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Abstract

Las vesiculas extracelulares (VEs) han emergido como
una fuente prometedora de biomarcadores dada su
capacidad para reflejar el estado fisiolégico de su célula
de origen. Mientras que la caracterizacion de las
proteinas, lipidos y acidos nucleicos que contienen las
VEs ha experimentado un gran desarrollo en los ultimos
afios, su contenido elemental permanece todavia
inexplorado. Por ello, el objetivo de este trabajo ha sido
desarrollar una metodologia analitica basada en
espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS) para el estudio de elementos
traza en VEs urinarias. Este articulo presenta los
fundamentos de esta linea de investigacion y revisa los
principales retos encontrados en el desarrollo de
metodologias aplicadas al andlisis elemental de VEs
urinarias, incluyendo aspectos relacionados con la
preparaciéon de muestra, el control de contaminaciones,
las interferencias instrumentales y la falta de
estandarizacidn.

1. Introduccion

Las vesiculas extracelulares (VEs) son nanoparticulas
liberadas de forma natural por practicamente todos los
tipos celulares del organismo humano y de cualquier
tipo de ser vivo [1]. Durante afios fueron consideradas
meros productos del metabolismo celular, pero
actualmente tienen un papel reconocido como
mediadoras en la comunicacién entre células y tejidos.
En este contexto, su capacidad para transportar
proteinas, lipidos, acidos nucleicos y otros componentes
bioldgicos ha despertado un enorme interés en campos
tan diversos como la oncologia [2-4], 1a neurologia [5] y
las enfermedades cardiovasculares [6] o la medicina
personalizada [7].

Tradicionalmente, la investigacién en VEs se ha centrado
principalmente en el analisis de proteinas, ARN y lipidos.
Sin embargo, en los tltimos afios ha surgido un interés
creciente por explorar nuevas dimensiones de
informaciéon bioldgica presentes en estas estructuras.
Una de ellas es la metalémica, la disciplina dedicada al
estudio de los elementos quimicos y de su papel en los

sistemas vivos. Uno de los campos de estudio en
metalémica es el papel de los elementos traza en el
cuerpo humano, los cuales desempefian funciones
esenciales en numerosos procesos bioldgicos. Por
ejemplo, elementos como hierro, cobre, zinc, manganeso
0 magnesio participan en mecanismos de sefalizacion
celular, reacciones enzimaticas, la regulacién del estrés
oxidativo y el mantenimiento de la homeostasis celular
[8,9]. Por el contrario, elementos téxicos como cadmio,
mercurio o plomo pueden alterar dichos procesos y
contribuir al desarrollo de diferentes patologias [10,11].
Como consecuencia, la determinacién de elementos
quimicos en muestras bioldgicas constituye actualmente
una herramienta de gran interés en investigaciéon
biomédica y estudios de exposicion.

A pesar de ello, la mayoria de los estudios metalémicos
realizados hasta la fecha se han basado en el andlisis de
fluidos bioldgicos completos, como sangre u orina
[12,13]. Aunque estos enfoques han demostrado una
gran utilidad, la composiciéon de dichas matrices puede
verse influenciada por multiples factores externos,
incluyendo la alimentacidn, la exposicién ambiental, el
estado de hidratacién o los ritmos fisiolégicos diarios
[13-15]. Esta elevada variabilidad puede dificultar la
identificacién de sefiales biolégicas especificas.

En este contexto, las VEs representan una alternativa
prometedora: al derivarse directamente de las células y
estar protegidas por una membrana lipidica, ofrecen
informaciéon  biolégica  potencialmente = menos
susceptible a interferencias externas. Por ello, el analisis
elemental de estas estructuras podria aportar una nueva
capa de informacién complementaria a los estudios ya
establecidos. Con el objetivo de avanzar en esta
direccion, este estudio se centra en el desarrollo de
metodologias analiticas capaces de caracterizar el
contenido elemental de las VEs procedentes de matriz
urinaria (uVEs) (Fig. 1). En particular, se emplea
espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS), una de las técnicas mas
potentes  disponibles para la  determinacién

multielemental a nivel de trazas.
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Fig. 1. Flujo de trabrélr];'o desarrollédo en este estudio.

2. Retos analiticos asociados al estudio elemental
de las vesiculas extracelulares urinarias

Las uVEs constituyen una matriz especialmente
atractiva para la bisqueda de biomarcadores, pero su
estudio desde una perspectiva metalémica plantea
desafios analiticos (Fig. 2) que pueden impedir obtener
datos fiables y reproducibles. En primer lugar, las VEs
son estructuras de tamafio nanométrico [1] y estan
presentes en cantidades relativamente reducidas en los
fluidos bioldgicos en comparacién con otras posibles
especies objeto de estudio. Como consecuencia, muchos
de los elementos de interés se encuentran a
concentraciones extremadamente bajas, lo que exige el
empleo de técnicas instrumentales de elevada
sensibilidad.

Por otra parte, la propia matriz urinaria supone una
fuente potencial de interferencias. Aunque las uVEs son
aisladas  previamente al  andlisis = mediante
centrifugaciéon de alta velocidad segin un protocolo
previamente publicado [16], su obtencién parte de una
muestra biolégica compleja que contiene sales,
metabolitos y otros compuestos capaces de afectar a las
etapas posteriores de preparacion de muestra y
determinacién instrumental [17]. Este aspecto resulta
muy relevante en espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS), dado que esta
técnica es particularmente sensible a matrices con
elevado contenido salino. Durante el desarrollo
metodolégico fue necesario optimizar distintas etapas
de preparacién de muestra para alcanzar compromisos
adecuados entre limpieza de la matriz y recuperacién de
VEs; entre los principales desafios se encontré la
eliminacion de la mayor cantidad posible de orina
residual tras el proceso de aislamiento sin comprometer
la recuperaciéon de las vesiculas, asi como Ila
optimizacidn de las etapas de digestién acida y posterior
diluciéon de las muestras. En este ultimo caso, fue
necesario encontrar un equilibrio entre reducir
suficientemente la concentraciéon de acido nitrico para
garantizar la correcta introduccién de la muestra en el
ICP-MS y evitar una dilucién excesiva que pudiera
dificultar la deteccién de elementos presentes a niveles
muy bajos. A estas dificultades se suman las

interferencias espectrales, caracteristicas en ICP-MS.
Determinados elementos presentan sefiales que pueden
verse afectadas por especies poliatémicas generadas
tanto en el plasma como a partir de componentes
presentes en la propia matriz biologica [18].
Particularmente, en muestras de origen urinario, la
elevada presencia de carbono, sodio o calcio favorece la
formaciéon de especies interferentes capaces de
solaparse con las sefiales de determinados elementos
traza, dificultando su correcta cuantificaciéon [18]. Por
ello, la correcta optimizacion de las condiciones
instrumentales y de los modos de analisis constituye un
aspecto clave para garantizar la fiabilidad de las
medidas.

Por otra parte, el andlisis elemental a concentraciones
de trazas obligo a prestar especial atencion a las posibles
contaminaciones ambientales durante la preparacion de
la muestra, ya que se comprobé que pequeias
contribuciones procedentes de reactivos, material de
laboratorio o del propio entorno pueden afectar
significativamente a las medidas. Elementos ubicuos
como el aluminio, el hierro o el zinc pueden proceder de
recipientes, puntas de pipeta, reactivos o incluso del
ambiente del laboratorio [19,20]. Por este motivo, el
control de blancos y la aplicacion de protocolos
especificos de limpieza resultaron aspectos
fundamentales dentro del proceso analitico.
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Fig. 2. Principales retos analiticos asociados al estudio
de elementos a niveles de traza en vesiculas
extracelulares urinarias mediante ICP-MS.

A estos retos técnicos se afnade la ausencia de

metodologias estandarizadas para estudios
metalémicos en vesiculas extracelulares. Aunque guias
como MISEV2023 [1] establecen recomendaciones para
su aislamiento y caracterizacién, todavia no existen
criterios ampliamente aceptados para su andlisis
elemental. Esta situacién refuerza la necesidad de

desarrollar y validar nuevas metodologias analiticas.
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3. Desarrollo de una nueva metodologia para el
estudio de uVEs

Este trabajo se ha centrado en el desarrollo y validacion
de una metodologia basada en ICP-MS para la
caracterizacion elemental de vesiculas extracelulares
urinarias (uVEs). El objetivo principal fue establecer un
procedimiento analitico que permitiera estudiar
simultaneamente diferentes elementos quimicos
presentes en estas estructuras, incorporando controles
de calidad y criterios de validacién adecuados para este
tipo de matriz biolégica. La eleccién de la orina como
fluido de estudio responde a varias ventajas practicas y
biomédicas: se trata de una muestra de obtencion
sencilla, no invasiva y disponible en grandes volimenes,
lo que facilita su utilizacidon en estudios poblacionales.
Ademads, las VEs presentes en la orina contienen
informacion procedente tanto del tracto urinario como
de otros tejidos del organismo [17,21], lo que las
convierte en una fuente particularmente interesante
para la busqueda de biomarcadores.

Como punto de partida, fue necesario establecer un
procedimiento reproducible para el aislamiento de las
uVEs. Para ello se emple6 una estrategia de
centrifugaciéon diferencial previamente descrita por
nuestro grupo de investigaciéon [16], adaptada a los
requerimientos especificos del analisis elemental. Una
vez aisladas las vesiculas, se disefi6 un protocolo de
preparacion de muestra orientado a minimizar
contaminaciones externas y reducir la influencia de la
matriz bioldgica, dos aspectos que resultaron ser los
principales obstaculos al trabajar con uVEs.

A fin de seleccionar las condiciones mas adecuadas para
la determinacion simultanea de los multiples elementos
estudiados, se llevé a cabo un proceso de optimizacién
instrumental en ICP-MS para estudiar individualmente
el comportamiento de cada analito y las posibles
interferencias espectrales asociadas. Para aquellos
elementos susceptibles de sufrir interferencias
espectrales, se exploraron diferentes estrategias
basadas en el empleo de gases de colisién y reaccién.
Una vez seleccionado el gas 6ptimo para realizar el
analisis de cada elemento, se optimizo el caudal del flujo
de cada gas. Dado que el objetivo era el analisis
simultaneo de todos los analitos estudiados usando el
mismo método, pero las condiciones éptimas para un
determinado elemento no siempre coincidian con las
mas adecuadas para otros analitos, el desarrollo
metodolégico requiri6 establecer compromisos en
aspectos como la seleccion de gases, los caudales de
trabajo y los modos de adquisicion empleados. Este
enfoque estuvo condicionado, ademas, por el reducido
volumen de muestra disponible en cada analisis. La

utilizaciéon de condiciones instrumentales especificas
para cada analito habria supuesto un aumento
significativo del tiempo de andlisis y del consumo de
muestra, ya que cada modificaciéon de los parametros
instrumentales requiere un periodo de estabilizacion
antes de poder realizar nuevas determinaciones. Por
ello, fue necesario definir unas condiciones de trabajo
comunes que permitieran mantener un equilibrio
adecuado entre rendimiento analitico, tiempo de
analisis y disponibilidad de muestra.

4. Validacidon de la metodologia desarrollada

La metodologia desarrollada se valid6 siguiendo
criterios habitualmente empleados en el ambito
bioanalitico [22-24]. Para ello se evaluaron parametros
relacionados con la linealidad, los limites de detecciéon y
cuantificaciéon, la exactitud y la precision de las
determinaciones, considerando no Unicamente la
medida instrumental por ICP-MS, sino el procedimiento
analitico completo, desde el aislamiento de las uVEs
hasta la obtencion del resultado final. Los criterios de
aceptacidon establecidos para cada uno de ellos se
resumen en la Tabla 1. Como resultado de este proceso,
la metodologia demostr6 ser adecuada para la
determinacion simultinea de multiples elementos en
uVEs, cumpliendo los criterios de aceptacion
establecidos para un total de 17 elementos cominmente
estudiados en paneles de biopsias liquidas para las
patologias mas investigadas [25-29].

Tabla 1. Féormulas de calculo y criterios de aceptacién
para cada parametro analitico evaluado.

Parametro Calculo Aceptacion
Linealidad Ajusteacurvade . 999
calibracién
Limite de 6 réplicas del No
deteccion blanco, 3.3:SD aplicable
Limite de 6 réplicas del No
cuantificacion blanco, 10-SD aplicable
Recuperacion en
Exactitud muestra adicionada 70-130 %
a tres niveles
Repetibilidad y
Precision precision RSD <20%
intermedia

5. Conclusiones

La aplicacidn de aproximaciones metalémicas al estudio
de vesiculas extracelulares constituye un campo
emergente con gran potencial analitico y biomédico. Sin
embargo, la obtencién de informacién elemental fiable
requiere superar numerosos desafios relacionados con
la preparacién de muestra, el control de
contaminaciones y la optimizacién instrumental.
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En este contexto, el presente trabajo permitié
desarrollar y validar una metodologia ICP-MS para la
determinacion simultdnea de 17 elementos en vesiculas
extracelulares urinarias. Esta herramienta proporciona
una base sélida para futuros estudios centrados en la
caracterizacion elemental de VEs y en la exploracién de
nuevos biomarcadores basados en informacién
metalémica.
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