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1. RESUMEN

Las vesiculas extracelulares (VEs) son estructuras lipidicas secretadas por las células
gue contiene una gran variedad de proteinas, lipidos y acidos nucleicos. Estas sustancias
pueden reflejar procesos fisioldgicos y patolégicos del entorno celular. Las vesiculas pueden
atravesar la barrera hematoencefdlica, pudiendo ser fuentes prometedoras biomarcadores
para enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer. En este trabajo, se ha
investigado el contenido proteico de las vesiculas extracelulares con especial interés en la
apolipoproteina E (ApoE), en una cohorte de portadores de la mutacion E280A en el gen
PSENL asociada a Alzheimer familiar.

Se utilizaron muestras de plasma EDTA de individuos clasificados en tres grupos
distintos: controles no portadores, portadores asintomaticos (sanos) y portadores con
deterioro cognitivo leve. Las vesiculas fueron aisladas mediante cromatografia de exclusion
por tamafio (SEC) y concentradas mediante filtros Amicon. Las vesiculas, se caracterizaron
con marcadores vesiculares (CD9, CD63 y Alix) y se evalud la presencia de ApoE en
condiciones reductoras no reductoras. Finalmente la cuantificacion se realizé con imageJ y
se aplicé un andlisis estadistico para comparar los grupos.

B protocolo permito aislar VEs confirmando su presencia mediante los marcadores,
especialmente CD63. ApoE fue detectada tanto en vesiculas como en formas solubles de
plasma. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de ApoE
entre los tres grupos de estudio.

Aunque la proteina ApoE no demostré utilidad diagndstica como biomarcador de VEs
para la enfermedad de Alzheimer, el protocolo realizado en este ensayo constituye una buena
base sdlida para futuras investigaciones. La optimizacion del aislamiento y caracterizacion de
VEs puede contribuir a la innovacion de estrategias diagnosticas para patologias
neurodegenerativas.

2. INTRODUCCION

2.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia compleja y crénica que se
desarrolla como una enfermedad neurodegenerativa. Neuropatolégicamente, se caracteriza
por la pérdida de sinapsis y neuronas en la corteza cerebral, afectando principalmente el
I6bulo temporal, el I6bulo parietal, partes de la corteza frontal, asi como el hipocampo y otras
regiones subcorticales. (Cunnane et al., 2019). A nivel mundial, mas de 50 millones de
personas padecen demencia, y se estima que esta cifra se duplicarda cada 20 afios,
alcanzando los 150 millones para 2050. Esto supondrd un aumento significativo en los costos
para la comunidad y los sistemas de salud gubernamentales, asi como en la carga emocional
y fisica para las familias y cuidadores. (Cunnane et al., 2019).
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Esta patologia esta vinculada a la atrofia cerebral, la formacién de ovillos
neurofibrilares (NFT) dentro de las neuronas, y la acumulacion de placas amiloides
extracelulares.

Los NFT, constituidos por proteina tau hiperfosforilada, no son exclusivos del
Alzheimer, ya que también estan presentes en otras enfermedades neurodegenerativas
denominadas taupatias.

Las placas amiloides estan compuestas en su mayoria por agregados de un péptido
de 4 kDa y 39-43 aminoacidos, conocido como beta-amiloide (AB). Los péptidos AR, en
especial la variante AB42, tienden a agruparse con facilidad. (Cunnane et al., 2019).

En los ultimos afios, el diagnostico de la enfermedad de Alzheimer (EA) ha avanzado
por el desarrollo de biomarcadores en distintos fluidos corporales y a partir de técnicas de
neuroimagen. En el liquido cefalorraquideo (LCR), se han realizado nuevos ensayos de tau
fosforilada (p-tau) que reflejan con precision la carga de ovillos neurofibrilares, mientras que
el cociente AB42/AB40 ha demostrado ser mas fiable que el uso de Ap42 de forma aislada,
mejorando la correlacion con resultados de PET amiloide. En sangre, los niveles de AR42y
AB40 también se reconocen como indicadores relevantes, con patrones que varian segun la
edad y la acumulacion cerebral de amiloide. (Dafre & Wasnik, 2023). Ademas, se han
identificado biomarcadores alternativos como la banda amida | y determinados lipidos
cerebrales (fosfatidilcolina, ceramidas, sulfatidas), que podrian ofrecer vias diagnosticas
menos invasivas. Factores neurotroficos como el BDNF (factor neurotrofico derivado del
cerebro) y proteinas asociadas a la memoria como KIBRA también han mostrado alteraciones
en fases tempranas de la enfermedad, asociadas a reduccion del volumen hipocampal y
disfuncion sinaptica. (Dafre & Wasnik, 2023). Por otro lado, la neuroimagen ha permitido
detectar alteraciones estructurales y funcionales en redes neuronales, lo que refuerza su
papel como herramienta clave en la evaluacion de la progresion de la EA. (Dafre & Wasnik,
2023).

En este trabajo se ha investigado la proteina ApoE en sangre como un posible
marcador diagnostico del Alzheimer.. ApoE desempefia una funcién similar en el cerebro que
en la periferia: la mediacion de la captacion y redistribucion del colesterol. De hecho, se ha
demostrado que la homeostasis de lipoproteinas a través de apoE y sus receptores es
esencial para un crecimiento saludable de las neuronas, la plasticidad y la reparacion. La
ausencia de ApoE o de receptores de lipoproteina de baja densidad (LDL) ha demostrado,
en ratones transgénicos, afectar gravemente la densidad sindptica y causar déficits severos
en la memoria de trabajo y en la memoria asociativa. Esta proteina se une a la familia de
receptores de LDL como ligando, incluyendo el receptor de LDL y proteinas similares al
receptor de LDL (LRP-1, LRP-2/megalina y otras). (Cunnane et al., 2019). LRP-1 se expresa
principalmente en neuronas, mientras que las células gliales expresan mayormente el
receptor de LDL. Estos receptores (particularmente LRP-1) no se usan solo para el
metabolismo de lipoproteinas, sino que también se unen a algunas proteinas implicadas en
el desarrollo del cerebro. (Cunnane et al., 2019).



2.2 VESICULAS EXTRACELULARES (VEs)

Las VEs son vesiculas formadas por una bicapa lipidica secretadas por practicamente
todas las células. Los tipos principales de VEs se pueden clasificar como exosomas o
microvesiculas dependiendo de su origen celular (Su, Wang, Li, & Chen, 2025) Las
VEsrepresentan una fraccion muy pequefia del plasma y del suero sanguineo,
aproximadamente 50 nanolitros por cada mililitro de plasma (Nieuwland et al., 2024). El
aislamiento de VEs se basa en cuatro principios fisicos y bioquimicos fundamentales:

-  Tamaio: se refiere al diametro de las vesiculas, asumiendo una forma esférica.

- Densidad: las VEs poseen una densidad caracteristica que puede utilizarse para
separarlas mediante centrifugacion en gradientes de densidad.

- Carga: lasuperficie de las VEs suele presentar una carga negativa, lo cual permite su
separacion mediante métodos que discriminan segun potencial zeta.

- Composicién molecular / Inmunofenotipo: las VEs contienen biomoléculas
especfficas (en especial proteinas transmembrana o asociadas a la membrana), que
pueden detectarse mediante el uso de anticuerpos especificos.

(Nieuwand et al., 2024).

Las vesiculas extracelulares son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica y
llegar a la sangre (Figural), lo que nos da la oportunidad de extraer estas vesiculas de la
sangre y averiguar qué ocurre dentro de las células del sistema nervioso central. Estas
vesiculas en concreto, portan marcadores que indican que vienen del sistema nervioso central
y que han atravesado la barrera hematoencefalica. (Shi, Sheng, Stewart, Zabetian, & Zhang,
2019). Por ello, las VEs se consideran a dia de hoy, como una fuente prometedora de
biomarcadores para detectar posibles patologias, como por ejemplo, el Alzheimer. (Su, Wang,
Li, & Chen, 2025)

En este trabajo se han utilizado muestras de plasma de una cohorte transversal que
incluye portadores asintomaticos o con deterioro cognitivo leve de una mutacién familiar de
Alzheimer, asi como sujetos control no portadores de la mutacion. Las VEs se han aislado
por tamafio a través de la técnica de cromatografia por exclusién de tamafio.
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Figura 1. Posibles aplicaciones clinicas que aprovechan la transferencia
bidireccional de vesiculas extracelulares (VES) entre el cerebro y la sangre periférica.
Las VEs del sistemanervioso central (SNC), que transportan firmas moleculares especificas
de enfermedades del SNC, pueden ser trasladadas desde el cerebro hacia la sangre
periférica y aisladas/analizadas mediante marcadores de superficie especificos del SNC o de
tipos celulares cerebrales. Su carga de proteinas y acidos nucleicos probablemente refleja
procesos intracelulares patogénicos fundamentales en las células cerebrales de origen, y
podria servir como una nueva fuente de biomarcadores para enfermedades del SNC.
(Norman et al., 2023)

3. OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo fueron:

1. Aislary caracterizar las VE de plasma en una cohorte de portadores de una mutacion de
Alzheimer familiar en diferentes estadios de la enfermedad, y sujetos control no portadores.

2. Comparar el contenido proteico de ApoE en las fracciones de VEs en los diferentes grupos
a estudio con el objetivo de identificar posibles diferencias relacionadas con la enfermedad
de Alzheimer



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 MUESTRAS BIOLOGICAS

Para el desarrollo de este TFG se han utilizado muestras de plasma EDTA de una
cohorte transversal de sujetos portadores de la mutacién en el gen que codifica para la
proteina Presinilina 1 (PSEN1) E280A, la forma mas comun de alzhéimer familiar (FAD). Esta
mutacion consiste en un cambio de glutdmico a alanina (E > A) en el coddn 280 que altera
la funcion del complejo y-secretasa, implicado en el procesamiento de APP, favoreciendo la
produccién de AB42, y se ha identificado en una gran familia de la regién de Antioquia
(Colombia), compuesta por unos 6000 familiares consanguineos, de los cuales mas de 1000
son portadores de dicha mutacion (Quiroz et al., 2024). Los grupos de nuestro estudio fueron
portadores de la mutacién sin sintomas (“sanos”), portadores de la mutacién con deterioro
cognitivo leve (“DCL”) y sujetos controles
no portadores de la mutacion (“Controles”). Los datos demograficos pueden encontrarse en
la Tabla 1.

Portadores de la mutacién PSEN1) E280A

Controles no
portadores de la

mutacioén Sanos DCL
N (mujeres/hombres) 10 (5/5) 20 (10/10) 10 (4/6)
Age (Mediana *
Desviacion tipica) 36 +6 50,5 +7 48,5+ 6

Tabla 1. Tabla demogréfica de la cohorte experimental

4.2 AISLAMIENTO DE VESICULAS EXTRACELULARES DE
PLASMA

Las VE han sido aisladas a partir de 500 ul de plasma mediante cromatografia de
exclusién de tamafio (SEC, del inglés, Size Exclusion Chromatography)

4.2.1 PRE-PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE PLASMA

Las muestras de plasma, almacenadas en un ultracongelador -80°C, se
descongelaron de manera gradual en un frigorifico de 4°C, y se pre-procesaron mediante dos
centrifugaciones seriadas. En primer lugar, se realizé una centrifugacion a 2000 x g durante
30 minutos a 4°C para eliminar posibles restos celulares. A continuacién, se separ6
sobrenadante para realizar una centrifugacion a 12000 g durante 30 min/43C para eliminar
las VEs grandes o fragmentos celulares. Tras esta centrifugacion, se recogio sobrenadante
para pasarlo por la columna de SEC. Durante los tiempos de las centrifugaciones se rotularon
los tubos Eppendorf necesarios para la recogida de fracciones y filtraron los buffers
necesarios para SEC..



4.2.2 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION DE TAMANOS (SEC)

Para el aislamiento de las VEs por SEC (Figura 2) se ha usado un colector automatico de
fracciones para aumentar la reproducibilidad experimenta. Especificamente, se ha utilizado
el “Automatic fraction collector V2 (AFC)” de la casa comercial Izon.

Es importante calibrar el aparato antes de usarlo. Antes de proceder a la calibracion, se debe
colocar la columna SEC que se vayaa usar. También hay que tener en cuenta que la columna
gue se va a usar en el proceso tiene que estar previamente atemperada a temperatura
ambiente para su correcto funcionamiento.

Para la calibracion, se debe poner un peso de 10 g en el centro de la plataforma donde
se pone el carrusel, ya que este usa este peso de referencia para detectar la cantidad que se
vierte de la columna con la muestra, en los tubos Eppendorfs que se encuentran el carrusel.
También es necesario ajustar donde va a verter el tubo colector las gotas que salen de la
columna, para ello, se debe alinear el tubo colector, con una ranura que tiene el carrusel que
indica correctamente el punto donde se va a verter el contenido que salga de la columna al
tubo Eppendorf de recogida.

Tras la calibracion, se colocan en el carrusel, los 13 tubos Eppendorfs necesarios para
el fraccionamiento del plasma plasma. En primer lugar, se hace un lavado de la columna, con
17 ml de PBS con ayuda de una pipeta Pasteur.

Una vez preparada la columna, se afiadieron, con cuidado de no formar burbuja, los
500 pl de plasma que habiamos pre-procesado mediante dos centrifugaciones. Una vez que
todo el plasma se ha introducido en la columna, se afiadieron 7-8 ml de PBS. A medida que
el plasma se desplaza por la columna, se van separando los componentes por tamafio, de
manera que las particulas de mayor tamafio son las que saldran primero. Es importante que
la parte superior de la columna, nunca se quede seca, ya que esto podria afectar a los
resultados B colector de fracciones generara de manera automatica 13 fracciones de 400 pl.
La cantidad de proteina de cada fraccion se cuantificé a través del nanodrop. Estas medidas
permitieron seleccionar las fraccionesricas en VEs (fracciones 1-4) y descartar las fracciones
mas ricas en proteinas (fracciones 5-13).
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Figura 2. La cromatografia por exclusién de tamafio (SEC) separa las vesiculas
extracelulares (VES) por tamafio de muchas (aungque no de todas) las particulas no
vesiculares (NVEPS), pero todos los tipos de VEs se recuperan juntos. Esto esta
relacionado con un cuadro de especificidad y recuperacion de las vesiculas. (Welsh et al.,
2024)

Una vez procesada la primera muestra, se procede a la limpieza de la columna. Cada
columna SEC se puede utilizar para 5 muestras de plasma, limpiandola entre muestra y
muestra. Se necesitaron 8 dias para procesar las 40 muestras de plasma de nuestro grupo
experimental, a razon de 5 muestras por dia (una columna SEC por dia).Para la limpieza de
la columna se colocaban en la columna primero, 8.5 ml de hidréxido de sodio 0.5 M para
eliminar los restos proteicos que hayan podido quedar atorados en la columna de la muestra
anterior. Luego, se vuelve a lavar la columna con 17 ml de PBS y ya estaria lista para el
procesamiento de la siguiente muestra.

4.2.3 FORMACIONDEL POOL DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS EN
VEs Y CONCENTRACION

Las fracciones 1-4, correspondientes a las fracciones mas enriquecidas en VEs, se
combinaron en un volumen total de 1,6 ml para proceder a su concentracion con ayuda de
una columna concentradora con 100 Kda de tamafio de poro (Amicon, MerckMillipore). Para
ello, los cinco pools de muestras de VEs obtenidos en un dia, se centrifugaron en el columna
Amicon durante 2 min a 5000 g para reducir el volumen final a aproximadamente 200 pl. En
ocasiones se ha tenido que centrifugar alguna que otra muestra 1 minuto mas para poder
llegar a los 200 ul del volumen. Esto es probablemente debido a la variabilidad interindividual
del plasma de cada individuo, con diferentes concentraciones proteicas.



4.3 CARACTERIZACION DE VESICULAS
EXTRACELULARES

4.3.1 ESTIMACION DE LA CANTIDAD DE PROTEINA TOTAL POR
NANODROP

Una vez se obtienen las 13 muestras, estas se analizan en un aparato llamado
nanodrop, que consiste en un aparato que detecta la cantidad de proteina que hay en cada
una de las muestras. Se usa una absorbancia de 280 nm para detectar las proteinas con un
sistema de medicion de 1 Absorbancia es igual a 1 mg de proteina por ml. Las mediciones se
realizaron con 1 pl de cada fraccion para obtener valores de concentracion de proteina.

Se ha representado en las figuras 3 y 4, los resultados proporcionados por el
nanodrop. Es una representacion de los tres grupos de estudio, con una media de cada una
de las 13 fracciones. Se puede observar visualmente como de la fraccion 1 ala 4 se observa
un pico, distintivo a la presencia de vesiculas. En un principio se iban a estudiar las primeras
3 fracciones, sin embargo, con estos resultados, se ha llegado a la conclusion de utilizar
también la fraccion cuatro, aunque pueda suponer en cierto modo un posible riesgo a que la
muestra pueda contaminarse con otras sustancias del plasma que no sean de interés. A partir
de la fraccion 5, la concentracion de proteinas asciende cada vez mas hasta llegar a la ultima
fraccion.

Fracciones 1-6

0,5 Sanos
Control

0.4 DCL
0,3

0,2

0,1

0,0

1 2 3 4 5 [

Figura 3. Fracciones 1-6 nanodrop
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Fracciones /-13

B Sanos
Comtrol
5 DCL
4
2
1]
7 B 9 10 11 12 13

Figura 4. Fracciones 7-13 nanodrop

4.3.2 WESTERNBLOT

Para caracterizar las VEs utlizamos western blot para la deteccion de las
proteinasCD9 y CD63, proteinas transmembranas frecuentes en las VEs. Para ello, hemos
utilizado anticuerpos especificos anti-CD9 y anti-CD63.

Procedimiento llevado acabo en el Instituto de investigacion sanitariay
biom édicade Alicante (ISABIAL)

BUFFERS

- 1xTris/glycine/SDS Running Buffer (2L)
Del Stock 10X Biorad: 200 ml Stock + 1800 ddH20

- Transfer Buffer parael Trans-Turbo (transferenciasemisecarapida) (500 m|)
Del Stock Trans-Blot 5X: 100ml Stock + 100ml Ethanol + 300 mL ddH20O to

- TBS 1x (500 m1)
50 ml TBS 10x + 450 ml H20dd

- TBS-Tween 1x (500 m1l)
50 ml TBS 10x + 450 ml ddH20 + 500 ul Tw een (viscoso) y mezclar bien por agitacion
0 con ayuda magnética.

- No Stain Labeling Buffer
10 mL Labeling Buffer in 1x ( 0,5 mL No Stain labeling buffer 20x + 9,5 mL UltraPure
water (MILI Q), 20 pl No-Stain Activator y 20 ul No-Stain Derivatizer

1. Preparacion de muestras para Western blot

Primero se preparan las alicuotas de 20 ul del pool de fracciones 1-4 concentradas
en sample buffer 6x (4ul). Se hace un spina cadaunay selleva a calentar a 96 grados
unos 5 minutos. Después de los 5 minutos se les hace otro spin rapido estando listas
para cargarlas en los geles para la electroforesis.
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2. Hectroforesis

Las alicuotas se cargaron en un gel del 10% “TGX kit bio-rad - No Stain Free”. Al
ser un gel precast, primero hay que asegurarse de quitar la cinta protectora de la base
del gel y usar las herramientas correspondientes para quitar el peine para que los
pocillos queden derechos. Montamos el set para la electroforesis, poner running buffer
hasta un poco mas de la mitad procurando que el hueco entre los dos geles esté lleno
del todo y que no baje el nivel. A continuacion, usando las puntas para w estern blot,
vertemos las alicuotas en cada pocillo. La electroforesis se dejé 15 minutos a 80 volts
para dejar pasar la muestra al gel, y luego a 200 voltios hasta que salga el frente de
los geles.

3. Transferenciaamembrana de PVDF

Se preparo el buffer transfer de 2 litros en una probeta de 2 litros con 200ml de tris
glicina, 100 ml de metanol, 1 ml de SDS y luego se enrasa hasta llegar a 2000 ml con
agua fria. Para la transferencia, se us6 una membrana de PVDF con un tamafio de
poro de 0.45 um y baja fluorescencia. Recordar activar la membrana con etanol
durante 2 minutos, una vez pasados los dos minutos, retirar la membrana y afiadir
H20dd agitando durante unos segundos, hasta que la membrana deje de flotar.

Se humedece el aparato con liquido de transferencia por la superficie donde se
coloca el sandwich. Para montar la transferencia se sigui6 el orden de la imagen de
abajo (Figura 5) Se coloca un papel humedecido en tampén de transferencia encima
de donde se ha humedecido el aparato, encima de este papel, se colocala membrana
de PVDF, encima de la membrana se coloca el gel donde estan las proteinas ya
separadas. Para finalizar, se coloca otro papel grueso humedecido sobre el gel,
formando asi el sandwich. Se pasa un rodillo sobre el sandwich, para asegurar que
no haya burbujas en la preparacion. Cerramos el aparato de electro transferencia
semiseca y se conectan los electrodos a una fuente de alimentacion. La transferencia
se realizo en 10 minutos con 25 volts.

] { '
| CA f y
10} ) CAa { t

electrode (cath |]
fop ion reservoir
Blotting membrane
Bottom(+) cassette -~
electroge (anode)
Figura 5. Montaje del sandwich en una transferencia semiseca
4. Bloqueo
Se bloquea la membrana con Everyblot 7 ml durante 5 minutos en agitacion para
asegurar gue nada se una a las membranas y dejar paso libre alos anticuerpos. Justo

después de bloguear, sies necesario, cortamos la membrana horizontalmente por una
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zona determinada para después poder analizar cada seccién con el anticuerpo
correspondiente a la proteina que se encuentra en esa seccion de la membrana.

5. Poner anticuerpo primario
Colocar anticuerpos primarios preparados en 7ml de Everyblot overnight a 4 grados
en agitacion. Al dia siguiente, se recupera la solucion de anticuerpo primario y se
indica su uso.

6. Poner anticuerpo secundario

Se hacen tres lavados de entre 5y 10 minutos con tris-buffered saline-tween (TBS-
T). Centrifugar el anticuerpo secundario con un spin rapido y diluirlo en 7ml de TBS-T
con 0.35 gramos de leche bien disuelta. Incubar el anticuerpo secundario.
Posteriormente lavar 2 veces durante 10 minutos con TBS-T para membranas con
anticuerpo secundario HRP Rabbit/Goat o 3 veces para membranas con HRP
Mouse/Rat, seguido de dos lavados con TBS durante 10 minutos.

7. Tinciobn membrana Stain free
Lavar la membrana 2 veces con agua miliQ durante 2 min en agitacion
(60rpm). Agregar a los 10ml de Labeling Buffer 20ul de No-Stain Activator
seguidos de 20ul de No-Stain Deritvatizer y mezclar antes de aplicarlo a la
membrana. Incubar la membrana con el Labeling Buffer durante 10 min en
agitacion. Lavar la membrana 3 veces con agua miliQ durante 2 min en
agitacion.

8. Revelado con quimioluminiscencia

Preparar la solucion de revelado en un volumen de 4 ml por membrana
completa. Inmediatamente antes de aplicarla porque uno de los reactivos es
sensible a la luz (colocarlo de ultimo). Colocar la membrana en una superficie
plana (sobre plastico), y agregar la solucion de revelado poco a poco
asegurandose de esparcir bien, gota a gota, la solucion sobre toda la superficie
de la membrana. Una vez depositada, comprobar que cubre correctamente
toda la membrana y dejarla durante 5 min en oscuridad.

Retirar el excedente de reactivode la membrana conayuda de un papel
absorbente y colocar la membrana entre dos trozos de Parafilm. Sobre el
parafilm, pasar suavemente un papel o rodillo para eliminar burbujas y posibles
restos de reactivo. Revelar por quimioluminiscencia en el Chemidoc de Bio-
Rad.

Procedimiento utilizado en el Instituto de Neurociencias de San Juan

BUFFERS

1xTris/glycine/SDS Running Buffer (2L)

Del Stock 10X Biorad: 200 ml Stock + 1800 ddH20

Buffer transfer (2L)

200 ml de tris glicina, 100 ml de metanol, 1 ml de SDS vy llenara hasta 2 L con agua
fria.

No Stain Labeling Buffer

10 mL Labeling Bufferin 1x (0,5 mL No Stain labeling buffer 20x + 9,5 mL UltraPure
water (MILI Q), 20 pl No-Stain Activator y 20 pl No-Stain Derivatizer
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GEL CASERO DEL 10%

Composicion del Gel casero al 10%

Tris-Base 1.5M 2.5 ml
SDS 10% 100ul
Acrilamida 30% 3.34 ml
H20 4 ml
APS 10% 50 ul
TEMED 12ul

Tabla 2 Gel casero al 10%

1. Preparacion de muestras para Western blot

Primero se preparan las alicuotas de 20 ul del pool de fracciones 1-4 concentradas
en sample buffer 6x (4ul). Se hace un spina cadaunay selleva a calentar a 96 grados
unos 5 minutos. Después de los 5 minutos se les hace otro spin rapido estando listas
para cargarlas en los geles para la electroforesis.

2. BHectroforesis

Las alicuotas se cargaron en un gel casero del 10% (Tabla 2). Montamos el set
para la electroforesis, poner running buffer hasta un poco mas de la mitad procurando
gue el hueco entre los dos geles esté lleno del todo y que no baje el nivel. A
continuacion, usando las puntas para western blot, vertemos las alicuotas en cada
pocillo. La electroforesis se dejé 15 minutos a 80 volts para dejar pasar la muestra al
gel, y luego a 200 voltios hasta que salga el frente de los geles.

3. Transferenciaalamembrana

Se preparo el buffer transfer de 2. Para la transferencia, se us6 una membrana de
PVDF con un tamafio de poro de 0.45 um y baja fluorescencia. Recordar activar la
membrana con etanol durante 2 minutos, una vez pasados los dos minutos, retirar la
membrana y afladir H20dd agitando durante unos segundos, hasta que la membrana
deje de flotar. Si usamos una membrana de nitrocelulosa, no hace falta activarla.

H montaje del sandwichdela transferenciase realiza como se indica en la imagen
(Figura 6). Tanto las esponjas como los papeles w hatman se humedecen con buffer
transfer. En una bandeja se coloca un poco de buffer transfer y labase donde se vaa
hacer el sandwich. Primero colocamos una de las esponjas, luego, dos papeles
w hatman, posteriormente colocamos el gel y la membrana encima. B gel y la
membrana se tapan con dos papeles w hatman y otra esponja respectivamente. Tener
en cuenta el uso de un rodillo para quitar las posibles burbujas que puedan aparecer
en el sandwich. Se cierra el sandwichy se coloca en el setde la transferencia con un
blogue de hielo. Se llena el set de buffer transfer hasta un poco mas de la mitad. Se
enchufan los electrodos a la fuente y se deja la transferencia 1 hora a 4 grados con
un voltaje de 200 volts.
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Montaje con 1 gel a transferir: (se empieza a montar por la parte negra)
Esponja T S ———rE———
2 papeles Whatman 4

1 membrana de nitrocelulosa

1 gel de poliacrilamida L2 e N TR S SN TS Orden de montaje
2 papeles Whatman

Esponja e ————————

Figura 6. Montaje de sandwich de transferencia himeda

4. Bloqueo

Se bloquea la membrana con un poco mas de 5 ml de buffer blocking durante 1
hora en agitacion para asegurar que nada se una a las membranas Yy dejar paso libre
a los anticuerpos. Justo después de bloguear, si es necesario, cortamos la membrana
horizontalmente por una zona determinada para después poder analizar cada seccion
con el anticuerpo correspondiente a la proteina que se encuentra en esa seccion de
la membrana.

5. Poner anticuerpo primario

Colocar anticuerpos primarios preparados en 7ml de buffer blocking overnight a 4
grados en agitacion. Al dia siguiente, se recupera la solucién de anticuerpo primario y
se indica su uso.

6. Poner anticuerpo secundario

Se hacen tres lavados de entre 5 y 10 minutos con PBS 1x. Centrifugar el
anticuerpo secundario con un spin rapido y diluirlo en 4 ml de buffer blocking para
anticuerpos. Incubar el anticuerpo secundario. Posteriormente lavar 3 veces durante
5 minutos con PBS 1x.

7. Tinciobn membrana Stain free
Se recoge la membrana y se lava dos veces con agua mili Q 20 ml durante 2
minutos. Después del segundo lavado, setifie la membrana con 10 ml de No-Stain
Después se lava otra vez con agua mili Q 20 ml 3 veces. Se mide la cantidad de
proteinas con el aparato ibrighT para medir la cantidad de proteinas que hay en la
membrana.

8. Revelado con fluorescencia (Odissey)

4.3.3PROTOCOLOWESTERNBLOT DEFINITIVO PARAEL ANALISIS
DE VEs

Este protocolo de western blot es el resultado de todas las pruebas realizadas, siendo este
en mas eficiente a la hora de conseguir buenos resultados en la técnica de caracterizacion.
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Protocolo

Proteina cargada en cada celdilla

Cargada por volumen

Anticuerpos primarios usados
(preparados en EveryBlot (Biorad) blocking
buffer)

- CD63 Ivitrogen
- (CD63 Mouse
- Apoe Goat

Composicién del gel

10% TGX Kit Bio-Rad — No Stain Free

Running buffer

Tris-Glycine SDS

Especificaciones del marcador

NZY Blue Protein Marker

Hectroforesis

1. 15-20 min a 80 volts
2. 30 min a 200 volts

Transferencia

25 volts 10 minutos semi seca

Membrana

PVDF 0.45 um de baja fluorescencia

Anticuerpos secundarios
(preparados en leche (5% p/v))

- Anti-CD63 Mouse

- Anti-CD63 Mouse peroxidasa de
rabano picante (HRP)

- Anti-ApoE Goat

- Anti- ApoE Goat HRP

Tabla 3. Caracteristicas del protocolo de los sets

4.4 CUANTIFICACION DE PROTEINAS MEDIANTE IMAGE J

(FIGI)

A través del programa ImageJ se cuantificaron las bandas correspondientes a las

proteinas de interés

Los pasos que se siguieron fueron los siguientes:

1. Aperturadelaimagen

Se abrid la imagen de interés en formato JPG mediante el software

correspondiente.

2. Rotacion delaimagen

Para asegurar una correcta alineacion horizontal de las bandas, se roto la

imagen mediante /magen — Transformar — Roftar, introduciendo el angulo

necesario para nivelarlas.
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3. Seleccion del areade interés
Utilizando la herramienta Rectangulo, se dibujo un marco que abarcase de
forma precisatodas las bandas de la imagen, procurando un encuadre lo mas
ajustado posible.

[i CD63_set1_210125.jpg (75%) - O
2125x1700 pixels; 8-bit; 3.4MB

[]

Figura 7. Seleccion del &rea de interés en FlJI

4. Seleccién del areapara cuantificacion
Se presioné Ctrl + 1 para fijar el area seleccionada como la regiéon a cuantificar.

5. Generacion del perfil de intensidad
A continuacion, se genero la grafica de intensidad de las bandas mediante la
combinacion de teclas Ctrl + 3, lo que permitié visualizar los picos
correspondientes a cada banda.
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r— -
Plots of CD63_set1_210125 — [m] X

804x420 pixels; 8-bit; 330K

CDB3_setl_210125jpg; Uncalibrated

Figura 8. Generacion del perfil de intensidad en FlJI

6. Separacion de las bandas individuales
Se empled la herramienta Linea recta (Straight) para trazar lineas verticales
entre las curvas de los picos, delimitando cada banda individualmente. Para
asegurar lineas completamente rectas, se mantuvo presionada la tecla Shift
durante su trazado.

CDE3_setl_210125.jpg; Uncalibrated

/\’\

Figura 9. Separacion de las bandas
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7. Seleccion del areabajo la curva
Con la herramienta Varita magica (Wand), se seleccion6 el area correspondiente

a cada banda (bajo cada pico de la grafica).
8.

r

Plots of CD63_set1 210125

804x420 pixels; 8-bit; 330K

CDB3_sgtl_210125jpg; Unchlibrated

File Edit Font Results

' Results = O X

|Area |

5252.062
7308.841
4454648
10430426

AW N

v|d]

M\

Figura 10. Seleccion del érea_bajo_ la curva en FUJI

9. Exportacion deresultados

Los valores obtenidos se guardaron desde la ventana de resultados en formato
de texto plano (.txt).

10. Preparacion de los datos
B archivo de texto fue abierto y editado para sustituir los puntos decimales por

comas, utilizando la opcién Edicion — Sustituir (Ctrl + H), a fin de adaptarlo al
formato numérico europeo.

11. Importacién a Excel
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5. Resultados

5.1 CARACTERIZACION DE VEs Y SELECCION DE LAS
FRACCIONES 1-4

Durante las primeras semanas se realizaron una serie de pruebas para corroborar la
eficiencia del protocolo de aislamiento de VEs utilizando la técnica de Western blot.

5.1.1 Pruebal

La prueba se realizé en el instituto de Neurociencias de San Juan. En este primer
contacto con la metodologia, se realizé la electroforesis demuestras del fraccionamiento de
un plasma control en un gel precast de 4-15%. A continuacion, se realizoé una transferencia
overnight de las proteinas del gel a una membrana de nitrocelulosa. Las muestras siguieron
el orden que se muestra en la tabla 2:

Contenido de los pocillos de cada gel

GH 1 Marker - P12K - Pool -1-2-3-4-5-6-7

GH 2 Marker Plus -8-9-10-11-12-13-M

Tabla 4. Contenido de los pocillos de la prueba 1. P12K corresponde al pellet que se
obtiene durante la centrifugacion a 12000 g.

Una vez transferidas las proteinas, la membrana se cortd en tres secciones distintas
gue se incubaron overnight con anticuerpos primarios de Alix (parte superior), CD63 (parte
central) y CD9 (parte inferior) diluidos en blocking buffer a 1:1000. Se utilizaron anticuerpos
secundarios fluorescentes anti-rabbit para CD9, y anti-mouse para Alix y CD63, todos a una
dilucién de 1:7500.

Resultados de lapruebal

A través de la tincion de la proteina total con el reactivo stain free (Figura 7), se observaron
las diferencias. Cuanto a la cantidad de proteinas en las fracciones. Las primeras tienen una
cantidad pequefia de proteinas, mientras que las Gltimas muestras presentan gran cantidad
de estas. Esto indica, que se ha realizado correctamente el fraccionamiento del plasma
mediante SEC.
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Figura 11. Stain free de los dos geles de la prueba lvisualizado con el sistema iBright de
ThermoFisher Scientific

Como se puede observar en las imagenes de los western blot analizados por el
odissey (Figuras 8, 9y 10), no se han podido detectar marcadores de VEs en las fracciones
1-4), mientras que en las fracciones mas enriquecidas en proteinas obtenemos sefial que
puede corresponderse a sefial no especifica. A través de esta prueba 1, no pudimos
corroborar la eficiencia del método

Figura 12. Western blot de Alix (90-95Kda) de los dos geles en la prueba 1
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Figura 13. Western blot de CD9 (20-25 Kda) de los dos geles en la prueba 1

Figura 14. Western blot de CD63 (40-60Kda) de los dos geles en la prueba 1
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5.1.2 Prueba 2

La prueba se realizo en el instituto de Neurociencias de San Juan. Esta prueba se
realizé en las mismas condiciones experimentales que la prueba 1.

Resultados de la prueba 2

Los resultados de esta prueba resultaron bastante similares a la anterior, H proceso
de aislamiento parece funcionar correctamente pero hay problemas con los w estern blots.

Figura 15. Stain free de los dos geles de la prueba 2

Alix
Figura 16. Western blot de Alix (90-95Kda) de los dos geles en la prueba 2

Figura 18. Western blot de CD63 (40-60Kda) de los dos geles en la prueba 2
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5.1.3 Prueba 3

Esta prueba serealiz6 en el instituto de investigacion sanitaria y biomédica de Alicante
(ISABIAL). En esta prueba se utilizaron las fracciones de SEC de un plasma control. Se
utilizé un gel precast de 12 pocillos de la casa comercial NZY, se hizo una transferencia
semiseca de 15 minutos, y se revelé con quimioluminiscencia usando una membrana de
PVDF. Este experimento se realizO para comprobar si en estas condiciones, CD9 podia
detectarse en las fracciones enriquecidas en VEs. La concentracion del anticuerpo secundario
fue de 1:750 y se diluy6 en una solucion al 5% de leche en polvo desnatada. Las muestras
se organizaron en el gel que se especifica en la tabla 5:

Contenido de los pocillos del gel

Marker - P12K - Pool -1-2-3-4-5-6-7-8-9

Tabla 5. Contenido de los pocillos de la prueba 3

Resultados de la prueba 3

En la imagen (Figura 15) se observan las bandas correspondientes a CD9 en las
primeras fracciones resultantes de la columna SEC: fracciones 1-4. Ademas, se observa que
alicuota correspondiente al pool de las fracciones 1-4 tiene mayor intensidad para CD9. A
través de esta prueba hemos podido corroborar que el método de aislamiento de VEs esta
funcionando bien.

-~
= .o

PI2K POOL 1 — 2 4

B 5 6 7 8 9
Figura 19. Western blot de CD9 (20-25 Kda) prueba 3
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5.1.4 Prueba 4

Con el objetivo de identificar el problema que no nos estaba permitiendo detectar CD9
en las pruebas 1y 2, se compararon cara a cara dos ensayos de Western blot realizados en
paralelo con dos tipos de membranas, la membrana de nitrocelulosa, y la membrana de
PVDF, con el objetivo de averiguar cual da mejores resultados. Para este experimento, se
usaron las fracciones de muestras de plasma control y se hizo un gel casero de un 10% con
10 pocillos. Las muestras se organizaron en el gel de esta manera:

Contenido de los pocillos del gel

M - P12k - Pool - 8- M - P12k - Pool - 8 - M

Tabla 6. Contenido de los pocillos de la prueba 4

La transferenciase hizo con la mitad de una membrana de nitrocelulosay la otra mitad

de PVDF. Los anticuerpos secundarios que se utilizaron en cada una fueron de CD9 y Alix,
ambos diluidos a 1:1000 con buffer.

Resultados de laprueba4

Se pudo observar Alixy CD9 sobre todo el P12K, correspondiente a VES de mayor tamafio.
En la membrana de nitrocelulosa también se pudo observar Alix el pool de VEs y enla fraccion
8, aunque con menor intensidad que en el P12K.

Figura 20. western blot de AAIix i90-95Kda) y CDO (20-25 Kda) en membrana de
nitrocelulosa
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Figura 21. western blot de Alix (90-95Kda) y CD9 (20-25 Kda) en membrana PV DF

5.1.5 Prueba5

Esta quinta prueba se realizé en el Instituto de Neurociencias de San Juan. B objetivo
de esta prueba, fue determinar sies posible detectar ApoE en las fracciones SEC derivadas
de suero H gel 1 contiene las fracciones individualizadas de la 1 a la 13, mientras que el gel
dos contiene P12K de las 13 fracciones del gel 1, un pool con las fracciones 1,2 y 3 que han
sido concentradas utilizando un filtro Amicon. La siguiente muestra, es un pool con fracciones
1,2 y 3 que se han concentrado mediante ultracentrifugacién a 100.000 g para eliminar la
mayor parte de proteina soluble presente. La penultima muestra es un pellet ultracentrifugado
y la tltima muestra es el sobrenadante resultante de la ultracentrifugacion..

Contenido de los pocillos de cada gel

GH. 1 Marker-1B-2B-3B-4B-5B-6B-7B-9B-8B-10B-
11B-12B-13B- Marker

GEL 2 Marker - P12K - PoolSec+Amicon -
PoolSec+Ultra - UC - SNUC - Marker

Tabla 7. Contenido de los pocillos de la prueba 5
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Figura 22. western blot ApoE gel 1 prueba 5
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Figura 23. Western blot ApoE gel 2 prueba 5

En la primera imagen (Figura 18), se puede observar como ApoE esta presente en
las 13 fracciones, de manera que ApoE también esté presente en las fracciones donde hay
ApoE

En la siguiente imagen (Figura 19), se observa ApoE en representan las diferentes
formas de aislamiento de VEs. La fraccion de pool SEC con un concentrado con Amicon
contiene una gran cantidad de ApoE en comparaciéon con los métodos de SEC seguido de
ultracentrifugacion, o ultracentrifugacion.
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5.2WESTERNBLOTSDELASMUESTRASDE VEs DE LA COHORTE
DE ESTUDIO

En la imagen de abajo (figura 20) se muestra las diferencias entre una muestra tratada
con condiciones reductoras, hay una gran cantidad de proteinas de bajo peso molecular al
romper las vesiculas comparado con las muestras sin estas condiciones. Se veralo que hay
tanto fueracomo dentro de las vesiculas, aunque también existiran proteinas pertenecientes
al plasma que no se hayan podido aislar por completo.

Non-reducing conditions Reducing conditions

Figura 24 Stain free condiciones no reductoras y condiciones reductoras del set-1

5.2.1 SET-1 MUESTRAS
- Condiciones no reductoras (CD63)
Para la deteccion mediante quimioluminiscencia, se empled un anticuerpo secundario

anti-mouse conjugado con HRP, diluido a una concentraciéon de 1:15,000 en una solucion de
leche al 5% en peso/volumen.

o A A3 \
PSSO
0 oo 6 9 oo 6 oo
Figura 25. Western blot de suero en condiciones no reductoras con anticuerpo
CD63

0
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- Condiciones reductoras (APOE)
Para la deteccion mediante anticuerpo secundario, se emple6 un anticuerpo anti-goat

diluido a una proporcion de 1:7000. Este anticuerpo fue preparado en una solucion de leche
al 5% en peso/volumen.

.

A . A A
o o 0o s o' o o o
S & F o S o o°zo°“(° & P&

Figura 26. Western blot de suero en condiciones reductoras con anticuerpo APOE
5.2.2 SET-2 MUESTRAS

- Condiciones no reductoras (APOE)

Para la deteccién, se empled un anticuerpo secundario anti-goat conjugado con HRP,
diluido a una proporcion de 1:10,000 en una solucion de leche al 5% en peso/volumen.

-~
- e -
-— L - - - -
» » »
© © L OE N L O L OO ®
ey 90(‘000 2 00000 ey 00000 & et

Figura 27. Western blot de suero en condiciones no reductoras con anticuerpo APOE
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- condiciones reductoras (CD63)

Para la deteccion de las proteinas marcadas, se utiliz6 un anticuerpo secundario
conjugado con HRP. H anticuerpo anti-mouse fue diluido a una concentracion de 1:15,000.
Fue preparado en una solucién de leche al 5% en peso/volumen.

Posteriormente, esta membrana se utilizé para una incubacion con el objetivo de detectar
APOE en la membrana. Se uso el anticuerpo primario APOE de cabra (Goat) y el anticuerpo
secundario anti-cabra conjugado con HRP, diluido 1:10.000 en leche al 5% (peso/volumen).

Figura 28. Western blot de suero en condiciones reductoras con anticuerpo CD63

Figura 29. Western blot de suero en condiciones reductoras con anticuerpo APOE
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5.2.3 SET-3 MUESTRAS
- Condiciones no reductoras (CD63)

B anticuerpo secundario utilizado fue anti-CD63 mouse en una dilucién 1:15,000
preparado en leche al 5% (p/v).

Figura 30. Western blot de suero en condiciones no reductorascon anticuerpo CD63
- Condiciones reductoras (ApoE)

Se emple6 como anticuerpo secundario un anti-ApoE goat conjugado con HRP, en una
dilucién 1:10,000, preparado en leche al 5% (p/v).

Figura 31. Western blot de suero en condiciones reductoras con anticuerpo ApoE
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5.2.4 NORMALIZACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de los w estern blot fueron analizados por el programa de Image J. Los
datos crudos de cuantificacion de las bandas se normalizaron a través de la proteina total
medida constain free de cada uno de los sets.Para Para la cuantificacion de la proteina total
se analizo la intensidad correspondiente a la zona central de cada muestra para tener una
idea de la cantidad de proteinas que hay en el western blot. Esta cantidad analizada se
compara con los datos de APOE y CDG63.

Flgura 32. Stain free del set-1

Figura 33. Stain free del set-2
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Figura 34. Stain free del set-3

5.3 CUANTIFICACION DE LOS WESTERN BLOTS

CD63 set-1 non reducing conditions
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Figura 35. Cuantificacion de CD63 set-1 en condiciones no reductoras
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APOE set-1 reducing conditions

Figura 36. Cuantificacién de ApoE set-1 en condiciones reductoras

APOQOE set-2 non reducing conditions

Figura 37. Cuantificacion de ApoE set-2 en condiciones no reductoras
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CD63 set-2 reducing conditions
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Figura 38. Cuantificacién de CD63 set-2 en condiciones reductoras
APOE set-2 reducing conditions
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Figura 39. Cuantificacion de ApoE set-2 en condiciones reductoras
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APOE set-3 reducing conditions

Figura 40. Cuantificacién de ApoE set-3 en condiciones no reductoras

CD63 set-3 non reducing conditions
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Figura 41. Cuantificacion de CD63 set-1 en condiciones no reductoras

Con estos resultados se compararon los tres grupos entre si, para averiguar alguna
diferencia significativa en cuanto a los niveles de la proteina ApoE.

Grupos de estudio P value

Sanos vs controles 0,4851146
Sanos vs DCL 0,83308316

Controles vs DCL 0,45768691

Tabla 8. Comparacion de los grupos de estudio y su pvalue
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Utilizando los datos de las cuantificaciones, se procedi6 al andlisis estadistico para comprobar
si existian diferencias significativas en cuanto a los niveles de la proteina ApoE en los
diferentes grupos de estudio. En primer lugar, se verifico que los datos tenian una distribucion
de normal. Se pudo entonces realizar el test paramétrico de andlisis de la varianza (ANOVA)
para comparar las medias entre los distintos grupos. B resultado del ANOVA no mostré
diferencias estadisticamente significativamente significativas entre ellos, con un valor de p=
0,7477.
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Figura 42. Andlisis estadistico de la cuantificacion de ApoE. A la izquierda aparece la
grafica que representa la distribucién normal de los datos. A la derecha, el grafico que
representa los valores resultantes de la cuantificacion en los tres grupos experimentales.
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6. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

En este estudio se ha disefiado un protocolo para el aislamiento y la caracterizacion
de VEs a partir de plasma humano, para explorar su potencial como fuente de biomarcadores.
Se analiz6 concretamente la proteina ApoE en el contexto de la enfermedad de Alzheimer

6.1 VALIDACION DEL PROTOCOLO DE AISLAMIENTO DE
VEs

La cromatografia de exclusion por tamafio, complementada con la concentracion
mediantes filtros Amicon, ha demostrado ser eficaz a la hora de obtener fracciones
enriguecidas en vesiculas. la caracterizacion de estas mediante anticuerpos como CD9 y
CD63, permiti6 confirmar la presencia de vesiculas en las primeras 4 fracciones
principalmente. Debido a la variabilidad interindividual, y al bajo tamafio muestral no se
encontraron diferencias significativas en cuanto a la expresion de las proteinas a estudio. .
Cabe resaltar que el anticuerpo CD63, mostré un rendimiento mas consistente que CD9,
sugiriendo que la eleccion del marcador y del sistema de deteccion influye significativamente
en la interpretacion de los resultados.

6.2 PRESENCIA DE APOE EN VEs

La proteina fue detectada por todas las fracciones SEC, lo cual confirma que esta

apolipoproteina esta presente tanto en las fracciones ricas en VEs como en las fracciones
ricas en proteinas del plasma.
Para evaluar si existian diferencias cuantitativas en la expresion de ApoE entre los grupos de
estudio, se realiz6 un andlisis estadistico mediante un test ANOVA. H test ANOVA revel6 que
no existendiferencias estadisticamente significativas entre los grupos. Esto indica que la
deteccion y cuantificacién de ApoE, en nuestro estudio, no permite discriminar entre estados
clinicos relacionados con la EA y sujetos control.

6.3 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

B tamafio muestral por grupo fue limitado, lo cual dificulta la obtencion de una
significancia estadistica . Ademas detamafio muestral limitado, es posible que haya habido
contaminaciones con proteinas solubles plasmaticas que pueden haber afectado a los
resultados del estudio. La sensibilidad en los métodos de deteccion, la intensidad de las
bandas y la resolucion de los anticuerpos utilizados pueden influir en la deteccion de ApoE.
En este estudiono se han empleadoanticuerpos para marcadores especificos del sistema
nervioso central para seleccionar las VEsque vienen del cerebro.
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/. CONCLUSIONES

Se confirmd la presencia de la proteina ApoE en las fracciones ricas en VEs.Sin
embargo, tras el analisis cuantitativo utilizando el programa ImageJy el andlisis estadistico no
se encontraron diferencias significativas entre los grupos de estudio, Por tanto, se ha llegado
a una conclusién de que en nuestro estudio la proteina ApoE no parece ser un biomarcador
util para detectar los estados clinicos de la enfermedad de Alzheimer a través de vesiculas
plasmaticas. No obstante, este estudio representa una contribucion valiosa como prueba de
una metodologia desarrollada para una caracterizacibon mas especifica de vesiculas
extracelulares en futuras investigaciones. De este modo, se podrian reforzar las estrategias
diagndsticas no invasivas para la deteccion precoz del Alzheimer y mejorar la comprension
de su progresion a nivel molecular.
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