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Abstract 

Las vesículas extracelulares (VEs) han emergido como 

una fuente prometedora de biomarcadores dada su 

capacidad para reflejar el estado fisiológico de su célula 

de origen. Mientras que la caracterización de las 

proteínas, lípidos y ácidos nucleicos que contienen las 

VEs ha experimentado un gran desarrollo en los últimos 

años, su contenido elemental permanece todavía 

inexplorado. Por ello, el objetivo de este trabajo ha sido 

desarrollar una metodología analítica basada en 

espectrometría de masas con plasma acoplado 

inductivamente (ICP-MS) para el estudio de elementos 

traza en VEs urinarias. Este artículo presenta los 

fundamentos de esta línea de investigación y revisa los 

principales retos encontrados en el desarrollo de 

metodologías aplicadas al análisis elemental de VEs 

urinarias, incluyendo aspectos relacionados con la 

preparación de muestra, el control de contaminaciones, 

las interferencias instrumentales y la falta de 

estandarización.  

1. Introducción 

Las vesículas extracelulares (VEs) son nanopartículas 

liberadas de forma natural por prácticamente todos los 

tipos celulares del organismo humano y de cualquier 

tipo de ser vivo [1]. Durante años fueron consideradas 

meros productos del metabolismo celular, pero 

actualmente tienen un papel reconocido como 

mediadoras en la comunicación entre células y tejidos. 

En este contexto, su capacidad para transportar 

proteínas, lípidos, ácidos nucleicos y otros componentes 

biológicos ha despertado un enorme interés en campos 

tan diversos como la oncología [2–4], la neurología [5] y 

las enfermedades cardiovasculares [6] o la medicina 

personalizada [7]. 

Tradicionalmente, la investigación en VEs se ha centrado 

principalmente en el análisis de proteínas, ARN y lípidos. 

Sin embargo, en los últimos años ha surgido un interés 

creciente por explorar nuevas dimensiones de 

información biológica presentes en estas estructuras. 

Una de ellas es la metalómica, la disciplina dedicada al 

estudio de los elementos químicos y de su papel en los 

sistemas vivos. Uno de los campos de estudio en 

metalómica es el papel de los elementos traza en el 

cuerpo humano, los cuales desempeñan funciones 

esenciales en numerosos procesos biológicos. Por 

ejemplo, elementos como hierro, cobre, zinc, manganeso 

o magnesio participan en mecanismos de señalización 

celular, reacciones enzimáticas, la regulación del estrés 

oxidativo y el mantenimiento de la homeostasis celular 

[8,9]. Por el contrario, elementos tóxicos como cadmio, 

mercurio o plomo pueden alterar dichos procesos y 

contribuir al desarrollo de diferentes patologías [10,11]. 

Como consecuencia, la determinación de elementos 

químicos en muestras biológicas constituye actualmente 

una herramienta de gran interés en investigación 

biomédica y estudios de exposición. 

A pesar de ello, la mayoría de los estudios metalómicos 

realizados hasta la fecha se han basado en el análisis de 

fluidos biológicos completos, como sangre u orina 

[12,13]. Aunque estos enfoques han demostrado una 

gran utilidad, la composición de dichas matrices puede 

verse influenciada por múltiples factores externos, 

incluyendo la alimentación, la exposición ambiental, el 

estado de hidratación o los ritmos fisiológicos diarios 

[13–15]. Esta elevada variabilidad puede dificultar la 

identificación de señales biológicas específicas. 

En este contexto, las VEs representan una alternativa 

prometedora: al derivarse directamente de las células y 

estar protegidas por una membrana lipídica, ofrecen 

información biológica potencialmente menos 

susceptible a interferencias externas. Por ello, el análisis 

elemental de estas estructuras podría aportar una nueva 

capa de información complementaria a los estudios ya 

establecidos. Con el objetivo de avanzar en esta 

dirección, este estudio se centra en el desarrollo de 

metodologías analíticas capaces de caracterizar el 

contenido elemental de las VEs procedentes de matriz 

urinaria (uVEs) (Fig. 1). En particular, se emplea 

espectrometría de masas con plasma acoplado 

inductivamente (ICP-MS), una de las técnicas más 

potentes disponibles para la determinación 

multielemental a nivel de trazas. 
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Fig. 1. Flujo de trabajo desarrollado en este estudio. 

2. Retos analíticos asociados al estudio elemental 

de las vesículas extracelulares urinarias 

Las uVEs constituyen una matriz especialmente 

atractiva para la búsqueda de biomarcadores, pero su 

estudio desde una perspectiva metalómica plantea 

desafíos analíticos (Fig. 2) que pueden impedir obtener 

datos fiables y reproducibles. En primer lugar, las VEs 

son estructuras de tamaño nanométrico [1] y están 

presentes en cantidades relativamente reducidas en los 

fluidos biológicos en comparación 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 análisis mediante 

centrifugación de alta velocidad según un protocolo 

previamente publicado [16], su obtención parte de una 

muestra biológica compleja que contiene sales, 

metabolitos y otros compuestos capaces de afectar a las 

etapas posteriores de preparación de muestra y 

determinación instrumental [17]. Este aspecto resulta 

muy relevante en espectrometría de masas con plasma 

acoplado inductivamente (ICP-MS), dado que esta 

técnica es particularmente sensible a matrices con 

elevado contenido salino. Durante el desarrollo 

metodológico fue necesario optimizar distintas etapas 

de preparación de muestra para alcanzar compromisos 

adecuados entre limpieza de la matriz y recuperación de 

VEs; entre los principales desafíos se encontró la 

eliminación de la mayor cantidad posible de orina 

residual tras el proceso de aislamiento sin comprometer 

la recuperación de las vesículas, así como la 

optimización de las etapas de digestión ácida y posterior 

dilución de las muestras. En este último caso, fue 

necesario encontrar un equilibrio entre reducir 

suficientemente la concentración de ácido nítrico para 

garantizar la correcta introducción de la muestra en el 

ICP-MS y evitar una dilución excesiva que pudiera 

dificultar la detección de elementos presentes a niveles 

muy bajos. A estas dificultades se suman las 

interferencias espectrales, características en ICP-MS. 

Determinados elementos presentan señales que pueden 

verse afectadas por especies poliatómicas generadas 

tanto en el plasma como a partir de componentes 

presentes en la propia matriz biológica [18]. 

Particularmente, en muestras de origen urinario, la 

elevada presencia de carbono, sodio o calcio favorece la 

formación de especies interferentes capaces de 

solaparse con las señales de determinados elementos 

traza, dificultando su correcta cuantificación [18]. Por 

ello, la correcta optimización de las condiciones 

instrumentales y de los modos de análisis constituye un 

aspecto clave para garantizar la fiabilidad de las 

medidas. 

Por otra parte, el análisis elemental a concentraciones 

de trazas obligó a prestar especial atención a las posibles 

contaminaciones ambientales durante la preparación de 

la muestra, ya que se comprobó que pequeñas 

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 aplicación de protocolos 

específicos de limpieza resultaron aspectos 

fundamentales dentro del proceso analítico. 

 

Fig. 2. Principales retos analíticos asociados al estudio 

de elementos a niveles de traza en vesículas 

extracelulares urinarias mediante ICP-MS. 

A estos retos técnicos se añade la ausencia de 

metodologías estandarizadas para estudios 

metalómicos en vesículas extracelulares. Aunque guías 

como MISEV2023 [1] establecen recomendaciones para 

su aislamiento y caracterización, todavía no existen 

criterios ampliamente aceptados para su análisis 

elemental. Esta situación refuerza la necesidad de 

desarrollar y validar nuevas metodologías analíticas. 
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3. Desarrollo de una nueva metodología para el 

estudio de uVEs 

Este trabajo se ha centrado en el desarrollo y validación 

de una metodología basada en ICP-MS para la 

caracterización elemental de vesículas extracelulares 

urinarias (uVEs). El objetivo principal fue establecer un 

procedimiento analítico que permitiera estudiar 

simultáneamente diferentes elementos químicos 

presentes en estas estructuras, incorporando controles 

de calidad y criterios de validación adecuados para este 

tipo de matriz biológica. La elección de la orina como 

fluido de estudio responde a varias ventajas prácticas y 

biomédicas: se trata de una muestra de obtención 

sencilla, no invasiva y disponible en grandes volúmenes, 

lo que facilita su utilización en estudios poblacionales. 

Además, las VEs presentes en la orina contienen 

información procedente tanto del tracto urinario como 

de otros tejidos del organismo [17,21], lo que las 

convierte en una fuente particularmente interesante 

para la búsqueda de biomarcadores. 

Como punto de partida, fue necesario establecer un 

procedimiento reproducible para el aislamiento de las 

uVEs. Para ello se empleó una estrategia de 

centrifugación diferencial previamente descrita por 

nuestro grupo de investigación [16], adaptada a los 

requerimientos específicos del análisis elemental. Una 

vez aisladas las vesículas, se diseñó un protocolo de 

preparación de muestra orientado a minimizar 

contaminaciones externas y reducir la influencia de la 

matriz biológica, dos aspectos que resultaron ser los 

principales obstáculos al trabajar con uVEs. 

A fin de seleccionar las condiciones más adecuadas para 

la determinación simultánea de los múltiples elementos 

estudiados, se llevó a cabo un proceso de optimización 

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 colisión y reacción. 

Una vez seleccionado el gas óptimo para realizar el 

análisis de cada elemento, se optimizó el caudal del flujo 

de cada gas. Dado que el objetivo era el análisis 

simultáneo de todos los analitos estudiados usando el 

mismo método, pero las condiciones óptimas para un 

determinado elemento no siempre coincidían con las 

más adecuadas para otros analitos, el desarrollo 

metodológico requirió establecer compromisos en 

aspectos como la selección de gases, los caudales de 

trabajo y los modos de adquisición empleados. Este 

enfoque estuvo condicionado, además, por el reducido 

volumen de muestra disponible en cada análisis. La 

utilización de condiciones instrumentales específicas 

para cada analito habría supuesto un aumento 

significativo del tiempo de análisis y del consumo de 

muestra, ya que cada modificación de los parámetros 

instrumentales requiere un periodo de estabilización 

antes de poder realizar nuevas determinaciones. Por 

ello, fue necesario definir unas condiciones de trabajo 

comunes que permitieran mantener un equilibrio 

adecuado entre rendimiento analítico, tiempo de 

análisis y disponibilidad de muestra. 

4. Validación de la metodología desarrollada 

La metodología desarrollada se validó siguiendo 

criterios habitualmente empleados en el ámbito 

bioanalítico [22–24]. Para ello se evaluaron parámetros 

relacionados con la linealidad, los límites de detección y 

cuantificación, la exactitud y la precisión de las 

determinaciones, considerando no únicamente la 

medida instrumental por ICP-MS, sino el procedimiento 

analítico completo, desde el aislamiento de las uVEs 

hasta la obtención del resultado final. Los criterios de 

aceptación establecidos para cada uno de ellos se 

resumen en la Tabla 1. Como resultado de este proceso, 

la metodología demostró ser adecuada para la 

determinación simultánea de múltiples elementos en 

uVEs, cumpliendo los criterios de aceptación 

establecidos para un total de 17 elementos comúnmente 

estudiados en paneles de biopsias líquidas para las 

patologías más investigadas [25–29]. 

Tabla 1. Fórmulas de cálculo y criterios de aceptación 

para cada parámetro analítico evaluado. 

Parámetro Cálculo Aceptación 

Linealidad 
Ajuste a curva de 

calibración 
r ≥ 0,999 

Límite de 
detección 

6 réplicas del 
blanco, 3.3·SD 

No 
aplicable 

Límite de 
cuantificación 

6 réplicas del 
blanco, 10·SD 

No 
aplicable 

Exactitud 
Recuperación en 

muestra adicionada 
a tres niveles 

70-130 % 

Precisión 
Repetibilidad y 

precisión 
intermedia 

RSD ≤ 20% 

5. Conclusiones 

La aplicación de aproximaciones metalómicas al estudio 

de vesículas extracelulares constituye un campo 

emergente con gran potencial analítico y biomédico. Sin 

embargo, la obtención de información elemental fiable 

requiere superar numerosos desafíos relacionados con 

la preparación de muestra, el control de 

contaminaciones y la optimización instrumental. 
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En este contexto, el presente trabajo permitió 

desarrollar y validar una metodología ICP-MS para la 

determinación simultánea de 17 elementos en vesículas 

extracelulares urinarias. Esta herramienta proporciona 

una base sólida para futuros estudios centrados en la 

caracterización elemental de VEs y en la exploración de 

nuevos biomarcadores basados en información 

metalómica. 
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