, Livingston, Reino Unido). Para tal fin, se utilizó una esfera 

integradora compuesta por un material fluoropolimérico de alta reflectancia. Esta 
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propiedad hace que toda la luz que entra en el interior de la esfera tenga solo dos 

caminos posibles: absorción por AgNCs o recogida por el detector. El número de fotones 

absorbidos por AgNCs (por unidad de tiempo) se determinó como la diferencia entre el 

número de fotones emitidos por la lámpara y el número de fotones que llegan al 

detector. Los fotones emitidos fueron recogidos por la esfera integradora que los enfoca 

todos cerca del detector para su cuantificación. Se utilizó agua ultrapura para realizar 

una corrección espectral de los valores obtenidos. La solución de AgNCs se midió en 

cubetas de cuarzo estándar (10 mm x 10 mm) con tapón de PTFE para evitar el derrame 

y evitar la evaporación. El cálculo final del QY se obtuvo mediante el software Fluoracle 

(Edinburgh Instruments).6 
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Análisis dirigido en lágrimas para el estudio del estado 

homeostático de elementos esenciales y metaloproteínas en 

degeneración macular asociada a la edad 

 

1. Introducción 

 

Como ya se ha descrito durante la Introducción general de la presente Tesis 

Doctoral, el proceso de envejecimiento está asociado a la aparición y desarrollo de 

enfermedades, con un particular impacto en las patologías neurodegenerativas 1 . 

Concretamente, en las etapas iniciales de la degeneración macular asociada a la edad 

(DMAE), se han identificado depósitos de proteínas oligomerizadas insolubles en la 

cama posterior del ojo, específicamente en la región macular de la retina2. Los inicios de 

esta enfermedad comienzan con la formación de los depósitos extracelulares, 

denominados drusas, entre la lámina basal del EPR y la membrana de Bruch, cuya 

degeneración progresiva lleva a estadios avanzados de la enfermedad, las formas 

neovascular (húmeda) y la atrofia geográfica (seca) de la DMAE3 . En la actualidad, 

existen terapias para la DMAE neovascular, que representan el 10-15 % de los casos, 

pero no hay tratamiento efectivo para la forma seca de la DMAE, que representa el 85 

% de los casos de la enfermedad avanzada4,5. 
 

La composición de las drusas es altamente compleja, conteniendo lípidos, 

minerales y agregados proteicos anómalos 6 - 10  cuyos mecanismos moleculares de 

formación incluyen el plegamiento erróneo de proteínas inducido por metales11,12. Por 

tanto, el deterioro del control homeostático intracelular de los metales subyace en sus 

efectos citotóxicos, en la oligomerización de proteínas y en la agregación y consecuente 

pérdida de funcionalidad de las moléculasLa alteración específica de la homeostasis de 

los metales puede ocurrir durante el inicio y desarrollo de la DMAE, tanto a nivel local 

como sistémico. Sin embargo, sería mucho más sencillo y fácilmente interpretable 

emplear una muestra localizada o cercana al sistema ocular. Así, aunque la 

neurodegeneración progresiva observada durante la DMAE ocurre en el EPR y en la 
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retina neurosensorial, se podrían observar cambios en el segmento anterior del globo 

ocular, específicamente en fluidos fácilmente accesibles con métodos de extracción no 

invasivos como el fluido lagrimal13. El fluido lagrimal, es producido por las glándulas de 

meibomio, la gándula lagrimal principal y las glándulas accesorias, junto con las células 

caliciformes14. Se compone de tres capas, la capa interna de mucina hidrófila, la capa 

acuosa media y la capa lipídica externa (Figura 26)15. Este fluido (de hasta 6 µm de 

espesor) resulta particularmente interesante para la e implementación de 

biomarcadores o para estudiar alteraciones locales relacionadas con las enfermedades 

oculares, dado que contiene un proteoma relativamente simple, compuesto por una 

limitada variedad de moléculas, y por cuyo medio se eliminan productos de desecho 

locales, drogas y otros metabolitos relacionados con los procesos fisiopatológicos16. 

Además, la obtención del fluido lagrimal requiere un procedimiento de toma de muestra 

no invasivo, por ejemplo, mediante el empleo de las tiras de Schirmer o microtubos 

capilares, de tal forma que no evitándose así una incisión en el ojo o la extracción de 

tejido17 . No obstante, la inherente escasez de muestra limita de manera severa el 

análisis múltiple de analitos en este fluido. Esto resulta incluso más complicado cuando 

se estudian poblaciones de sujetos con edad avanzada, ya que la producción y/o 

secreción de lágrimas comienza a verse afectada con el envejecimiento¡Error! Marcador 

no definido.,18. 

 

Hasta ahora momento, el número de estudios que recogen cambios específicos 

en fluido lagrimal asociados con la progresión neurodegenerativa de la DMAE ha sido 

limitado 19 , 20 . Además, la ausencia de metodologías poderosas para un enfoque 

multidisciplinario sigue siendo una limitación importante, ya que las técnicas 

biológicas/biomédicas convencionales solo abordan una parte específica del problema 

y el fluido lagrimal representa un gran desafío desde el punto de vista analítico.  

 



  CAPÍTULO 1 

 97 

  
Figura 26. Diagrama que resume el aparato lagrimal y la estructura del fluido lagrimal 

 

2. Objetivos 

 

Considerando que la dishomeostasis de metales contribuye a la producción de 

radicales libres, la inflamación y la apoptosis y da como resultado cambios 

conformacionales de las proteínas en este primer capítulo de la Tesis Doctoral y 

partiendo de un fluido con toma de muestra no invasiva (fluido lagrimal) se planteó 

estudiar alteraciones en el ionoma y en el proteoma en la DMAE comparando los niveles 

de concentración encontrados en un grupo de controles y un grupo de pacientes con 

DMAE. Para ello, por un lado, se ha desarrollado una metodología analítica basada en 

FIA-ICP-MS para la determinación del contenido elemental de Mg, P, Na, Fe, Cu, Zn y Ca 

y or otro, se ha llevado a cavo la cuantificación de una serie de proteínas potencialmente 

relacionadas con esta patología según la literatura: lactoferrina, S100A6, MT1A, CFH, 

CLU, y APP. Dicha cuantificación se llevó a cabo mediante ELISAs.  
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3. Procedimiento Experimental 
 

3.1. Materiales y reactivos 
 

- Microtubos capilares de 10 µL de capacidad (Blaubrand® intraMark, 

Wertheim, Germany). 

- Kits ELISA comerciales de tipo sándwich (Abcam, Cambridge, UK). 

lactoferrina, LF (ab200015), factor H del complemento, CFH (ab252359), 

clusterina, CLU (ab174447) y proteína precursora de amiloide, APP 

(ab216944).  

- Kit ELISA de Abyntek Biopharma (Vizcaya, Spain) S100A6 (ABK1-E1028). 

- Kit ELISA de LS BIO (Settle, WA, USA) metalotioneína 1A MT1A (LS-F10296). 

- Kit comercial de BCA QuantiProTM (Sigma Aldrich, Madrid, Spain). 

- Disolución de patrón estándar para Mg, P, Fe, Cu, Zn (1000 mg·L-1), Na, Ca 

(10000 mg·L-1) y Ga (1000 mg·L-1) Merck (Darmstadt, Germany).  

- Ácido nítrico (HNO3) (TracemetalTM grade, Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA). 

 
3.2. Instrumentación 

 

- Espectrofotómetro PerkinElmer 2030 Multilabel Reader VICTORTM X5 

(Waltham, MA, USA). 

- ICP 7900 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) con analizador de masas de tipo 

cuadrupolo, equipado con una celda de colisión/reacción presurizada con 

gas He (flujo de 4.3 mL·min-1) para minimizar las interferencias poliatómicas. 

- Sistema FIA con una válvula de 6 canales Rheodyne 3125 (Rohnert Park, CA, 

USA) con un bucle o ‘’loop’’ de 5 µL acoplado de forma ‘’on-line’’al 

nebulizador del ICP-MS. 

- Jeringa de vidrio de 100 µL de volumen (Hamilton, Reno, NV, USA) para 

cargar las muestras y estándares a través del sistema FIA. 
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3.3. Población de estudio  
 

El presente estudio observacional, prospectivo de pacientes de DMAE e 

individuos control involucró un total de 60 sujetos, 31 pacientes diagnosticados con la 

forma seca de la DMAE y 29 individuos control. El estudio realizo se adhiere a los 

principios de la Declaración de Helsinki sobre Investigación Biomédica en Seres 

Humanos y fue aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica del Principado de 

Asturias (Oviedo, España). Los sujetos del estudio fueron reclutados en el Instituto de 

Oftalmología Fernández-Vega (Oviedo, España) en base a los criterios de inclusión y 

exclusión acordados, bajo consentimiento informado y la toma de muestra fue realizada 

por personal médico cualificado. Para cada individuo incluido en este estudio, se 

realizaron exámenes oftalmológicos completos tanto para pacientes como para los 

individuos control, incluyendo biomicroscopía con lámpara de hendidura y fondo de ojo 

en ambos ojos. Los pacientes diagnosticados con DMAE fueron examinados más a fondo 

mediante angiografía con fluorescencia o tomografía de coherencia óptica. Solo se 

incluyeron individuos con DMAE seca con evidencia de forma activa de atrofia 

geográfica en al menos un ojo y ausencia de neovascularización coroidea. Los sujetos 

control se seleccionaron entre pacientes mayores de 60 años y con ausencia de DMAE 

o glaucoma. Específicamente, los sujetos control no mostraron ningún signo de drusas, 

incluidas las pseudodrusas reticulares, ni anomalías pigmentarias en ninguno de los ojos, 

estando en el estadio 1 de la clasificación de estadificación de maculopatía relacionada 

con la edad clínica (es decir, sin drusas)21. Los criterios de exclusión para controles y 

pacientes con DMAE incluyeron la ausencia de otras patologías oculares relevantes, 

como la retinopatía diabética o cualquier otra enfermedad de la superficie ocular, 

incluido el síndrome del ojo seco, trastornos de la superficie ocular, glaucoma y cirugía 

ocular previa excepto la extracción de cataratas. También se descartaron aquellos 

individuos que precisaran de medicamentos tópicos o lentes de contacto para evitar 

influencias en la composición del fluido lagrimal 

 
3.4. Toma y preparación de muestras 

 
La toma de muestra de fluido lagrimal se realizó de cada ojo de los pacientes, 

utilizando para ello microtubos capilares de 10 µL de capacidad. La recogida de muestra 
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se realizó por la mañana, entre las 9 y las 12, utilizando guantes esterilizados. Los tubos 

microcapilares se situaron en la zona inferior del saco conjuntival de cada ojo evitando 

cualquier contacto con la superficie ocular para minimizar el riesgo de provocar una 

irritación, obteniendo muestras de lágrimas procedentes del menisco inferior lagrimal y 

sin aplicar anestesia. Una vez recogida la muestra, las lágrimas de cada paciente fueron 

introducida dentro de un tubo Eppendorf utilizando una jeringa de plástico y se 

almacenaron a -80 °C hasta su análisis. El volumen recogido fue de entre 1 y 5 µL. 

 

3.5. Análisis molecular 

 

La cuantificación de las seis proteínas de interés fue llevada a cabo mediante el 

uso de diferentes kits comerciales de tipo ELISA, siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Para la cuantificación de APP, CFH Y S100A6 la muestra de fluido lagrimal fue 

diluida 1:200, para la cuantificación de MT1A se empleó una dilución 1:1000, para CLU 

una dilución de 1:6000 y finalmente, para LF la dilución fue de 1:1000000, en PBS. La 

concentración de las proteínas determinadas fue expresada en ng de proteína por mL 

de muestra para APP, CFH, S100A6, MT1A y CLU, y en mg de proteína por mL de lágrima 

para la LF. En la Tabla 2 se muestran los parámetros analíticos obtenidos para cada 

ensayo ELISA, incluyendo los límites de detección y cuantificación, la ecuación de 

calibración y el rango de detección. 

 
Tabla 1. Parámetros analíticos de cada kit ELISA empleado en la cuantificación de las proteínas 
seleccionadas. 

Kit  

ELISA 
LD 

(ng.mL-1) 
LQ 

(ng.mL-1) 
Curva de 

calibración 

Coeficiente 
de 

correlación 

Rango de detección 
(pg.mL-1) 

LF 0,193 0,644 y = 0,00006x 
+ 0,0667 0,998 0-10000 

CLU 0,312 1,042 y = 0,00007x 
+ 0,0349 0,998 0-15000 

APP 0,134 0,446 y = 0,0001x + 
0,0538 0,998 0-6000 

CFH 0,260 0,869 y = 0,00006x 
+ 0,0466 0,997 0-10000 
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MT1A 0,007 0,025 y = 0,0011x + 
0,0891 0,998 0-400 

S100A6 0,274 0,914 y = 0,0001x + 
0,2518 0,991 0-5000 

 

 

 Los resultados cuantitativos obtenidos mediante ELISAs fueron normalizados 

respecto de la concentración total de proteína del fludio lagrimal, utilizando para ello kit 

BCA QuantiProTM. En este caso, se empleó un estándar de albúmina de suero bovino 

(BSA) para realizar un calibrado con un rango de concentración de 0-50 µg·mL-1. La 

dilución de la muestra fue de 1:2500. Así, una disolución de trabajo que contenía cobre 

y ácido bicinconínico, fue añadida a las muestras y a los diferentes puntos del calibrado. 

Las proteínas presentes en lágrima dieron lugar a la reducción de Cu2+ a Cu+ y se generó 

un complejo entre cobre y el ácido bicinconínico, cuya absorbancia fue medida a una 

longitud de onda de 562 nm.  

 

3.6. Cuantificación multielemental de Ca, Mg, P, Na, Zn, Fe y Cu 

mediante FIA-ICP-MS  

 

El análisis multielemental de Ca, Mg, P, Na, Zn, Fe y Cu se llevó a cabo mediante 

calibración externa por FIA-ICP-MS (utilizando como patrón interno Ga). El rango de 

concentración para los calibrados fue 0-200 µg·L-1 para Mg y P, 0-500 µg·L-1 para Na, Zn 

y Fe, 0-60 µg·L-1 para Cu y 0-1 mg·L-1 para Ca. Cada estándar del calibrado fue inyectado 

5 veces. Para determinar la concentración multielemental en el fluido lagrimal, las 

muestras fueron diluidas con 0,14 M de HNO3, utilizando una dilución 1:20 para todos 

los elementos a excepción del Na, que requirió una mayor dilución de 1:2000. Así, solo 

1 µL de fluido lagrimal de cada sujeto fue análisis elemental. Las áreas de cada pico 

obtenido en cada fiagrama tanto para la medida de los estándares como de las muestras 

fueron integradas mediante el software MassHunter.  
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3.7. Análisis estadístico 

 

Las características demográficas de los pacientes con DMAE y el grupo control 

fueron evaluadas con el programa estadístico SPSS Statistics versión 15.0 (IBM Corp, 

Armonk, NY, USA). En el caso de variables cuantitativas (edad), fueron analizadas 

utilizando la prueba U de Mann-Whitney, mientras que las variables cualitativas 

(género, presencia de cataratas, hipertensión arterial o enfermedad cardiovascular) se 

analizaron utilizando la prueba chi-cuadrado, Ӽ2. El estudio de todos los datos obtenidos, 

tanto del análisis molecular como del elemental representados como media ± 

desviación estándar de la media, fue llevado a cabo utilizando los programas SPSS 

Statistics versión 15.0 y GraphPad Prism versión 3 para Windows (San Diego, CA, USA). 

La distribución normal de los datos fue evaluada mediante la prueba de Shapiro-Wilk’s 

y, posteriormente, las posibles diferencias significativas para las proteínas y metales 

cuantificados en lágrimas, entre el grupo control y DMAE, fueron analizadas utilizando 

la prueba U de Mann-Whitney para los que no siguieren una tendencia normal o la 

prueba t de Student para los que siguieron una distribución normal. El análisis de 

correlación de variables se llevó a cabo utilizando el programa SPSS Statistics version 

15.0. Un valor p menor de 0,05 se consideró como estadísticamente significativo.  

 

Se llevó a cabo un análisis adicional de discriminación por pasos con SPSS usando 

las concentraciones de las proteínas y los elementos determinados por ELISA y FIA-ICP-

MS, respectivamente, en los diferentes grupos de muestras. Adicionalmente, mediante 

un análisis de regresión logística, utilizando el programa SPSS, se llevó a cabo un control 

de factores de confusión potenciales para asegurar que las variables estudiadas no 

distorsionaban la medida de la asociación de las variables restantes.  

 

Finalmente, se aplicaron varias herramientas estadísticas basadas en modelos 

de aprendizaje automático utilizando el software Orange Canvas v2.6 

(http://orange.biolab.si) para evaluar diferentes algoritmos y cuales de ellos 

proporcionaban la mejor precisión para la clasificación correcta de muestras según el 

panel seleccionado de proteínas o elementos. Estas herramientas incluyeron análisis 

ROC (característica operativa del receptor) para cada uno de los marcadores, y los 
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algoritmos Random Forest, Naive Bayes, k-Nearest Neighbor, Classification Tree y 

Support Vector Machine22. 

 

4. Resultados  
 

4.1. Sujetos de estudio 
 

Las características demográficas de los pacientes diagnosticados con DMAE y los 

sujetos control se recogen en la Tabla 3. El origen de la población reclutada en el 

presente estudio fue caucásico y mayoritariamente de las regiones más septentrionales 

de España. No se observaron diferencias estadísticamente significativas para la edad, el 

sexo, la presencia de cataratas, la hipertensión arterial o las enfermedades 

cardiovasculares, al comparar los pacientes con la froma seca de la DMAE seca con los 

individuos control (valor p > 0,05). Sin embargo, se observaron diferencias 

estadísticamente significativas para la dislipidemia en pacientes con DMAE en 

comparación con los sujetos de control (valor p = 0,002). El grupo de pacientes con 

DMAE seca lo constituyeron 31 individuos, de los cuales 18 eran mujeres mujeres y 13 

hombres, con una edad media de 80,7 ± 8,0 años, mientras que el grupo control estaba 

formado por 29 sujetos, formado por 18 mujeres y 11 hombres, con una edad media de 

77,2 ± 8,9 años. En ambos grupos, el porcentaje de sujetos con cataratas fue similar, 

concretamente un 75,9% para los controles y un 77,4% para los pacientes con DMAE. El 

porcentaje significativamente más alto de individuos con dislipidemia en el grupo DMAE 

(45,2 %), en comparación con los controles (6,9 %), podría indicar una relación entre la 

alteración de los niveles de lípidos plasmáticos y la patogénesis de la DMAE. 23 , 24 . 

También se evaluaron los posibles efectos de los diferentestratamientos sistémicos de 

los individuos incluidos en el estudio. La Tabla 4 recoge los tratamientos orales más 

comunes identificados en los sujetos control y los individuos con DMAE, encontrándose 

equilibrados en ambos grupos.  
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Tabla 2. Características demográficas de pacientes con DMAE y sujetos control 

Población 

estudiada 

(n) 

Edad  

(m ± SD) 

Rango 

de 

edad  

Género  

(f/m) 

Cataratas 

(n, %) 

HTA  

(n, %) 

Dislipidemia 

(n, %) 

Enfermedades 

cardiovasculares 

(n, %) 

Controles 

(29) 

77,2 ± 

8,9 

63-89 18 (62,1%)/11 22 (75,9%) 13 (44,8%) 2 (6,9%) 2 (6,9%) 

DMAE 

(31) 

80,7 ± 

8,0 

62-101 18 (58,1%)/13 24 (77,4%) 14 (45,1%) 14 (45,2%) 3 (9,7%) 

n, número de indivíduos; m, media; SD, desviación estándar; f, femenino, m, masculino;  

HTA, hipertensión arterial 

 

Tabla 3. Tratamientos orales comunes en ambos pacientes control y DMAE 

 Población de studio 
 (n) 

Tratamientos orales Controles 
(29) 

% controles DMAE 
(31) 

% DMAE 

Lyrica (anticonvulsivo) 2 7 0 0 
Adiro 100 (ácido acetilsalicílico) 3 10 2 6 

Enalapril (anti- HTA) 1 3 1 3 
Tramadol (dolor) 1 3 1 3 

Sintrom (acenocoumarol) 2 7 1 3 
Omeoprazol 3 10 3 10 

Noctamid (lormetazepam) 2 7 0 0 
Orfidal (benzodiazepinas) 2 7 4 13 
Hemovsas (pentoxifilina) 2 7 0 0 

Avidart (dutasterida) 1 3 1 3 
Atorvastatina 1 3 3 10 

Tranxilium (clorazepato dipotásico) 1 3 1 3 
Eutirox (levotirosina) 1 3 1 3 

Diovan (anti-HTA) 9 31 11 35 
Simvastatina 2 7 10 32 
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4.2. Análisis molecular en lágrima 

 

Las concentraciones totales de LF, S100A6, CFH, CLU, APP y MT1A obtenidos para 

los 29 sujetos control y 31 pacientes con DMAE seca mediante ensayos ELISA se 

encuentran recogidos en la Tabla 5. En la Figura 27 se han representado los diagramas 

de puntos correspondientes. Cuando fue posible, se agruparon las muestras de lágrimas 

de ambos ojos del mismo individuo. Debido al bajo volumen de muestra disponible, no 

se pudo determinar la composición molecular en todos los casos. De todas las proteínas 

analizadas, según la bigliografía solo se habían cuantificado previamente en fluido 

lagrimal LF, S100A6 y CLU25-28.  

Tras el análisis cuantitativo realizado, se observaron diferencias 

estadísticamente significativas para las proteínas LF (0,7 valor factor multiplicador de 

cambio o “fold change”, valor p=0,004), S100A6 (1,4 valor fold change, valor p = 0,03) y 

MT1A (1,9 valor fold change, valor p = 0,006), al comparar pacientes con DMAE y sujetos 

de control (Figura 27 A, B y F). Por el contrario, no se observaron diferencias 

estadísticamente significativas para las proteínas CFH, CLU y APP (Figura 27 C, D y E; 

valor p> 0,05). Las correlaciones entre las proteínas analizadas y la edad de los individuos 

reclutados se evaluaron utilizando el coeficiente de Pearson, mostrando únicamente 

una correlación negativa y estadísticiamente significativa para APP, exclusivamente en 

el grupo con DMAE (Figura 27G; valor r = -0,523, valor p = 0,005). La concentración 

promedio de proteína total en lágrimas para los individuos control alcanzó los 8,87 ± 

4,84 mg·mL-1, mientras que para los pacientes con DMAE fue de 9,26 ± 5,28 mg·mL-1, sin 

observarse diferencias estadísticamente significativas entre grupos, y estando los 

niveles encontrados en el rango de referencia publicado previamente29. 
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Tabla 4. Concentraciones de proteínas y elementos determinados en el fluido lacrimal de pacientes con 
DMAE y pacientes control. 

     

Concentración de proteína Control DMAE 
Fold-

change valor p 

Lactoferrina (m ± SD, mg.mL-1) 11,81 ± 3,98 8,11 ± 3,47 0,7 0,004 

S100A6 (m ± SD, ng.mL-1) 409,8 ± 158,9 568,59 ± 321,9 1,4 0,03 

CFH (m ± SD, ng.mL-1) 1692 ± 1167 2051 ± 1573 1,2 0,3 

Clusterina (m ± SD, ng.mL-1) 29,33 ± 13,01 35,99 ± 14,94 1,2 0,09 

APP (m ± SD, ng.mL-1) 176,71 ± 76,04 161,88 ± 69,86 0,9 0,3 

MT1A (m ± SD, ng.mL-1) 154,45 ± 36,56 
293.55 ± 
214,00 1,9 0,006 

Concentración de elemento 
    

Na (m ± SD, μg.mL-1) 2125 ± 524 1783 ± 678 0,8 0,09 

Mg (m ± SD, μg.mL-1) 9,74 ± 3,68 6,50 ± 3,27 0,7 0,01 

P (m ± SD, μg.mL-1) 3,95 ± 2,25 2,94 ± 2,14 0,7 0,2 

Ca (m ± SD, μg.mL-1) 23,98 ± 9,15 22,46 ± 12,91 0,9 0,7 

Fe (m ± SD, μg.mL-1) 3,53 ± 2,01 2,13 ± 1,37 0,6 0,03 

Cu (m ± SD, μg.mL-1) 0,17 ± 0,07 0,11 ± 0,04 0,7 0,009 

Zn (m ± SD, μg.mL-1) 0,36 ± 0,26 0,27 ± 0,21 0,7 0,3 

 m, media; SD, desviación estándar 
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Figura 27. Diagramas de puntos de las concentraciones de proteínas determinadas en lágrima de 
pacientes con DMAE seca e individuos control (A) LF, (B) S100A6, (C) CFH, (D) CLU, (E) APP y (F) MT1A. (G) 
Correlación entre la concentración de APP y la edad en pacientes con DMAE e individuos control. Valor r, 
coeficiente de correlación de Pearson.*, valor p<0,05; **, valor p<0,01; ***, valor p<0,001. 
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4.3. Análisis multielemental del fluido lagrimal mediante FIA-ICP-

MS 

 

Los resultados cuantitativos derivados del análisis elemental multiparamétrico 

cuantitativo de Ca, Mg, P, Na, Cu, Fe y Zn mediante FIA-ICP-MS en el fluido lagrimal del 

grupo control y pacients de DMAE se muestran en la tabla 5. Así mismo, se han 

representado los diagramas de puntos correspondientes a estos resultados en la Figura 

28. Las posibles variaciones entre grupos fueron evaluadas utilizando la distribución 

normal y la prueba t no pareada.  

 

Se observó una desregulación significativa para Mg (0,7 valor fold change; valor 

p = 0,01; concentración promedio de 9,74 ± 3,78 μg·mL-1 para el grupo de control frente 

a 6,50±3,27 μg·mL-1 para el grupo DMAE), Fe (0,6 valor fold change; valor p=0,03; 

concentración promedio de 3,53±2,01 μg·mL-1 en el grupo control frente a 2,13±1,37 

μg·mL-1 en DMAE) y Cu (0,7 valor  fold change; valor p=0,009; concentración promedio 

de 0,17±0,07 μg·mL-1 en grupo control frente a 0.11±0.04 μg·mL-1 en DMAE), al 

comparar pacientes con DMAE y sujetos control (Figura 28 B, F y G). Las correlaciones 

entre todos los elementos analizados y la edad de los individuos reclutados también se 

evaluaron mediante el coeficiente de Pearson, sin observarse correlación 

estadísticamente significativa para cada una de las variables. 
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Figura 28. Diagramas de puntos de las concentraciones elementales determinadas en lágrima de pacientes 
con DMAE seca y sujetos control para (A) Ca, (B) Mg, (C) P, (D) Na, (E) Zn, (F) Fe and (G) Cu. *, valor p<0,05; 
**, valor p <0,01; ***, valor p <0,001. 
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4.4. Estudio de asociación entre variables 

 

En primer lugar, se realizó un estudio de correlación entre elementos y proteínas 

en pacientes con DMAE y sujetos control utilizando el coeficiente de Pearson, 

recogiéndose en la Figura 29 las asociaciones obtenidas que son estadísiticamente 

significativas. Los valores r negativos o positivos más altos indican el grado de 

correlación entre las variables. Se observaron correlaciones positivas tanto para DMAE 

como para los grupos control cuando se asociaron las variables Mg y Na (valor r = 0,716, 

valor  p = 0,003 en el grupo de DMAE; valor r = 0,711, valor p = 0,0002 en el grupo control 

), Cu y Mg (valor r=0,56, valor p=0,038 en el grupo DMAE; valor r=0,706, valor p=0,0003 

en el grupo de control) y P y Mg (valor r=0,705, valor p = 0,007 en el grupo DMAE; valor 

r = 0,756, valor p = 0,00007 en el grupo de control) (Figura 29 A, B y C). También se 

observaron correlaciones positivas altamente significativas para el grupo DMAE cuando 

se asociaron las variables Cu y LF (valor r=0,839, valor p=0,002), Na y Ca (valor r =0,710, 

valor p=0,006, y Mg y Ca (valor r=0,835, valor p=0,0003) (Figura 29 D, E y F). 
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Figura 29. Análisis de la correlación entre (A) Na y Mg, (B) Mg y Cu, (C) Mg y P, (D) LF y Cu, (E) Ca y Na y 
(F) Ca y Mg, respectivamente. r-valor, Coeficiente de correlación de Pearson. *, p-valor<0,05; **, p-
valor<0,01; ***, p-valor<0,001. 
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4.5. Filtrado de datos y regresión logística 

 

Las diferencias estadísticiamente significativas observadas entre los grupos 

DMAE y control para cada una de las variables evaluadas, incluidas las personas con 

dislipidemia, se exploraron más a fondo en un análisis estadístico integral de dos pasos 

para evaluar la influencia de este factor de riesgo sistémico en los resultados obtenidos. 

En primer lugar, se excluyeron los pacientes dislipidémicos y se volvieron a analizar de 

nuevo los datos filtrados para cada una de las variables estadísticamente significativas. 

Las concentraciones totales de LF, S100A6, CFH, CLU, APP, MT1A, Ca, Mg, P, Na, Cu, Fe 

y Zn obtenidas para los sujetos control (n=27) y los pacientes con DMAE (n=17), una vez 

excluidos los individuos con dislipidemia, se muestran en la Tabla 6. Como puede 

observarse, se obtuvieron resultados comparables a los previamente obtenidos 

considerando todos los sujetos (ver Tabla 5), con la excepción del Mg. Al considerar a 

todos los pacientes, las proteínas MT1A, S100A6 y LF, y los metales Fe y Cu mostraron 

un cambio en los valores de fold change similar (1,9, 1,4, 0,7, 0,6, 0,7, respectivamente) 

a cuando se excluyeron los sujetos dislipidémicos (2,1, 1,4, 0,5, 0,5, 0,6, 

respectivamente), con valores de p aún más pequeños en el último caso (ver Tabla 6). 

Solo el Mg perdió las diferencias significativas cuando se excluyeron los sujetos 

dislipidémicos (0,7 valor fold change, valor p = 0,07), en comparación con los datos sin 

filtrar (0,7 valor fold change, valor p = 0,01), aunque el cambio en el valor fold change 

fue prácticamente nulo. Esta diferencia encontrada para el Mg puede estar relacionada 

por tanto con el menor número de individuos que se obtuvieron después de excluir a 

los sujetos con dislipidemia como factor de riesgo, lo que sin duda afecta al poder 

estadísitico del análisis. 
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Tabla 5. Concentraciones de proteína y elementos determinados en lágrima de pacientes con DMAE (n=17) 
y sujetos control (n=27), después de excluir a los pacientes con dislipidemia. 

Concentración de proteína     

 Control DMAE Fold-change p-valor 

Lactoferrina 

(m ± SD, mg.mL-1) 
11,96 ± 4,13 5,89 ± 3,13 0,5 0,0005 

S100A6 

(m ± SD, ng.mL-1) 
393, 84 ± 153,38 541,37 ± 238,47 1,4 0,04 

CFH 

(m ± SD, ng.mL-1) 
1632,82 ± 1152,43 2047,47 ± 1375,23 1,3 0,4 

Clusterina (m ± SD, ng.mL-1) 28,67 ± 12,78 35,55 ± 15,15 1,2 0,2 

APP 

(m ± SD, ng.mL-1) 
174,65 ± 78,86 156,03 ± 79,25 0,9 0,2 

MT1A 

(m ± SD, ng.mL-1) 
154,31 ± 37,63 328,45 ± 258,53 2,1 0,002 

Concentración de elemento     

Na (m ± SD, µg.mL-1) 2141,09 ± 531,66 1872,65 ± 864,13 0,9 0,3 

Mg (m ± SD, µg.mL-1) 9,748 ± 3,76 6,81 ± 4,16 0,7 0,07 

P (m ± SD, µg.mL-1) 3,96 ± 2,31 3,36 ± 2,80 0,8 0,6 

Ca (m ± SD, µg.mL-1) 22,26 ± 7,38 22,67 ± 16,66 1,0 0,8 

Fe (m ± SD, µg.mL-1) 3,22 ± 1,88 1,75 ± 1,00 0,5 0,02 

Cu (m ± SD, µg.mL-1) 0,16 ± 0,06 0,10 ± 0,04 0,6 0,01 

Zn (m ± SD, µg.mL-1) 0,36 ± 0,27 0,32 ± 0,22 0,9 0,7 

 m, media; SD, desviación estándar 

 

En segundo lugar, se llevó a cabo una regresión logística multivariante en todos 

los sujetos reclutados (31 pacientes con DMAE y 29 sujetos control), usando SPPS con 

todos los datos obtenidos, para evaluar posibles factores de confusión, incluida la 

dislipidemia, en las diferencias observadas entre el grupo con DMAE y el control. Este 

análisis confirmó que el factor de riesgo de dislipidemia (valor p=0,989) no contribuyó a 

las diferencias estadísticamente significativas observadas entre grupos para las 

restantes variables, descartándose por tanto posibles confusores entre las condiciones 

demográficas y las proteínas y los elementos estudiados. Por tanto, puede asegurarse 
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que los niveles alterados de MT1A, S100A6, LF, Fe y Cu en la película lagrimal entre 

ambos grupos son el resultado de la enfermedad de la DMAE. 

 

4.6. Modelos de aprendizaje automático 

 

Las concentraciones obtenidas para las seis proteínas y los siete elementos 

estudiados en las muestras de fluido lagrimal de pacientes con DMAE y sujetos control 

se emplearon para realizar un análisis discriminante por pasos mediante SPSS con objeto 

de identificar las mejores variables que clasifican a ambos grupos y, por tanto, los 

diferencian. Así, resultó que el panel compuesto por MT1A, Na y Mg asigna 

correctamente el 89% del grupo de muestras y, en consecuencia, se utilizó para generar 

modelos predictivos multivariados. Todo el conjunto de datos se usó para el 

entrenamiento (“training”) y el test con distintos algoritmos de aprendizaje automático, 

incluidos Random Forest, Naive Bayes, k-Nearest Neighbor, Classification Tree y Support 

Vector Machine. Posteriormente, se validó el método de clasificación utilizando el 30% 

de datos restantes para hacer predicciones sobre casos futuros para los que se 

desconoce la respuesta objetivo, proporcionando los valores de asignación correcta 

(CA), sensibilidad, especificidad, área bajo la curva (AUC) y precisión de el modelo, cuyos 

resultados se muestran en la Tabla 7. La mejor eficiencia de clasificación se obtuvo al 

utilizar el panel de proteínas y elementos constituido por MT1A, Na y Mg y aplicar 

Classification Tree y Naïve Bayes, los cuales proporcionaron valores de asignación 

correctos del 68% y 73%, respectivamente, al comparar los grupos DMAE y control. El 

AUC obtenido alcanzó 0,70 a 0,86 al utilizar Classification Tree y Naïve Bayes, 

respectivamente. Esto implica que hay entre un 70 a 86 % de probabilidad de que el 

modelo sepa distinguir entre pacientes con DMAE y control. 
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Tabla 6. Mejores modelos de aprendizaje automático (Machine-learning models) utilizando las variables 
MT1A, Na y Mg, cuando se comparan pacientes DMAE y sujetos control.  

Método CA AUC Sensibilidad Especificidad Precisión 

Random Forest 0,63 0,73 0,82 0,41 0,61 

Naive Bayes 0,73 0,86 0,58 0,90 0,87 

k-Nearest Neighbors 0,54 0,59 0,39 0,71 0,60 

Classification Tree 0,68 0,70 0,69 0,67 0,70 

Support Vector Machine 0,64 0,71 0,77 0,50 0,73 

CA, Asignación Correcta; AUC, Área bajo la curva. 
 

5. Discusión 

 

Como se ha comentado, la DMAE se caracteriza por una pérdida progresiva de 

la visión central causada por cambios neurodegenerativos relacionados con la edad en 

la mácula, región altamente especializada de la retina central y responsable de la visión 

fina y cromática. Durante el envejecimiento, el metabolismo sistémico de los metales, 

incluidos Fe, Cu, Zn y Ca, cambia y su alteración homeostática puede desempeñar un 

papel importante en los procesos neurodegenerativos. Diversas evidencias sugieren que 

las proteínas/péptidos identificados en los depósitos extracelulares característicos de la 

DMAE sufren una agregación patogénica promovida por metales30,31. La agregación 

proteica anómala observada en la DMAE puede estar relacionada con la existencia de 

una dishomeostasis metálica, como causa o consecuencia20. Por lo tanto, la 

comprensión de la estructura y las interacciones funcionales entre los metales y los 

componentes intracelulares y extracelulares que se convierten en patógenos pueden 

arrojar luz sobre la etiología de la DMAE. Por lo tanto, la identificación de niveles 

potencialmente alterados de metales, metaloides y proteínas que interactúan con 

metales en la película lagrimal de pacientes con DMAE puede contribuir a la mejor 

comprensión de los cambios fisiopatológicos observados en este trastorno irreversible 

y, al mismo tiempo, proponer biomarcadores candidatos para un diagnóstico precoz y/o 

un mejor pronóstico de la enfermedad. 
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En consecuencia, en este capítulo se ha diseñado un análisis multiparamétrico 

dirigido, basado en inmunoensayos y espectrometría de masas elemental, para la 

determinación cuantitativa de LF, S100A6, CFH, CLU, APP, Ca, Mg, P, Na, Zn, Fe y Cu en 

la película lagrimal de pacientes con DAME seca y sujetos control. Las lágrimas son 

producidas por el aparato lagrimal para humedecer la superficie ocular, protegiendo la 

córnea de la desecación, facilitando los movimientos de los párpados sobre el globo 

ocular sin fricción para mejorar el efecto refractivo y preservando de la irritación 

provocada por el ambiente32. Las glándulas lagrimales son glándulas acinares exocrinas 

clásicas que secretan una solución acuosa diluida que contiene proteínas, componentes 

de pequeña masa molecular y electrolitos, constituyentes de la película lagrimal. Por lo 

tanto, la película lagrimal se compone principalmente de H2O (»98%), con un pH normal 

de 7,5 y Na, Cl, HCO3, K, Mg, Ca, glucosa, retinol y urea como solutos principales. Según 

diversas publicaciones, las proteínas lagrimales más abundantes incluyen 

inmunoglobulina A, LF, prealbúmina específica de lágrima, proteína G y lisozima. 

Además, están presentes trazas de otras proteínas, enzimas e inhibidores de origen 

sérico. La tasa de reposición lagrimal normal se produce aproximadamente en un 16 

%/min a una velocidad de parpadeo normal, pero depende en gran medida de la 

temperatura y la humedad, puediendo ser inducida por una variedad de estímulos 

mecánicos y psicofísicos33,34. En consecuencia, una de las principales dificultades de este 

estudio ha sido el volumen de muestra limitado, especialmente teniendo en cuenta la 

edad de los pacientes reclutados. En el caso de los ensayos ELISA, se realizó la dilución 

de la muestra de lágrimas con diferentes factores, lo que permitió la cuantificación 

multiparamétrica de las moléculas seleccionadas. Además, teniendo en cuenta que el 

análisis multielemental por ICP-MS con nebulización convencional está drásticamente 

limitado por el alto consumo de volumen de muestra (hasta 200 μL·min-1), e incluso con 

el uso de micronebulizadores suele ser de 50–100 μL·min-1, se decidió optimizar e 

implementar el sistema FIA-ICP-MS, permitiendo la cuantificación de las trece variables 

seleccionadas en este biofluido. 

 

La composición normal de la lágrima humana se ha caracterizado ampliamente 

utilizando enfoques proteómicos, 35 , 36 , 37 , lipidómicos, 38 , 39 , 40  metabolómicos47, 41  y 

metalómicos 42 . Se han desarrollado metodologías basadas en proteómica o 
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metabolómica para el estudio de la película lagrimal y la identificación de biomarcadores 

candidatos en pacientes diagnosticados con glaucoma, ojo seco, retinopatía diabética, 

queratocono o cáncer, entre otros¡Error! Marcador no definido.,13,19. Sin embargo, son limitados 

los estudios que abordan el análisis de película lagrimal en pacientes con DMAE. Entre 

ellos, Yu et al.43 observaron, mediante ensayos ELISA, que la lágrima (junto con el suero) 

de pacientes con DMAE (n=20) tenía niveles de IgA más elevados que los sujetos control 

(n=15), lo que puede implicar una relación con la patogénesis de esta enfermedad. Por 

otro lado, Winiarczyk et al.44 intentaron definir el proteoma de la película lagrimal de 

sujetos con DMAE mediante el análisis molecular empleando un MALDI-TOF/TOF y 

usando tiras de Schirmer para la toma de muestras de lágrimas procedentes de 8 

pacientes diagnosticados con la DMAE húmeda, 6 con la DMAE seca y 8 individuos 

control. Esta metodología permitió la identificación de 342 proteínas, encontrándose 

varias proteínas desreguladas en la película lagrimal de pacientes con DMAE seca que 

involucranban vías específicas relacionadas con el estrés oxidativo, la inflamación y la 

proteólisis. Recientemente, la película lagrimal de 15 pacientes con DMAE húmeda y 15 

controles sanos de la misma edad se analizó comparativamente mediante electroforesis 

en gel bidimensional y MALDI-TOF/TOF, lo que condujo a la identificación de varias 

proteínas alteradas que pertenecen a vías relacionadas con el estrés oxidativo, la 

eliminación de proteínas y la inflamación crónica, destacando alteraciones en las 

anexinas A1 y A4, que forman parte de la familia de unión a fosfolípidos dependientes 

del calcio responsables de regular la inflamación y la autofagia 45 , 46 . Sin embargo, 

ninguna de las proteínas alteradas identificadas en esos trabajos coincide con las 

evaluadas en el presente capítulo, mostrando variaciones significativas para las descritas 

en las secciones anteriores. 

 

En el presente estudio, la desregulación significativa de la proteína S100A6 

observada en la película lagrimal de pacientes con DMAE puede estar relacionada con 

su papel como regulador de la homeostasis del Ca. La S100A6 pertenece a la familia de 

proteínas S100 de unión a Ca2+47. En el ojo, la proteína S100A6 se expresa en las células 

endoteliales corneales adultas, pero no en las células endoteliales corneales fetales48. 

En estudios previos se ha observado que los niveles de proteína S100A6 se encontraron 

elevados en pacientes con ojo seco o con disfunción en las glándulas de Meibomio26,49, 
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y desregulados en la película lagrimal de pacientes diagnosticados con queratocono50, 

proponiéndose como biomarcador candidato de estos trastornos de la superficie ocular. 

Curiosamente, la proteína S100A6 se encontró desregulada en modelos experimentales 

de neovascularización corneal 51 , obserdánse su expresión en tejido de Pterigion 

extraído del paciente 52 , 53 , pero hasta la fecha ningún estudio ha relacionado esta 

proteína con la enfermedad de DMAE. 

 

Por otro lado, en este trabajo se observó una desregulación de LF en los 

pacientes con DMAE al compararlos con los sujetos emparejados por sexo y edad. Esta 

glicoproteína se encuentra habitualmente en la mayoría de las secreciones mucosas, es 

decir, secreción nasal, saliva, etc) así como en lágrimas, humor vítreo, EPR y retina54,55,56. 

La LF regula la homeostasis del hierro 57  y también presenta propiedades 

antiinflamatorias, antibacterianas, moduladoras de especies reactivas del oxígeno, con 

efectos adicionales de inmunidad antiviral y antitumoral 58 . Esta proteína ha sido 

propuesta previamente como biomarcador candidato de la enfermedad del ojo seco59, 

cuya administración oral podría preservar la función de la glándula lagrimal en ratones 

de edad avanzada, reduciendo el daño oxidativo y la inflamación60. La administración de 

LF también redujo la neovascularización coroidea en un modelo de ratón inducido por 

láser que imita la forma húmeda de DMAE a través de la inhibición de factores inducibles 

por hipoxia61. En particular, según diversos estudios la concentración de LF en la película 

lagrimal de individuos control parece permanecer invariable a lo largo de la edad con 

independencia del sexo55,62, en sintonía con los resultos obtenidos en nuestro estudio. 

Además, los niveles más bajos de LF observados en la película lagrimal de los pacientes 

con DMAE pueden estar relacionados con una concentración más baja de Fe y un mayor 

estrés oxidativo observado durante el curso de la enfermedad. 

 

Con respecto a la subisoforma MT1A, esta pertenece a familia de las 

metalotioneínas, definidas como proteínas de bajo peso molecular (< 7 kDa) ricas en 

cisteína y ligadoras de metales e implicadas en la homeostasis celular de Cu y Zn, 

desintoxicación de metales, defensa frente al daño oxidativo mediante captación de 

radicales libres y neuroprotección63,64,65. La MT1A, codificada por el gen MT1A y que se 

expresa en todos los tejidos oculares humanos, se observó a mayores niveles de 
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concentración en la lágrima de pacientes con DMAE, destacando la alta variabilidad en 

este grupo en contraste con los sujetos control (Figura 27F). Por el contrario, estudios 

previos mostraron que los niveles de metalotioneínas disminuyeron con la edad en 

células pigmentadas de la retina aisladas de donantes post mortem con signos de DMAE, 

pero sin determinar subisoformas individuales 66 . Resultan llamativos los estudios 

llevados a cabo utilizando modelos in vivo e in vitro de daño retiniano, mostrando una 

sobreexpresión de las isoformas MT1 y MT2, lo que sugiere que su desregulación puede 

proteger contra el daño agudo de la retina67,68,69, pudiendo explicar los niveles más altos 

de MT1A observados en este trabajo en los pacientes con DMAE. 

 

 De los diferentes estudios publicados hasta el momento, se han observado 

cambios en la composición de las lágrimas relacionados con la edad, incluyendo una 

mayor expresión de citoquinas proinflamatorias y factores remodeladores de la matriz 

extracelular70, así como niveles más altos de albúmina plasmática71. Teniendo en cuenta 

que el envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo para el inicio de 

DMAE, también se ha estudiado la posible correlación entre las proteínas seleecionadas 

y la edad de los sujetos reclutados, sin observar ningún cambio significativo relacionado 

con la edad en la composición de las lágrimas, con la excepción de la proteína APP. En 

este caso, se obtuvo una correlación negativa para APP, pero solo en el grupo DMAE (r-

value=-0,523, p-value<0,01), lo que indica que los niveles de esta proteína disminuyeron 

con la edad en pacientes con DMAE, pero no en controles sanos. Esta observación puede 

estar asociada con el aumento de la actividad de las enzimas que escinden la APP 

durante el envejecimiento, lo que contribuye a la degradación de la APP y al aumento 

de la producción y acumulación de depósitos extracelulares 72 , viéndose reducido 

notablemente en el grupo de pacientes con la DMAE según los resultados obtenidos. 

Por tanto, resultaría de interés llevar a cabo el seguimiento de esta proteína en la 

película lagrimal de los pacientes con DMAE durante el desarrollo y las etapas avanzadas 

de la enfermedad. 

 

La literatura actual no incluye ningún estudio que aborde el análisis 

multielemental de los elementos seleccionados en este estudio en la película lagrimal 

de los pacientes con DMAE. Solo se han encontrado algunas publicaciones que 
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intentaron cuantificar varios elementos en la película lagrimal mediante diferentes 

estrategias de muestreo y análisis, sin relacionarlo con ningúna enfermedad ocular. Por 

ejemplo, se cuantificaron los niveles de Zn en lágrimas de voluntarios jóvenes sanos 

mediante espectrometría de absorción atómica, obteniendo un valor medio de 1,537 ± 

0,146 μg·mL-1 73. También se realizó un análisis multielemental de Na, K, Mg y Ca en la 

película lagrimal de diez humanos sanos empleando ICP-MS o espectroscopia de 

emisión atómica (ICP-AES), con niveles de concentración de 104,5 ± 4,27, 18,1 ± 1,04, 

0,49 ± 0,02 y 0,33 ± 0,03 mM, respectivamente 74 . Por otro lado, el análisis 

multielemental de lágrimas de 60 voluntarios proecedentes de diferentes orígenes 

geográficos (áreas urbanas frente a rurales), empleando ICP-MS, proporcionó 

concentraciones promedio de 18,40 ± 16,53 ng·mL-1 para Cu y 29,61 ± 31,46 ng·mL-1 

para Zn42. Además, la posible relación entre los niveles de Zn en lágrima y la infección 

parasitaria por helmintos fue evaluada en 81 individuos mediante un ensayo 

colorimétrico, observándose niveles más altos de este elemento en la población 

infectada (4,78 μg·mL-1) en comparación con los sujetos control (2,42 μg·mL-1) 75 . 

Finalmente , mediante el análisis multielemental de Cu, Zn, Se, Rb, Ba, Pb, Mn y Co por 

ICP-MS en 47 pacientes diagnosticados de diabetes tipo II y 50 controles sanos, se 

observarone diferencias significativas para Zn, Cr, Co, Mn, Ba y Pb, alcanzando la 

concentración media de Zn 66,00 ng·mL-1 en pacientes diabéticos y 33,25 ng·mL-1 en 

sujetos no diabéticos¡Error! Marcador no definido.. 

 

De los diferentes estudios indicados, cabe destacar la importante variabilidad 

observada para los resultados cuantitativos de oligoelementos en lágrimas, que difiere 

de los resultados para Cu y Zn obtenidos en este trabajo (promedio de 0,16 y 0,36 μg·mL-

1, respectivamente). Las diferencias experimentales pueden atribuirse al procedimiento 

de muestreo de lágrimas y/o determinación metodológica. Parece que el muestreo con 

tiras de Schirmer proporcionó niveles más bajos de Zn y Cu42,75,¡Error! Marcador no definido. ,en 

comparación con el uso de microcapilares de vidrio73,74. Las tiras de Schirmer se utilizan 

habitualmente en el área clínica para determinar la producción de lágrimas, donde la 

fracción acuosa de la lágrima viaja más a lo largo de las tiras que las proteínas no polares, 

los lípidos o los metabolitos36. Este hecho, junto con el requisito de una extracción 

cuantitativa de los analitos de las tiras para su posterior análisis, puede contribuir a las 
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diferencias observadas en la composición de la muestra. De hecho, la composición de la 

lágrima se ve afectada por el método utilizado para la toma de muestras76
, como se ha 

comentado para las proteínas 77 , los metabolitos20 y los lípidos38. El uso de tubos 

microcapilares es menos invasivo, más seguro y evita el lagrimeo reflejo, lo que lleva a 

la identificación de un enorme número de proteínas extracelulares, en comparación con 

el uso de tiras de Schirmer,19 pero se requiere de personal capacitado para ello, lo que 

podría explicar el bajo número de estudios que utilizan muestreo microcapilar. Además, 

se debe tener especial cuidado con todas las metodologías empleadas para evitar la 

contaminación de la muestra durante la recogida y el pretratamiento. 

 

En este estudio, los niveles más bajos observados para Fe, Mg y Cu en los 

pacientes con DMAE pueden estar relacionados con el inicio y/o la progresión de la 

enfermedad. El elemento esencial Fe es el metal con actividad redox más abundante en 

el cuerpo humano 78 , cuya acumulación local se ha implicado en la patogenia de 

enfermedades neurodegenerativas, incluida la DMAE79. En concreto, se ha detectado un 

mayor contenido de Fe en los fotorreceptores, el EPR y sus melanosomas, la membrana 

de Bruch y los depósitos extracelulares de pacientes con DMAE79- 82 , donde su 

acumulación en la retina puede contribuir a la patogénesis de la DMAE al inducir estrés 

oxidativo y daño inflamatorio. Curiosamente, en estudios previos el análisis elemental 

de humor acuoso mostró niveles más altos de Fe en pacientes con DMAE, en 

comparación con sujetos control83. No obstante, según en los resultados obtenidos en 

este capítulo, la disminución de la concentración de Fe en los pacientes con la forma 

seca de la DMAE parece estar directamente relacionada con los niveles más bajos LF, 

una de las principales proteínas de unión al hierro en la película lagrimal, lo que sugiere 

una interacción subyacente entre ambas variables. 

 

Asimismo, el Cu es un elemento esencial para el ciclo visual y la supervivencia de 

los fotorreceptores, cuya deficiencia se ha asociado con cambios morfológicos en la 

retina y con la neuropatía óptica84. La menor concentración de Cu determinada en la 

película lagrimal de los pacientes dianosticados de DMAE, en comparación con los 

sujetos control, está en consonancia con los niveles más bajos de Cu observados en el 

humor acuoso de individuos con DMAE no exudativa.83 Con el envejecimiento, diversos 
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estudios han observado un aumento de los niveles sistémicos de Cu (sangre o suero)85, 

mientras que los niveles locales de Cu en el EPR y la coroides se redujeron, 86 

específicamente en pacientes con la DMAE87 , reflejando niveles más bajos de este 

elemento dentro del ojo afectado. Por otro lado, el Mg es el segundo catión intracelular 

más abundante, involucrado en el mantenimiento de la función de la membrana celular, 

la síntesis de ácidos nucleicos y el metabolismo energético88. En el estudio llevado a 

cabo Heesterbeek et al.89, se determinó por ICP-MS que los niveles de Mg eran más 

elevados en el plasma de pacientes con DMAE, pero sin significación estadística. 

Recientemente, Agrón et al.90 mostraron que múltiples nutrientes dietéticos, incluido el 

Mg, se encontraron asociados con un menor riesgo de la forma neovascular de la DMAE. 

Teniendo en cuenta su papel fisiológico en la restauración de la integridad de la barrera 

hematoencefálica, la deficiencia de Mg se ha asociado con enfermedades 

neurodegenerativas relacionadas con la edad, incluida la esclerosis lateral amiotrófica 

(ELA), el Alzheimer (AD) o la enfermeda de Parkinson¡Error! Marcador no definido.,90. 

Específicamente, los niveles de Mg se han encontrado más bajos en la sangre de 

pacientes con ELA, en comparación con sujetos control, de manera similar a las 

concentraciones significativamente más bajas de este elemento determinadas en la 

película lagrimal de los pacientes con DMAE. 

 

Debe resltarse que la mayor prevalencia de pacientes con dislipidemia en el 

grupo de la DMAE está en consonancia con estudios previos, indicando que la patología 

macular puede estar relacionada con los niveles de los lípidos circulantes, el transporte 

local de lípidos o ambos22, 91 . Para descartar posibles factores de confusión de las 

condiciones demográficas y clínicas, incluido el factor de riesgo de dislipidemia, en los 

niveles de metales diana y (metalo-)proteínas obtenidos en la película lagrimal de 

pacientes con DMAE y significativament alterados, en comparación con sujetos control, 

se llevó a cabo un análisis estadístico adicional. La exclusión de los sujetos con 

dislipidemia del análisis multivariado arrojó resultados similares a los previamente 

obtenidos con el análisis estadístico que incluyó todos los individuos con este factor de 

riesgo, con excepción del Mg, probablemente debido a la reducción del número de 

individuos del estudio, lo que indica la baja influencia de este factor de riesgo sobre las 

diferencias obtenidas. Curiosamente, el análisis de regresión logística multivariado 
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confirmó que la dislipidemia no contribuyó a las diferencias observadas y, por lo tanto, 

las alteraciones obtenidas para MT1A, S100A6, LF, Fe y Cu son el resultado de la 

enfermedad de la DMAE. 

 

Además, también se investigaron las posibles correlaciones entre proteínas y 

elementos, observándose una tendencia positiva y estadísticamente significativa para 

el Mg al compararlo con el Na, Cu y P (Figura 29 A, B, C), tanto para sujetos con DMAE 

como el grupo control. Por el contrario, las correlaciones positivas para Mg y Ca (Figura 

29 D), para Ca y Na (Figura 29E) y para LF y Cu se observaron exclusivamente para el 

grupo DMAE y no para los controles sanos. En particular, la LF fue la única proteína que 

mostró una alta correlación positiva con Cu (Figura 29D), pero no con Fe, lo que sugiere 

una posible interdependencia en la enfermedad de la DMAE. Por otro lado, la 

correlación altamente positiva observada para Mg con Na, P y Ca puede sugerir un 

comportamiento agonista de Mg92, y también para Na y P y para LF y Cu. Sin embargo, 

es necesario dilucidar la interacción positiva observada específicamente en el grupo 

DMAE. Debe resaltarse que los datos cuantitativos obtenidos para las trece variables, 

tanto en el grupo DMAE como en los controles, se usaron para establecer un panel de 

tres variables (proteínas y metales) constituido por de MT1A, Na y Mg. Este panel se 

utilizó para generar modelos de aprendizaje automático (Tabla 7), obteniéndose la 

precisión de la clasificación al comparar pacientes con DMAE frente a sujetos control, 

pudiendo diagnosticarse la enfermedad en el 73% de los casos. Sin embargo, el poder 

diagnóstico para diagnosticar la DMAE es bastante bajo utilizando estas variables y 

parece que sus alteraciones en las lágrimas no están directamente relacionadas entre 

sí. 

 

A pesar de que se trata de un estudio exhaustivo dirigido al análisis de metales 

traza y (metalo-)proteínas en pacientes con DMAE seca, este trabajo debe considerarse 

exploratorio. Este estudio está limitado por el número restringido de muestras utilizadas 

para el análisis estadístico, siendo necesario reclutar pacientes adicionales para obtener 

más de 300 muestras de cada grupo con objeto de alcanzar la potencia adecuada de las 

pruebas. Por lo tanto, el bajo número de muestras utilizadas para clasificar los grupos 

puede afectar el poder de discriminación del panel estudiado de MT1A, Na y Mg, 
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utilizando los algoritmos propuestos. Además, la evaluación de la composición de la 

película lagrimal a lo largo del día y durante un largo periodo de tiempo sería deseable 

en futuros estudios para determinar las variaciones dentro del mismo día y/o entre días. 

Finalmente, quedan abiertas las cuestiones relativas a la correlación de la composición 

de la película lagrimal con las lesiones maculares, considerando que, aunque la película 

lagrimal no está conectada directamente con la retina, puede verse alterada por la 

ruptura parcial de la barrera hematorretiniana en el curso de la DMAE. 

 

6. Conclusiones 

A pesar del reto que supone analizar el fluido lacrimal, debido al pequeño 

volumen del que se dispone (1-5 µL), así como las limitaciones existentes en cuanto a 

disponibilidad de metodologías con caracter multidisciplinar, en este capítulo de la Tesis 

Doctoraltrabajo se ha conseguido desarrollar un método multiparamétrico para la 

cuantificación de proteínas y elementos esenciales en este tipo de fluido. 

Concretamente, se ha obtenido información cuantitativa para trece variables: LF, 

S100A6, CFH, CLU, APP, MT1A Ca, Mg, P, Na, Cu, Fe y Zn, combinando técnicas analíticas 

de espectrofotometría y espectrometría de masas. 

 

Además, los resultados obtenidos han mostrado alteraciones atribuibles a la 

DMAE tanto nivel proteico como a nivel elemental. Concretamente, se han demostrado 

una regulación positiva de MT1A y S100A6, y una la regulación negativa de LF, Fe, Mg y 

Cu en la película lagrimal de pacientes con trastorno macular. 
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Nanoclústeres fluorescentes de plata como marcas de 

anticuerpos en un inmunoensayo competitivo para la proteína 

factor H del complemento  

 

1. Introducción 

 

La proteína factor H del complemento (CFH), un componente constitutivo de las 

drusas1,2, está codificada por el gen CFH, cuyas variantes genéticas han sido identificadas 

fuertemente asociada con mayor riesgo del desarrollo de la DMAE3,4. La proteína CFH se 

secreta al torrente sanguíneo y tiene un papel esencial en la regulación del sistema del 

complemento. Por lo tanto, la CFH alterada o disfuncional podría conducir a una 

inflamación local crónica que puede estar asociada con la formación de drusas y, por lo 

tanto, con el inicio y la progresión de la DMAE5,6. En consecuencia, los niveles séricos de 

CFH podrían ser de interés para evaluar el inicio o progresión de la DMAE, aunque hasta 

la fecha no se hay consenso sobre su aplicabilidad como biomarcador molecular7,8,9. 

Para poder confirmar la existencia de alteraciones de esta proteína en el suero de 

pacientes con DMAE es necesario un método altamente sensible para la determinación 

de CFH en suero humano, así como en muestras procedentes de depóstios 

extracelulares (drusas), fluidos oculares, o también para estudiar modelos celulares in 

vitro que secretan CFH1,10,11. 

 

Los colorantes orgánicos y los puntos cuánticos semiconductores o quantum 

dots (QDs) se encuentran entre las marcas fluorescentes más utilizadas para 

aplicaciones analíticas en el campo biomédico. Sin embargo, los fluoróforos orgánicos 

suelen ser muy susceptibles al fotoblanqueo o photobleaching, aunque son destacables 

los esfuerzos por desarrollar compuestos luminiscentes más fotoestables, como los 

complejos de iridio (III)12.Por otro lado, los QDs suelen contener especies metálicas 

altamente tóxicas (por ejemplo, CdSe) y sufren destellos intermitentes de 

fotoluminiscencia, lo que restringe su uso. A esas marcas, se deben incluir los 

nanoclústeres (NCs) de metales luminiscentes solubles en agua13. La investigación sobre 
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esta última clase de etiquetas fluorescentes ha sido impulsada por las propiedades de 

los NCs metálicos, como una fuerte fotoluminiscencia, grandes desplazamientos de 

Stokes, buena fotoestabilidad y baja toxicidad 14 , 15 . Los NCs fotoluminiscentes 

sintetizados y utilizados con mayor frecuencia están constituidos por oro 16 , 17 . No 

obstante, se ha demostrado que los NCs de plata (AgNCs) 18 , 19 , 20  emiten una alta 

fotoluminiscencia y su aplicabilidad puede ser altamente prometedora.  

 

Los AgNCs sintetizados con moldes de ADN ofrecen aplicaciones interesantes21, 

incluido el uso de ADN-AgNCs para la detección de ácidos nucleicos22  y factores de 

transcripción 23 . Además, otros moldes o agentes estabilizadores como proteínas, 

polímeros y dendrímeros también se han utilizado para la síntesis de NCs metálicos24. 

Desafortunadamente, un inconveniente relacionado con el uso de moldes de grandes 

dimensiones para la formación de NCs, es la dificultad de eliminar el exceso de moldes 

que han quedado libres en disolución. Además, se ha observado que los blancos de la 

reacción de síntesis de algunos moldes, como aquellos que constituidos por polímeros 

de poli(etilenimina) y dendrímeros de poliamidoamina, emiten una alta fluorescencia. 

Por otro lado, los ligandos de tiolato son una opción habitual para sintetizar NCs 

metálicos25. En particular, se ha descrito que el uso de pequeños agentes estabilizantes 

como el ácido lipoico puede dar lugar a NCs metálicos estables y altamente 

luminiscentes17-29 facilitando también su proceso de purificación. 

 

2. Objetivos 

 

Con objeto de analizar en suero una de las principales proteínas relacionadas con 

la DMAE, el CFH, que está presente en los depósitos extracelulares observados en 

pacientes con DMAE, cuya oligomerización se ve afectada por metales y cuyos niveles 

séricos pueden verse alterados durante el transcurso de la enfermedad macular, se 

desarrollará un método de cuantificación absoluta, reproducible, multimodal y con 

menor límite de detección que los existentes en la actualidad. 

 

 Aunque los niveles de esta proteína presentes en la lágrima de pacientes con 

DMAE no son estadísticamente diferentes de los sujetos control, sí que se han 
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observado niveles alterados de CFH en el suero de pacientes de otras poblaciones, así 

como de otras proteínas relacionadas con CFH en el suero de sujetos con la enfermedad 

tal y como se discutió en el Capítulo 1 de esta tesis doctoral. Las irreproducibilidades 

inherentes a los ensayos ELISA pueden contribuir a una mayor dispersión en las medidas, 

dificultando validar las posibles diferencias entre pacientes con DMAE e individuos 

sanos.  

 

Con este fin, los nanoclústeres de plata (AgNCs) se evaluarán como marcas para 

el desarrollo de un fluoroinmunoensayo para el análisis de CFH en suero. La síntesis 

reductora de AgNCs usando ácido lipoico como ligando se optimizará variando 

diferentes parámetros. El diámetro promedio y la estructura de los AgNC se 

determinarán por HR-TEM y la concentración de plata se cuantificará por ICP-MS.  

Seguidamente, se optimizará el marcaje del anticuerpo CFH con AgNC. Posteriormente 

se desarrollará un fluoroinmunoensayo competitivo y se compararán los resultados con 

los obtenidos por un kit ELISA comercial.  Finalmente, el método se aplicará a la 

determinación de CFH en suero humano. 

 

3. Procedimiento Experimental 

3.1. Materiales y reactivos 

 

- Nitrato de plata (AgNO3) (99.9% pureza; Alfa Aesar, Thermo Fisher, Kandel, 

Germany) 

- Ácido lipoico (en polvo, > 98% pureza; Across Organics, Geel, Bélgica) 

- Hidróxido de sodio (NaOH) (Sigma-Aldrich, Milwaukee, WIS, USA) 

- Tetrahidroborato de sodio (NaBH4) (en polvo, > 98% pureza, Sigma-Aldrich). 

- Estándar de proteína CFH (MyBioSource, San Diego, USA)  

- Anticuerpo Anti-human CFH producido en cabra (LSBio, Seattle, USA)  

- 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (en polvo, 98% pureza, 

Across Organics) 

- N-hidroxisuccinimida (NHS) (en polvo, > 98% pureza; Sigma-Aldrich), Tris 

base (> 99% pureza; Sigma-Aldrich) 
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- Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Panreac, Barcelona, Spain) 

- L-glutatión reducido (>98% pureza; Sigma-Aldrich)  

- Amicones de 3 y 100 kDa de tamaño de poro para ultracentrifugación (Merck 

Millipore, Darmstadt, Germany) 

- Anticuerpo policlonal anti-IgG de cabra conjugado con peroxidasa de rábano 

picante (HRP) (molécula producida en conejo; Sigma-Aldrich) 

- Kit de sustrato TMB (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE. UU.)  

- Placas ELISA (Sterilin Limited, Newport UK) 

- Portaobjetos de microscopio recubiertos con poli-L-lisina (Electron 

Microscopy Sciences, Hatfield, PA, EE. UU.) con adhesivo aislador de silicona  

- Albúmina de suero bovino (BSA) (en polvo, ≥ 99% pureza; Sigma-Aldrich)  

- Reactivos para preparación de PBS: cloruro de sodio (Scharlab, Barcelona, 

España), cloruro de potasio (Panreac), fosfato de sodio dibásico (≥ 98%, Acros 

Organics) y fosfato de potasio monobásico (Sigma- Aldrich). 

- Ácido nítrico (HNO3), (65 % pureza, VWR International, Pensilvania, EE. UU.) 

- Ácido clorhídrico (HCl) (37 % pureza, VWR International)  

- Agua ultrapura desionizada, resistividad 18,2 MΩ cm-1 (Purelab Flex 3&4, 

ELGA-Veolia, Reino Unido) 

 

3.2. Muestras 

 

Se utilizaron muestras clínicas de suero humano de diferentes sujetos control 

obtenidas por personal especializado del Instituto Oftalmológico Fernández-Vega 

(Oviedo, España) para investigar la aplicabilidad del inmunoensayo. La sangre se recogió 

en tubos Z Serum Sep Clot Activator de 5 mL recubiertos con partículas microscópicas 

de sílice (Vacuette, Madrid, España). Los tubos se centrifugaron a 1.800 g durante 18 

min a 4 °C y el sobrenadante (suero) se alicuotó y almacenó a -80 °C hasta su uso. El 

estudio se adhiere a los principios de la Declaración de Helsinki sobre la investigación 

biomédica en seres humanos. Además, se obtuvo la aprobación ética total del Comité 

Ético de Investigación Clínica del Hospital Universitario Central de Asturias (Oviedo, 

España). Todos los sujetos incluidos en este estudio firmaron un consentimiento 
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informado. El método desarrollado para la cuantificación de CFH se verificó empleando 

un kit ELISA comercial para CFH, Ref 90635Hu (USCN Life Science Inc., Wuhan, China;) 

(96 pruebas). 

 

3.3. Instrumentación 

 

- Espectrofluorímetro (LS-50-B, Perkin Elmer, EE. UU.)  

- Cubetas de fluorescencia Hellma®, cuarzo semi Micro Suprasil® (Sigma-

Aldrich). 

- Microscopio confocal (DM IRE2; Leica, Alemania; https://www.leica-

microsystems.com) con un objetivo de inmersión en aceite del 63 %, 

utilizando una longitud de onda de excitación láser de 405 nm e integrando 

la fluorescencia para toda la superficie del pocillo. 

- ICP-MS, modelo 7500ce (Agilent, EE. UU.)  

- Microscopio electrónico de transmisión de alta resolución (HR-TEM) (JEOL 

JEM-2100, Tokio, Japón) 

- Lector de microplacas de absorbancia (ELX800; Bio-Tek, EE. UU.) 

- Estufa (Memmert, Moscú, Rusia) 

- Baño de ultrasonidos (JP Selecta, Barcelona, España) 

- Minicentrífuga (Gyrozen, Daejeon, Corea del Sur) 

- El procesamiento de datos de fluorescencia y la representación de gráficos 

del inmunoensayo se llevaron a cabo utilizando el software Image J y la web 

MyAssay (https://www.myassays.com), respectivamente. 

- Espectrofluorómetro FS5 (Edinburgh Instruments, Livingston, Reino Unido)  

 

3.4. Síntesis de AgNCs y determinación del rendimiento cuántico 

 

En un vial protegido de la luz, se disolvieron 81,06 mg de ácido lipoico en 20 mL 

de agua ultrapura junto con 240 μL de NaOH 2 M y 1 mL de una solución acuosa de 

AgNO3 25 mM. Después de mezclar durante 5 min, se añadieron 2 mL de una solución 

de NaBH4 150 mM. Finalmente, la reacción se mantuvo a 9 °C bajo agitación durante 21 
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h. Posteriormente, el exceso de ligando y de agente reductor se eliminó por 

ultrafiltración (amicones de ultracentrifugación de tamaño de poro de 3 kDa) utilizando 

la siguiente secuencia: el primer ciclo a 2300 rpm durante 10 min y tres pasos de lavado 

con agua ultrapura a 2300 rpm durante 10 min. Los AgNCs se llevaron a un volumen 

igual al inicial. Los AgNCs purificados se almacenaron en nevera hasta su uso. 

 

El rendimiento cuántico (QY) de la fluorescencia de loa AgNCs se determinó con 

un método absoluto. Para tal fin, se utilizó una esfera integradora compuesta por un 

material fluoropolimérico de alta reflectancia.  

 

3.5. Bioconjugación del anticuerpo anti-CFH con AgNCs e 

investigación de la capacidad de reconocimiento 

 

El marcaje del anticuerpo anti-CFH se realizó en un tubo Eppendorf, cubierto con 

papel de aluminio, donde se agregaron 100 μL de anticuerpo anti-CFH (100 μg mL-1) 

seguido de 188 μL de AgNC en disolución Tris-EDTA con glutatión 3 mM (Ab:AgNCs, 

relación molar 1:3). A pesar de su naturaleza reductora, el glutatión no afecta a los 

puentes disulfuro que mantienen la estructura de los anticuerpos30. Seguidamente, se 

agregó una disolución de EDC y NHS (0,01 M) en un tampón Tris-EDTA con una relación 

1:1. Después de 2 h de agitación constante a temperatura ambiente, se procedió a la 

purificación por ultracentrifugación (con amicones de tamaño de poro de 100 kDa): un 

primer ciclo de 5500 rpm durante 10 min y dos ciclos de lavado con agua ultrapura a 

5500 rpm durante 5 min. El anticuerpo marcado se diluyó en 1 ml de PBS y se almacenó 

en el frigorífico. 

 

Se realizó un inmunoensayo con detección espectrofotométrica (utilizando un 

anticuerpo secundario marcado con HRP) para investigar si las capacidades de 

reconocimiento del anticuerpo anti-CFH se mantienen después de ser marcado con los 

AgNCs. Para tal fin, se inmovilizó el patrón CFH sobre la superficie del pocillo (10 μg.mL-

1) agregando 100 μL/pocillo en una placa ELISA y se incubó a 38 °C durante 6 h. 

Posteriormente, se realizó un paso de bloqueo agregando BSA al 2 % en una disolución 
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de PBS 10 mM (pH = 7,6; 200 μL/pocillo) y se mantuvo a 4 °C durante toda la noche. Al 

día siguiente, se llevaron a cabo tres pasos de lavado con PBS 10 mM (pH = 7,6) y 

solución de Tween 20 al 0,05 % (200 μL/pocillo). Posteriormente, se agregaron 100 

μL/pocillo de anti-CFH marcado con AgNCs (1 μg.mL-1) y se mantuvieron a 38 °C durante 

2 h. A continuación, se realizaron tres lavados (mismas condiciones que las detalladas al 

principio del párrafo). El anticuerpo marcado con peroxidasa, IgG-HRP anti-cabra (100 

μL/pocillo), se añadió con una dilución de 1:10000 en un tampón PBS-BSA-Tween 20. A 

continuación, la placa se incubó con las mismas condiciones descritas anteriormente. Se 

añadió el kit de sustrato TMB (TMB/peróxido de hidrógeno en una proporción de 1:1, 

100 μL/pocillo) después de lavar la placa. Finalmente, se agregaron 100 μL/pocillo de 

ácido sulfúrico 2 M, lo que provocó un cambio de color de azul a amarillo. La medida de 

la señal se realizó con un lector de placas de absorbancia Elix 800 a 450 nm. 

 

3.6. Fluoroinmunoensayo con AgNCs como marcas 

 

Los pocillos de un portaobjetos de microscopio recubiertos con poli-L-lisina 

fueron tapizados con un estándar de proteína CFH (100 μL, 5 μg.mL-1). El CFH se 

inmovilizó por reacción química con EDC (100 μL de EDC, 0,0001 M) y se llevó a cabo la 

incubación a 38 °C durante 2 h. A continuación, se realizó la etapa de bloqueo, para lo 

cual se añadieron a cada pocillo 200 μL de BSA (1% en PBS 10 mM, pH = 7,6). Se incubó 

a temperatura ambiente durante 2 h. Después, se realizaron tres pasos de lavado con 

una solución que contenía PBS 10 mM (pH = 7,6) y Tween 20 al 0,05 % (200 μL/pocillo). 

 

Por otro lado, los estándares de CFH diluidos en PBS (100 μL) y el anticuerpo 

marcado (100 μL de 10 μg.mL-1) se mezclaron en tubos Eppendorf con agitación 

mecánica durante 30 min. Seguidamente, la mezcla se agregó al pocillo correspondiente 

y se mantuvo a 38 °C durante 2 h en la oscuridad. Finalmente, se realizó el último paso 

de lavado y se midió la emisión de fluorescencia mediante microscopía láser confocal. 
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3.7. Determinación de CFH en suero 

 

Se investigó la aplicación del inmunoensayo desarrollado utilizando AgNCs como 

marcas para el análisis cuantitativo de la proteína CFH en suero humano (se analizaron 

tres muestras clínicas de suero, indicadas como SA, SB, SC). Fue necesaria una dilución 

del suero 1:200000 con PBS para ajustar los niveles basales de CFH en el rango lineal de 

la curva de calibración. 

 

La determinación de CFH se verificó utilizando el kit ELISA comercial específico 

para CFH humano, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se agregaron 100 μL de las 

muestras de suero diluidas 1:5000 con PBS o bien, 100 μL de disoluciones estándar de 

CFH para la curva de calibración, a cada pocillo de la placa recubierta previamente con 

un anticuerpo monoclonal de CFH. La incubación se llevó a cabo durante 2 h a 37 °C. 

Después, se añadió una preparación del anticuerpo policlonal conjugado con biotina 

específica para CFH (1 h, 37 °C), seguido de una incubación con avidina conjugada con 

HRP (30 min, 37 °C). A continuación, se añadió el sustrato TMB (TMB/peróxido de 

hidrógeno en proporción 1:1; 20 min, 37 °C). Finalmente, se detuvo la reacción enzima-

sustrato mediante la adición de solución de ácido sulfúrico y se midió el cambio de color 

por espectrofotometría a 450 nm. 

 

4. Resultados y discusión  

 

4.1. Optimización de la síntesis de AgNCs y caracterización 

 

En determinados estudios, se ha mencionado que la desaceleración de la cinética 

de la reacción disminuye la polidispersidad de los NCs25, 31 . En este contexto, se 

investigaron en detalle los efectos de la concentración de NaBH4, el tiempo de reacción 

y la temperatura con el objetivo de sintetizar AgNCs con alta intensidad de fluorescencia 

y baja dispersión. En ciertos experimentos previos, con ácido lipoico como agente 

estabilizante, se evaluaron las temperaturas de incubación en el intervalo 20-40 °C y las 

relaciones NaBH4:ácido lipoico entre 1:1 y 5:1, siendo seleccionadas las condiciones a 25 
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°C y una relación NaBH4:ácido lipoico 4:1. El tiempo de reacción fue de 90 min en tales 

condiciones. También se investigaron proporciones menores de NaBH4:ácido lipoico y 

una temperatura más baja. 

 

La Figura 30 muestra los espectros de fluorescencia obtenidos para los AgNCs 

sintetizados usando diferentes concentraciones de NaBH4 y manteniendo constantes el 

resto de los parámetros de síntesis. En todos los casos, los espectros de emisión de 

fluorescencia obtenidos presentaron un máximo en torno a los 660 nm. Como se puede 

observar, la señal de fluorescencia aumenta cuando se emplean concentraciones más 

altas de NaBH4. Sin embargo, para concentraciones superiores a 150 mM NaBH4 el 

aumento no es tan intenso. Por otro lado, se sabe que altas concentraciones de NaBH4 

aumentan la polidispersidad de las AgNCs24. Por lo tanto, se seleccionó 150 mM de 

NaBH4 (correspondiente a una proporción de NaBH4:ácido lipoico cercana a 1:1) como 

compromiso para experimentos adicionales. 

 

 
Figura 30. Efecto de la concentración de NaBH4 sobre la intensidad de fluorescencia de los AgNCs 
sintetizados. Las concentraciones del resto de reactivos precursores se mantuvieron constantes (longitud 
de onda de excitación: 430 nm). La síntesis se llevó a cabo durante 15 h a 9 °C. 

 

En cuanto a la optimización del tiempo de reacción de la síntesis, la Figura 31 

muestra las señales de fluorescencia medidas para AgNCs cada dos horas a lo largo de 

la reacción de síntesis a 9 °C. Como puede verse, la señal de fluorescencia aumenta con 
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el tiempo hasta alrededor de las 19 h y luego tiende a permanecer constante, por lo que 

el tiempo finalmente seleccionado para el proceso de síntesis fue de 21 h. 

 

 
Figura 31. Influencia del tiempo de reacción de síntesis en los espectros de emisión de AgNCs (longitud 
de onda de excitación: 430 nm). Las concentraciones de todos los reactivos precursores se mantuvieron 
constantes. La síntesis se llevó a cabo a 9 °C. 

 

Para evaluar el efecto de la temperatura de síntesis, se investigaron dos 

condiciones: 9 °C (experimentos anteriores) y 22 °C. Para esta comparación, con el fin 

de detener la reacción antes de alcanzar el equilibrio, las síntesis se realizaron con 50 

mM de NaBH4 y durante un tiempo de 15 h. La Figura 32 muestra que, debido a la mayor 

velocidad de reacción a alta temperatura, la intensidad de fluorescencia alcanzó valores 

más altos para la síntesis a 22 °C en comparación con la de 9 °C para el mismo tiempo 

de síntesis corto. El tamaño promedio de los AgNCs se calculó utilizando las imágenes 

obtenidas por HR-TEM. Para tal fin, se tomaron aleatoriamente medidas de diámetros 

de AgNCs a partir de las imágenes capturadas. Se obtuvo una mayor dispersión de AgNCs 

(3,73 ± 0,3 nm para 270 medidas individuales, intervalo de confianza del 99% obtenido 

con la distribución normal estándar) para la síntesis a 22 °C en comparación con la 

realizada a 9 °C. En este último caso, se obtuvieron AgNCs con un diámetro medio de 

2,64 ± 0,1 nm para 270 medidas individuales (intervalo de confianza del 99% obtenido 

con la distribución normal estándar). Esto confirma el papel positivo de emplear 
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velocidades de reacción más bajas (es decir, temperatura más baja) en la síntesis de 

AgNCs con menor polidispersidad. 

 

 
Figura 32. Comparación de la fluorescencia de AgNCs sintetizados a 9 °C (línea gris de discontinua) y 22 °C 
(línea negra). Las síntesis se llevaron a cabo con NaBH4 50 mM y las reacciones se detuvieron después de 
15 h. 

 
El diámetro de los AgNCs sintetizados con el procedimiento seleccionado (es 

decir, 9 °C, 21 h y NaBH4 150 mM) se determinó mediante HR-TEM. La Figura 33a 

muestra una imagen representativa, obteniendo un valor de 2,9 ± 0,1 nm (intervalo de 

confianza del 99 % obtenido con la distribución normal estándar) mediante la medida 

de 270 AgNCs individuales. Esto corresponde a un volumen de AgNCs de 12,90 nm3 

(considerando que la nanoestructura es esférica). Además, se observó una estructura 

cristalina cúbica centrada en la cara del material (Figura 33 b) mediante el patrón de 

difracción de electrones de área seleccionada (SAED). La plata fue encontrada como el 

elemento principal por EDX. También se observaron oxígeno, carbono y azufre 

(atribuidos al ácido lipoico utilizado como ligando). El rendimiento del procedimiento 

seleccionado para la síntesis de AgNCs fue del 84,3 ± 3%. Este valor se obtuvo mediante 

ICP-MS, comparando la concentración de plata elemental en la fase acuosa que contenía 

los AgNCs purificados (digeridos con agua regia) y la concentración de plata elemental 

antes de iniciar la síntesis. Por otro lado, se obtuvo un rendimiento cuántico del 14%. 

0

100

200

300

400

500

600

700

500 550 600 650 700 750 800In
te

ns
id

ad
 d

e 
flu

or
es

ce
nc

ia
 (a

.u
.)

Longitud de onda (nm)



  CAPÍTULO 2 

 144 

 
Figura 33. Caracterización morfológica de los AgNCs (obtenidas tras 21 h de síntesis a 9 °C, utilizando 

NaBH4 150 mM). a) imagen HR-TEM de AgNCs, y b) patrón SAED de un AgNC. 

 

Como se puede ver en la Figura 34, la emisión de fluorescencia mostró 

intensidades más altas para medios neutros ligeramente básicos. La emisión de 

fluorescencia de los AgNCs purificados fue constante en condiciones de oscuridad 

durante al menos una semana (a temperatura ambiente o en el frigorífico) cuando se 

almacenaron en agua ultrapura. Sin embargo, cuando se expuso a la luz solar (los 

experimentos se realizaron a temperatura ambiente), la señal de fluorescencia después 

de 1 h de exposición fue aproximadamente el 90% de la inicial, mientras que después 

de 6 h fue aproximadamente del 50% (Figura 35). Curiosamente, se ha observado que 

cuando los AgNCs purificados estaban en una disolución que contenía un eliminador 

eficiente de oxígeno disuelto, como sulfito de sodio 6 x 10-3 M32, la emisión de AgNC se 

mantuvo constante. Por lo tanto, es posible confirmar el papel de la fotooxidación en la 

disminución de la fluorescencia de las AgNCs33. Finalmente, es interesante señalar que 

las suspensiones con AgNCs no purificadas (es decir, en la solución de síntesis) tienen 

una mayor estabilidad. La emisión observada para esos AgNCs después de tres meses 

de almacenamiento en el refrigerador está en el mismo orden de magnitud que su 

fluorescencia inicial. 

a) b)

5 nm



  CAPÍTULO 2 

 145 

 
Figura 34. Espectros de emisión de AgNCs a diferentes pHs: pH 12 (línea gris discontinua), pH 7,5 (línea 
negra continua) y pH 4,8 (línea negra a puntos). 

 

 
Figura 35. Estudio de la fotoestabilidad de AgNCs en agua ultrapura expuesta a luz ambiental diurna y 

temperatura ambiente. 

 

Para una mayor aplicación de los AgNCs como marcas en el desarrollo de 

inmunoensayos reproducibles, se requiere conocer la concentración de AgNCs en medio 

acuoso. Con este objetivo, inicialmente se calculó la masa de cada celda unitaria. Se 

obtuvo un valor de 7,16x10-22 g/celda teniendo en cuenta que cada celda unidad 

contiene cuatro átomos de plata. Esto corresponde a un volumen de celda unitaria de 

6,82x10-23 cm3/celda (10,5 g cm-3 es la densidad de plata). Posteriormente, al dividir el 
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volumen de AgNC por el volumen de la celda unitaria, se obtiene un valor promedio de 

188 redes cristalinas por AgNCs, lo que corresponde a un promedio de 753 átomos de 

plata por NC. 

 

Considerando la concentración molar de plata elemental en el líquido purificado 

de AgNCs medido por ICP-MS, así como el número de átomos de plata por NC, se 

determinó una concentración de AgNCs de 6,40x1014 NCs.mL-1. 

 

4.2. Marcaje del anticuerpo anti-CFH con AgNC 

 

Se optimizó el marcaje del anticuerpo anti-CFH con los AgNCs fluorescentes con 

el objetivo de obtener una alta emisión de la inmunosonda manteniendo, en la mayor 

medida posible, los sitios de unión del anticuerpo al antígeno. Para tal fin, se 

investigaron relaciones molares 1:3, 1:5, 1:7 y 1:10 de Ab:AgNCs en la disolución de 

marcaje (1:3 fue la relación más baja ensayada para tener una señal fluorescente alta). 

 

Se realizó un estudio por detección espectrofotométrica para comprobar las 

capacidades de reconocimiento de los Ab después de ser marcados con las diferentes 

ratios de AgNCs. Los resultados, recopilados en la Tabla 8, muestran que para la relación 

1:3 la absorbancia fue ligeramente menor que para el anticuerpo sin marcar (2,31 frente 

a 2,54, respectivamente). Sin embargo, las señales de absorbancia para bioconjugados 

con proporciones más altas de AgNCs son mucho más bajas (por ejemplo, 1,69 con una 

proporción molar de 1:10), lo que indica que un porcentaje importante de epítopos ya 

no están disponibles. Por lo tanto, se seleccionó una relación molar Ab:AgNCs de 1:3 

para la síntesis del Ab marcado. El espectro fluorescente de esta inmunosonda mostró 

una señal de emisión máxima a una longitud de onda similar a la de los AgNCs en 

solución (Figura 36). 
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Tabla 7. Absorbancia medida con el inmunoensayo ELISA para estudiar la influencia de la relación molar 
Ab:AgNCs en las capacidades de reconocimiento 

 
 

 
Figura 36. Espectros de emisión obtenidos para ratios 1:3, 1:5, 1:7 y 1:10 de “anti-CFH Ab:AgNCs” añadidos 
a la solución para la preparación del bioconjugado. 

 

 

4.3. Inmunoensayo para la determinación de CFH en suero 

humano 

 

Para la determinación de CFH usando la fluoroinmunosonda desarrollada se 

investigó un formato competitivo donde la proteína CFH presente en las muestras y la 

CFH previamente inmovilizada y de concentración conocida compiten por el anticuerpo 

anti-CFH marcado con AgNCs. En la optimización del inmunoensayo se tuvo especial 

Ratio Ab:AgNC Absorbancia
Blanco 0,211 ± 0,014

Ab sin AgNCs 2,538 ± 0,114
1:3 2,306 ± 0,102
1:5 1,784 ± 0,057
1:7 1,752 ± 0,071

1:10 1,689 ± 0,076
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cuidado con la concentración de CFH utilizada para la inmovilización en los pocillos del 

portaobjetos de microscopio recubiertos con poli-L-lisina (primer paso del 

procedimiento de inmunoensayo, como se describe en la sección Procedimientos 

Experimentales). Se evaluaron tres concentraciones de soluciones de CFH para la 

inmovilización (5 µg.mL-1, 10 µg.mL-1 y 20 µg.mL-1) y se obtuvieron rectas de calibración 

para cada una de ellas utilizando estándares de CFH preparados a diferentes 

concentraciones en PBS. El límite de detección (LD) más bajo fue de 0,4 ng.mL-1 y se 

obtuvo al utilizar 5 µg.mL-1 de CFH para la inmovilización (Figura 37 muestra el gráfico 

de calibración correspondiente). Bajo tales condiciones experimentales, el rango lineal 

(IC20-IC80) se extendió de 1,16 a 23,0 ng.mL-1. Los LD y los rangos lineales para las otras 

condiciones analizadas se recopilan en la Tabla 9. El LD logrado con el método actual 

(utilizando 5 µg mL-1 de CFH para la inmovilización) compite favorablemente con los LD 

publicados anteriormente para la determinación de CFH: se estableció un LD de 4,86 

µg.mL-1 para un ensayo inmunonefelométrico34, LD de 7 µg.mL-1 y 10 ng.mL-1 para dos 

inmunoensayos ELISA35,36, mientras que el LD del kit comercial es de 2.15 ng.mL-1. 

 

Tabla 8. Comparación de los límites de detección y rangos lineales obtenidos usando diferentes 
concentraciones de CFH para la inmovilización en portaobjetos de microscopio recubiertos con poli-L-
lisina. 

Concentración de CFH 
inmovilizada (μg.mL-1) 

Límite de detección 
(ng.mL-1) 

Rango lineal IC20-IC80  

(ng.mL-1) 

5 0,4 1,16 – 23,0 
10 5,3 11,8 – 180,2 
20 13,2 30,2 – 194,4 

 

 

Se evaluó el fluoroinmunoensayo basado en AgNCs para la determinación de 

CFH en suero humano. Se llevó a cabo una dilución 1:200000 de los sueros con PBS para 

ajustar los niveles de CFH en las muestras de suero dentro del rango lineal. Para evaluar 

el efecto de la matriz del suero, se añadieron concentraciones conocidas de CFH a la 

muestra de suero diluido denominada SA. La Figura 37 recopila los datos (marcados 

como cuadrados en el gráfico de calibración) obtenidos para la muestra de SA diluida y 
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para las alícuotas enriquecidas en las que se añadió CFH en diferentes concentraciones 

al suero humano de SA diluido. Como se muestra, dichas alícuotas de suero enriquecidas 

encajan en el gráfico de calibración obtenido para los estándares de CFH. Por lo tanto, 

es posible cuantificar CFH en muestras de suero diluido utilizando un gráfico de 

calibración realizado en PBS. Además, se calculó el porcentaje de recuperación, 

obteniendo un valor de 80,9%. 

 

 
Figura 37. Gráfico de calibración del fluoroinmunoensayo para estándares de CFH y para una muestra de 
suero enriquecida con diferentes concentraciones de CFH (dilución de suero 1:200000), usando 430 nm 
como longitud de onda de excitación y midiendo la emisión a 660 nm. 

 
Las concentraciones de CFH en muestras de suero humano obtenidas con el 

fluoroinmunoensayo utilizando AgNCs como marcas se presentan en la Tabla 10. 

Además, la Tabla 10 muestra las concentracionesde CFH obtenidas para las mismas 

muestras de suero analizadas con un kit comercial para la determinación de CFH, lo que 

demuestra la aplicabilidad de la metodología aquí desarrollada al obtenerse valores 

similares y reproducibles. 
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Tabla 9. Determinación de CFH en sueros humanos mediante el procedimiento de inmunoensayo AgNCs. 
Los resultados se comparan con los obtenidos con un kit ELISA comercial. En ambos métodos, las 
incertidumbres representan las desviaciones estándar de la media de tres medidas independientes. 

Referencia de la 
muestra 

Inmunoensayo competitivo 
con AgNCs (μg.mL-1) 

Kit comercial  
(μg.mL-1) 

SA   608 ± 52   702 ± 76 

SB 1494 ± 90 1374 ± 53 

SC   944 ± 64   935 ± 91 

 

 

5. Conclusiones 

 

Los AgNCs fluorescentes sintetizados en este capítulo han sido evaluados en 

términos de rendimiento de síntesis, dispersidad, átomos de plata por NC y 

concentración de AgNC en medios acuosos, y se han utilizado como marcas del 

anticuerpo anti-CFH. Se investigó el procedimiento de marcaje de anticuerpo con AgNCs 

para encontrar una relación Ab:AgNC óptima en términos de fluorescencia y 

capacidades de reconocimiento del Ab. El uso de la carbodiimida para el marcaje de Ab 

podría permitir utilizar los AgNCs como marcas para otros anticuerpos. 

 

Las prestaciones analíticas del inmunoensayo con marcas de AgNCs mostró un 

mejor límite de detección (0,4 ng mL-1) que el alcanzado por los kits ELISA comerciales 

actuales (2,15 ng mL-1). Se demostró con éxito su aplicabilidad para la determinación de 

CFH en suero humano como prueba de concepto. El bajo límite de detección obtenido 

apunta a un mayor uso de esta inmunosonda para el análisis de otro tipo de muestras 

biológicas con concentraciones más bajas de CFH o volúmenes de muestra más 

pequeños (p. ej., drusas, fluidos oculares y células). 

 

Además, cabe destacar que el desarrollo de este tipo de pequeñas etiquetas 

metálicas y su bioconjugación resulta de gran interés para lograr determinaciones 

altamente sensibles y multiplexadas de proteínas empleando detección basada ICP-MS. 
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Este hecho se puede atribuir principalmente al pequeño tamaño de los AgNCs (2,9 nm) 

y a la alta amplificación proporcionada (se encontraron en promedio 753 átomos de 

plata por NC). Además, tanto la sensibilidad como las capacidades de multiplexación del 

ICP-MS se pueden mejorar mediante el uso de NCs enriquecidos isotópicamente. En el 

siguiente capitúlo se detallarán los experimentos realizados en este sentido. 
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Imágenes multiplexadas de proteínas en tejidos biológicos 

mediante microscopía de fluorescencia y ablación láser-ICP-MS 

utilizando nanoclústeres de plata enriquecidos isotópicamente 

 

1. Introducción 

 

En los últimos años, las NPs de metales nobles con diámetros entre 5 y 100 nm 

han sido objeto de una intensa investigación para su uso en diversos campos, como las 

ciencias de los materiales, ambientales o biológicas1,2. En cuanto a las aplicaciones 

biológicas, se ha prestado especial atención a su aplicación al desarrollo de ensayos 

capaces de analizar biomoléculas específicas3. En particular, las nanopartículas de oro 

(AuNPs) poseen propiedades interesantes y se han estudiado en gran medida para ser 

utilizadas como herramientas prometedoras y con alta aplicabilidad en estudios 

clínicos1. Existe menos información acerca del uso de marcas basadas en plata, pero 

diversos estudios han explorado las NP de plata (AgNPs) o de Ag en combinación con Au 

como NP bimetálicas4,5,6. Sin embargo, como se ha desgranado en la introducción, los 

NCs metálicos han experimentado un notable interés debido a sus posibles aplicaciones 

como marcas fluorescentes7,8 ,9.  

 

Adicionalmente a sus propiedades ópticas, las NPs y los NCs se han estudiado 

como etiquetas elementales para el análisis de biomoléculas mediante detección por 

ICP-MS10-13. Las marcas con muchos átomos de un metal determinado permiten una alta 

amplificación de la señal para la detección específica de la biomolécula correspondiente. 

Recientemente, en el estudio realizado por Lores-Padin et al.13 se ha publicado la 

aplicación de PtNCs como marcas bimodales para inmunoensayos cuantitativos con 

detección por fluorescencia e ICP-MS. La gran amplificación lograda por la combinación 

de PtNCs con detección por ICP-MS permitió alcanzar un límite de detección (LOD) de 

0,08 ng.mL-1 para la cuantificación de inmunoglobulina E en suero humano.  
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La técnica de LA acoplada a ICP-MS ofrece capacidades interesantes para el 

análisis elemental de sólidos, incluida la elevada resolución espacial en el rango de las 

pocas micras y bajos límites de detección de hasta el rango de los ng·g−1 14. El bioimaging 

de biomoléculas específicas se puede lograr combinando anticuerpos marcados con 

elementos y su detección mediante LA-ICP-MS15,16. La mayoría de los trabajos realizados 

en esta área están relacionados con el uso de quelatos monometálicos coordinados con 

lantánidos (p. ej., utilizando reactivos quelantes DOTA o DTPA) o el uso de etiquetas 

poliméricas comerciales que contienen varios quelatos metálicos (p. ej., MAXPARTM)15. 

El bioimaging con LA-ICP-MS ha mostrado un creciente interés en el área de las ciencias 

de la vida contribuyendo a lograr una comprensión más profunda del papel de los 

metales y las biomoléculas en los procesos biológicos. El uso de NPs como etiquetas 

elementales para el análisis de biomarcadores candidatos de cáncer por LA-ICP-MS, en 

secciones de tejido, fue realizado por primera vez por Seuma et al.17 Se desarrolló un 

método basado en un inmunoensayo tipo sándwich para detectar y localizar dos 

proteínas relacionadas con el cáncer de mama (MUC-1 y HER2), utilizando un Ab 

secundario marcado con AuNPs (5 nm). En el estudio, se propuso la tinción con Ag para 

mejorar la sensibilidad, sumergiendo las secciones en una solución de Ag durante 5 min 

antes de montarlas en el portaobjetos. De este modo, se analizó la distribución de Au y 

Ag a lo largo del tejido observándose una buena correlación entre ambos metales.  

 

A partir de este trabajo pionero, se han propuesto diversas estrategias para la 

amplificación de señales y detección sensible de proteínas en tejidos biológicos 

utilizando AuNPs18-21. En Tvrdonova et al.21, se describió el marcaje de un anticuerpo 

(Ab) por AuNPs (10 nm y 60 nm) en experimentos dot blot. Aunque la sensibilidad con 

el etiquetado de AuNPs fue por encima de hasta 4 órdenes de magnitud en comparación 

con MeCAT, esta aproximación mostró un nivel de fondo más alto debido a 

interacciones inespecíficas de AuNPs.  

 

Por otro lado, recientemente se ha propuesto el uso de AuNCs (2,7 nm o o 2,2 

nm) 22 , 23  como etiquetas elementales para la obtención mediante LA-ICP-MS de 

imágenes cuantitativas de proteínas en secciones de tejidos humanos. Se realizaron 

procedimientos de IHC basados en el uso de AuNCs bioconjugados a un Ab primario 
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específico a través del entrecruzamiento con carbodiimida para la localización específica 

en secciones de tejido de metalotioneínas 1 y 2 (MT1/2) en la retina humana22 y 

ferroportina en la región del hipocampo del cerebro humano23.Las ventajas que ofrece 

el uso de NCs metálicos pequeños frente a las NPs metálicas incluyen un menor riesgo 

de bloquear los epítopos del Ab durante el proceso de marcaje, así como la posibilidad 

de llevar a cabo una detección bimodal (fluorescencia y MS). 

 

La combinación de IHC con la técnica de LA-ICP-MS tiene un gran potencial para 

el bioimaging simultáneo de varias proteínas gracias a la excelente resolución espectral 

isotópica del espectrómetro de masas. Aquí, debe destacarse la alta capacidad de 

multiplexación mediante la combinación del sistema LA a un espectrómetro de masas 

de tiempo de vuelo (TOF)24  con etiquetas metálicas en marcas poliméricas, lo que 

permite el análisis simultáneo de más de 30 biomoléculas en una sola muestra. Las 

principales limitaciones de la técnica basadas en LA-ICP-TOF MS (aparte del alto coste 

de esta instrumentación) son las dificultades para obtener suficiente amplificación con 

las etiquetas poliméricas, los altos fondos de señal debido a la absorción no específica y 

las dificultades para obtener información cuantitativa.  

 

Se puede esperar una mayor amplificación mediante el uso de marcas de NPs y 

NCs debido a la gran cantidad de átomos detectables en cada etiqueta. Además, se 

espera un etiquetado más eficiente debido al tamaño más pequeño de las NPs y los NCs 

en comparación con los quelatos de un solo metal o las marcas poliméricas. Sin 

embargo, aún son escasos los estudios que aborden el análisis simultáneo de 

biomoléculas con dichas etiquetas. En Paul et al.18 se emplearon anticuerpos de tirosina 

hidroxilasa marcados con AuNPs y Yb para evaluar la localización de dopamina en 

secciones de cerebro de ratón; sin embargo, se investigaron diferentes secciones de 

tejido con cada marca lo que imposibilitó la obtención simultánea de bioimágenes de 

varias proteínas en una misma sección. 
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2. Objetivos 
 

Se desarrollará una metodología altamente sensible que utiliza AgNCs 

bioconjugados con anticuerpos para la obtención de bioimágenes simultáneas de 

proteínas en retina humana mediante LA-ICP-MS.  

 

Las proteínas que unen cobre y zinc, la superóxido dismutasa 1 (SOD1) y las 

metalotioneínas 1 y 2 (MT1/2) serán seleccionadas para su estudio por su posible 

relación con el desarrollo de enfermedades oculares neurodegenerativas asociadas a la 

edad, más aún considerando que los niveles de Cu y MT1A se han observado alterados 

en la lágrima de pacientes con DMAE durante el desarrollo del Capítulo 1.  

 

Con este objeto, los nanoclústeres de plata solubles en agua (AgNCs) se 

sintetizarán utilizando plata de abundancia natural o enriquecida isotópicamente 

(natAgNCs y 109AgNCs), y se emplearán como marcas para obtener bioimágenes de las 

proteínas seleccionadas. 

 

Como prueba de concepto, las distribuciones individuales y simultáneas de la 

MT1/2 y la SOD1 se determinarán en secciones de tejido ocular de 5 μm de espesor de 

donantes post mortem, específicamente en las diversas capas de la retina. Los 

anticuerpos anti-MT1/2 y anti-SOD1 se marcarán con natAgNCs y 109AgNCs, 

respectivamente, y se desarrollará un protocolo inmunohistoquímico para su análisis. 

La detección se llevará a cabo mediante microscopía de fluorescencia y LA-ICP-MS.  

 

Se utilizará la herramienta matemática de deconvolución de perfiles isotópicos 

(IPD) para la obtención de bioimágenes simultáneas de las dos proteínas en la misma 

sección de tejido tras el análisis mediante LA-ICP-MS, utilizando ambos tipos de AgNCs. 
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3. Procedimiento Experimental  

 

3.1. Materiales y reactivos 

 

- Nitrato de plata (AgNO3) (en polvo, 99.9% pureza; Alfa Aesar, Thermo Fisher, 

Kandel, Germany), 

- Ácido lipoico (en polvo, >98% pureza; Across Organics, Geel, Belgium) 

- Hidróxido de sodio (NaOH) (Sigma-Aldrich, Milwaukee, USA) 

- Borohidruro de sodio (NaBH4) (en polvo, > 98% pureza, Sigma-Aldrich) 

- Nitrato de plata enriquecido en el isótopo 109Ag con una abundancia del 

99.9% (sólido, ISC Science SL, Oviedo, Spain).  

- Anticuerpo Ab monoclonal de ratón anti-MT1/2 humana (Abcam, 

Cambridge, Reino Unido)  

- Anticuerpo Ab policlonal de conejo anti-SOD1 humana (Abcam) 

- 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (en polvo, 98 % pureza; 

Across Organics) 

- N-hidroxisuccinimida (NHS) (en polvo, >98 % pureza; Sigma-Aldrich) 

- Tris base (en polvo, >99 % pureza; Sigma-Aldrich) 

- Ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Panreac, Barcelona, España) 

- L-glutatión reducido (en polvo, >98% pureza; Sigma-Aldrich) 

- Amicones para ultracentrífugación de tamaño de poro de 3 y 100 kDa (Merck 

Millipore, Darmstadt, Alemania). 

- Cloruro de hidroxilamonio (en polvo, ≥99 % pureza; Sigma-Aldrich) 

- Resina Chelex 100 (forma Na, malla seca 100–200) de Bio-Rad Laboratories 

(California, EE. UU.). La resina se convirtió primero en su forma ácida 

mediante tratamiento con ácido clorhídrico 2 M (bajo agitación mecánica 

durante 2 h) y posteriormente, se sometió a una etapa de lavado con agua 

ultrapura para eliminar el exceso de ácido y se secó al aire. 

- Microplacas ELISA (96 pocillos; Thermo Fisher Scientific)  

- Inmunoglobulina IgG anti-cabra policlonal marcada con peroxidasa de 

rábano picante (molécula entera, producida en conejo; Sigma-Aldrich)  
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- Sustrato TMB (Thermo Fisher Scientific). 

- Cloruro de amonio (99 %, Panreac) para reducir la autofluorescencia  

- Triton X-100 (Sigma-Aldrich) para permeabilizar el tejido y ayudar a la 

penetración del Ab 

- Suero de cabra (Sigma-Aldrich)  

- Albúmina de suero bovino (BSA) (en polvo, 99 % pureza; Sigma-Aldrich) como 

agentes bloqueantes.  

- Disolución salina tamponada con fosfato (PBS 10 mM) de Sigma-Aldrich.  

- Diclorhidrato de 4'6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Thermo Fisher) para teñir 

el núcleo celular 

- Medios de montaje específicos para la detección de fluorescencia (Agilent 

Technologies) para proteger el tejido y mantener la señal durante la 

visualización microscópica. 

- Ácido clorhídrico (HNO3) (65 % VWR International, Pensilvania, EE. UU.)  

- Soluciones estándar puras de Ag (Fluka, Merck Millipore, Massachusetts, EE. 

UU.) y Rh (Certipur, Merck Millipore)  

- Normalización de medidas de LA-ICP-MS mediante la preparación de 

estándares de laboratorio a partir de soluciones estándar puras de Ag (1000 

µg·g-1) y gelatina (Merck) 

- Agua ultrapura desionizada, resistividad 18,2 MΩ·cm (Purelab Flex 3&4, 

ELGA-Veolia, Reino Unido) 

 

3.2. Secciones de tejidos oculares procedentes de donantes post-

mortem 

 

Para el análisis por bioimaging, se obtuvieron globos oculares humanos de 

donantes adultos sin signos de patologías oculares relevantes tras 24 h post mortem a 

través del ‘’National Disease Rearch Interchange’’ (Filadelfia, EE. UU.). Las muestras se 

fijaron en formaldehído y se embebieron en parafina siguiendo los protocolos 

convencionales. Los procedimientos realizados se adhirieron a los principios de la 

Declaración de Helsinki. Las medidas de fluorescencia y LA-ICP-MS se llevaron a cabo 
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con secciones de tejido ocular de 5 μm de espesor obtenidas con un microtomo, que se 

colocaron en portaobjetos de microscopio recubiertos con FLEX (portaobjetos de 

microscopio IHC, Agilent Technologies, EE. UU.). La desparafinización se realizó con xilol 

y etanol (Sigma-Aldrich). 

 

3.3. Instrumentación 

- ICP-MS de sector magnético de doble enfoque ICP-MS (Element 2, Thermo 

Fisher Scientific) para el análisis mediante nebulización convencional y LA-

ICP-MS, operando en modo de baja resolución.  

- Sistema de ablación láser LSX-213 de Teledyne Cetac Technologies (Omaha, 

EE. UU.) 

- Celda criogénica de ablación desarrollada en la Universidad de Oviedo que 

permite trabajar en condiciones de baja temperatura (-20 °C). 

- Estándar de vidrio SRM NIST 612  

- Espectrofluorímetro (LS-50-B, Perkin Elmer, Massachusetts, EE. UU.)  

- Cubetas de fluorescencia Hellma® semi Micro con cuarzo Suprasil® (Sigma-

Aldrich) 

- Minicentrífuga (Gyrozen, Daejeon, Corea del Sur)  

- Microscopio Leica DM600 con cámara digital a color DFC 310 Fx (Leica 

microsystems, Wetzlar, Alemania) 

- Microscopio confocal láser (modelo DM IRE2; Leica, Wetzlar, Alemania) con 

objetivos de inmersión en aceite de 20x y 40x. La línea de excitación láser 

seleccionada para las medidas de bioconjugado y DAPI fue de 405 nm. 

- El procesamiento de imágenes tanto para microscopía de fluorescencia como 

para LA-ICP-MS se realizó con el software ImageJ-Fiji (Instituto Nacional de 

Salud, EE. UU.). Para las imágenes de LA-ICP-MS, la contribución del blanco 

de gas se restó de las señales de intensidad sin procesar para trabajar con 

recuentos de iones de intensidades netas por segundo (cps). 
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3.4. Síntesis y bioconjugación de AgNCs de abundancia natural y 

enriquecidos isotópicamente 

 

 La síntesis de natAgNCs se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito en la 

sección experimental del Capítulo 2. El protocolo de síntesis para los 109AgNCs 

enriquecidos isotópicamente fue exactamente el mismo, pero utilizando 109AgNO3 como 

precursor metálico. En concreto, se disolvieron 81 mg de ácido lipoico en 20 mL de agua 

ultrapura junto con 240 μL de NaOH 2 M y 1 mL de una solución acuosa de ~25 mM 
109AgNO3 en un vial protegido de la luz. Posteriormente, se agregaron 2 mL de una 

solución de NaBH4 150 mM y la reacción se mantuvo en agitación a 9 °C durante 21 h. 

La purificación de los AgNCs se llevó a cabo mediante ultrafiltración (amicones de 

tamaño de poro de 3 kDa) para eliminar el exceso de ligando y agente reductor. Para tal 

efecto, se realizó la siguiente secuencia: (i) ciclo a 6500 rpm por 10 min, (ii) tres pasos 

de lavado con agua ultrapura a 6500 rpm por 10 min, y (iii) ciclo de reducción de 

volumen a 6500 rpm por 5 min. Finalmente, los natAgNCs o 109AgNCs se llevaron a un 

volumen igual al inicial y dichas disoluciones purificadas se almacenaron por separado 

en la nevera (4 °C). 

 

El anticuerpo correspondiente fue marcado con AgNCs (natAgNCs y 109AgNCs) 

mediante el método de entrecruzamiento con carbodiimida utilizado en el Capítulo 2. 

Brevemente, en un tubo Eppendorf con agitación constante y a temperatura ambiente, 

100 μL del anticuerpo anti-MT1/2 (100 μg.mL-1) o 100 μL de anti-SOD1 Ab (100 μg.mL-1) 

fueron mezclados, por separado, con 188 μL de natAgNCs o 109AgNCs, respectivamente, 

en disolución de Tris-EDTA con 3 mM de glutatión para obtener anti-MT1/2:natAgNCs y 

anti- SOD1:109AgNCs bioconjugados. De este modo, se encontró que las relaciones 

molares resultantes de Ab:AgNC eran 1:3. A continuación, se añadió una solución de 

EDC y NHS (0,01 M) en un tampón Tris-EDTA en la relación molar 1:1. Finalmente, la 

superficie de los AgNCs se bloqueó con hidroxilamina para evitar interacciones no 

específicas de natAgNC y 109AgNC con el tejido. Los bioconjugados anti-MT1/2:natAgNCs y 

anti-SOD1:109AgNCs se incubaron por separado con hidroxilamina (se investigaron 

relaciones molares 1:20, 1:50 y 1:100). A continuación, después de 2 h de agitación a 
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temperatura ambiente, se llevó a cabo la purificación de los bioconjugados 

(concentraciones de Ab de 10 μg.mL-1) mediante ultracentrifugación utilizando 

amicones de tamaño de poro de 100 kDa. Las disoluciones de bioconjugados purificados 

se almacenaron por separado a baja temperatura en condiciones de oscuridad hasta su 

uso. 

 

La ratio entre los AgNCs y el Ab (anti-MT1/2) en la inmunosonda se optimizó 

mediante un inmunoensayo espectrofotométrico, utilizando un Ab secundario marcado 

con HRP. Además, se investigó si las capacidades de reconocimiento del bioconjugado 

Ab:AgNCs se mantienen después del tratamiento con hidroxilamina. Para ello, se 

inmovilizó MT1/2 (100 μL/pocillo de 10 μg mL−1 MT1/2) en una placa ELISA y se incubó 

durante 6 h a 38 °C. Posteriormente, se eliminó el exceso de disolución de proteína y se 

agregaron 200 μL/pocillo de solución de BSA al 2 % en PBS 10 mM (pH 7,4) para bloquear 

los espacios vacíos en los pocillos (la placa se incubó a 4 °C durante la noche). A 

continuación, se añadieron 100 μL/pocillo del anti-MT1/2 (1 μg·mL−1) y se mantuvo 

durante 2 h a 38 °C. En este paso, se empleó el Ab marcado con diferentes relaciones 

molares de natAgNCs (con y sin tratamiento con hidroxilamina, en una relación molar 

1:20 bioconjugado:hidroxilamina). Después de lavar con PBS-Tween 20 al 0,05 %, se 

añadieron 100 μl/pocillo del Ab anti-IgG de cabra marcado con peroxidasa (diluido 

1:10000 en un tampón que contenía PBS-BSA al 1 % y Tween 20 al 0,05 %) y se incubó 

como se indicó anteriormente. Finalmente, la placa fue sometida a etapas de lavado y 

tratada con 100 μL/pocillo del kit TMB. La reacción enzimática se detuvo con ácido 

sulfúrico 2 M (100 μL/pocillo) y se detectó en un lector de placas de absorbancia (λ = 

450 nm). 

 

3.5. Protocolo del inmunoensayo para detección por 

fluorescencia y bioimaging por LA-ICP-MS 

 

El procedimiento de IHC para el bioimaging de las proteínas MT1/2 y SOD1 se 

desarrolló en secciones de tejidos oculares humano (5 µm de espesor) a partir de las 

secciones embebidas en parafina depositadas en portaobjetos de microscopio 
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recubiertos con FLEX. Cada portaobjetos se introdujo en xilol para eliminar la parafina y 

luego se rehidrató con etanol en una serie de alcoholes de graduación decreciente hasta 

finalizar en agua. A continuación, se llevaron a cabo los pasos de lavado con agua Milli-

Q y PBS (10 mM, pH 7,3). Se añadió cloruro de amonio (0,5 M) en PBS (BSA al 0,1 %) 

durante 15 min, seguido de otro paso de lavado con PBS. Posteriormente se realizó la 

incubación con triton X-100 (0,1%) en PBS durante 5 min. Fue necesario un paso de 

lavado adicional con PBS y luego se realizó un paso de bloqueo del tejido usando PBS y 

0,1% de BSA + 10% de suero de cabra durante 30 min. 

 

Después de estos pasos de lavado y bloqueo, se añadió el Ab marcado con 
natAgNC o 109AgNC (anti-MT1/2:natAgNCs o anti-SOD1:109AgNCs bioconjugados, 10 µg·mL-

1) al tejido y se incubó a 4 °C durante la noche. Dicha etapa del protocolo se llevó a cabo 

en la oscuridad debido a la sensibilidad a la luz de los AgNCs. Posteriormente a la 

incubación del tejido con los bioconjugados de natAgNCs o 109AgNCs, se realizó un paso 

de lavado con PBS y se llevó a cabo la tinción de los núcleos celulares con una disolución 

de DAPI (2 µg·mL-1) (10 min a temperatura ambiente en oscuridad). Finalmente, el 

portaobjetos se lavó con PBS y se añadió el medio de montaje y un cubreobjetos. Las 

secciones de tejido se secaron durante 1 h a temperatura ambiente y se almacenaron a 

-20 °C. Después de la medida de la fluorescencia, se retiró el cubreobjetos y 

posteriormente se llevó a cabo el análisis por LA-ICP-MS en la misma sección de tejido. 

La posible deriva de sensibilidad del sistema LA-ICP-MS se corrigió midiendo un estándar 

de Ag preparado en gelatina (100 µg.mL-1 de Ag) antes y después de cada sección de 

tejido. 

 

Para el análisis simultáneo de MT1/2 y SOD1 en la misma sección de tejido, se 

mezcló el mismo volumen de los dos bioconjugados (~100 µL) y posteriormente se 

añadieron al tejido siguiendo el protocolo de IHC descrito anteriormente. 

 

Las secciones de tejido ocular se ablacionaron completamente línea por línea en 

las condiciones de LA-ICP-MS resumidas en la Tabla 11. Se utilizó un estándar de vidrio 

SRM NIST 612 para la optimización instrumental en términos de sensibilidad, señal de 

fondo y relación de señal 238U+/232Th+. Además, se monitorizó la relación de señal 
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248ThO+/232Th+ para controlar la formación de óxidos, estando siempre por debajo del 

0,5% en las condiciones optimizadas. Asimismo, se realizó una optimización cuidadosa 

de los parámetros del láser (es decir, fluencia, tasa de repetición, diámetro del haz láser 

y velocidad de escaneo), así como de las tasas de flujo de He y Ar en términos de 

resolución lateral, sensibilidad y estabilidad de las señales. 

 

Tabla 10. Condiciones instrumentales de ablación láser e ICP-MS para el análisis de secciones de tejido 
ocular por LA-ICP-MS. 

 

ICP-MS Thermo Fisher Scientific (Element 2) 
Potencia RF 1280 W 

Gas de plasma 15 L min-1 
Gas auxiliar 1.1 L min-1 

Gas de nebulización 
(disolución) 

1.1 L·min-1 

Isótopos (disolución) 
Isótopos (imaging) 

103Rh, 107Ag, 109Ag 
103Rh, 107Ag, 109Ag 

Tiempo de integración 0.01 s 
Modo de resolución Baja (m/Δm~300) 

Puntos por picos 30 
LA System Teledyne Cetac Technologies (LSX-

213) 
Fluencia 30 J cm-2 

Frecuencia de repetición 20 Hz 
Diámetro haz láser 10 µm 

Velocidad de barrido 5 µm s-1 
Modo de ablación Barrido lineal 

Gas portador: 
He (cámara de ablación) 

Ar 

 
1.0 L min-1 

0.7 L min-1 
Temperatura del análisis 

(Cámara refrigerada 
Peltier) 

- 20 °C 

 

 

 Para el análisis de los datos obtenidos por LA-ICP-MS, se utilizó la herramienta 

matemática de IPD para obtener información simultánea sobre la distribución de las 

proteínas en la misma sección de tejido. De este modo, empleando esta herramienta 

matemática se puede determinar la contribución individual de cada isótopo en una 
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mezcla. La ecuación para el cálculo de las fracciones molares se muestra en la ecuación 

2: 
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 donde As
m representa las abundancias isotópicas presentes en la muestra, ANat

m 

serían las abundancias naturales, At,n
m correspondería a las abundancias isotópicas de 

los trazadores utilizados para la cuantificación, Xx,x serían las distintas fracciones molares 

correspondientes a las formas isotópicas utilizadas y que son halladas mediante el 

programa Microsoft Excel a partir de la función estimación lineal y finalmente, el valor 

de incertidumbre asociado viene representado por en 25. 

 

4. Resultados y discusión 

 

4.1. Síntesis de AgNCs enriquecidos isotópicamente 

 

En el capítulo anterior, se ha descrito la síntesis de AgNCs fluorescentes 

(máximos de excitación/emisión a 430/660 nm) y su uso como marcas para el análisis 

del factor H del complemento en muestras líquidas (suero humano) mediante un 

fluoroinmunoensayo. En este capítulo, los AgNCs de abundancia natural se han 

estudiado como etiquetas potenciales para el bioimaging de proteínas por fluorescencia 

y detección LA-ICP-MS en secciones de tejido ocular. Además, también se investigó la 

síntesis de AgNCs sintetizados con isótopos estables enriquecidos de Ag (109AgNCs). De 

esta forma, sería posible aumentar el número de marcas disponibles para un análisis 

simultáneo utilizando un procedimiento de preparación similar, lo cual presentaría gran 

interés considerando que la síntesis de NCs de metálicos nuevos y aptos para dicho 

propósito, así como su caracterización, son procesos tediosos y lentos. La Figura 38 

muestra el espectro de fluorescencia obtenido para los 109AgNC enriquecidos 

isotópicamente y los natAgNC. Como se puede observar en la Figura 38, los espectros de 



  CAPÍTULO 3 

 168 

emisión presentan un máximo a 660 nm y la intensidad de fluorescencia fue similar a la 

obtenida para los natAgNCs (la línea gris muestra los espectros de emisión obtenidos 

utilizando natAgNO3 para la síntesis). 

 
Figura 38. Espectros de fluorescencia de los natAgNC sintetizados (línea gris) y 109AgNC enriquecidos 
isotópicamente (línea de puntos en el eje secundario). Longitud de onda de excitación: 430 nm. 

 

La caracterización de los natAgNCs se realizó previamente mediante microscopía 

electrónica de transmisión de alta resolución (HR-TEM) e ICP-MS. Se determinó, 

mediante el análisis por HR-TEM, que el diámetro promedio de los AgNC era de 2,9 ± 

0,10 nm (n = 270, intervalo de confianza del 99 % obtenido con la distribución normal 

estándar). Además, la determinación de la concentración de Ag por ICP-MS combinada 

con el tamaño, la geometría y la estructura cristalina de los AgNCs mostró que cada NC 

se compone de 753 átomos de Ag en promedio. Con respecto a los AgNCs enriquecidos 

isotópicamente, la solución de 109AgNC se caracterizó tanto por la abundancia isotópica 

como por la concentración de Ag mediante ICP-MS. Se encontró que las abundancias de 

isótopos de los 109AgNC eran del 99,7 % de 109Ag y del 0,3 % de 107Ag. Por tanto, se puede 

afirmar que el enriquecimiento isotópico se mantuvo prácticamente constante respecto 

al precursor metálico empleado para la síntesis (99,9% 109AgNO3). La concentración de 

Ag de la disolución de 109AgNCs (necesaria para la bioconjugación reproducible con el 

Ab) se obtuvo mediante análisis por dilución isotópica inversa usando una disolución 

estándar de Ag de abundancia natural y concentración conocida. Se determinó que la 
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concentración de Ag en la solución de 109AgNCs era de 1,54 ± 0,07 mM. Como se describe 

en la sección Procedimientos Experimentales, la proporción molar óptima entre Ab y 

AgNC fue de 1:3, ratio para la cual se dió una situación de compromiso entre mantener 

las capacidades de reconocimiento de Ab y lograr una alta intensidad de fluorescencia 

de la inmunosonda marcada. 

 

4.2. Optimización del protocolo IHC para la detección de 

proteínas específicas en secciones de tejidos oculares usando 

AgNCs como marcas 

 

La tinción con plata (silver staining) es un protocolo muy conocido en 

caracterización histológica, microbiología diagnóstica o en análisis genómico y 

proteómico de muestras biológicas. Por lo general, es un procedimiento sensible para 

detectar trazas de biomoléculas en geles, células procedentes de cultivos in vitro o 

secciones de tejido26,27. La base de la tinción con plata consiste en la reducción de Ag 

iónica en medios básicos, produciendo un depósito metálico de Ag en el sitio de 

reducción. Los AgNCs se proponen en el presente capítulo como etiquetas elementales 

y de fluorescencia para la detección de proteínas en secciones de tejido biológico y, por 

lo tanto, se prestó especial atención para evitar interacciones no específicas de los 

AgNCs con los tejidos. Además, teniendo en cuenta que también se propone el uso de 

AgNCs de abundancia natural y enriquecidos isotópicamente como posibles etiquetas 

de proteínas para la detección por MS, se estudió la posible contaminación de secciones 

de tejido con Ag de abundancia natural de los reactivos químicos empleados en el 

marcaje de anticuerpos y en los protocolos de IHC. 

 

Se midieron alícuotas de las diferentes soluciones, requeridas para la 

bioconjugación de natAgNCs con anti-MT1/2, así como durante el protocolo IHC en 

secciones de tejidos oculares humanos (es decir, Tris-EDTA, glutatión, EDC-NHS y PBS), 

mediante nebulización convencional y detección por ICP-MS. Se detectó una intensidad 

de señal de 107Ag para todas las soluciones, con rangos desde 200 cps para 0,01 M EDC-

NHS hasta 62000 cps para 1 mM Tris-EDTA. Los resultados experimentales evidenciaron 
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que tales soluciones contienen Ag y, por lo tanto, pueden interferir severamente en el 

estudio de la distribución de proteínas en tejidos biológicos utilizando AgNCs como 

marcas. En el caso de la detección por microscopía de fluorescencia, las imágenes 

obtenidas para la distribución de proteínas no se verán afectadas por la contaminación 

de Ag ya que la señal está relacionada con la emisión de fluorescencia de los AgNCs. Sin 

embargo, la obtención de imágenes de proteínas mediante LA-ICP-MS puede verse 

obstaculizada debido a un fondo de Ag alto. En este sentido, con el fin de reducir la 

contaminación de Ag por reactivos químicos, se ha empleado la resina Chelex-100 para 

la purificación de los reactivos28. Los reactivos químicos utilizados para los protocolos 

de bioconjugación e IHC se trataron con la resina como método de adsorción para 

eliminar su contenido de Ag. Se añadieron 0,2 g de resina seca a 10 mL de las soluciones 

y se sometieron a agitación magnética durante 7 h. Posteriormente, la resina se separó 

por filtración a través de un vidrio poroso y las soluciones se midieron nuevamente por 

ICP-MS. Los resultados experimentales mostraron que la resina retuvo Ag y su contenido 

en las soluciones se redujo significativamente hasta en un 80% (se observó una 

disminución de la señal del 60-80% dependiendo del pH de las soluciones). La 

contribución de Ag de los productos químicos a las secciones de tejido después del 

tratamiento con resina y después de los diferentes pasos de lavado realizados con los 

tejidos puede considerarse insignificante: al usar los reactivos purificados, no se 

distinguió la intensidad de la señal de 107Ag del tejido medido por LA-ICP-MS de la señal 

de 107Ag del gas portador He o de fondo (en el rango de 300-400 cps). 

 

Por otro lado, para un análisis IHC óptimo con NCs metálicos como marcadores, 

es necesario considerar que después de la bioconjugación del Ab específico con los 

nanoclústeres, la superficie de los NCs aún puede contener grupos carboxilo activados 

que no reaccionaron con el Ab. Por lo tanto, es necesario bloquear los grupos 

funcionales restantes de los NCs metálicos para evitar la interacción no específica con 

otras biomoléculas presentes en la sección de tejido, que posteriormente pueden 

producir una señal de fondo alta después del procedimiento de IHC. Para ello, se 

investigaron bioconjugados anti-MT1/2:natAgNCs tratados con diferentes proporciones 

molares de la amina primaria seleccionada. Después del protocolo de IHC, las secciones 

de tejido ocular se midieron mediante LA-ICP-MS. La Figura 39 muestra los perfiles de 
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línea obtenidos por LA-ICP-MS para la intensidad de 107Ag en tres secciones de tejido 

consecutivas con diferentes proporciones molares de bioconjugado:hidroxilamina (1:20, 

1:50 y 1:100). La distribución de MT1/2 a lo largo de la retina humana se localiza 

específicamente en tres capas: la capa nuclear externa, la capa nuclear interna y la capa 

de las células ganglionares22.Mediante el uso del bioconjugado anti-MT1/2:natAgNCs sin 

hidroxilamina, las tres capas con MT1/2 apenas se distinguieron del elevado fondo 

observado para 107Ag en la sección de tejido debido a interacciones no específicas de 
natAgNCs . Sin embargo, como se puede observar en la Figura 39, es posible determinar 

la distribución de 107Ag (es decir, MT1/2) a lo largo de las capas de la retina usando 

hidroxilamina como agente bloqueante: los tres máximos de los perfiles corresponden 

a las capas que contienen MT1/2 proteína (células ganglionares, capa nuclear interna y 

capa nuclear externa, de izquierda a derecha). Las interacciones no específicas de los 

AgNCs con el tejido se minimizaron usando proporciones molares de 

bioconjugado:hidroxilamina de 1:20, 1:50 y 1:100, teniendo en cuenta que la señal de 
107Ag alcanzó el nivel del fondo entre las capas que contenían MT1/2. Sin embargo, 

también se observó que un aumento en la cantidad de hidroxilamina producía una 

disminución en la intensidad de 107Ag: la señal de 107Ag en la capa nuclear externa 

mostró una reducción de 35000 cps usando una relación molar 1:20 (Figura 39 a) a 9700 

cps usando una relación molar 1:50 (Figura 39 b) y 7900 cps usando una relación molar 

1:100 (Figura 39 c). Esto se puede atribuir a un exceso en la amina primaria empleada 

como agente bloqueante, que no solo reduce las interacciones no específicas de los 

AgNCs con el tejido, sino que también bloquea los Abs y, por lo tanto, limita las 

capacidades de reconocimiento del anticuerpo marcado. Por lo tanto, se seleccionó la 

relación molar 1:20 para experimentos posteriores. 

 



  CAPÍTULO 3 

 172 

 
Figura 39. Perfil de línea de 107Ag obtenido por LA-ICP-MS para el análisis de las capas de retina en 
secciones de tejido ocular humano después del protocolo IHC con bioconjugado anti-MT1/2:natAgNCs y 
usando diferentes proporciones molares de bioconjugado:hidroxilamina. a) 1:20; b) 1:50; y c) 1:100. El 
ancho de las líneas de ablación en los tejidos oculares oscila entre 450 µm y 950 µm (los 30 s iniciales y 
finales de los análisis corresponden al fondo del gas portador He). 
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Como último paso, se optimizó la relación Ab:AgNCs con el objetivo de lograr 

una alta emisión de fluorescencia del bioconjugado manteniendo las capacidades de 

reconocimiento de los Abs. Se ensayaron diferentes relaciones molares Ab:natAgNC (1:3, 

1:5, 1:7 y 1:10) en la disolución de bioconjugación para marcar el Ab anti-MT1/2. Para 

comprobar si el Ab mantenía su funcionalidad después de ser etiquetado con natAgNCs, 

se realizó un estudio para las diferentes proporciones. Además, dado que se usó 

hidroxilamina para reducir las interacciones no específicas de los AgNCs con las 

secciones de tejido, se investigaron las proporciones de Ab:natAgNC antes y después de 

la incubación con la amina primaria (en la proporción molar optimizada de 

bioconjugado:hidroxilamina de 1:20). Para este estudio, se inmovilizó MT1/2 en una 

placa ELISA y para la detección se empleó un Ab secundario marcado con HRP. La Tabla 

12 recoge la absorbancia en las diferentes relaciones molares Ab:natAgNCs investigadas. 

Con respecto a los bioconjugados Ab:natAgNCs sin el tratamiento con hidroxilamina, los 

resultados mostraron que para la relación 1:3 la absorbancia fue ligeramente inferior en 

comparación con el Ab no marcado (1,43 frente a 1,48, respectivamente). Para las 

relaciones 1:5, 1:7 y 1:10, las señales de absorbancia exhibieron valores más bajos (hasta 

1,03). En el caso de los bioconjugados Ab:natAgNCs tratados con hidroxilamina, se 

observaron absorbancias más bajas en comparación con los bioconjugados no tratados, 

lo que indica que la amina primaria también puede inhibir algunos sitios de unión del 

Ab. Sin embargo, se encontró que la relación molar 1:3 mostraba una absorbancia 

razonable (1,23 frente a 1,48 para el Ab sin natAgNC) y, por lo tanto, se seleccionó como 

la relación óptima para el proceso de marcaje. 
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Tabla 11. Absorbancia medida con el inmunoensayo ELISA para el estudio de la influencia de la relación 
molar Ab:natAgNCs en las capacidades de reconocimiento del anticuerpo (MT1/2) antes y después de la 
incubación con la amina primaria (relación molar de 1:20 bioconjugado:hidroxilamina). 

 Absorbancia 

Blanco 0,142 ± 0,004 

Ab sin 

AgNCs 

1,478 ± 0,018 

Ab:AgNCs 

Ratio 

molar 

Ab:AgNCs sin 

hidroxilamina 

Ab:AgNCs con 

hidroxilamina 

1:3 1,427 ± 0,068 1,226 ± 0,089 

1:5 1,298 ± 0,053 0,730 ± 0,051 

1:7 1,096 ± 0,021 0,727 ± 0,022 

1:10 1,032 ± 0,031 0,699 ± 0,029 

 

 

4.3. Imaging de MT1/2 y SOD1 en retina humana utilizando 

AgNCs como marcas mediante detección por microscopía de 

fluorescencia  

 

Con el fin de estudiar la distribución de las proteínas seleccionadas en las 

diferentes capas de la retina humana, monitorizando la emisión de fluorescencia de los 

AgNCs, se sometieron dos secciones consecutivas de tejido oculares al protocolo IHC 

usando el Ab marcado con natAgNCs (para detección de MT1/2) o con 109AgNC (para 

detección de SOD1). La Figura 40 muestra la localización de MT1/2 (Figura 40 b) y SOD1 

(Figura 40 c) en las capas micrométricas de la retina obtenidas por microscopía confocal 

láser siguiendo la emisión de natAgNC y 109AgNC, respectivamente. Cada imagen 

corresponde a una región diferente de la retina. Además, debe tenerse en cuenta que 

pueden producirse algunos cambios morfológicos incontrolados en la estructura del 

tejido durante la desparafinización y el protocolo de IHC (p. ej., a veces pueden 

romperse pequeñas regiones del tejido ocular). En ambos casos, se puede encontrar una 
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señal de alta fluorescencia en los segmentos externos de los fotorreceptores (indicados 

como capa 1 en las imágenes). Sin embargo, la alta autofluorescencia típica de esta capa 

debido a la presencia de pigmentos no permite confirmar que las proteínas MT1/2 o 

SOD1 estén presentes. Aunque con una señal de fluorescencia más baja en comparación 

con los fotorreceptores, también se puede observar claramente (tanto para los natAgNCs 

como 109AgNCs) una emisión de fluorescencia en la capa nuclear externa, la capa nuclear 

interna y las células ganglionares (indicadas en la Figura 40 como capas 2, 4 y 6, 

respectivamente). Por lo tanto, se puede concluir que las proteínas MT1/2 y SOD1 

tienen una distribución similar en las capas de la retina, distinguiéndose principalmente 

a lo largo de las capas nucleares externa e interna, así como en las células ganglionares. 

Las imágenes obtenidas por microscopía de fluorescencia ofrecen una mejor resolución 

que las imágenes por LA-ICP-MS. Sin embargo, teniendo en cuenta que los natAgNC y los 
109AgNC utilizados como marcadores del Ab seleccionado emiten fluorescencia a la 

misma longitud de onda (660 nm), no fue posible realizar un análisis simultáneo de 

ambas proteínas o multiplexing en la misma sección de tejido. 
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Figura 40. Análisis de la retina neurosensorial en secciones tejidos oculares humanos después del protocolo 
de IHC con AgNCs por microscopía de fluorescencia. Imágenes obtenidas por microscopía confocal láser 
(20x). a) Imagen de transmisión de la región seleccionada de la retina humana, incluida la descripción de 
las distintas capas de la retina: 1. fotorreceptores, 2. capa nuclear externa, 3. capa plexiforme externa, 4. 
capa nuclear interna, 5. capa plexiforme interna, 6 , células ganglionares, y 7. capa de fibras nerviosas; b) 
detección de MT1/2 con Ab primario anti-MT1/2 marcado con natAgNCs; y c) detección de SOD1 con Ab 
primario anti-SOD1 marcado con 109AgNC. Las imágenes b y c recogen dos imágenes independientes con 
la emisión de fluorescencia de los bioconjugados en rojo (natAgNCs o 109AgNCs, respectivamente) y la 
emisión de los bioconjugados junto con la emisión de DAPI (esto después en azul). 
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4.4. Imaging simultáneo de MT1/2 y SOD1 en la retina humana 

mediante LA-ICP-MS 

 

Se llevó a cabo la ablación de secciones de tejidos oculares humanos de 5 μm de 

espesor sometidos al protocolo IHC con natAgNC o 109AgNC bioconjugado con cada 

anticuerpo específico y utilizando las condiciones experimentales recogidas en la Tabla 

11. Se obtuvieron imágenes bidimensionales que cubrían un área de la retina 

neurosensorial para MT1/2 (Figura 41a, señal de 107Ag de anti -MT1/2:bioconjugado 
natAgNCs) y SOD1 (Figura 41b, señal 109Ag del bioconjugado anti-SOD1:109AgNCs) 

después del análisis por LA-ICP-MS. Como se puede observar en las Figuras 41a y 41b, 

las proteínas MT1/2 y SOD1 no se encuentran homogéneamente distribuidas a lo largo 

de las capas de la retina, mostrando en ambos casos una ubicación preferencial en la 

capa nuclear externa, la capa nuclear interna y las células ganglionares (concordantes 

con trabajos previos realizados 29  y los resultados experimentales obtenidos por 

microscopía de fluorescencia). Además, como puede sospecharse por las imágenes de 

fluorescencia recogidas en la Figura 40, las imágenes con señales en cps obtenidas por 

LA-ICP-MS permiten confirmar que el contenido de SOD1 en la retina humana es menor 

en comparación con los niveles de MT1/2 para esta muestra en particular: considerando 

que existen diferencias en las abundancias de los isótopos presentes en los dos tipos de 

AgNCs, se aprecia una mayor intensidad de 107Ag (51,84 % de abundancia de isótopos) 

correspondiente a los natAgNCs bioconjugados con anti-MT1/2 (Figura 41 a) con respecto 

a la señal de intensidad de 109Ag (99,7 % de abundancia de isótopos) procedente de los 
109AgNCs bioconjugados con anti-SOD1 (Figura 41 b). Por tanto, esto supone que el nivel 

de MT1/2 es significativamente más alto que el de SOD1. En cualquier caso, se debe 

desarrollar un método de calibración adecuado para obtener información cuantitativa 

precisa sobre las concentraciones de MT1/2 y SOD1 a lo largo de las estructuras tisulares 

de la retina22. 
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Figura 41. Análisis de la retina neurosensorial en tejidos oculares humanos después del protocolo IHC con 
AgNCs y detección por LA-ICP-MS. a) Imagen elemental de 107Ag (en cps) obtenida usando el bioconjugado 
anti-MT1/2:natAgNCs para la detección de MT1/2; y b) imagen elemental de 109Ag (en cps) obtenida usando 
el bioconjugado anti-SOD1:109AgNCs para la detección de SOD1. 

 
Finalmente, en este capítulo de la presente tesis doctoral se presenta el primer 

análisis simultáneo de dos proteínas diferentes en la misma sección de tejido por LA-

ICP-MS utilizando NCs metálicos en retina humana, como prueba de concepto. Después 

de obtener imágenes individuales de MT1/2 y SOD1 utilizando dos secciones de tejido 

(Figura 41), se agregaron los dos bioconjugados a la misma sección de tejido (anti-

MT1/2:natAgNC y anti-SOD1:109AgNC). En este caso, la señal de 107Ag medida por LA-ICP-

MS corresponde prácticamente en su totalidad a la distribución MT1/2 (51,84% de 

abundancia isotópica de 107Ag de natAgNCs y 0,3% de abundancia isotópica de 107Ag de 
109AgNCs), mientras que la señal de 109Ag da información tanto de MT1/2 como de SOD1 

(99,7 % de abundancia isotópica de 109Ag de 109AgNC junto con 48,16 % de abundancia 

isotópica de 109Ag de natAgNC). Por lo tanto, las imágenes cualitativas obtenidas por LA-

ICP-MS después de la ablación del tejido no proporcionarán directamente la distribución 

simultánea de las dos proteínas ya que para tal fin sería necesario disponer de dos tipos 

de NCs enriquecidos isototópicamente (p. ej., 107AgNCs con una abundancia isotópica 

del 99,9 % para MT1/2 y 109AgNCs con una abundancia isotópica del 99,9 % para SOD1. 

Solo en ese caso mediante LA-ICP-MS sería posible realizar directamente el análisis 

simultáneo de dos proteínas en una misma sección de tejido, recurriendo en ambos 

casos a un procedimiento de síntesis de NCs idéntico (con un precursor del metal 

a) b)

107Ag (cps) 
à MT1/2

109Ag (cps)
à SOD1

4 264 26
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enriquecido en un isótopo diferente). En este caso, solo se utilizó una trazador 

enriquecido isotópicamente para esta prueba de concepto y, por lo tanto, se utilizó la 

herramienta matemática de IPD para obtener información simultánea sobre la 

distribución de las dos proteínas en la retina humana. Al usar el análisis LA-ICP-MS junto 

con IPD, fue posible distinguir la distribución de natAgNCs (MT1/2) de los 109AgNC 

enriquecidos isotópicamente (SOD1) a lo largo de las capas de la retina. Aunque la 

herramienta de IPD ha sido previamente utilizada en MS para determinar la contribución 

de los espectros de masas individuales en mezclas de diferentes patrones de 

isótopos30,31, no se ha combinado con LA-ICP-MS para el análisis de proteínas. 

 

Aunque no es estrictamente necesario en este caso particular, para mostrar la 

viabilidad de usar IPD para distinguir entre la contribución de los trazadores naturales y 

los enriquecidos isotópicamente, se aplicó la regresión lineal múltiple. En este caso, las 

señales de 107Ag y 109Ag (cps) obtenidas por LA-ICP-MS se transformaron en imágenes 

de fracciones molares, lo que permitió determinar la distribución de las abundancias 

naturales y las enriquecidas isotópicamente de los AgNCs bioconjugados. Para tal fin, las 

señales de 107Ag y 109Ag medidas se corrigieron por sesgo de masa (mass bias) utilizando 

la corrección por bracketing de un estándar de Ag de abundancia natural (100 μg.g-1 Ag 

en gelatina). A continuación, los datos de intensidad de masa corregida se 

transformaron en abundancias isotópicas y las fracciones molares de natAg y 109Ag 

resueltas en el tiempo se obtuvieron mediante regresión lineal múltiple, siguiendo un 

protocolo similar al propuesto previamente para el análisis de Zn en células en cultivo31. 

La Figura 42 muestra las imágenes de las fracciones molares de natAg y 109Ag después de 

los cálculos matemáticos basados en IPD. Como se recoge en la Figura 42a, se 

obtuvieron fracciones molares de natAg de alrededor de 1 a lo largo de la imagen cuando 

la retina humana no estaba presente (contribución natural de Ag del gas portador He). 

Para localizar claramente el tejido ocular, se han dibujado dos líneas de color marrón 

claro en las imágenes de fracción molar que señalan la región de la retina ablacionada 

con el haz láser. Cuando se ablacionó el tejido ocular, también se obtuvieron fracciones 

molares de natAg cercanas a 1. Sin embargo, en este caso se puede atribuir tanto a la 

presencia de MT1/2 en las tres capas donde se identificaron los natAgNC (las capas 

nucleares externa e interna y las células ganglionares) como al gas portador He durante 
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la ablación de las capas donde la MT1/2 no estaba presente (es decir, fotorreceptores, 

capas plexiformes externa e interna y la capa de fibras nerviosas). 

 
Figura 42. Imágenes de la fracción molar de natAg y 109Ag obtenidas por LA-ICP-MS en la retina humana 
para una sección de tejido sometida al protocolo IHC con el bioconjugado anti-MT1/2:natAgNCs y 
bioconjugado anti-SOD1:109AgNCs. El área incluida dentro de las dos líneas de color marrón claro dibujadas 
en las imágenes señala la zona de la retina ablacionada con el láser. a) fracción molar de natAg; y b) fracción 
molar de 109Ag. 

 
Por otro lado, las fracciones molares de 109Ag (Figura 42b) confirmaron que la 

proteína SOD1 se distribuía principalmente a lo largo de tres de las capas de la retina. 

Además, las imágenes de las fracciones molares de natAg y 109Ag permiten saber que, 

aunque se encontró que las proteínas MT1/2 y SOD1 están distribuidas a lo largo de las 

mismas capas de la retina, hay algunas regiones del tejido donde ambas proteínas no 

están ubicadas conjuntamente o no están al mismo nivel de concentración. Por ejemplo, 

las dos flechas blancas marcadas en las imágenes de fracción molar de la Figura 42a y 

42b indican regiones de la capa nuclear externa donde estaba presente la proteína 

SOD1, mientras que la presencia de MT1/2 fue comparativamente insignificante. Cabe 

mencionar que algunos valores atípicos (el mayor está marcado en las imágenes con un 

círculo) se pueden identificar en las imágenes durante la contribución del gas portador 

He (es decir, cuando la sección de tejido no debería ser ablacionada). Se pueden atribuir 

a algunos residuos generados por el tejido durante las diferentes etapas requeridas para 

el protocolo IHC. Finalmente, debe señalarse que mediante el uso de instrumentación 

de última generación (por ejemplo, que dispongan de pequeños diámetros de láser, 

cámaras de ablación ultrarrápidas, etc.) se pueden obtener imágenes de distribución de 

a) b)

natAg 109Ag 

100 µm 100 µm
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proteínas de mayor resolución, lo que permitiría una mejor discriminación de las 

proteínas dentro capas en una escala por debajo de las micras 32-35. 

 

5. Conclusiones 

 

Los NCs metálicos de pequeño tamaño constituidos por unos pocos a cientos de 

átomos son marcas con una gran proyección y aplicabilidad para el análisis elemental 

por MS, ya que proporcionan una alta amplificación de señal para la detección de 

biomoléculas. El uso de NCs de diferentes metales permitirá el análisis multiplexado en 

combinación con la detección por LA-ICP-MS. Además, la síntesis de NCs metálicos 

enriquecidos isotópicamente aumentará las opciones y versatilidad de este tipo de 

marcas. 

 

En este trabajo se ha demostrado la viabilidad de sintetizar y aplicar marcas 

constituidas por NCs metálicos enriquecidos isotópicamente para la obtención 

simultánea de imágenes de proteínas en tejidos biológicos. Como prueba de concepto, 

se sintetizaron y emplearon natAgNC y 109AgNC fluorescentes, ambos con una emisión 

máxima de 660 nm y una intensidad similar, para estudios de bioimaging en las 

secciones de retina humana. La fluorescencia de los AgNCs permitió llevar a cabo el 

bioimaging mediante microscopía de fluorescencia; sin embargo, como era de esperar, 

los beneficios derivados del uso de NCs enriquecidas con isótopos solo se obtuvieron 

con la detección mediante LA-ICP-MS. 

 

Por último, merece destacarse que una ventaja adicional de sintetizar NCs de 

metales enriquecidos isotópicamente para la detección por espectrometría de masas 

elemental es que, como se ha demostrado en este capítulo, el procedimiento de 

preparación es el mismo que con el correspondiente al utilizado para el metal de 

composición isotópica natural. Esto es de especial interés teniendo en cuenta que la 

síntesis de NCs metálicos no es un paso sencillo y su caracterización puede ser tediosa y 

prolongarse en el tiempo.  
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Desarrollo de un método de separación cromatográfico de 

Ca rápido y para pequeños volúmenes de muestra con el fin de 

estudiar posibles alteraciones en la composición isotópica de 

este elemento asociadas al glaucoma  

1. Introducción 

 

Las estrategias de miniaturización, tanto para la extracción como para el análisis 

de fluidos biológicos, en combinación con un mejor rendimiento de las técnicas 

analíticas con fines de diagnóstico son tendencias actuales de investigación científico-

tecnológica 1 .Debido a los bajos límites de detección que pueden lograrse con los 

sistemas de espectrometría de masas elemental (ICP-MS), disponer de ya sea un 

volumen reducido o de una concentración baja de analito no debería ser una limitación 

importante2. La situación se presenta diferente cuando se trata de llevar a cabo análisis 

isotópico de alta precisión mediante ICP-MS de tipo multicolector (MC), ya que el 

análisis de concentraciones absolutas de isótopos a niveles bajos (< 100 ng.g-1) no es una 

tarea fácil con la instrumentación disponible en la actualidad3. Sin embargo, cada vez 

más se encuentran trabajos en los que se apuesta por disminuir la cantidad de analito 

requerido para tal fin. El uso de sistemas de desolvatación de aerosoles, la posibilidad 

de emplear una interfaz Jet de alta eficiencia, amplificadores de copa de Faraday de alta 

ganancia (1013 W respecto a los 1011 W convencionales) y los contadores de iones, han 

mejorado el rendimiento en términos de sensibilidad. 4 , 5 .Por otro lado, se pueden 

emplear estrategias metodológicas tales como, la adición al analito con un estándar de 

analito no enriquecido de composición isotópica conocida3, procedimientos de 

preconcentración6 o el uso de pequeñas gotas de suero depositadas sobre silicio (con 

introducción de muestra por ablación láser)7, son algunas de las estrategias propuestas 

para extender las aplicaciones de MC-ICP-MS dentro de un contexto clínico. 

 

El calcio (Ca) participa en numerosos procesos fisiológicos y bioquímicos del 

organismo (por ejemplo, transmisión sináptica, señalización celular, formación ósea, 

coagulación sanguínea, etc.) y su equilibrio está estrictamente regulado para mantener 
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niveles de concentración relativamente constantes y así asegurar una homeostasis 

adecuada.8 El Ca también juega un papel importante en la fisiología del ojo y el ciclo 

visual. De hecho, varias patologías oculares, incluidas diferentes formas de 

degeneración retiniana y el crecimiento anormal de precursores retinianos u otros tipos 

de células en el ojo, a menudo son causadas por mutaciones en genes implicados en la 

regulación del Ca.9 Proteínas de unión a Ca participan además en distintos procesos 

tales como el control del estrés oxidativo, la apoptosis y en eventos inflamatorios10. Por 

tanto, las medidas del fraccionamiento isotópico de Ca, atribuido a las diferentes 

reacciones (bio)químicas, podrían proporcionar información importante relacionada 

con el estado fisiológico del ojo, contribuyendo a arrojar luz sobre las alteraciones 

existentes relacionadas con la homeostasis de este elemento en el sistema visual y su 

relación con los procesos neurodegenerativos asociados a la edad. 

 

La desregulación de la homeostasis del Ca se ha relacionado con el inicio y la 

progresión de glaucoma 11 , una enfermedad ocular neurodegenerativa de origen 

multifactorial en la que la disfunción del flujo normal del humor acuoso se considera 

uno de los principales factores de riesgo. Este líquido intraocular se deriva 

principalmente del plasma sanguíneo y se secreta a una velocidad de 2,0-2,5 μL·min-1. 

Contiene proteínas, metabolitos y elementos esenciales que pueden verse alterados 

durante la enfermedad del glaucoma12. El acceso al humor acuoso (muestreo in vivo) 

requiere de una técnica invasiva para su extracción, y es importante señalar que no todo 

el humor acuoso puede extraerse de los ojos de los pacientes, siendo los volúmenes 

obtenidos generalmente inferiores a 250 µL13.  

 

Hasta la fecha la mayoría de los artículos que recogen análisis isotópico de alta 

precisión en clínica y biomedicina (estudios caso-control, i.e., control frente a 

enfermos), se centran en el análisis de Fe, Cu y Zn fundamentalemnte14. El Ca, a pesar 

de ser un elemento muy presente en el cuerpo humano ha sido objeto de menor estudio 

respecto al análisis de relaciones isotópicas en muestras biológicas de origen humano, 

estando los estudios disponibles principalmente relacionados con enfermedades 

relacionadas con el equilibrio mineral óseo¡Error! Marcador no definido.-¡Error! Marcador no definido. ya 

sea empleando sangre15, suero16,17 u orina18-23 como muestra. 
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              En los últimos años, se han publicado varios trabajos en los que se describen 

procedimientos de purificación de Ca para su posterior análisis isotópico por MC-ICP-

MS¡Error! Marcador no definido.,24,25. Estos protocolos generalmente emplean 1-2 mL de resina 

de intercambio iónico, y los volúmenes de muestra cargados entre 0,5 y 2 mL. 

Normalmente, se necesitan además grandes volúmenes eluyente (~60 mL o incluso 

más) para completar el procedimiento de purificación. Por tanto, estos procedimientos 

pueden considerarse lentos que además en el caso de muestras de las que se dispone 

de pequeño volumen no brindan ventajas y, de hecho, no hay necesidad de usar una 

gran cantidad de reactivos químicos. 

 

2. Objetivos 

 

Con el objetivo de explorar las posibilidades del análisis isotópico de Ca en el 

humor acuoso en el contexto de las enfermedades oculares, y más específicamente el 

glaucoma y dado que los volúmenes de humor acuoso disponibles para el análisis suelen 

estar en el nivel de los 100-250 µL, en este capítulo se desarrolló un procedimiento de 

purificación para este elemento, persiguiendo un protocolo que fuese rápido y 

empleando poca cantidad de muestra y resina.  

 

Para ello, se estudiarán los perfiles de elución de dos protocolos seleccionados y 

adecuados para la separación de Ca en muestras biológicas. De este modo se podrá 

determinar las condiciones óptimas en cuanto a volúmenes y concentración de 

disolventes a fin de minimizar el tiempo requerido para la extracción de Ca.  

 

Posteriormente, se determinará la recuperación de la separación con el fin de 

comprobar que no se produce ningún efecto de fraccionamiento isotópico debido al 

proceso de separación. Para ello, se analizará el contenido total elemental de Ca en las 

muestras antes y después de atravesar la resina.  

 

Finalmente, se determinarán las relaciones isotópicas de Ca mediante ICP-MS de 

tipo multicolector. De este modo, se podrá evaluar, como prueba de concepto, si existen 
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diferencias entre un grupo denominado control (individuos sin glaucoma) y otro de 

pacientes con glaucoma de tipo pseudoexfoliativo.  

 

3. Procedimiento Experimental  

 

3.1. Toma de muestras 

 

El trabajo recogido en este capítulo se diseñó de acuerdo con la Declaración de 

Helsinki sobre investigación biomédica en seres humanos obteniéndose la aprobación 

del Comité Ético de Investigación Clínica del Principado de Asturias (Oviedo, España). En 

concreto, las muestras de humor acuoso se tomaron, por personal clínico especializado 

del Instituto Oftalmológico Fernández-Vega (Oviedo, España), de 4 donantes control (83 

± 7,26 años) y 6 pacientes diagnosticados con glaucoma pseudoexfoliativo (75,5 ± 

14,46), tras firmar el consentimiento informado. Todos los individuos fueron sometidos 

a examen oftalmológico completo y los pacientes con glaucoma también fueron 

sometidos a pruebas oftalmológicas más específicas. Todos padecían cataratas y no 

presentaban patologías oculares relevantes como retinopatías o maculopatías. Las 

personas diagnosticadas con glaucoma pseudoexfoliativo tenían depósitos de material 

fibrilir en la superficie anterior del cristalino y/o en el iris de uno o ambos ojos, como se 

reveló durante el examen con lámpara de hendidura. Se recogió humor acuoso (30-350 

µL) para ambos grupos (donantes control y pacientes con glaucoma) al comienzo de la 

cirugía de cataratas, colocando una aguja de calibre 27 en la cámara anterior del ojo. 

Una vez extraídas, las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su análisis. 

 

La optimización del procedimiento de purificación de Ca se llevó a cabo 

empleando suero humano de un voluntario sano. Esta muestra se utiliza regularmente 

como control de calidad en el grupo de investigación y se dispone de un registro de 

concentraciones elementales para asegurar el correcto desempeño del trabajo 

experimental. 
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3.2. Materiales y reactivos 

 

- Peróxido de hidrógeno (H2O2) 30% (Sigma Aldrich, España) 

- Ácido nítrico (HNO3) (grado tracemetal, Fisher Scientific, EE. UU.) 

- Resina AG50W-X8 (malla de 200-400, en forma de hidrógeno, Bio-Rad, 

España) 

- Columnas vacías de polipropileno + polietileno de Triskem International 

(Francia) con 7 mm de diámetro interno 

- Agua ultrapura (dispensador Purelab flex, Elga Lab water, Reino Unido) 

- Placa calefactora 230 V -30x20-12 cm con control de temperatura (Analab, 

Hoemheim, Francia) 

- Viales de PFA de capacidad 15 mL con fondo redondeado (ISC Science SL, 

Oviedo, Spain) 

- Ácido clorhídrico (HCl) de grado de pureza proanalysis (VWR, España) 

 

3.3. Instrumentación 

 

- ICP-MS 7700 (Agilent, EE. UU.) equipado con una celda de colisión/reacción 

usando gas He (caudal de 4,3 mL min-1) mediante calibración externa.  

- Disolución estándar de 10000 mg L-1 Ca (Lote #1404943, High-Purity 

Standards, EE. UU.).  

- Disolución estándar de 1000 mg L-1 Ga (Merck, España).  

- Disoluciones madre estándar de P, Mg, K, Fe, Cu, Zn (1000 mg L-1) y Na (con 

10000 mg L-1) de Merck. 

- ICP-MS de tipo multicolector Neptune MC-ICP-MS (Thermo Scientific, 

Alemania). 

 

3.4. Preparación de las muestras 

 

La digestión de las muestras (suero humano y humor acuoso) se llevó a cabo en 

viales de PFA Savillex®, previamente limpiados tanto con HNO3 como con HCl, y 
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posteriores lavados repetidos con agua ultrapura. Alícuotas de 1 mL de suero fueron 

mineralizadas en medio ácido a 110 °C durante la noche, utilizando 4 mL de HNO3 14 M 

y 1 mL de H2O2 9,8 M. En el caso del humor acuosos (los volúmenes se recogen en la 

Tabla 14) la digestió llevada a cabo es similar, pero modificando ligeramente la cantidad 

de HNO3 y H2O2 empleando. En particular, se emplearon 500 µL de HNO3 14 M y 125 µL 

de H2O2 9,8 M (es decir, relación v/v 4:1). Una vez cerrados los viales se calenttó a 110 

°C para a continuación evaporar el disolvente y redisolver en el medio para la 

purificación de Ca (se empleó 1 M HCl para el protocolo optimizado). Para el suero tras 

la digestión se reconsityó en 1 mL y para las muestras de humor acuoso en 300 µL. 

 

 
3.5. Análisis elemental mediante ICP-MS  

 

Las determinaciones elementales y las recuperaciones de Ca después del 

proceso de purificación se midieron utilizando ICP-MS 7700 (Agilent, EE. UU.) equipado 

con una celda de colisión/reacción usando He gas (caudal de 4,3 mL.min-1) mediante 

calibración externa. Se seleccionó Ga como estándar interno para la corrección del 

efecto matriz y la deriva instrumental. Además de Ca, se midieron P, Mg, K, Fe, Cu, Zn 

para obtener los perfiles de elución de los protocolos probados, así como verificar la 

ausencia de elementos de la matriz en las fracciones de Ca purificadas obtenidas. El 

rango de concentraciones de calibrado para Ca fue de 0 a 700 ng.g-1 y de 0 a 90 ng.g-1 

para el resto de los elementos. El análisis elemental se realizó en HCl 0,12 M. 

 
3.6. Medida de relaciones isotópicas de Ca mediante MC-ICP-MS  

 

Los isótopos 42Ca, 43Ca y 44Ca se monitorizaron siguiendo la secuencia de medida 

estándar- muestra-estándar (bracketing) y se midieron en HNO3 0,14 M (previamente, 

las fracciones de Ca purificadas en HCl 0,12 M fueron evaporadas). La Tabla 13 muestra 

la configuración de copas empleada y los parámetros instrumentales de medida. Se 

comprobó que no hubiera contribución de 88Sr2+ o 84Sr2+ a la señal de 44Ca+ y 42Ca+, la 

cual se tuvo en cuenta monitorizando la señal medida a 43,5 de masa (87Sr2+). De hecho, 

se midieron niveles de fondo por debajo de 6·10-5 mV para 43,5 m/z para las muestras 
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y para el patrón estándar utilizado para la corrección mediante bracketing. Las medidas 

de Ca se realizaron en resolución pseudo-media después de seleccionar una posición del 

campo magnético en la que el 42Ca+ estaba libre de la interferencia del 40Ar1H2
+, es decir, 

en el hombro plano izquierdo del pico espectral25. La concentración de Ca para muestras 

y el patrón utilizado para la corrección por bracketing se ajustaron a 10 mg·L-1. En estas 

condiciones, las señales registradas fueron de aproximadamente 0,19 V, 0,04 V y 0,7 V 

para los isótopos 42, 43 y 44 de Ca, respectivamente. Debido a la baja señal de 43Ca, se 

utilizó únicamente la relación isotópica 44Ca/42Ca. Por último y para evitar la corrección 

del blanco de procedimiento sobre las señales obtenidas en el MC-ICP-MS para cada una 

de las muestras, el patrón de Ca que se empleó para la corrección de la discriminación 

de masas también fue sometido al protocolo de purificación seleccionado, evaporado y 

redisuelto a una concentración de 10 mg L-1 (igual que para las muestras). Previo al 

análisis se comprobó que la recuperación de Ca tras la purificación era del 100 %. 

 

Tabla 12.Configuración de la copa y los ajustes instrumentales empleados para la medida de relaciones 
isotópicas mediante MC-ICP-MS. 

 

Configuración de copas 42Ca+: L4; 43Ca+: L2; 

43.5: L1; 44Ca+: C 

Potencia RF (W) 1100 

Flujo de Ar (L.min-1) Gas del plasma: 15 

Gas auxiliar: 0,8 

Gas de nebulización: 1,03 

Modo de resolución Media 

Número de bloques 6 

Número de ciclos 8 

Tiempo de integración (s) 4,194 

 

La composición isotópica, expresada como d44/42 (Ecuación 3), se calculó con 

respecto a la disolución estándar de Ca que también se sometió al procedimiento de 

purificación optimizado. Antes del cálculo de los valores de d, se llevo a cabo la 

eliminación de valores atípicos (outliers) basada en una prueba de 2s. 
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𝛿!! !+⁄ 𝐶𝑎 = (
$%&!! !.⁄ '$%&'()*($%&

!! !.⁄ '&'(á,-*)
$%&!! !.⁄ '&'(á,-*)

) × 1000 (Ecuación 3) 
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4. Resultados y discusión 

 

4.1. Optimización del proceso de purificación de calcio en suero 

 

Como punto de partida se tomaron 3 trabajos en los que se propone un protolco 

de purificación de Ca en muestras biológicas13,23,25, todos ellos empleando la resina de 

intercambio catiónico AGW-X8. Teniendo en cuenta el volumen limitado de humor 

acuoso disponible, se decidió emplear 0,5 mL de resina únicamente, se adaptaron a esta 

cantidad de resina los protocolos publicados ya mencionados y se evaluaron empleando 

suero. El primero correspondía a un procedimiento que usaba 2,5 M HCl como 

disolvente para la carga de la muestra23. Sin embargo, con esta estrategia, se observó 

que el Ca no se retenía en la resina, siendo eluido directamente de la columna en la 

carga de la muestra y por tanto descartado. 

 

En la Tabla 15 se ha recopilado un resumen de los diferentes pasos que 

involucran a los otros dos protocolos consdierados (protocolo 1 y protocolo 2). Los 

perfiles de elución (fracciones de 2 mL) obtenidos para ambos protocolos se muestran 

en la Figura 43. La Figura 43a corresponde al protocolo adaptado de Tacail et al 13. 

(protocolo 1). Se puede observar que, en los experimentos llevados a cabo en relación 

a este capítulo, usando HCl 1 M como eluyente, el Ca eluye entre 9-21 mL después de 

cargar la muestra, un volumen considerablemente menor en comparación con el 

empleado previamente13, en el que se utilizaban 65 mL de eluyente, 2 mL de carga de 

muestra y 3 mL de resina. Al reducirse la cantidad de eluyente, la separación es más 

rápida. Se puede ver que el Ca además eluye libre de todos los elementos estudidados 

(Na, Mg, P, K, Fe, Cu y Zn); únicamente eluye algo de Zn con Ca, pero esta cantidad 

resultó ser mucho menor (0,09 ug.g-1) a la concentración de Ca en la muestra (109 ug.g-

1). En el caso del protocolo 225 (Figura 43b), sin embargo, el Ca eluye conjuntamente con 

Fe y Zn con lo que sería necesaria una segunda etapa de separación para eliminar estos 

elementos en la fracción de Ca. A la vista de estos resultados se seleccionó el protocolo 

1 para su aplicación a las muestras de humor acuoso, no sin antes comprobar que la 

recuperación de Ca obtenida para el suero fue cuantitativa: 95 ± 3. %  
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Tabla 13. Condiciones experimentales del protocolo 1 y 2 evaluadas para la purificación de Ca. Para ambos 
procedimientos se utilizó 0,5 mL de resina AG50W-x8. 

 PROTOCOLO 1 PROTOCOLO 2 

1. Limpieza de resina 
6 M HCl (10 mL) 

2,5 M HCl (10 mL) 
Milli Q (10 mL) 

2. Acondicionamiento 
de resina 1 M HCl (10 mL) 0,4 M HCl (10 mL) 

3. Carga de muestra 1 M HCl (0,25 mL) 0,4 M HCl (0.25 mL) 

4. Elución de la matriz 1 M HCl (8 mL) 

0,4 M HCl (34 mL) 
0,5 M HCl + 12,94 M acetone (10 

mL) 
0,8 M HCl (7 mL) 

5. Elución de Ca 1 M HCl (13 mL) 0,8 M HCl (13 mL) 
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Figura 43. Perfiles de elución obtenidos para los protocolos 1 (a), y protocolo 2 (b) utilizando 0,5 mL de 
resina AG50W-X8. 

 

Finalmente, y para asegurar la purificación adecuada el protocolo seleccionado 

se aplicó a cinco réplicas de digestión del suero modelo (junto con tres blancos de 

procedimiento), recogiendo todo el Ca en una única fracción. Después de la evaporación 

y reconstitución de dicha fracción en HCl 0,12 M, se determinaron de Na, K, Mg, Fe, Cu, 

Zn y P, asegurando la ausencia de dichos elementos (incluido el Zn) en dicha fracción. 

 

4.2. Análisis elemental y purificación del Ca en humor acuoso 

 

Antes de aplicar el protocolo 1 a las muestras de humor acuoso, se realizó una 

búsqueda bibliográfica para conocer la composición elemental del humor acuoso. Una 

publicación reciente 26  recoge rangos de concentración en individuos con cataratas 
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(mismo caso que el grupo control analizado en este grupo) entre 2070-3936 mg·L-1 para 

Na; 13-30 mg·L-1 para P y 5-17 mg·L-1 para Mg; y niveles de Cu, Fe y Zn en el rango de 

µg·L-1. 

 

Para preservar la mayor cantidad de muestra posible, el Ca y los componentes de la 

matriz elemental para las muestras investigadas, el digerido únicamente se midió 

después del procedimiento de purificación (los blancos de procedimiento de Ca 

referidos a las soluciones sin diluir fueron 2,3 ± 0,3 µg·g-1). En la Tabla 14 se recoge el 

volumen de humor acuoso disponible para cada muestra y las concentraciones de Ca 

obtenidas (calculadas a partir del digerido para cada una de las muestras investigadas. 

Como se puede observar, los niveles de concentración de Ca oscilan entre 43 y 220 mg×L-

1 en este fluido ocular. Debido al número limitado de muestras disponibles, no se realizó 

ningún análisis estadístico para la comparación de grupos. Solo se examinaron los 

niveles promedio de Ca para cada grupo, lo que aportó resultados similares en ambos 

casos: 135 ± 62 mg×L-1 (controles) y 114 ± 66 mg×L-1 (pacientes con glaucoma). Los niveles 

de Ca en el humor acuoso también han sido examinados en la bibliografía reciente, 

obteniéndose diferentes resultados. Por ejemplo, Zhou et al. 27  encontraron en 

promedio 48,8 ± 5,5 mg×L-1 Ca (n = 24, edad: 72,46 ± 11,83 años, individuos con catarata 

senil). Estos resultados concuerdan con otras publicaciones que presentan 

concentraciones de Ca en humor acuoso entre 50-80 mg×L1 de Ca.28 Por otro lado, Dolar-

Szczasny et al.29  han publicado un trabajo mostrando niveles de oligoelementos en 

humor acuoso de pacientes con cataratas y han aportado valores promedio (294,5 ± 

162,3 mg×L-1 Ca), con intervalos de concentraciones mínimas y máximas de 98,98 mg×L-

1 Ca y 1162 mg×L-1 Ca, respectivamente, en un total 115 pacientes con cataratas de una 

edad promedio de 74 ± 7,27 años. Por tanto, los niveles de Ca obtenidos en el presente 

trabajo, que oscilan entre 53 y 220 mg×L-1, se encuentran dentro del rango de valores. 

Las concentraciones de este elemento en humor acuoso tampoco difieren con los 

publicados en otras patologías, entre ellas la diabetes 30 , o la retinitis por 

citomegalovirus13, lo que puede indicar una buena regulación de la homeostasis de este 

elemento en el organismo en esas circunstancias. 
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Tras la separación cromatográfica, evaporada la fracción de Ca y reconstituida 

en 0.12 M HCl, se evaluó el grado de recuperación de Ca. Se puede ver en la Tabla 14 

como el grado de recuperación fue entre 94-114 % y por tanto cuantitativo para todas 

las muestras. En la fracción purificada de Ca se determinaron además Na, K, Mg, Fe, Cu, 

Zn y P, estando en todos los casos por debajo de los límites de detección.  

 
Tabla 14. Concentraciones elementales (incertidumbre estimada de 3%) del Ca medido en muestras de 
humor acuoso y recuperaciones de Ca obtenidas después del proceso de purificación mediante ICP-MS. Se 
indica el volumen de muestra de humor acuoso disponible para cada análisis. Los valores de ẟ44/42Ca 
obtenidos han sido corregidos. Las Incertidumbres para CT2 y CT4 corresponden a la desviación estándar 
para la medida de dos réplicas de la misma muestra. Para el resto de las muestras, la incertidumbre 
corresponde a la RSD (expresada en ‰) obtenida de la medida de 44/42Ca para cada estándar realizada 
entre cada muestra.  

 

  Volumen 

de muestra 

(µL) 

[Ca]  

(mg×L-1) 

Recuperación 

(%) 

ẟ44/42Ca 

CO
N

TR
O

LE
S 

CT1 180 67 110 0,77± 0,52 

CT2 60 173 114 0,81 ± 0,21 

CT3 80 200 94 -1,4 ± 0,4 

CT4 200 98 106 0,22 ± 0,16 

PA
CI

EN
TE

S 
CO

N
 G

LA
U

CO
M

A  

GPXE1 60 151 103 -2,4 ± 0,5 

GPXE2 30 220 97 -0,40 ± 0,20 

GPXE3 115 53 98 0,68 ± 0,17 

GPXE4 115 102 102 0,32 ± 0,23 

GPXE5 350 115 99 -1,6 ± 0,4 

GPXE6 160 43 100 -1,4 ± 0,5 
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4.3. Medidas de relaciones isotópicas de Ca por MC-ICP-MS. 

 

El protocolo diseñado nos ha permitido estudiar posibles alteraciones de la 

homeostasis de Ca en muestras de humor acuoso de controles e individuos que padecen 

de glaucoma.  El análisis isotópico mediante MC-ICP-MS se realizó preparando 

diluciones de la fracción de Ca purificada con una concentración de 10 mg×L-1 Ca. La 

corrección por bracketing se realizó con respecto a un estándar comercial de Ca que, 

como ya se ha comentado anteriormente, también se sometió al procedimiento de 

intercambio catiónico. La Figura 44 recoge los valores de d44/42Ca obtenidos para las 

muestras investigadas (valores numéricos en la Tabla 14). Se puede observar que los 

valores de d44/42Ca obtenidos para el grupo control oscilaron de -1,4 a 0,81 mientras que 

para los pacientes con glaucoma se obtuvo un rango más amplio, es decir, d44/42Ca, de -

2,4 a 0,68. 

 
Figura 44. Valores de ẟ44/42Ca obtenidos para los controles y pacientes con glaucoma después de aplicar 
la corrección por bracketing. Las barras de error corresponden a la desviación estándar de la medida de 
dos réplicas para las muestras simbolizadas como un circulo blanco. Las barras de error para las muestras 
en los círculos negros corresponden a la RSD (expresada en ‰) obtenida durante la medida de 44/42Ca para 
cada estándar realizada entre cada muestra. 

 

Los resultados obtenidos en este estudio, que muestran un rango más amplio de 

d44/42Ca en el humor acuoso de pacientes con diagnosticados con la enfermedad de 

glaucoma que en sujetos control, son acordes con el comportamiento encontrado para 
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el análisis isotópico de Ca en suero de individuos con mieloma activo respecto a mieloma 

no activo16. Si bien el número de muestras analizadas es muy limitado como para extraer 

conclusiones concluyentes, las alteraciones en la composición isotópica del calcio 

podrían estar directamente relacionadas con alteraciones en las proteínas S100, que son 

proteínas Ca-dependientesEsta familia de proteínas está involucrada en numerosas 

actividades celulares y, por ejemplo, la proteína S100A8 está asociada con la presencia 

de especies reactivas de oxígeno (ROS) en la inflamación de la superficie ocular. De 

hecho, se ha encontrado que los niveles de S100A8 están elevados en el líquido lagrimal 

de pacientes con glaucoma bajo medicación crónica10. Algunas proteínas que contienen 

calcio adherido a sus estructuras, además de este elemento, también pueden estar 

reguladas por Zn o Cu10,31. Por lo tanto, los resultados obtenidos aquí para el Ca también 

podrían reflejarse en las composiciones isotópicas de Cu y Zn en humor acuoso para la 

misma patología tal.  De hecho, un trabajo reciente ha revelado diferencias significativas 

en la composición isotópica de Zn (no de Cu) en el humor acuoso de pacientes con 

glaucoma en comparación con sujetos control26.   

 

5. Conclusiones 

 

En este capítulo de tesis se ha desarrollado un procedimiento de purificación de 

Ca rápido y para pequeños volúmenes de muestra, evitando el uso de un elevado 

volumen tanto de de eluyentes. La cantidad de resina empleada es también inferior en 

comparación con los protocolos recogidos en la literatura. La recuperación del Ca tras la 

purificación es cuantitativa y además libre de elementos tales como Na, Mg, P, K, Fe, Cu 

y Zn. 

 

Si bien no se encontraron diferencias en cuanto al rango de concentraciones 

encontradas entre el grupo control y glaucoma, los resultados derivados del análisis de 

la composición isotópica mostraron una mayor variablidad y hacia valores negativos de 

d44/42Ca en el caso del grupo glaucoma, lo que podría estar relacionado con alteraciones 

a nivel de proteínas calcio dependientes.  
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Conclusiones 
 
 El trabajo llevado a cabo durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral ha 

aportado a una serie de conclusiones que pueden resumirse en los siguientes puntos: 

 

à El enfoque multiparamétrico dirigido y desarrollado para el análisis de fluido 

lagrimal permitió obtener información cuantitativa para trece variables, con tan 

disponiendo únicamente de 1-5 µL de muestra. Concretamente se determinaron 

LF, S100A6, CFH, CLU, APP, MT1A Ca, Mg, P, Na, Cu, Fe y Zn, combinando técnicas 

analíticas de espectrofotometría y espectrometría de masas. Tras el tratamiento 

estadísitico se puede decir que se encontraron alteraciones en los niveles de 

metales (Fe, Mg y Cu) y (metalo-)proteínas (MT1A, S100A6, LF) de la película 

lagrimal de los pacientes con DMAE en comparación con controles sanos. Estos 

resultados sugieren por tanto una homeostasis de estas especies comprometida 

que quizás podrían ser explotados como candidatos biomarcadores tempranos 

de esta patología.  

 

à Utilizando AgNCs como marcas se ha desarrollado un fluoroinmunoensayo para 

la cuantificación de la proteína CFH en suero humano. A tal fin en primer lugar 

se optimizó la síntesis de los AgNCs, prestando atención a parámetroscomo 

rendimiento de síntesis, dispersidad, átomos de plata por NC y concentración de 

AgNC en medios acuosos. Tras la síntesis, los AgNCs fueron bioconjugados al 

anticuerpo anti-CFH mediante el método de la carbodiimida, conservando sus 

propiedades fluorescentes.  

 
En términos de sensibilidad, a partir del inmunoensayo desarrollado se obtuvo 

un buen límite de detección (0,4 ng mL-1), ofreciendo así la posibilidad de 

emplear esta inmunosonda para futuros estudios que requieran otro tipo de 

fluidos biológicos distintos al suero, incluyendo aquellos que presentan una 

mayor limitación en el volumen de muestreo.  

 
à Debido a la posibilidad de emplear los AgNCs como marcas bimodales debido a 

sus capacidades de emisión fluorescente y a la alta amplificación proporcionada 
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estos (se estima un promedio 753 átomos de plata por NC), se han empleado 

con éxito en el análisis de dos proteínas, SOD1 y MT1/2, en tejido ocular 

mediante microscopía confocal y detección LA-ICP-MS. Asimismo, se ha 

conseguido sintetizar AgNCs enriquecidos isotópicamente en uno de los isótopos 

de Ag (109Ag), presentando propiedades luminiscentes similares a aquellos de 

abundacia natural. Además, en términos de detección por MS elemental, el uso 

de ambos tipos de NCs, natAgNC y 109AgNC, permitió obtener información de las 

dos proteínas analizadas en lo que respecta a su distribución a lo largo de las 

secciones de tejido mediante LA-ICP-MS.  

 
à Se llevado a cabo el desarrollo de un protocolo de purificación de Ca rápido y con 

la posibilidad de ser aplicado a pequeños volúmenes de muestra, reduciendo 

considerablemente además el volumen de eluyente utilizado. Adicionalmente, 

otros aspectos que se han conseguido mejorar respecto a la bibliografía, ha sido 

la reducción en la cantidad de resina necesaria para llevar a cabo la extracción 

de Ca. De este modo, se ha conseguido obtener fracciones de Ca libres de otros 

elementos que generalmente se encuentran presentes en muestras biológicas 

(Na, Mg, P, K, Fe, Cu y Zn), con recuperaciones de Ca cuantitativas. El protocolo 

diseñado se aplicó a muestras reales de humor acuoso de individuos control y 

con glaucoma para posterior análisis isotópico de Ca mediante MC-ICP-MS. Si 

bien las concentraciones encontradas en ambas cohortes fueron comparables, 

el grupo DMAE mostró una mayor variabilidadad, con tendencia a valores 

negativos en su composición isotópica de Ca (d44/42Ca) lo que podría estar 

relacionado con alteraciones de proteínas ligadas a Ca. 
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Conclusions 
 

The work carried out during the development of this Doctoral Thesis has 

contributed to several conclusions that can be summarized in the following points: 

 

à The direct multiparametric approach developed for the analysis of tear film, 

allowed to obtain quantitative information for thirteen variables despite the 

very limited volumen available for analysis (1-5 µL). Particularly, determination 

of LF, S100A6, CFH, CLU, APP, MT1A Ca, Mg, P, Na, Cu, Fe and Zn combining 

analytical techniques of spectrophotometry and mass spectrometry. Results 

obtained after statistical analysis showed altered levels of metals (Fe, Cu and 

Mg) and (metallo-)proteins (MT1A, S100A6, LF) in the tear film of AMD patients 

as compared to control population, suggesting a compromised metal 

homeostasis that could be exploited as canditate biomarkers of this ocular 

disorder. 

 

à AgNCs have been used as fluorescent labels in a fluoroimmunoassay for the 

quantification of CFH protein in human serum. First, optimization of the AgNCs 

was performed attending to different parameters: yield, dispersity, silver atoms 

per NC and concentration of AgNC in aqueous media. Subsequently, AgNCs were 

successfully bioconjugated to the anti-CFH antibody following the carbodiimide 

method, preserving their fluorescent properties.  

 
In terms of sensitivity, a good detection limit (0.4 ng mL-1) was obtained for the 

developed immunoassay, thus offering the possibility of using this immunoassay 

for future studies carried using other types of biological fluids including those 

with limited availability as compared to serum.  

 
à Due to the possibility of using AgNCs as bimodal labels thanls to their fluorescent 

emission capabilities and high amplification properties (an average of 753 silver 

atoms per NC is estimated), AgNCs were used in the analysis of two proteins, 

SOD1 and MT1/ 2, in ocular tissue by confocal microscopy and LA-ICP-MS 
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detection. Here, AgNCs isotopically enriched in one of the isotopes of Ag (109Ag) 

presenting similar luminescent properties r to those of natural abundance were 

synthesized. In terms of detection by elemental MS, the use of both types of 

NCs, natAgNC and 109AgNC, has allowed obtaining information on the two target 

proteins regarding their distribution throughout the tissue sections by LA-ICP- 

MS. 

 

à The development of a fast and miniaturized Ca purification protocol intented for 

low sample volumes of sample was carried. Respect to literature available, 

reduced eluent volumes and amount of resin used is proposed. In this way, it 

has been possible to obtain Ca fractions free of other elements that are 

generally are present in biological samples (Na, Mg, P, K, Fe, Cu and Zn), together 

with quantitative recoveries of the analyte. The isolation procedure has been 

then applied to aqueous humor of glaucoma and control individuals for 

subsequent Ca isotopic analysis via MC-ICP-MS. Similar Ca levels were obtained 

for both cohorts, however, a wider variation in the Ca isotopic composition, 

expressed in d44/42Ca was obtained in the glaucoma group, including a trend to 

lower d44/42Ca values. Such variations compared to the control group could be 

related to alterations related to Ca-dependent proteins. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TRABAJOS 
FUTUROS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  TRABAJOS FUTUROS 

 210 

De las diferentes conclusiones obtenidas a lo largo de la presente Tesis Doctoral, 

a continuación, se exponen una serie de posibles trabajos futuros a desarrollar para 

continuar con esta línea de investigación: 

 

à Sería interesante llevar a cabo estudios adicionales para el desarrollo de nuevos 

NCs enriquecidos isotópicamente de otros metales que contengan varios 

isótopos estables como el platino (isótopos 190, 192, 194, 195, 196 y 198). De 

este modo, la metodología desarollada en esta Tesis Doctoral permitiría el 

análisis multiplexado de varias proteínas (mediante la medida de diferentes 

PtNCs enriquecidos isotópicamente) en las mismas secciones de tejido mediante 

LA-ICP-MS combinado con la herramienta matemática de IPD. En ese caso, sería 

más conveniente el uso de analizadores de masas que permitan la adquisición 

simultánea de diferentes isótopos (por ejemplo, ICP-tiempo de vuelo MS). 

 

à Adicionalmente, se podrían emplear distintos tipos de NCs metálicos (AgNCs, 

AuNCs, PtNCs) para la detección de varias proteínas en una misma región de 

tejidos oculares o extender el uso de los AgNCs a otro tipo de muestras 

biológicas, como cultivos celulares.  

 
à El protocolo optimizado para la purificación de Ca podría aplicarse a otro tipo de 

muestras biológicas de las que se disponga de pequeños volúmenes, como 

cultivos celulares. Además, el protocolo evaluado para la separación de Mg y Ca 

desarrollado en el cuarto capítulo permitiría, en muestras con niveles de Zn 

despreciables o mínimos, el análisis isotópico de ambos elementos. De este 

modo, se podría obtener información valiosa del comportamiento de ambos 

elementos en determinadas condiciones como, por ejemplo, la posible 

variabilidad en las relaciones isotópicas de Mg y Ca en condiciones de estrés 

oxidativo  
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