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desaminasa A intermedia reactiva Homólogo; ADH1A, Alcohol deshidrogenasa 1A; HV70D, 

Inmunoglobulina pesada variable 2-70D; FBLN3, Proteína 1 de la matriz extracelular similar a la fibulina 

que contiene EGF; GSTO, Glutatión S transferasa omega-1; ENOA, Alfa-enolasa; HV323, 

Inmunoglobulina pesada variable 3-23; HVC33, Inmunoglobulina pesada variable 3-30-3; PLAK, 

Placoglobina de unión; ALDOB, Fructosa-bisfosfato aldolasa B; GPX3, Glutatión peroxidasa 3; BHMT1, 

Betaína - Homocisteína S - Metiltransferasa 1; H2B1L, Histona H2B tipo 1-L; HV320, Inmunoglobulina 

pesada variable 3-20; HV108, Inmunoglobulina pesada variable 1-8; KPRP, Proteína de queratinocitos 

rica en prolina; FAAA, Fumarylacetoacetasa; FRIL, Cadena ligera de ferritina; LV218, Immunoglobulina 

lambda variable 2-18; PEPD, Dipeptidasa Xaa-Pro; TRFE, Serotransferrina; WFDC3, Dominio de núcleo 

de cuatro disulfuros WAP 3; CO2: Factor del complemento C2; HV205, Inmunoglobulina pesada 

variable 2-5; TSP1, Trombospondina 1; PLTP, Proteína de transferencia de fosfolípidos. 



Declaración de significancia: La microglía, como marcador de neuroinflamación, está 

diferencialmente afectada en Alzheimer, específicamente FAD muestra mayor microgliosis en las 

capas II-III respecto a SAD; además, FAD presenta hipertrofia microglial mientras que SAD atrofia. 

Además, SAD presenta mayor hipertrofia de macrófagos mientras FAD mayor circularidad relacionada 

a la atrofia. La composición proteica de las EVs, mostró una expresión diferencial y convergente en los 

tipos Alzheimer.  Específicamente, SAD presentó mayor diversidad de proteínas, de las cuales SBSN, 

GRHPR, RIDA, ADH1A y HV70D se expresaron como marcadores exclusivos del grupo. A su vez, PLAK, 

ALDOB, GPX3, BHMT1, H2B1L, HV320, HV108 y KPRP se expresaron en AD, especialmente, esta última 

se expresó en tres o más sujetos de cada grupo; con lo anterior, se sugieren como posibles son 

trazadores sistémicos convergentes en la AD. Adicionalmente, H2B1L, DHSO y TRFE presentaron 

modificaciones post-traduccionales (PTM) exclusivas para AD que podrían estar involucradas con la 

cascada de señalización en la enfermedad. Finalmente, la proteína PLTP podría estar implicada en la 

cantidad de EVs durante la inflamación sistémica en AD. Los presentes hallazgos dan luces al 

entendimiento de la composición proteica como trazador diferencial y convergente en la 

neuroinflamación del Alzheimer. 

 

Palabras clave: EVs, microglía, proteínas vesiculares, biomarcadores, modificaciones post-

traduccionales, neuroinflamación, Alzheimer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resumen 

Las vesículas extracelulares (EVs) son un mecanismo de comunicación celular dentro del sistema 

nervioso e inmune, tanto en contextos fisiológicos como patológicos. La enfermedad del Alzheimer 

(AD) es la mayor causa de demencia, y aún falta esclarecer el rol de EVs en la etiopatología de esta 

enfermedad. Existen dos formas de AD: una forma esporádica (SAD), con aparición tardía, influenciada 

por condiciones ambientales, envejecimiento y estilos de vida poco saludables y otra forma familiar 

(FAD), con aparición temprana, asociada con factores genéticos de causalidad. El estudio de la 

composición proteica de las EVs sistémicas de estas dos formas de AD, podría revelar una posible 

relación con la neuroinflamación. Por lo tanto, se determinó la composición proteica de las EVs como 

trazador sistémico de AD y la neuroinflamación tisular; encontrando procesos de microgliosis en las 

capas II - III de la corteza frontal, mayormente en FAD respecto a SAD. Se comparó la morfología de 

microglía y macrófagos en AD a través de parámetros de complejidad, tamaño, forma y área de 

influencia; SAD presentó microglía atrofiada mientras que FAD hipertrofiada. Por otra parte, SAD 

presentó hipertrofia de macrófagos en tanto que FAD atrofia. Se detectó el perfil de carga proteica 

como trazador diferencial y convergente para SAD y FAD. Específicamente, SAD presentó mayor 

diversidad de proteínas; y la suprabasina (SBSN), Glioxilato e hidroxipiruvato reductasa (GRHPR), Imina 

desaminasa A intermedia reactiva Homólogo (RIDA), Alcohol deshidrogenasa (ADH1A) e 

Inmunoglobulina pesada variable 2-70D (HV70D) fueron considerados como exclusivas para el grupo. 

Por otra parte, la placoglobina de unión (PLAK), Fructosa-bisfosfato aldolasa B (ALDOB), Glutatión 

peroxidasa 3 (GPX3), Betaína - Homocisteína S - Metiltransferasa 1 (BHMT1), Histona H2B tipo 1-L 

(H2B1L), Inmunoglobulina pesada variable 3-20 (HV320), Inmunoglobulina pesada variable 1-8 

(HV108), y la proteína de queratinocitos rica en prolina (KPRP) son trazadores de EVs-sistémicas 

convergentes en la AD. A su vez, las proteínas de EVs de AD, DHSO, H2B1L y TRFE presentaron 

oxidaciones y acetilaciones como modificaciones post-traduccionales (PTM) que podrían estar 

implicadas en la cascada de señalización de inflamación en AD. Basado en un análisis de correlación, 

las proteínas del factor del complemento C2 (CO2), Inmunoglobulina pesada variable 2-5 (HV205), 

Trombospondina 1 (TSP1) y la proteína de transferencia de fosfolípidos (PLTP) mostraron estar 

relacionadas con la cantidad de EVs sistémicas. Nuestros hallazgos indican que la composición proteica 

de las EVs sistémicas en AD podrían ser utilizados como biomarcadores diferenciales y convergentes 

de neuroinflamación. 

 

 

 



Introducción 

Las EVs son estructuras evolutivamente conservadas, compuestas por fragmentos membranosos 

secretados por las células [1]–[3]. Se clasifican en tres tipos basadas en el tamaño, biogénesis y 

contenido celular [4], [5]. Dos de éstas, son liberadas por células de manera constitutiva, como en 

respuesta a factores externos, y se clasifican como exosomas (30-100 nm de diámetro) y MVs (100-

1000 nm de diámetro (también conocido como 'micropartículas' (MPs)). Un tercer tipo, que se liberan 

de las células durante la muerte celular programada se clasifican como los cuerpos apoptóticos (> 1000 

nm) [6].  

Las EVs desempeñan funciones en la comunicación intercelular, donde las células donadoras las 

secretan al medio extracelular para ser captadas por una célula diana [7], [8]. Por otra parte, las EVs 

están involucradas en la modulación de la respuesta inmunitaria, transducción de señales, 

homeostasis celular y el transporte de material genético [4], [5]. Adicionalmente, las EVs  permiten la 

eliminación extracelularmente de material no deseado [8]. Debido a que las EVs son liberadas por 

diversas poblaciones celulares (células sanguíneas e inmunes, endoteliales, epiteliales, células del 

sistema nervioso central, células madre adultas, embrionarias, e incluso tumorales [9]–[12], y que 

pueden viajar largas distancias en los fluidos corporales, se han propuesto como posibles 

biomarcadores de diferentes condiciones patológicas [13]–[16]. Específicamente, las EVs empaquetan 

y transportan diferentes enzimas, moléculas de señalización, factores de transcripción, receptores de 

membrana, proteínas, lípidos, organelos como la mitocondria, mARN, ARN no codificante, ADN 

mitocondrial y genómico [4], [5], [17]. Notablemente, la cantidad y la composición de carga al interior 

de las EVs son altamente dependientes del tipo y contexto celular [18]. Por su parte, el contenido 

proteico de las EVs se deriva principalmente de  la membrana plasmática, citosol y vesículas internas 

[15]. En recientes estudios se ha encontrado que las EVs pueden enriquecerse en proteínas asociadas 

con la progresión de diferentes enfermedades [19], [20]. Por lo cual un contenido alterado de 

proteínas en EVs sistémicas podría relacionarse con la neuroinflamación vista en AD.   

Por otra parte, la capacidad fagocítica microglial juega un papel fundamental en el inicio y el progreso 

de la neuroinflamación en neurodegeneración [21], [22]. La activación microglial tiene por objetivo 

proteger el SNC; sin embargo, su sobreactivación crónica puede conducir al déficit cognitivo [23]. Se 

han realizado estudios donde se ha encontrado que varias mutaciones del receptor fagocítico 

microglial TREM2 está asociado con el incremento de la AD [24]. También, la microglía hiperreactiva 

es clave en la progresión de la AD, relacionada con la agregación del Aβ y Tau hiperfosforilado [25]. 

De manera interesante, la microglía puede producir EVs [14], [26], [27]; y aunque el mecanismo de 

acción de las EVs derivadas de la microglía ha sido poco estudiado, se sabe que las EVs son uno de los 



principales medios de comunicación intercelular, lo cual puede estar involucrado con el esparcimiento 

de patologías neurodegenerativas [28]. Aunque se han realizado pocos estudios de las EVs en el SNC 

y su relación con las de la periferia, se ha hipotetizado que  los cambios en la biogénesis de las EVs 

tienen relación con la progresión de la AD [29] y las alteraciones de las proteínas vesiculares están 

potencialmente relacionadas con la propagación de la proteinopatía del AD [30]–[32]. 

La AD puede presentarse en dos formas: esporádica (SAD) o familiar (FAD). La primera es la forma más 

frecuente y se genera por factores ambientales, envejecimiento, estilos de vida poco saludables y en 

muchos casos se ha visto la implicación del gen de susceptibilidad APOE [33]. Por su parte, FAD explica 

el 0,5% de todos los casos de AD y se caracteriza por un inicio temprano (≤65 años) y un rápido 

aumento de la gravedad [34]. Aproximadamente el 50% de los sujetos con FAD presentan una 

herencia autosómica dominante de mutaciones en uno de los tres genes asociados: PSEN1, PSEN2 y 

APP [35]. Aunque FAD y SAD comparten algunas características, no está claro si se trata de 

enfermedades equivalentes, por tal razón, se utilizan técnicas como proteómica, lipidómica y/o 

transcriptómica para identificar criterios diferenciales y convergentes para el diagnóstico de los tipos 

de AD [20], [36]. Aunque recientemente hemos mostrado un incremento en la producción de EVs 

sistémica en sujetos con FAD (PSN1 E280A, también llamado “gen paisa”) y esporádico SAD, las cuales 

proceden principalmente de plaquetas, células endoteliales y leucocitos [37]  es necesario determinar 

la composición proteica de las EVs como posible trazador implicado en neuroinflamación de la AD. En 

este estudio, nosotros caracterizamos la composición proteica de EVs. Encontramos que el perfil 

alterado de las EVs sistémicas puede estar asociado con la activación microglial/macrofagos y por ende 

la neuroinflamación en AD. Esto indica que las EVs puede ser trazadores diferenciales y convergentes 

en los dos tipos de AD. 

 

Materiales y métodos 

Muestras humanas: Este estudio fue aprobado por el comité de bioética para estudios de la 

Universidad de Antioquia, SIU, Acta 17-10-755. Todos los sujetos con la AD y los controles, 

proporcionaron consentimiento informado para la investigación y el uso de sus muestras. Se 

incluyeron muestras de sangre periférica y/o cerebro post-mortem de sujetos con un rango de edad 

entre los 38 y 94 años: n = 5 - 6 CNT, n = 5 - 9 SAD y n = 5 - 6 FAD (mutación en PSEN1 E280A) (Tabla 

1), obtenidos del Banco de cerebros de la Universidad de Antioquia. Se incluyeron los siguientes datos: 

sexo, edad de inicio de la enfermedad y de muerte; índice post-mortem, (lapso de tiempo entre la 

muerte del sujeto y la toma de muestras); para clasificar el grado de AD la escala Consortium to 

Establish a Registry for Alzheimer’s Disease, CERAD; etapa Braak; Criterios NIA-RI, como diagnóstico 



patológico de AD de “alta probabilidad”, una batería neuropsicológica desarrollada para el cribado de 

la AD; y las comorbilidades [34]. 

 

Inmunohistoquímica: Se obtuvieron muestras de la corteza del giro frontal medio con tiempos post-

mortem muy bajos (media de 4,26 h). Inmediatamente después de la recolección, las muestras se 

fijaron con 4 % de paraformaldehído preparado en tampón de citoesqueleto durante 72 h a 4°C, 

renovando la solución cada 24 h. Posteriormente, las muestras se seccionaron en cortes coronales de 

50 µm de espesor en un vibrátomo Leica. Antes de la inmunotinción, se realizó la recuperación del 

antígeno utilizando ácido fórmico al 98 % a 85°C durante 5 min. La actividad de peroxidasa endógena 

se bloqueó mediante incubación con metanol-peróxido de hidrógeno. Para evitar la unión no 

específica de anticuerpos, las muestras se incubaron en 1 % de albúmina de suero bovino BSA 

(SigmaAldrich, A9647) durante 1 h a temperatura ambiente (TA). Para detectar la microglía, las 

rebanadas se incubaron durante 72 h a 4°C en anticuerpo primario de conejo IBA1 (Wako; 019-19741; 

mouse,1: 500) y  anticuerpo policlonal de cabra para macrófagos/microglía CD11b (OX-42) (abcam; 

ab62817; 1:500) diluido en una solución de anticuerpo de BSA al 0,3 %, Triton X al 0,3 % y buffer 

fosfato 1M (PB; pH: 7,4). Después de 20 min de lavar el exceso de anticuerpos, las rebanadas se 

incubaron durante 1 h a TA en la correspondiente solución de anticuerpo secundario con anti-mouse 

de rabbit biotinilado (Invitrogen; B-2770; 1: 250). Posteriormente, las rebanadas se lavaron 3 veces en 

PB 1M, 5 min cada una, seguido de 1 h de incubación con el kit de tinción estándar de peroxidasa 

avidina-biotina (Thermo Scientific; 32020; 1: 250) a TA, 5 min en tabletas 3,3'-diaminobencidina 

(Sigma-Aldrich; D5905) y posteriormente se almacenaron en solución de lavado para el montaje. Los 

tejidos se deshidrataron en etanol 70, 96, 100 %  y xileno a TA. Finalmente, las rebanadas se montaron 

en portaobjetos de vidrio con Shandon Consul-Mount (Thermo Scientific; 9990440). 

 

Imágenes de tejidos completos: Para el análisis de distribución del marcador de microglía IBA-1, los 

portaobjetos de vidrio fueron escaneados con un microscopio de escáner de tejidos en un campo 

brillante en NanoZoomer-XR (Hamamatsu), equipado con un objetivo 20X (NA 0,75; UPlanSApo; 

Olympus). 

 

Imágenes de microglía únicas: La morfología de la microglía se evaluó a través de imágenes de campo 

brillante. Se registraron seis microglías por portaobjetos ubicados en la capa I-II de la GM de la corteza 



frontal (300 - 900 µm de profundidad), utilizando un microscopio Olympus CX35 equipado con un 

objetivo 100X en aceite de inmersión y una cámara Nikon DS-5M. 

 

Procesamiento de imagen y análisis de cuantificación de imágenes en microscopía de campo 

brillante: Las imágenes resultantes de todo el tejido y los registros de microglía se segmentaron y 

analizaron utilizando el software FIJI (NIH ImageJ). Para el análisis de la distribución de los marcadores 

de microglía, la calibración del blanco de las imágenes se realizó mediante una macro de acceso 

abierto (código original de Vytas Bindokas), con el fin de obtener imágenes comparables en color. La 

eliminación de ruido se realizó utilizando la herramienta de resta de fondo con un tamaño de bloque 

de 50 px. Se realizaron gráficos de perfiles de intensidad de 8 bits en un área de 0,9 cm2, para 

determinar los niveles de expresión de la microglía  promediando la intensidad de 100 µm de ancho, 

a través de los primeros 900 µm de profundidad de la GM. Para calcular el área teñida total, la 

segmentación de todas las imágenes se realizó mediante el umbral de intensidad. Antes de eso, se 

ecualizó el histograma con el propósito de mejorar el contraste. Para el análisis de morfología de la 

microglía, las imágenes se transformaron a 8 bits. Luego, los somas de la microglía se segmentaron 

manualmente mediante el uso de herramientas de pincel de selección. Para segmentar los procesos 

de la microglía se utilizó el plugin Neurite Simple Tracer (desarrollado por Tiago Ferreira). 

Posteriormente, se obtuvieron parámetros morfológicos del soma, procesos la microglía y microglías 

completas mediante el plugin FracLac (desarrollado por Karperien A.) y herramientas de FIJI. 

Finalmente, se analizaron los parámetros morfológicos relacionadas con la complejidad (rugosidad, 

densidad, compacidad y cantidad de filamentos); tamaño (área, perímetro, longitud y longitud 

promedio de los filamentos); forma (circularidad y relación de aspecto) y área de influencia 

(características de escala y forma del convex hull, feret, bounding rectangle y fit ellipse). 

 

Aislamiento y caracterización de la EVs: Las muestras de sangre anticoagulada con citrato de sodio 

fueron colectadas de sujetos CNT, SAD y FAD para aislar las EVs del plasma por medio de la 

centrifugación que se realizó inmediatamente después de la recolección a 1800 g durante 10 min a 

21°C. El plasma se centrifugo a 3000 g durante 20 min a 21°C para obtener plasma pobre en plaquetas.  

Posteriormente, se centrifugo a 16900 g durante 1 h a 21°C para obtener las EVs. Los pellets de las 

EVs se congelaron inmediatamente en 100 μL de solución salina tamponada con fosfato de Dulbecco 

filtrada (DPBS 1X, GibcoBRL) a -70°C hasta su uso. Finalmente, se evaluó la concentración por mililitro 

de EVs presentes en cada 100 µL de plasma para obtener la cantidad de EVs presentes y el contenido 

proteico [37]. 



 

LC-MS/MS: Se cargaron muestras (25 µg) en un gel Run Blue bis tris prefabricado al 8 % (Expedeon) y 

se corrieron a 100 V durante 5 min. Los geles se tiñeron con Instant Blue Protein Stain (Expedeon) y 

posteriormente se lavaron con agua ultrapura. Se escindieron las bandas de gel y se trituraron en 

trozos pequeños y se separaron por completo utilizando NH4HCO3 al 70 % 50 mM y acetonitrilo (ACN) 

al 30 %. La reducción y alquilación de las cisteínas se realizó añadiendo DTT 10 mM disuelto en 

NH4HCO3 50 mM y se incubó a 56°C durante 30 min. A continuación, se añadió yodoacetamida 55 mM 

en NH4HCO3 50 mM y se incubó durante 30 min en la oscuridad, a TA. Se retiró el líquido restante y se 

añadió ACN al 100 % y se incubó durante 15 min. Se eliminó el sobrenadante y los trozos de gel se 

secaron durante 15 min a 56 ° C. Las proteínas se digirieron añadiendo 10 ng/µL de tripsina modificada 

con grado de secuenciación (Promega) en NH4HCO3 50 mM a los trozos de gel y se incubaron durante 

la noche a 37°C. Al día siguiente, los péptidos se extrajeron usando ácido fórmico al 5% seguido de 

una segunda elución con ácido fórmico al 5 % en acetonitrilo al 66 %. Los extractos combinados se 

secaron en un SpeedVac y se disolvieron en 20 µL de ácido fórmico al 5 %. La LC-MS/MS de los péptidos 

trípticos se realizó con el sistema Ultimate 3000 HPLC acoplado en línea a un espectrómetro de masas 

Q-Exactive-Plus con una fuente NanoFlex (ambas de Thermo Fisher Scientific) equipada con un emisor 

de acero inoxidable. Se cargó 1 µL de digerido tríptico en un tubo de 5 mm x 300 µm de d.i. atrapando 

la microcolumna empaquetada con PepMAP100 partículas de 5 µm (Dionex) en 0,1% de FA a un caudal 

de 20 µL/min. Después de cargar y lavar durante 3 min, los péptidos se eluyeron en contracorriente 

en un diámetro interno de 50 cm x 75 µm i.d. nanocolumna, empaquetada con partículas Acclaim C18 

PepMAP100 de 2 µm (Dionex). El siguiente gradiente de fase móvil se administró a una velocidad de 

flujo de 300 nL/min: 2 - 50 % de disolvente B en 90 min; 50 - 80 % de B en 1 min; 80 % de B durante 

14 min, y de nuevo, al 3 % de B en 1 min y se mantuvo al 2 % de B durante 24 min. El disolvente A era 

H2O/acetonitrilo 100:0 (v/v) con ácido fórmico al 0,1 % y el disolvente B era H2O/acetonitrilo 0:100 

(v/v) con ácido fórmico al 0,1 %. El espectrómetro de masas se hizo funcionar en modo dependiente 

de los datos para cambiar automáticamente entre MS y MS/MS, los 10 principales iones precursores 

con un estado de carga de 2–5+ se seleccionaron con un ancho de aislamiento de 1.8 m/z y 

fragmentados por HCD (resolución 17500, IT máx. = 110 ms) con un tiempo de exclusión de 20 s.  

 

Análisis proteómico: Para el análisis proteómico de los datos obtenidos, se utilizó el software de – 

MaxQuant - Perseus (Versión 1.6.12.0). Inicialmente se realizaron filtros para eliminar información no 

válida y proteínas que fueron identificadas por un solo sitio peptídico. Para conocer la expresión 

diferencial de las proteínas (abundancia), se trabajó con la intensidad LFQ, que se usa para determinar 



la cantidad relativa de proteínas en dos o más muestras biológicas; las intensidades se normalizan 

para excluir algunos valores atípicos y representar con confianza los cambios de proporción a través 

de las muestras. Para diseñar los diagramas de Venn se tuvieron en cuenta las intensidades LFQ de las 

proteínas expresadas por al menos un sujeto para el análisis de diversidad de proteínas y por todos 

los sujetos para PTM con el programa online interactiVenn [38]. 

 

Análisis de diversidad de proteínas por grupos y de diferencias intraespecíficas de cada grupo: El  

análisis bioinformático y estadístico del proteoma fue desarrollado con el software de Maxquant en 

la plataforma de Perseus (versión 1.6.12.0). Se cargó el documento .txt “ProteinGroups” obtenido con 

el software de Maxquant que contenía un total de 417 proteínas; la información fue clasificada 

teniendo en cuenta los datos principales; numéricos y categóricos; luego fueron filtrados por el texto, 

que contienen el nombre de las proteínas. Posteriormente se filtraron las proteínas inválidas o con 

identificaciones incorrectas como: proteínas identificadas por un solo sitio, reversas y contaminantes, 

para un total de 375 proteínas. Además la matriz se filtró dejando sólo las proteínas presentes en al 

menos un solo sujeto; con esto se obtuvieron 373 proteínas, que posteriormente se llevaron a escala 

logarítmica. Para el análisis de diversidad, cada sujeto fue agrupado con el nombre del grupo al cual 

pertenecían (CNT, SAD, FAD) para posteriormente sacar un promedio por grupo, obtener la 

información del diagrama de Venn, diseñar los dendrogramas y mapas de calor. Por su parte, para el 

análisis de diferencias intraespecíficas, se realizaron tres análisis por separado para cada grupo 

experimental donde se repitió el procedimiento anterior, quedando CNT con 271 proteínas totales, 

SAD con 337 y FAD 271. Finalmente se obtuvo la información para diseñar los diagramas de Venn para 

cada grupo los cuales se graficaron con el programa InteractiVenn. Para el análisis de exclusividad, se 

trabajó con la matriz obtenida para cada grupo, y se realizaron mapas de calor y dendrogamas para 

las proteínas y sus abundancias exclusivas en CNT, SAD FAD y AD (SAD - FAD). 

      

Análisis de PTM, exclusividad y LFQ de PTM: Para este análisis se aplicaron los mismos filtros que 

fueron aplicados para el análisis anteriormente descrito, con la diferencia que se trabajó sobre el .txt 

“Oxidation” y se aplicó el último filtro para dejar solo las proteínas que estuvieron presentes en todos 

los 15 pacientes. Se obtuvieron 21 proteínas, las cuales presentaron varios sitios de modificación en 

la secuencia peptídica. Con esos datos se diseñó un mapa de calor para analizar las abundancias y se 

aplicó el ANOVA de una vía para encontrar significancias entre esas proteínas.  

 



Análisis de correlación de cantidad de EVs con intensidad LFQ de proteínas: Para el análisis de 

correlación se analizaron 36 proteínas que en previos estudios mostraron diferencias  discriminantes 

en todos los sujetos de los tres grupos experimentales [37]. Se realizó un análisis de correlación entre 

la cantidad de EVs presentes en 100 µL de sangre periférica y la abundancia de las proteínas 

(intensidad LFQ). Las correlaciones de las proteínas con las EVs fueron representadas con los gráficos 

en Excel y con el software GraphPad Prism (versión 8.1) se comparó la intensidad LFQ entre los grupos. 

 

Análisis estadístico: El análisis estadístico de los experimentos se realizó teniendo en cuenta la 

normalidad de los datos utilizando Shapiro-Wilk y/o Kolmorogov test. Se analizaron datos univariables 

paramétricos utilizando ANOVA de una vía y pruebas de comparación múltiple de Tukey. La prueba de 

comparación múltiple no paramétrica de Kruskal wallis con Dunns se realizó cuando cualquiera de los 

grupos no presentaba una distribución normal. Dado que no se intervino en los grupos 

experimentales, sino que describió las diferencias entre las poblaciones naturales enfermas, se 

realizaron comparaciones por pares con la prueba t de Student de dos colas no emparejada, cuando 

ambos conjuntos de datos se distribuían normalmente o Mann Whitney para datos no paramétricos. 

Se procesaron todas las muestras en paralelo para reducir la variación entre ensayos. Los análisis se 

realizaron utilizando el software GraphPad Prism versión 8.1. Los datos se presentan como media ± 

SEM de al menos cinco y máximo nueve (CNT, SAD y FAD) experimentos independientes. El tamaño 

de la muestra y el análisis estadístico utilizado para cada experimento se indican al final de la leyenda 

de las figuras. Los resultados se consideraron significativos en * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 y 

**** p <0.0001. 

 

Resultados 

FAD presenta mayor microgliosis en las capas II-III respecto a SAD  

La corteza frontal, como encargada de las funciones ejecutivas, es una de las regiones más afectadas 

en la AD [39], [40]. Se comparó el perfil reactivo de la microglía (Intensidad y área de expresión) en las 

primeras tres capas de la GM entre SAD y FAD. La cuantificación total del área teñida con IBA-1 

obtenida por segmentación de imágenes (Fig. S1A) muestra que hay niveles de expresión diferencial 

de esa proteína entre los dos tipos de Alzheimer (Fig. 1A). El área y la intensidad celular aumentaron 

en los sujetos con AD, siendo FAD la que muestra un mayor aumento de la expresión del marcador de 

microglía IBA-1 (Fig. 1B y E). Para caracterizar la presencia de IBA-1 a lo largo de las tres primeras capas 

de la GM, se analizó el área, desde 0 hasta 900 µm. Con la línea punteada (Fig. 1C), se observa que el 



% promedio de área de la microglía mostró diferencias entre los grupos. Esto fue confirmado por la 

cuantificación y comparación del % promedio de área antes (capa I - Desde 0 hasta 300 µm) y después 

(capa II y III - desde 300 hasta 900 µm) donde se observa el aumento del % área de la microglía en 

cerebros con AD, mayormente en FAD (Fig. 1D). Los mismos resultados se observaron al medir la 

intensidad de la expresión de la microglía, donde se observa un aumento diferencial en las capas de 

la GM para los cerebros con AD (mayormente en FAD) después de 300 µm de profundidad (Fig. 1F y 

1G). En resumen, existe un aumento de microgliosis en los grupos con AD;  el % promedio de área e 

intensidad de la microglía fueron significativamente diferentes en los tipos de AD, siendo FAD la que 

presentaba mayor microgliosis  en las capas II - III de la GM.  

 

FAD presenta hipertrofia microglial y atrofia de macrófagos, mientras que SAD atrofia microglial e 

hipertrofia de macrófagos  

La morfología de la microglía está relacionada con su función; sin embargo esta sufre cambios 

inducidos por la neuroinflamación en la AD [41]. Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se 

examinó la morfología de la microglía de las capas II y III utilizando una variedad de parámetros de 

complejidad, tamaño, forma y área de influencia, sobre imágenes segmentadas para marcadores de 

microglía IBA-1 y macrófagos OX-42 (Fig. S1B, S1C). En la Fig. 2A se observan cambios en la morfología 

de la microglía y macrófagos entre los dos tipos de AD. Aunque ambos AD presentaron principalmente 

filamentos cortos (aparentemente más en SAD que en FAD); SAD presentó atrofia en términos de área, 

perímetro, circularidad, densidad, rugosidad, compactación y área, densidad y circularidad del soma; 

mientras que FAD hipertrofia en términos de área, perímetro, rugosidad, compactación, área y 

circularidad del soma (Fig. 2B, S2A). Por otra parte, SAD presentó hipertrofia en macrófagos en 

términos de área, perímetro y solidez; mientras que FAD presenta atrofia en términos de área y 

circularidad (Fig. 2C, S2B). Estos resultados sugieren que FAD presenta hipertrofia microglial mientras 

que SAD atrofia; y por su parte, los macrófagos de SAD presentan hipertrofia mientras que FAD atrofia 

en las capas II - III de la GM. 

 

La composición proteica de EVs mostró una expresión diferencial y convergente para los tipos de 

AD, siendo SAD la que presentó mayor diversidad  

Las EVs sistémicas, compuestas por proteínas en su interior, posiblemente llevan información desde 

la SNC a la periferia y/o viceversa, con función homeostática, o con información de procesos de 

neuroinflamación  [14]. Teniendo en cuenta lo anterior, se analizó la composición proteica vesicular 

de EVs periféricas, con el objetivo de encontrar posibles biomarcadores proteícos de inflamación 



sistémica en la AD. Se identificaron 373 proteínas totales diferentes de los grupos experimentales 

(CNT, 271; SAD, 337; FAD, 271); específicamente SAD presentó mayor diversidad de proteínas (Fig. 

3A). Un total de 229 proteínas fueron compartidas por los tres grupos, algunas proteínas fueron 

exclusivas para CNT, 13; SAD, 68; FAD, 15 y 19 para los tipos de AD (Fig. 3B). Estos resultados sugieren 

una composición proteica diferencial y convergente para los tipos de AD, siendo SAD la que presentó 

mayor diversidad. Al analizar las proteínas expresadas en cada grupo experimental por separado, se 

encontró que el grupo CNT presentó 126 proteínas compartidas en los 5 sujetos (Fig. 4A), SAD 125 

(Fig. 4B) y FAD 139 (Fig. 4C). Es importante resaltar que el control Cp3, mostró mayor diversidad y 

exclusividad de proteínas, similar a los SAD, que quizá está relacionada con la comorbilidad de 

depresión (Tabla 1). En general, se observa una expresión diferencial y convergente inter e intragrupal 

de proteínas-EVs para los grupos de estudio. 

 

La expresión exclusiva de proteínas vesiculares en SAD podría ser utilizada como posibles 

biomarcadores sistémicos 

Dado que se encontró que existe una expresión diferencial de proteínas en las EVs, se analizaron las 

proteínas exclusivas de los grupos experimentales (Fig. 5). La expresión proteica exclusiva de CNT y 

FAD estaba representada en su gran mayoría, por un solo sujeto (Fig. 5A y 5C); es importante 

mencionar que la mayoría de proteínas exclusivas de FAD pertenecían al grupo de las Inmnoglobulinas. 

Por otra parte, de las proteínas exclusivas para SAD, Glioxilato e hidroxipiruvato reductasa (GRHPR), 

Imina desaminasa A intermedia reactiva Homólogo (RIDA), Alcohol deshidrogenasa (ADH1A) e 

Inmunoglobulina pesada variable 2-70D (HV70D), se expresaron en tres sujetos; de manera 

interesante, la suprabasina (SBSN) en 4 de los 5 (Fig. 5B). Con estos resultados se podría sugerir que 

esas cinco proteínas expresadas exclusivamente en SAD podrían ser utilizadas como posibles 

biomarcadores diferenciales de SAD. 

 

La composición proteica de las EVs como posibles biomarcadores convergentes entre SAD y FAD 

Además de analizar la composición proteica exclusiva de cada uno de los grupos experimentales 

también se analizaron las proteínas compartidas entre dos grupos (CNT - SAD, CNT - FAD y SAD - FAD). 

Se encontró que CNT y SAD compartían 21 proteínas, de las cuales, la proteína 1 de la matriz 

extracelular similar a la fibulina que contiene EGF (FBLN3); Glutatión S transferasa omega-1 (GSTO), 

Alfa-enolasa (ENOA) y la Inmunoglobulina pesada variable 3-23 (HV323) se expresaron en tres o más 

sujetos SAD y en su mayoría en un CNT (Fig. 6A). Es importante resaltar que la proteína alfa-enolasa 



(ENOA) se presentó en 4 individuos SAD y un CNT; el cual fue el único que presentó depresión como 

comorbilidad. Al analizar CNT y FAD, se obtuvieron 8 proteínas compartidas, de las cuales la 

inmunoglobulina pesada variable 3-30-3 (HVC33) se presentó en 3 FAD y un CNT; el cual fue el único 

que presentó, insuficiencia renal crónica y enfermedad pulmonar obstructiva crónica como 

comorbilidades (Fig. 6B). Por último, al analizar los grupos de AD en conjunto, se hallaron 19 proteínas 

compartidas (no presentes en CNT), de las cuales, la placoglobina de unión (PLAK), Fructosa-bisfosfato 

aldolasa B (ALDOB), Glutatión peroxidasa 3 (GPX3), Betaína - Homocisteína S - Metiltransferasa 1 

(BHMT1), Histona H2B tipo 1-L (H2B1L), Inmunoglobulina pesada variable 1-8 (HV108) e 

inmunoglobulina pesada variable 3-20 (HV320) (con mayor intensidad en FAD)  se expresaron en al 

menos cinco AD; interesantemente, la proteína de queratinocitos rica en prolina (KPRP) se expresó en 

siete de los diez AD (3 FAD y 4 SAD) (Fig. 6C); con esto se podría sugerir que esta proteína podría ser 

un posible biomarcador sistémico convergente en AD.  

 

Las PTM de H2B1L y DHSO fueron convergentes para los dos tipos de AD y TRFE mostró un 

incremento de oxidación en FAD  

Al analizar las PTM de las 373 proteínas totales se encontraron 99 con oxidaciones y acetilaciones (Fig. 

7A), de las cuales, 91 fueron compartidas en los tres grupos por al menos un sujeto. Específicamente, 

la oxidación de Fumarylacetoacetasa (FAAA), Cadena ligera de ferritina (FRIL), Immunoglobulina 

lambda variable 2-18 (LV218) y la acetilación de dipeptidasa Xaa-Pro (PEPD)  fueron exclusivas de al 

menos un sujeto SAD; además, la oxidación de la histona H2B tipo 1-L (H2B1L) y la 

oxidación/acetilación de sorbitol deshidrogenasa (DHSO) fueron  compartidas por SAD y FAD (Fig. 7B). 

Es importante remarcar que estas se expresaron en 3 o más sujetos SAD mientras que en FAD uno. 

Posteriormente se realizó el análisis por separado de las abundancias de las oxidaciones y 

acetilaciones (Fig 7C-E), que se presentaban en todos los individuos de los tres grupos; resultando sólo 

21 proteínas con oxidaciones (algunas con más de una oxidación en algún sitio de la secuencia 

peptídica) en los quince sujetos (Fig. 7C). Sólo la abundancia de la oxidación de la serotransferrina 

(TRFE) mostró diferencias significativas para los sujetos con AD (mayor oxidación en FAD que en SAD) 

(Fig. 7D). En otro análisis de las acetilaciones de proteínas, se encontró que aunque la proteína 

dominio de núcleo de cuatro disulfuros WAP 3 (WFDC3) no presentaba diferencias significativas, 

mostraba variación entre los grupos (Fig. 7E). Con lo anterior, se infiere que la proteína H2B1L y DHSO 

presentan PTM que al ser convergentes de AD y el incremento en la oxidación de TRFE, podrían estar 

involucradas con la cascada de señalización en la inflamación de la enfermedad. 

 



PLTP está relacionada con la cantidad de EVs 

Finalmente, basado en el análisis multivariado del proteoma de las EVs provenientes de sangre 

periférica [37], la abundancia de 36 proteínas mostraron diferencias discriminantes en todos los 

sujetos de los tres grupos experimentales. Entonces, se realizó una análisis de correlación entre el 

número de EVs presentes y la abundancia de las proteínas (intensidad LFQ); encontrando que el factor 

del complemento C2 (CO2), Inmunoglobulina pesada variable 2-5 (HV205), Trombospondina 1 (TSP1) 

presentaron diferencias significativas en los grupos de AD y la proteína de transferencia de fosfolípidos 

(PLTP) en SAD (Fig. 8). Dado lo anterior, se encontró que las primeras tres proteínas mostraron una 

baja correlación positiva (Fig. 8A, B y C); pero de manera interesante, la proteína PLTP presenta fuerte 

correlación negativa (R2=0,903, p=0,0132) (Fig. 8D). Con esta información se puede deducir que la 

proteína PLTP mostró estar relacionada con una menor cantidad de EVs durante la inflamación 

sistémica en SAD. 

 

Discusión 

Nosotros caracterizamos la composición proteica de EVs como trazador diferencial y convergente en 

los dos tipos de AD; los cuales podrían revelar una posible relación con el proceso de neuroinflamación 

tisular. La microgliosis de AD en las capas II - III de la corteza frontal fue más pronunciada en FAD; 

apoyada por una microglía hipertrofiada y macrófagos atrofiados. Por otra parte, SAD presentó una 

atrofia de microglía con una hipertrofia de macrófagos sugiriendo un fenómeno diferencial de 

neuroinflamación entre las FAD y SAD. Usando proteómica, detectamos el perfil de carga proteica de 

EVs, en el que las EVs  de SAD presentaron mayor diversidad de proteínas; de las cuales resaltamos la 

SBSN, que se presentó de manera exclusiva  en este grupo. Además, ENOA se expresó en 4 de 5 sujetos 

SAD y en el control Cp3, sujeto que presentó mayor diversidad y exclusividad de proteínas, similar a 

los SAD, que quizá está relacionada con la comorbilidad de depresión. Como trazadores convergentes 

de AD hubo ocho proteínas, de las cuales resaltamos PLAK, H2B1L y KPRP; esta última se expresó en 7 

de los 10 sujetos con AD. Analizando las PTM de EVs, las oxidaciones y acetilaciones de DHSO y H2B1L 

fueron exclusivas de AD; y específicamente, la TRFE mostró mayor oxidación en FAD respecto a SAD. 

Por último, realizando un análisis de correlación, mostramos que la PLTP está relacionada 

inversamente con la cantidad de EVs sistémicas. Basado en nuestros hallazgos y revisión de la 

literatura se sugiere que la composición proteica de las EVs periféricas en AD podrían ser utilizados 

como posibles biomarcadores diferenciales y convergentes en neuroinflamación. 



Las EVs, dependiendo del contenido que transfieran a otras células, tienen roles benéficos o 

patológicos en la neuroinflamación y progresión de algunas enfermedades neurodegenerativas [42]–

[46]. En nuestra reciente investigación [37]: i. en la que se encontró un perfil de abundancia proteica 

diferencial en las EVs de SAD y FAD, principalmente implicadas en la cascada de coagulación, la 

inflamación y el metabolismo de los carbohidratos lipídicos, representadas por las proteínas PEBP1, 

CFD, C6 en SAD-EVs; y SORD, PLPT, IGGKV1D-33 a las FAD-EVS y ii. en la que las EVs, de los dos tipos 

de AD, indujeron la disrupción de la BBB, la hiperactivación de astrocitos, la muerte neuronal y la 

desregulación del calcio. En este estudio, nosotros detectamos que el proteoma de las EVs sistémicas 

provenientes de los dos tipos de AD, se podría sugerir como un trazador diferencial y convergente de 

neuroinflamación. Especialmente, SBSN como trazador sistémico exclusivo de SAD, KPRP como 

marcador convergente para AD, la oxidación aumentada de TRFE en FAD y PLTP implicada con la 

cantidad de EVs.  

Paralelamente, en este estudio también comparamos la expresión y estado morfológico de la 

microglía y macrófagos/microglía en AD; específicamente FAD presentó una neuroinflamación 

mayoritariamente representada por la hipertrofia microglial y SAD una neuroinflamación de 

macrófagos/microglía; sugiriendo que FAD estuvo representada por una alteración principalmente del 

parénquima cerebral mientras que en SAD existe un mayor compromiso sistémico [37]. Un cambio 

morfológico de microglía en AD, conduce a un incremento en el metabolismo, expresión de novo de 

ciertas moléculas y reactividad microglial. Esta actividad se ha visto asociada a la exacerbación de la 

neurodegeneración [47]. La microglía, considerada la célula del sistema inmune innato del SNC; vigila  

continuamente el ambiente cerebral tratando de mantener la homeostasis y tienen la capacidad de 

interactuar con neuronas y células gliales regulando su actividad, además se activan en respuesta al 

daño, infección, envejecimiento o proceso neurodegenerativo [26], [27], [48]–[51]. Varios estudios 

han demostrado que la activación de la microglía, relacionado a su cambio morfológico, es un factor 

causal clave en la neuroinflamación y que puede contribuir con la progresión de enfermedades 

neurodegenerativas [21], [51], [52]. La microglía y los macrófagos son células altamente dinámicas 

con la capacidad de transformar su morfología de ramificada a ameboide y alterar sus fenotipos 

teniendo en cuenta el estado en que se encuentre; se pueden clasificar en dos morfotipos: la “M1” 

que conlleva a la producción de citoquinas pro-inflamatorias, disrupción de la BBB, y “Rolling” de 

células inflamatorias provenientes de la periferia contribuyendo al daño neuronal y la progresión de 

enfermedades neurodegenerativas; por el contrario, la “M2”, morfotipo ramificado, puede producir 

citoquinas anti-inflamatorias la cual inhibe la neuroinflamación mediada por M1 que contribuye a 

restaurar la homeóstasis en el SNC [21], [53]–[55].  Existe un amplio espectro de activación microglial; 

sin embargo es necesario mayor comprensión de las interacciones entre la microglía y otras células 



del cerebro [56], [57]; específicamente, la relación que tiene la microglía con las EVs cerebrales y 

sistémicas [26], [27], ya que la microglía podría estar activándose en respuesta a estas EVs y además 

producir EVs. Debido a que no se ha caracterizado ampliamente las EVs liberadas de la microglía, su 

posible rol en la inflamación sistémica y consiguiente neuroinflamación y neurodegeneración en los 

dos tipos de AD es necesario investigarlo.  

Recientes estudios han mostrado que las EVs tienen un papel en la propagación de la patología en las 

enfermedades neurodegenerativas [9], [32], [45], [37], [42], [58], [59]; específicamente, estudios que 

han realizado análisis proteómicos de las EVs liberadas por varios tipos de células, (incluida la 

microglía) han revelado una gran variedad de marcadores y alteración de la composición proteica [5], 

[60], [61], como son la expresión de CD13 y MCR-1 característicos de los exosomas microgliales [60]. 

Por su parte, las EVs cerebrales pueden estar en contacto con la periferia y viceversa, y al transferir su 

contenido (como DAMPs), la cual activa la microglía e induce una cascada de señales que genera la 

liberación de citoquinas en un proceso de neuroinflamación [18]. 

Pocos estudios se han realizado en base a la proteómica de EVs sistémica, a su vez, comparando los 

tipos de AD, aquí nosotros realizamos un análisis de la composición proteica de las EVs (abundancia y 

diversidad) proveniente de sangre periférica de sujetos con AD. Se encontraron varias proteínas que 

podrían ser sugeridas como posibles trazadores sistémicos diferenciales y convergentes en la 

neuroinflamación de SAD y FAD. Entre los trazadores sistémicos diferenciales para SAD, la proteína 

suprabasina (SBSN) se ha reportado que se expresa en las capas suprabasales como marcador 

diferencial del epitelio, lengua, estómago y epidermis [62]; sin embargo, también se ha implicado en 

el cáncer de pulmón, el carcinoma de células escamosas de esófago y en la distrofia endotelial de Fuch, 

expresándose principalmente en las células endoteliales tumorales [63], [64]. En otro estudio, se 

mostró que un anticuerpo anti-SBSN, expresado mayormente en pacientes con Lupus eritematoso 

sistémico neuropsiquiátrico (NPSLE) en comparación con lupus eritromatoso sistémico y esclerosis 

múltiple, genera la producción de IL-6 en astrocitos previamente con LPS e induce senescencia, 

autofagia y señalización de TGF-β; sugiriendo que el anticuerpo anti-SBSN y su complejo inmunológico 

son mecanismos importantes en la neuroinflamación [51], [65]. En otros estudios se ha mostrado que 

la suprabasina está implicada en neurodegeneración como en la enfermedad de Parkinson, donde se 

su baja expresión se relaciona con EVs de plasma [66].  

Entre los trazadores convergentes encontrados en las EVs-AD se encuentra la proteína Alfa-enolasa 1 

(ENOA1), la cual está involucrada en la glucólisis, control del crecimiento, tolerancia a la hipoxia y las 

respuestas alérgicas [68], [69]. Además, ENOA estimula la producción de inmunoglobulinas y actúa 

como receptor y activador del plasminógeno en la superficie celular de varios tipos celulares como en 



leucocitos y neuronas; comprometiéndola en el sistema fibrinolítico intravascular-pericelular y 

neuroinflamación [69], [70]. Además la alteración de ENOA1 puede ocasionar disfunción cognitiva por 

la interrupción de la BBB, activación de la glía, aumento de la expresión intracerebral de IL-6 e 

incremento de la fosforilación de Tau en los dos tipos de AD; debido a la alterada glicólisis, aumentada 

promoviendo la oxidación, activación de MHC 1 y posterior pérdida de sinapsis y demás funciones 

cerebrales [71], [72].  

Por otro lado, la proteína rica en prolina de queratinocitos (KPRP) se expresó en EVs-AD, su función 

tiene relación con la diferenciación de queratinocitos, la generación de la envoltura celular cornificada 

y desintoxicación de ROS [73]. Un estudio mostró el complejo polipeptídico rico en prolina (PRP) tiene 

un rol benéfico sobre la AD; este complejo afecta las primeras etapas de diferenciación y maduración 

de células fagocíticas; por tanto, se sugiere que el PRP, puede regular los procesos inflamatorios en 

los que participan los macrófagos y podría brindar protección a través del sistema inmunológico y 

neuroglial [74] [75]. En acuerdo con esta investigación, consideramos que la KPRP en EVs, requiere de 

un análisis detallado desde sus isoformas, la procedencia, las tasas de tejido/sistémicas y las 

consecuencias en pro-supervivencia e inflamación. 

Por otro lado, la placoglobina de unión (PLAK), se expresó en EVs-AD, su función está relacionada con 

la unión en desmosomas a filamentos intermedios regulando la disposición y función del citoesqueleto 

del endotelio en la BBB [76]–[78]. Previamente se ha mostrado PLAK tiene funciones de supresión de 

tumorogénesis y metástasis mediante múltiples mecanismos, así como en la formación de placas 

amiloideas y Tau hiperfosforilado [79]; lo cual nos vincula directamente esta proteína con 

neurodegeneración.  

Por otra parte, la histona H2B1L está implicada con la formación del nucleosoma para un correcto 

plegamiento del DNA; sin embargo, las histonas también están presentes en el citoplasma y los fluidos 

extracelulares que cumplen funciones de defensa del huésped y promueven respuestas inflamatorias 

[80]. Las PTM de histonas tienen efectos en la replicación, diferenciación, remodelamiento de la 

cromatina y la transcripción de genes, además de las funciones intranucleares, las histonas actúan 

como moléculas de patrón molecular asociadas al daño cuando se liberan en el espacio extracelular 

[81], [82]; en este estudio encontramos que H2B1L presenta oxidaciones; y se ha observado 

diferencias en la estructura de la cromatina del promotor de APP entre núcleos neocorticales 

afectados y no afectados por AD. Coherente con nuestros hallazgos,  se sugiere que los procesos post-

transcripcionales de los elementos reguladores, que se encuentran en otras partes del gen de APP, 

pueden ser importantes en la acumulación aberrante del Aβ [83]. Así, las PTMs de histonas son un 



elemento clave en la regulación epigenética de la expresión génica y se sabe que están asociadas con 

la patología de enfermedades neurodegenerativas [84].  

Por otro lado, la proteína sorbitol deshidrogenasa (DHSO), que encontramos oxidada y acetilada en 

las EVs-AD, tiene función en el metabolismo de alcoholes;  específicamente su alteración tiene una 

relación con la diabetes, y de manera interesante, se ha encontrado una relación de la diabetes con la 

AD, por lo que la glucosa es el sustrato generador de energía obligatorio en el cerebro, y en 

neuroinflamación es un factor clave que en muchas ocasiones conlleva al estrés oxidativo y metabólico 

[85], [86]. Este fenómeno metabólico e inflamatorio es generalmente peor en las regiones del cerebro 

con mayor deterioro tisular y molecular [87], [88].  

Otra proteína que también presentó PTM es la serotransferrina (TRFE), que está involucrada en la 

regulación del hierro (que normalmente se encuentra en oligodendrocitos), se ha visto que tiene 

relación con la AD, la cual se distribuye homogéneamente alrededor de las placas seniles y 

aparentemente es extracelular, además, se expresa en los astrocitos de la sustancia blanca cortical 

cerebral del tejido de AD, en lugar de su distribución normal en los oligodendrocitos. Una fuerte 

inmunorreacción de ferritina acompaña a las placas seniles y a muchos vasos sanguíneos en el tejido 

cerebral del Alzheimer. Aunque muchos oligodendrocitos ferritina positivos están presentes en el 

tejido del Alzheimer, la mayoría de las células que contienen ferritina asociadas con placas seniles y 

vasos sanguíneos son microglía [89]. También se ha visto que la disminución del hierro plasmático en 

AD se debe a la desaturación de transferrina, esto sería un apoyo circunstancial para la hipótesis de 

radicales de oxígeno de la enfermedad degenerativa del cerebro ya que el hierro promueve la 

conversión de peróxido de hidrógeno en radical hidroxilo y, por lo tanto, puede contribuir al estrés 

oxidativo. [90] [91].  

A su vez, la proteína de transferencia de fosfolípidos (PLTP), es una proteína de transferencia de lípidos 

ampliamente expresada que participa en el transporte de colesterol y otros lípidos en el plasma y los 

tejidos periféricos [92], son expresadas principalmente por las células endoteliales cerebrovasculares 

que transfiere fosfolípidos, remodela la alta densidad de lipoproteínas y apoya la salida de colesterol 

celular [93]. Por otra parte, también se ha encontrado que los pacientes con AD presentan un 

incremento en esta proteína [94] y en comparación con otro estudio se ha mostrado que la eliminación 

de PLTP se asocia con una astrogliosis en el cerebro. Este fenotipo puede explicarse, al menos en parte, 

por un aumento del Aβ a través de un aumento de la actividad fagocítica microglial y la expresión de 

NEP. Nuestros hallazgos sugieren que PLTP actúa como un determinante negativo de la eliminación 

de la placa amiloide y que a lo largo de la vida, la actividad elevada de PLTP podría conducir a una 

mayor carga de Aβ en el cerebro [95].  



Con lo anterior, las proteínas contenidas en EVs de AD de sangre periférica se relacionaron con la 

unión de las células endoteliales de la BBB, la progresión, las  funciones en defensa inmunológica, el 

correcto plegamiento de la cromatina, con el metabolismo de azúcares, el transporte de hierro, el 

transporte de lípidos; lo cual ha sido previamente discutido en neurodegeneración.  

En conclusión, las EVs, podrían ser sugeridos como trazadores sistémicos en AD, y que posiblemente 

estén relacionados con la neuroinflamación diferencial de FAD y SAD; principalmente la SBSN como 

trazador exclusivo de SAD, KPRP como marcador convergente en AD, y las PTM de H2B1L, DHSO y 

TRFE como diferenciales. El perfil diferencial de proteínas se puede asociar con la neuroinflamación 

detectada en la afectación microglial. Por ende, investigar la respuesta de la microglía a las EVs podría 

precisar mejor esta relación. Además de entender el papel de las EVs liberadas por la microglía en el 

perfil diferencial visto en las EVs sistémicas. Aunque nuestros hallazgos indican que la composición 

proteica de las EVs periféricas en AD podrían ser utilizados como biomarcadores diferenciales y 

convergentes de neuroinflamación, sería muy interesante replicar este análisis ampliando la muestra, 

analizar las EVs de microglía y macrófagos/microglía para corroborar nuestra conclusión.  
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Leyenda de la tabla 

Tabla 1: Descripción de las muestras post-mortem: Datos clínicos de los sujetos que participaron en 

los experimentos con las muestras de sangre periférica y/o tejido de corteza frontal post-mortem. F, 

Femenino; M, Masculino. NAP, no aplicable. 0, sin evidencia histológica de la AD; A, los hallazgos 

histológicos proporcionan evidencia INCIERTA de la AD; B, hallazgos histológicos SUGIEREN el 

diagnóstico de la AD; C, los hallazgos histológicos INDICAN el diagnóstico de la AD. NR: No registro. 

 

Leyendas de las figuras 

Figura 1: FAD presenta mayor microgliosis en las capas II-III respecto a SAD. (A) IHC representando 

los patrones de expresión diferencial de microglía para cada grupo experimental a través de las 

primeras tres capas de la GM (0 a 900 µm de profundidad). La regla del lado izquierdo indica la 

profundidad en micrómetros de la superficie de la corteza frontal. (B) El porcentaje promedio de área 

revela diferentes niveles de cobertura microglial en AD, con un aumento en FAD comparado respecto 

a SAD. (C) Los perfiles de área a través de diferentes profundidades de la GM muestran diferencias en 

la expresión de la microglía en SAD y FAD después de 300 µm de profundidad (capa II - III), siendo FAD 

el que mayor área presenta. (D) Los niveles promedio de área de la microglía en la capa I (0 a 300 μm 

de profundidad) y capa II - III (300 a 900 μm de profundidad) evidencian que SAD y FAD difieren tanto 

antes como después de 300 μm de profundidad. (E) El promedio de intensidad revela diferentes 

niveles de expresión de la microglía entre los tipos de AD, mayormente en FAD. (F) Los perfiles de 

intensidad a través de diferentes profundidades de la GM muestran diferencias en la expresión 

microglial entre SAD y FAD después de 300 µm de profundidad (capa II - III) siendo FAD el que mayor 

intensidad presenta. (G) Los niveles promedio de expresión de la microglía en la capa I (0 a 300 μm de 

profundidad) y capa II - III (300 a 900 μm de profundidad) evidencian que SAD y FAD difieren tanto 

antes como después de 300 μm de profundidad.  FAD presenta mayor microgliosis respecto a SAD. El 

eje Y de los gráficos C, D, F y G corresponden a unidades de área e intensidad de imágenes de 8 bits 

cuyos valores van de 0 a 255 μm. Barra de la escala 250 μm. Los datos están presentados con la media 

± SEM de CNT, n = 6; SAD, n = 9; y FAD, n = 6. Se realizó un ANOVA One-way, t-test y un test Tukey’s 

para comparaciones múltiples. Los niveles de significancia se establecieron en * p < 0.05, ** p < 0.01 

y **** p < 0.0001. 

Figura 2: FAD presenta hipertrofia microglial y atrofia de macrófagos, mientras que SAD atrofia 

microglial e hipertrofia de macrófagos. (A) Las imágenes de IHC representativas de la microglía IBA-1 

y macrófagos OX-42 de la segunda y tercera capa de la GM de la corteza frontal (Desde 300 hasta 900 



μm) muestran variaciones de la morfología en los tipos de AD. (B - C) La evaluación de parámetros 

morfológicos relacionados con la complejidad, el tamaño, la forma y el área de influencia de la (B) 

microglía IBA-1 y (C) macrófagos OX-42  muestran diferencias entre los tipos de AD. (B) SAD presenta 

atrofia en términos de área, perímetro, circularidad, densidad, rugosidad compactación y área, 

densidad y circularidad del soma; mientras que FAD hipertrofia en términos de área, perímetro, 

rugosidad, compactación, área y circularidad del soma; aunque ambos presentan mayor cantidad de 

filamentos, pero con menor longitud. Por otra parte, (C) SAD presenta hipertrofia en macrófagos en 

términos de área, perímetro y solidez; mientras que FAD presenta atrofia en términos de área y 

circularidad.  El eje Y de los gráficos de barras corresponde a unidades de intensidad de imágenes de 

8 bits cuyos valores van de 0 a 255 μm. Barra de la escala: 20 μm. Los datos están presentados con la 

media ± SEM de CNT, SAD y FAD; cada grupo experimental contaba con un n = 6. Se realizó un ANOVA 

One-way, t-test y un test Tukey’s para comparaciones múltiples. Los niveles de significancia se 

establecieron en * p < 0.05, ** p < 0.01. 

Figura 3: La composición proteica de EVs mostró una expresión diferencial y convergente para los 

tipos de AD, siendo SAD la que presentó mayor diversidad. (A) Número de proteínas diferentes 

expresadas en cada una de las muestras de los grupos experimentales, siendo SAD el más diverso. (B) 

Diagrama de Venn que representa la superposición de 373 proteínas vesiculares expresadas en los 

tres grupos experimentales. Los datos fueron filtrados y analizados con el software MaxQuant - 

Perseus obteniendo sólo las proteínas expresadas por uno o más sujetos. Los datos están presentados 

con la media ± SEM de CNT, SAD y FAD; cada grupo experimental contaba con un n = 5. Se aplicó el 

test Mann Whitney para datos no normales. Los niveles de significancia se establecieron en * p < 0.05. 

Figura 4: La expresión diferencial de proteínas vesiculares refleja variación inter e intragrupal. (A - 

C) Diagramas de Venn que muestran la superposición de las 373 proteínas expresadas entre los sujetos 

de (A) CNT con un total de 126 proteínas compartidas por los cinco sujetos (B) SAD con 135 y (C) FAD 

con 139. Los datos fueron filtrados y analizados con el software MaxQuant - Perseus obteniendo las 

proteínas expresadas por uno o más sujetos. Cada grupo experimental contaba con un n = 5. 

Figura 5: La expresión exclusiva de proteínas vesiculares en SAD podría ser utilizada como posibles 

biomarcadores de inflamación sistémica. (A - C) Mapas de calor con la intensidad de las proteínas 

vesiculares exclusivas para cada grupo experimental. (A) Mapa de calor con las 13 proteínas exclusivas 

de CNT, aunque fueron expresadas por un solo sujeto. (B) Mapa de calor con las 68 proteínas 

exclusivas de SAD, las proteínas GRHPR, RIDA, ADH1A y HV70D se expresaron en tres sujetos y la SBSN 

estuvo presente en cuatro de los cinco sujetos. (C) Mapa de calor con las 15 proteínas exclusivas de 

FAD, aunque estas proteínas fueron expresadas en su mayoría por un solo sujeto, principalmente 



inmunoglobulinas. Los datos fueron filtrados y analizados con el software MaxQuant - Perseus 

obteniendo sólo las proteínas expresadas por uno o más sujetos. Cada grupo experimental contaba 

con un n = 5. 

Figura 6: La composición proteica de las EVs como posibles biomarcadores convergentes entre SAD 

y FAD. (A - C) Mapas de calor con las proteínas vesiculares compartidas entre dos grupos 

experimentales. (A) Mapa de calor con las 21 proteínas compartidas de CNT con SAD, siendo las 

proteínas FBLN3, GSTO1, ENOA y HV323 las que se expresaron en tres o más sujetos SAD. (B) Mapa 

de calor con las 8 proteínas compartidas de CNT con FAD, estando HVC33 expresada en tres sujetos 

FAD. (C) Mapa de calor con las 19 proteínas compartidas de FAD con SAD, siendo PLAK, ALDOB,  GPX3, 

BHMT1, HV108, H2B1L y HV320 las que se expresaron en 5 sujetos con AD; y la proteína KPRP se 

expresó en 7/10, por lo que podría ser un posible biomarcador de la AD. Los datos fueron filtrados y 

analizados con el software MaxQuant - Perseus obteniendo sólo las proteínas expresadas por uno o 

más sujetos. Cada grupo experimental contaba con un n = 5. 

Figura 7: La composición proteica de las EVs como posibles biomarcadores convergentes entre SAD 

y FAD. (A) Diagrama de Venn que muestra 99 de las 373 proteínas que presentan PTM (oxidaciones y 

acetilaciones). (B) FAH, FTL, LV218 y PEPD; proteínas exclusivas de SAD presentan PTM; igualmente, 

IFITM3 de CNT con SAD y  HVC33 en CNT con FAD y de manera interesante, H2B1L y DHSO estaban 

compartidas en 4-5 sujetos con AD. (C) Mapa de calor con proteínas que presentaron PTM 

(oxidaciones) de las cuales, (D) TRFE  presentó significancia en los grupos de AD. Y aunque no 

presentaba diferencias significativas, (E) WFDC3 presentó diferentes niveles de expresión siendo los 

grupos experimentales. Los datos fueron filtrados y analizados con el software MaxQuant - Perseus 

obteniendo sólo proteínas identificadas por los 15 sujetos de los tres grupos experimentales para el 

apartado C. Los datos están presentados con la media ± SEM de CNT, SAD y FAD; cada grupo 

experimental contaba con un n = 5. Se realizó un ANOVA One-way, t-test y un test Tukey’s para 

comparaciones múltiples. Los niveles de significancia se establecieron en * p < 0.05. 

Figura 8: PLTP está relacionada con la cantidad de EVs. (A - D) Análisis de correlación entre la 

intensidad LFQ y el número de EVs para las proteínas que presentaron significancia en los tipos de AD. 

(A) CO2, (B) HV205 y (C) TSP1 muestran correlación positiva y a su vez, están mayormente expresadas 

en FAD. Mientras que (D) PLTP que presentó significancia en SAD, muestra correlación negativa. Cada 

grupo experimental contaba con un n = 5. Los niveles de significancia se establecieron en * p < 0.05.  

Figura suplementaria 1: Proceso de segmentación de imágenes de IHC para marcadores de microglía 

IBA-1 y OX-42. (A) Imágenes representativas mostrando el proceso de la segmentación realizada en 

las imágenes IBA-1 y O-42 utilizadas para el análisis de la (A) Fig. 1, (B y C) Fig. 2. La segmentación se 



realizó en imágenes escaneadas de diapositivas completas basadas en la intensidad del marcador 

después de los procesos de normalización de intensidad y balance de blancos. La segmentación se 

realizó utilizando herramientas de dibujo manuales del software FIJI y el complemento Neurite Simple 

Tracer. Barra de la escala: A: 250 µm; B y C: 20 micras 

Figura suplementaria 2: Análisis complementario de la morfología de la microglía IBA-1 y OX-42. (A 

- B) Gráficos complementarios del análisis de los parámetros morfológicos mostrados en la Fig. 2B y 

C, relacionados con la complejidad, el tamaño, la forma y el área de influencia de microglía (A) IBA-1 

y (B) OX-42. Los datos están presentados con la media ± SEM de CNT, SAD y FAD. Se realizó un ANOVA 

One-way, t-test y un test Tukey’s para comparaciones múltiples. Los niveles de significancia se 

establecieron en * p < 0.05. 
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