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PREFACIO

Julieta tiene los ojos azules y una sonrisa limpia, tranquila, de felicidad plena. Me
mira con dulzura e inocencia, sin embargo, estd muy lejos. Esos ojos azules ya no tienen

fondo, ya se vaciaron de discurso y empezaron a perderse hace 18 afios.

Al principio eran pequefios despistes, olvidos cotidianos que le costaron mds de un
disqusto: la plancha encendida, las llaves que nunca encontrd, la desorientacion en su
barrio, los niimeros de teléfono (Julieta nunca ha tenido movil y nunca le ha hecho falta),

los nombres de sus hijos, sus rostros.

Aquel dia Lucia lo recordard hasta que la genética le permita: su madre la trato
como una desconocida. Y se cristalizaron los temores angustiosos que venian
persiguiéndole. Lo real como golpe sordo contra el suelo: “es Alzheimer, la enfermedad

empeorard”, aunque pareciera imposible, aunque no imaginaran hasta cudnto.

Y asi fue. Los despistes llegaron a ser verdaderas odiseas, el aseo, la comida, el
descanso inexistente, el desasosiego, los desvelos, las pastillas para dormir, para la
agitacion y para el dnimo, porque al principio Julieta alternaba periodos de lucidez que no
hacian sino angustiar sus horas: era consciente de lo que no recordaba. Después
aparecieron las alucinaciones, las ideas delirantes de perjuicio, de ruina y desamparo, la

celotipia, el miedo.

Ya solo recordaba cuando nifia, en la casa de sus padres, de hecho, llamaba a su

madre, una [lamada presente y esquiza, angustiosa y vacia.

Julieta ya no viene a la consulta. Su hija, cuidadora principal de los 5 hermanos,
pide cita cada 15-20 dias. Casi siempre por motivos banales, que nos sirven de cémplices, a
ambas, de su verdadera carga. Solo cuando hago la pregunta ‘;Cémo estds? ;Como lo
llevas?” se derrumba entre pudor y desamparo. Esta vdlvula de escape la aleja de la
‘temida baja laboral”, “creo que no voy a poder mds”. Pero siempre puede, por sus hijos,

por su marido, por su padre, por su madre, por ella.



Las familias con un miembro con demencia descienden por una espiral de desolacion
conforme avanza la enfermedad. Muchos saben que su ser querido ya no es quién era, pero

eso no apacigua el dolor de los desastres cotidianos.

La enfermedad no sélo consume recursos econdmicos (reducciones de jornada,
excedencias, contratacion de cuidadores externos, residencias especializadas), sino recursos
humanos y sociales; esa especie de escafandra en la que poco a poco se ven recluidos los
pacientes, bajo la atenta e impotente mirada de sus seres queridos, esa soledad
involuntaria, el estigma social, el miedo y la angustia, no son mesurables v, sin embargo,
agotan, desgastan y dafian de por vida a los que se quedan, y hasta el final, a los que se

van.

Desde la Atencion Primaria de salud nos ocupamos de todas las Julietas, vy, sobre
todo, de sus familias. Dilatamos esos 6 escasos minutos para ofrecerles un lugar de
escucha, de consuelo, un lugar donde volcar interrogantes, pues sus dudas, son las
nuestras, sus prequntas, son las nuestras y el deseo es compartido: acomparfiarles y tener

todas las respuestas, algiin dia.



“De vez en cuando, en los dias de viento,
bajaba hasta el lago, y pasaba horas mirandolo,
puesto que, dibujado en el agua,

le parecia ver el inexplicable espectaculo, leve,
que habia sido su vida .

Seda
Alessandro Baricco






INTRODUCCION

1. LAS DEMENCIAS

1.1. ETIMOLOGIA

El Diccionario etimoldgico de Medicina define demencia como: pérdida de la
razén; trastorno de la mente; locura; insensatez; extravagancia | estado mental de
deterioro y pérdida general de las facultades intelectuales. Es causado por enfermedad
mental o por envejecimiento. EI demente va perdiendo progresivamente la memoria, el
razonamiento y los instrumentos del pensamiento, entre ellos el lenguaje. Llega a ser
incapaz de adaptarse a las nuevas situaciones y de adquirir conocimiento | d. senil,
deterioro psiquico profundo, global y progresivo, que afecta a las funciones intelectuales
basicas y trastorna la conducta social en algunos ancianos. La causa mas frecuente es la

enfermedad de Alzheimer, que cursa ademas con atrofia cerebral (Segura Munguia, 2004).

1.2. BREVE CONTEXTUALIZACION HISTORICA

En un contexto histérico ya existen referencias escritas sobre la demencia en la
sociedad humana desde hace miles afios. A pesar de que la supervivencia en épocas
antiguas apenas rondaba los 30 afios, y, por tanto, es de suponer que las enfermedades por
deterioro progresivo natural no fueran frecuentes, ya los egipcios dejaron testimonio del
proceso fisioldgico del envejecimiento en el papiro Ebers y en el de Berlin, donde la
pérdida de las funciones superiores era inexorablemente una circunstancia esperable del
final de la vida fruto de la “debilidad fisica de la vejez” (Boller y Forbes, 1998; Garcia-
Albea, 1999).

En la antigua Grecia habia dos posturas opuestas respecto a la demencia. Para la
mayoria, esta afectacion de la conducta o del intelecto ligada al envejecimiento era
considerada punible y carente de interés cientifico. Sin embargo, otros autores
consideraban la demencia independiente de la edad; entre ellos, destaca Ciceron quien
criticaba las consideraciones fatalistas sobre la vejez y propuso diversas practicas con el fin
de retrasar la aparicion de la demencia: “Del mismo modo que la petulancia y el libertinaje

son mas propios de los jovenes que de los viejos, pero no de todos los jovenes sino solo de



los no virtuosos, asi también esta necedad senil que solemos llamar demencia es propia de

los ancianos sin seso, no de todos” (Cicerdn, De Senectute) (Eliasz y Da Mota, 2015).

En los siglos posteriores, importantes pensadores como Galeno de Pérgamo, Areteo
de Capadocia, Oribasio de Pérgamo, Pablo de Egina, interpretaban méas solidamente la
demencia como una condicion independiente al avance de la edad. Durante la Edad Media
y el Renacimiento no hubo aportaciones relevantes, pero a partir de los siglos XVI-XVIII
la historia de la demencia cobra de nuevo importancia al delimitarse su definicion,
diferenciando, por ejemplo, términos como delirium y mania. Ademas, se esbozd su
caracter organico, al establecer su relacion con diferentes patologias incluyendo la sifilis, la
enfermedad arterioesclerética y ciertos virus. EI nombre de “demencia senil” fue utilizado
por primera vez por el psiquiatra francés Jean Etienne Dominique Esquirol en 1838.
Posteriormente, Kraepelin diferenciaria los conceptos de demencia precoz, actual concepto
de esquizofrenia, y demencia senil (Berchtold y Cotman, 1998; Fukui, 2015;
Papavramidou, 2018).

1.3. EPIDEMIOLOGIA

En la actualidad, la demencia constituye uno de los problemas mas importantes de
salud publica, dado que supone la cuarta causa de muerte global en paises desarrollados v,
desde 2012, es considerada como “La epidemia del siglo XXI” (Bondi et al., 2017).
Durante el afio 2015 se diagnosticaron 9,9 millones de casos de demencia a nivel mundial,
lo que supone un nuevo caso cada 3,2 segundos. En 2018 hubo alrededor de 50 millones de
personas afectadas por demencia, el 5,2 % de la poblacion. De entre los diferentes tipos de
demencias, en torno al 70 % corresponden a la enfermedad de Alzheimer (EA), cuya

prevalencia e incidencia se incrementan cada afio (Garre Olmo, 2018).

En Espafia cerca de medio millon de personas padecen EA, afectando en torno al 5
% de los mayores de 60 afios y situandose por encima del 30 % en mayores de 90 afios
(Fundacién del cerebro, 2017). Aparecen unos 40.000 casos anuales y la mortalidad
asciende al 50 % en mayores de 85 afios, siendo la décima causa de muerte (Villarejo
Galende, et al., 2017; INE, 2017).

Supone un enorme gasto econdémico para los gobiernos, los propios pacientes, los
familiares y cuidadores. En 2015 el gasto superd los 800.000 millones de ddlares, y se

estima que podria alcanzar los dos billones de dolares en 2030 (OMS, 2017). El gran



impacto socio-sanitario ha impulsado a la Organizacion Mundial de la Salud a crear el
“Proyecto de plan de accién mundial sobre la respuesta de salud publica en la demencia”
para el periodo 2017-2025, con una potente implicacion de la administracién publica y
también de diversas instituciones privadas para la sensibilizacién, la investigacion y la
informacion y apoyo a pacientes, familiares y cuidadores (OMS, 2016; Livingston et al.,
2017).

2. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

En 1906, en la 372 Reunidn de Psiquiatras del Suroeste de Alemania, Alois
Alzheimer dio una conferencia titulada “Sobre un proceso patoldgico peculiar grave del
cortex cerebral”. En dicha ponencia presento el caso de la paciente Auguste Deter, de 51
afios, ingresada en el Sanatorio Municipal de Dementes y Epilépticos de Frankfurt, a
finales de noviembre del afio 1901. Su marido referia que, tras una vida completamente
normal, Auguste inicidé un cuadro combinado de alteracion conductual, olvidos de hechos
rutinarios, delirios celotipicos, desorientacion, alucinaciones, depresion e incapacidad
progresiva para actividades cotidianas. La paciente fallecio cinco afios después debido a
una sepsis por neumonia (Pérez-Trullén, 2013). La ponencia de Alzheimer paso
desapercibida hasta que fue incluida en 1907 en la revista Allgemeine Zetschrift fiir
Psychiatrie und Psychischgerichtlide Medizine cuando desperté el interés de la comunidad
médica (Maurer y Maurer, 2006). Tras la muerte de la sefiora Deter, Alzheimer se centrd
en el estudio de las alteraciones neuropatolégicas halladas en el cerebro en esta

enfermedad.

Emile Kraepelin, en su “Tratado de psiquiatria para médicos y estudiantes” en
1910, utilizé por primera vez el término de EA en honor a su colaborador, hoy dia también
conocida como Demencia senil tipo Alzheimer o Mal de Alzheimer (Maurer et al., 2006;
Pérez-Trullén, 2013). Desde entonces a nuestros dias, las aportaciones en la investigacion
de EA han crecido exponencialmente. Sin embargo, ain no se ha logrado obtener un

tratamiento efectivo que detenga su evolucion y mucho menos su remision.

La EA es un proceso primario neurodegenerativo, irreversible, progresivo y
altamente incapacitante en su ultima fase. La afectacion de ciertas zonas del cerebro esta

causada por el acimulo de lesiones histopatoldgicas no patognomoénicas que



macroscopicamente dan lugar a destruccion de estructuras neuronales. Esto se traduce en
un ensanchamiento de los surcos por adelgazamiento de las circunvoluciones y atrofia
cerebral bilateral, secundaria y secuencial, de las zonas implicadas (I6bulo temporal,
neocortex frontotemporal, parietal y cerebelo). ElI volumen cortical disminuye y
secundariamente se agranda el sistema ventricular, fenémeno conocido como hidrocefalia
ex vacuo. Fisiologicamente, en la EA tiene lugar una pérdida paulatina de las funciones
superiores, incluyendo atencion, memoria y razonamiento, alteraciones conductuales, del
estado de animo y deterioro general. La muerte sobreviene bastante después del
diagndstico, en un intervalo de tiempo que oscila entre 10 y 25 afios, generalmente por
morbilidades relacionadas indirectamente con la patologia, incluyendo sepsis, desnutricion

o infecciones respiratorias (Reiman y Caselli, 1999).

2.1. CLASIFICACION

Actualmente es controvertido establecer una clasificacion de los tipos de EA, la
tendencia general es organizar la enfermedad en funcion de la edad de aparicion en EA
presenil o senil, o en funcién de la agregacidn familiar en esporadica o familiar (Albert et
al., 2011; Ballard et al., 2011; McKhann et al., 2011).

Segun la edad de aparicion se distingue:

- EA presenil o de inicio precoz: se da en menos del 10 % de los casos, aparece en

individuos de entre 30 y 65 afios. Su evolucidén es rapida y agresiva por mayor
afectacion del neocdrtex. Presentan un deterioro mas acusado de las funciones
gjecutivas, afasia y apraxia en estadios iniciales, con manifestaciones psicéticas y
parkinsonismos (Wallin y Blennow, 1996; Braak y Braak, 1996).

- EA senil o tardia: caracteristica en mayores de 65 afos, supone el 90 % de los
diagndsticos, su evolucion también es progresiva, pero mas lenta.
Segun la agregacion familiar:

- EA esporadica: la mayoria de los casos coinciden con la forma senil y en ocasiones hay
antecedente de enfermedad en algun familiar, sin que sea necesaria una asociacion

vertical.



- EA familiar: se da en pacientes con mutaciones en algunos genes que influyen en el
procesamiento de las formas toxicas de amiloide, caracteristicas de la enfermedad. Casi

siempre coinciden con la forma de presentacion de inicio precoz.

Ademas, se describen formas atipicas de presentacion de EA, con menor frecuencia

y edad de aparicion mas temprana:

- Variante frontotemporal: afectacion intensa y precoz de l6bulos frontales presentando

hipometabolismo local y gran presencia de degeneraciones neurofibrilares. Esto da
lugar a alteraciones repentinas en la personalidad y el comportamiento como signos de
debut, incluyendo agresividad, irritabilidad, desinhibicion, apatia, deterioro de
funciones ejecutivas, déficits atencionales y de fluencia verbal. La memoria episédica

permanece conservada en estadios iniciales (Johnson et al., 1999).

- Variante logopénica: representa aproximadamente el 1 % de las formas atipicas. En este

caso existen disfunciones de las areas del lenguaje, memoria de evocacion y trabajo. La
alteracion del hipocampo, la corteza entorrinal y la alteracion clinica cerebral posterior
es mas acusada. La secuencia tipica de deterioro puede no ser tan evidente y suceder
antes la pérdida de fluencia seméantica, un defecto nominativo que progresa a anomia
semantica, afasia transcortical con repeticion conservada y finalmente afasia tipo
Wernicke (Foster et al., 1983; Harasty et al., 2001).

- Variante posterior: Su curso es mas prolongado y con cierto predominio en mujeres

mayores de 55 afios. Existen alteraciones en el area occipital y parietal, con atrofia
prematura de la via visual anterior que afecta a la capacidad para la lectura. La
alteracion de la memoria sucede en fases mas tardias (Benson et al., 1988; Hof et al.,
1997).

- Demencia tipo Alzheimer en el sindrome de Down: en estos pacientes la prevalencia

oscila entre el 7 y el 50 % (Zigman y Lott, 2007). Es considerada por algunos autores
una forma atipica porque predominan los sintomas frontales como alteraciones del

comportamiento (Ball et al., 2006).

- Demencias mixtas: en las que la EA comparte lesiones anatomopatologicas con otras

entidades clinicas, lo que dificulta su diagndstico: demencia por cuerpos de Lewy
difusos (Merdes et al., 2003; Crutch et al., 2012), Enfermedad de Parkinson (Emre,

2003), lesiones vasculares en las que los sintomas tipicos de EA se presentarian con



menos intensidad (Jellinger y Mitter-Ferstl, 2003), degeneracion corticobasal
(Schneider et al., 1997), y enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (Tsuchiya et al., 2004).

2.2. MANIFESTACIONES CLINICAS

En funcién de la afectacion funcional, el déficit cognitivo global y otras
caracteristicas, en la clinica préctica la EA se podria dividir en 4 fases: pre-clinica,
demencia leve, moderada y grave (Sclan y Reisberg, 1992; Lindeboom y Weinstein, 2004;
Waldemar et al., 2007):

- Fase preclinica: puede comenzar hasta 30 afios antes de las manifestaciones

sintomaticas. En las Ultimas décadas esta fase ha ido cobrando gran importancia porque
puede esconder la clave de los tratamientos preventivos (Dubois, 2018). Las lesiones
histopatoldgicas se inician precozmente, pero no en todos los casos daran lugar a
enfermedad. El paciente puede sufrir ciertos lapsus aislados que no interfieren con su

actividad diaria por lo que no solicita la ayuda sanitaria.

- Fase de demencia leve: comienzan los cambios y déficits en las funciones superiores:

memoria reciente, lenguaje gestual, pensamiento abstracto, concentracion y aprendizaje
de habilidades nuevas. Se hacen frecuentes los episodios de desorientacion en lugares
habituales. El paciente es consciente de este deterioro padeciendo crisis de ansiedad y
alteraciones emocionales que van desde la apatia y estados depresivos a cierta
hiperactividad. En esta fase el paciente o sus familiares consultan con el médico. Es

necesario vigilancia estrecha.

- Fase de demencia moderada: Se incrementa la pérdida cognitiva con afasias, apraxias y

agnosias frecuentes, lo que conlleva incapacidad en la comunicacién. Es mas evidente
el deterioro de las funciones emocionales, la desorientacion espacio-temporal y la
afectacion de la memoria autobiografica. Ademas, pueden aparecer los primeros
sintomas psicoticos con aumento de la agresividad, anhedonia y obsesiones y, en
muchos casos, todo ello acompafiado de anosognosia. El paciente descuida su higiene y

es dependiente para las actividades basicas instrumentales de la vida diaria.

- Fase de demencia grave: las alteraciones del comportamiento y el déficit neurolégico

son muy severos. El paciente muestra reflejos primitivos y trastornos deglutorios. Los

sintomas psicoticos se agudizan con ideas delirantes, alucinaciones, confusion y
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desorientacién sobre todo por la noche. Su actividad queda reducida a vida cama-sillén
con mutismo, desconexion del medio y dependencia total para actividades basicas.

2.3. HISTOPATOLOGIA

El elemento patolégico central en EA es la acumulacion de la proteina Tau
hiperfosforilada y del péptido citotdxico beta-amiloide (Ba) (Glenner y Wong, 1984;
Selkoe, 1994). Otras lesiones histopatoldgicas frecuentes en EA son la degeneracion
granovacuolar, las neuritas distréficas y los cuerpos de hirano, que son agregados proteicos
citoplasmaticos que predominan en el asta de Amoén en el hipocampo (Munoz et al., 1993;
Fechheimer et al., 2002).

2.3.1. Amiloide en la enfermedad de Alzheimer

El amiloide engloba un grupo de proteinas fibrilares heterogéneas presentes en
distintos tejidos. En condiciones patoldgicas estas proteinas pueden adquirir el plegamiento
en hoja B, lo que les confiere una resistencia a la degradacion y eliminacion, organizandose
estas estructuras en agregados insolubles que dan lugar a numerosas enfermedades
amiloideas sistémicas. En el cerebro estos agregados se encuentran asociados a procesos
degenerativos incluyendo la EA, la enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington,
y la demencia por cuerpos de Lewy (Terry et al., 1987; Walsh y Selkoe, 2004; Wechalekar
etal., 2016).

El Ba estd formado por péptidos de entre 37 y 43 aminoacidos (aa), que
encontramos formando mondmeros u oligémeros solubles. Estos péptidos son altamente
flexibles y propensos a la agregacién, conformando fibrillas rectas no ramificadas de entre
6 y 10 nm de diametro (Hardy y Allsop, 1991; Hardy y Higgins, 1992).

El papel que desempefia el Ba en condiciones fisioldgicas no esta del todo aclarado,
se sabe que interacciona con diferentes ligandos e interviene en el crecimiento celular,
transporte de colesterol y ejerce cierta proteccion frente al estrés oxidativo y a la infeccién
por algunos microbios (Yao y Papadopoulos, 2002; Baruch-Suchodolsky y Fischer, 2009;
Soscia et al., 2010; Barrett et al., 2012).

El Ba deriva de la proteina precursora de amiloide (PPA), una glicoproteina de 110

kDa que interviene en el crecimiento, reparacion y supervivencia de las células (Glenner et
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al., 1984; Kang et al., 1987). Es posible encontrarla en muchos tejidos y en los espacios

sinapticos. Esta proteina esta codificada por un gen situado en el cromosoma 21;

mutaciones en dicho gen podrian incrementar la produccién de Ba (Turner et al., 2003;
Priller et al., 2006).

La PPA se sintetiza en el reticulo endoplasmatico, migra a la membrana celular

donde puede ser procesada por una familia de secretasas. Las a-, B- y y-secretasas,

codificadas por los genes de las presenilinas (PSEN), se encargan de la lisis de proteinas

transmembrana tipo 1, incluyendo la PPA, cuya escision puede seguir dos caminos: una via

no amiloidogénica o una via amiloidogénica (figura 1) (Selkoe, 2001; De Strooper et al.,
2012; Haass et al., 2012).

a.

Via no amiloidogénica: En esta ruta, la a-secretasa es la primera que actua sobre la

PPA liberando un fragmento del extremo carboxi-terminal de 83 aa, conocido como
p83. Es un péptido pequefio y soluble sobre el que actla la y-secretasa para dar lugar a
un péptido atn menor, llamado p3, que sera degradado sin acumularse ni interferir con

la actividad celular fisioldgica (Haass y Selkoe, 1993).

Via amiloidogénica: La PPA es escindida por la B-secretasa en el extremo carboxi-

terminal, liberando un péptido de 99 aa que incluye una regién hidrofobica
correspondiente al Ba. Este péptido de 99 aa es fragmentado por la y-secretasa en
varios puntos, dando lugar a isoformas de entre 36 y 46 aa de Pa. Las isoformas mas

conocidas son:

- El residuo de 40 aa (Ba40) es el mas frecuente (LaFerla, 2007); tiene cierta solubilidad

y se organiza en monoémeros. Estos mondmeros se agregan predominantemente en el
endotelio de la microvasculatura cerebral dando lugar a la angiopatia amiloidea
congofilica o cerebral (CAA), que se caracteriza por la aparicion de microaneurismas,
microinfartos corticales y hemorragias cerebrales mas o menos extensas (Weller et al.,
1998; Rensink et al., 2003). Los agregados vasculares se observan
independientemente de si hay acimulo de amiloide en el parénquima cerebral
(Charidimou et al., 2012).
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Figura 1. Procesamiento de la APP y productos de escision: via no amiloidogénica y
via amiloidogénica. (Modificado de Zhou et al. 2011)

- El residuo de 42/43 aa (Ba42/43) es menos abundante, méas hidrofébico y con mayor
capacidad fibrogénica que el anterior. Su asociacion en oligdbmeros le proporciona una
extraordinaria capacidad de agregacion en forma de fibrillas. Estos agregados dafian
las sinapsis, desencadenan vias toxicas y dan lugar a cambios degenerativos y déficits
cognitivos (Mucke y Selkoe, 2012). Los dos aa adicionales parecen ser los
responsables de las propiedades biofisicas toxicas porque favorecen la organizacion
del amiloide en conglomerados anulares. Estos conglomerados interaccionan con
componentes de la membrana plasmatica y alteran la homeostasis de los canales
ionicos y ciertas moléculas de adhesién celular (neuroliginas y reurexinas de la
hendidura sinaptica) (Jarrett et al., 1993; Younkin, 1998; Mawuenyega et al., 2010;
Saito et al., 2011; Zhao y Lukiw, 2015).

El Ba forma placas seniles (PS) en el parénquima cerebral, y en ocasiones se han
detectado acimulos en pequefios vasos cerebrales (Glenner y Wong, 1984; Selkoe, 1994).
Aunque ambas isoformas pueden formar parte de las PS, es pa42/43 el que compone el
nacleo central de las mismas. El tamafio de las PS oscila entre 10 y 200 um y pueden ser
clasificadas de menor a mayor grado de maduracion en placas difusas, placas primitivas,
placas densas o0 neuriticas, que predominan en la EA avanzada, y placas quemadas. La
maduracion de dichas placas consiste en la adicion al conglomerado de diferentes
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moléculas: oligdbmeros de Pa42/43, Bad0, fragmentos de PPA, moléculas de heparan
sulfato (HS), APOE, marcadores de inflamacion, fragmentos de neuritas distroficas,
astrocitos y microglia reactiva, entre otras (Busiére et al., 2004; Armstrong, 2009; Serrano
Pozo et al., 2011).

El Ba puede ser eliminado de varias maneras: por proteolisis, por degradacion en
lisosomas celulares del parénquima cerebral, por astrocitos y macréfagos y por aclarado
mediante el sistema cerebrovascular, que incluye las vias de drenaje del fluido intersticial y
de la barrera hematoencefalica (BHE) (Kanekiyo et al., 2014) (figura 2). Cuando la
produccion de amiloide estd anormalmente aumentada o la eliminacion es insuficiente y/o
defectuosa, la cascada inflamatoria se exacerba de forma andémala dando lugar a la
formacion de las PS (Almeida et al., 2006; Wang et al., 2016).
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Figura 2. Mecanismo de produccion, degradacion y deposicion de ap en las arterias de la corteza. La
PPA se descompone por las secretasas 3 y y para formar af342, péptido principal asociado con la EA y ap40,
péptido principal asociado con la angiopatia amiloide cerebral. Estos péptidos se pueden degradar por
metaloproteinasas, astrocitos 0 macréfagos, o se transportan a través de la barrera hematoencefalica a través
de la proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDL), y se drenan a través del
sistema linfatico. (Modificado de DeSimone et al., 2017)
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2.3.2. Proteina Tau

La proteina Tau esta localizada fundamentalmente en el sistema nervioso. Se trata
de una unidad tubular que se asocia al heterodimero tubulina para estabilizar los
microtUbulos de la neurona, facilitando el transporte de sefiales y nutrientes en la célula. En
los ultimos afios también se ha relacionado con el mantenimiento de la integridad del ADN
y ARN vy la plasticidad sinaptica (Weingarten, 1975; Stamer et al., 2002; Fuster-Matanzo et
al., 2018).

El gen que codifica la proteina Tau se sitda en el cromosoma 17 y da lugar a 6
isoformas distintas que precisan ser fosforiladas para su correcto funcionamiento (Goedert
etal., 1992).

En condiciones patoldgicas la proteina se encuentra anormalmente fosforilada, lo
que impide que funcione correctamente y facilita su acumulo de dos maneras:
predominantemente en filamentos helicoidales aberrantes de doble cadena apareada, o en
filamentos rectos (Goedert, 1993). Ambos tipos se pueden encontrar dispersos de manera
soluble o enredados en ovillos neurofibrilares insolubles (ONFs) (Kidd, 1963). Los ONFs
empiezan a formarse muchos afios antes de que aparezcan los sintomas neurodegenerativos
y estan directamente relacionados con fendmenos de estrés oxidativo, alteraciones en las
sinapsis y la destruccion y muerte neuronal (Alonso et al., 1997; Morsch et al., 1999;
Pérez-Tur, 2000; Armstrong, 2009; Cardenas et al., 2012).

Estos ovillos pueden tener ubicacion intracelular o extracelular (ONF-I, ONF-E)
(figura 3), y aunque no son exclusivos de la EA, si son muy caracteristicos. En la EA los
ONF-I se localizan en el cuerpo neuronal, en dendritas apicales y distales a modo de hebras
del neurdpilo. Mientras que ONF-E, que son ovillos mas compactos, se sitdan en dendritas
0 axones anormales de neuronas destruidas que estan asociados a PS (Cras et al., 1995;
Fukutani et al., 1995; GOmez-Ramos et al., 2006; Armstrong, 2009; Kim et al., 2010).
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Figura 3. Representacidn de la distribucion de PS y de ONFs intra y extracelulares en tejido cerebral.
(Modificado de Saint-Aubert et al., 2017)

2.4, PROGRESION DE LAS LESIONES

Los cambios morfoldgicos en EA siguen un patron de diseminacion secuencial en
las zonas implicadas descrito en 1991 por Braak y Braak, que diferencian tres fases y seis
estadios (Braak y Braak, 1996; Braak et al., 2006):

a. Fase transentorrinal: (estadios | y Il de Braak), las alteraciones ocurren en esta region

sin que en principio se aprecian cambios o deterioro cognitivo, para después progresar a

la amigdala y al hipocampo.

b. Fase limbica: (estadios Il y IV de Braak), se intensifica el dafio en las regiones
anteriores y se extiende a lobulos temporal, frontal, parietal y parte del neocértex.
Corresponderia clinicamente con la EA incipiente, con poca destruccion en cortex
cerebral y sin atrofia detectable macroscopicamente. Los cambios severos solo ocurren
en algunas regiones y areas cognitivas como las areas de asociacion frontotemporal,
respetando areas motoras, visuales y sensitivas primarias y con dilatacion predominante

en el ventriculo lateral. Se considera que al final de esta fase la transferencia de datos

16



desde neocodrtex al hipocampo y viceversa se interrumpe, por lo que comenzarian el

deterioro cognitivo y los cambios sutiles en la personalidad.

c. Fase isocortical: (estadios V y VI de Braak), destruccion masiva del neocortex, de

mayor gravedad en las areas de asociacion neocortical, areas primarias sensitiva y

motora, nlcleo estriado y sustancia negra. Se confirma el diagnostico de EA.

Descubrimientos realizados durante los ultimos afios han Ilevado a una revision en
la clasificacion de estos estadios. Los acumulos de la proteina Tau y del Ba seguirian
secuencias de depdsito independientes (figura 4), identificandose también en otras zonas
como nucleos subcorticales, tronco encéfalo (locus coeruleus), nlcleo serotoninérgico

dorsal del rafe y cerebelo.

Més concretamente, los acimulos de Tau se localizarian en el locus coeruleus, en
las regiones transentorrinal y entorrinal en los estadios | y Il. Después se afectaria la
formacion del hipocampo y parte del neocértex en los estadios Il y 1V, y finalmente el
resto del neocdrtex en estadios V y VI. Mientras que, el Ba seguiria la distribucion descrita
por Thal y colaboradores (2002) en 5 fases. Inicialmente el fa se observa en neoclrtex
temporal basal y orbitofrontal (fase 1). Se diseminaria posteriormente a lo largo del
neocértex hacia la formacion del hipocampo, la amigdala, el diencéfalo y los ganglios
basales (fases 2 y 3). En los casos graves de EA, las placas de pa también se encuentran en
mesencéfalo, tronco cerebral inferior (nGcleos del puente y locus coeruleus) y la corteza
del cerebelo (fases 4 y 5) (Thal et al., 2002).
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Ambos tipos de acumulos han sido observados incluso en etapas muy tempranas
del desarrollo, poniendo en duda que la corteza entorrinal sea la primera afectada e,
incluso, se han detectado acimulos en individuos sanos. En cualquier caso, la afectacion de
estas regiones presenta correlacion evidente con formas atipicas y tipicas de EA (Grinberg
et al., 2009; Simic et al., 2009; Duyckaerts et al., 2015; Theofilas et al., 2016; Kelly et al.,
2017; Braak y Del Tredici, 2018; Jacobs et al., 2018).

Phase 1 Stages I-1I
— T

Phases 2/3 Stages ITLIV
A

—

Phases 4/5

Figura 4. Depdsito de proteina Tau y placas de amiloide. Representacion esquemaética de la formacion
secuencial de placas de p-amiloide (azul) y proteina Tau (verde) en las diferentes zonas cerebrales, en cada
estadio de la enfermedad de Alzheimer. (Modificado de Goedert, 2015)

2.5. ETIOPATOGENIA
Las causas exactas de la enfermedad aln estan siendo investigadas. Se han

propuesto varias hipotesis y factores de riesgo potencial.
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2.5.1. Hipdtesis

Hipdtesis colinérgica. En los afios 80 se propuso la primera hipotesis sobre el posible

origen de la EA. El sistema colinérgico esta formado por la acetilcolina (Ach) y las
moléculas encargadas de su metabolismo. La Ach es uno de los neurotransmisores mas
importantes del organismo. Se produce en las neuronas y tiene efectos fundamentales en
el sistema nervioso central (SNC) y periférico al interaccionar con receptores
especificos. Entre sus principales funciones la Ach participa en el mantenimiento de la
supervivencia neuronal y en los circuitos de aprendizaje y memoria en corteza cerebral
e hipocampo. En pacientes con EA se ha visto un déficit de Ach en dichas regiones y la
hipdtesis colinérgica sostiene que este déficit es el causante del dafio cognitivo (Coyle et
al., 1983; Craig et al., 2011), impulsando el desarrollo de farmacos inhibidores de la
enzima encargada de la eliminacion de la Ach (anticolinesterasicos) para frenar la
enfermedad. La falta de éxito con estos farmacos descarta esta hip6tesis como causa de
enfermedad aungue se siguen empleando en las estrategias paliativas. En contra de esta
hipdtesis también cabria sefialar que se ha demostrado la implicacién de otros
neurotransmisores en la sintomatologia de la EA y que la disminucién de la Ach se debe
a la destruccion de las regiones cerebrales donde se sintetiza, fundamentalmente el
nucleo basal de Meynert, no ocurriendo en todos los casos con la misma magnitud
(Whitehouse et al., 1982; Bartus, 2000; Terry y Buccafuso, 2003).

Hipdtesis de la cascada amiloidea. Esta teoria propuesta en 1992 por Hardy y Higgins

sostiene que los depositos de Ba, sobre todo PBad2, son el elemento inicial de la
enfermedad. Las PS activan mecanismos inflamatorios, promueven disfuncién sinaptica
y generan neuritas distroficas y estrés oxidativo. Con el tiempo afecta a la homeostasis
de las neuronas. Se deteriora la funcion de determinadas enzimas (fosfatasas y quinasas)
por lo que se hiperfosforila la proteina Tau, dafiando el transporte axonal y formando
ONFs. El resultado final del proceso es la alteracién funcional de la neurona, la muerte
celular y el declive cognitivo (figura 5) (Hardy y Higgins, 1992; LaFerla et al., 2007;
Small, 2008).

Esta hipotesis ha recibido muchas criticas y ha sido modificada en varias ocasiones
porque:
e Se ha observado en prepuberes y adultos sanos la presencia de agregados

cerebrales de Tau y Pa sin repercusion clinica posterior (Hulette et al., 1998;
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Giannakopoulos et al., 2003; Price, 2004; Bennett et al., 2006; Armstrong, 2011;
Braak et al., 2011; Esparza et al., 2013);

e Se sabe que las alteraciones cognitivas estan vinculadas de modo directo con la
proteina Tau anémala y su acimulo (Alonso et al., 1997; Cérdenas et al., 2012);

e La formacion de las PS y ONFs, es independiente y aunque ambas estan
relacionadas en la evolucion de la EA, es posible detectarlas de forma aislada en
otras patologias (Terry et al., 1987);

e Los ONFs preceden a las placas amiloideas (Price y Morris, 2004);

e Lainmunizacion activa contra el amiloide puede disminuir su acimulo, pero no
mejora la funcién cognitiva (Nicoll et al., 2006; Gilman et al., 2005, Green et al.,
2009).

Hipotesis de la cascada amiloide: formulacion original

PPA, PSEN1/2
factores de [

Muerte .
riesgo genético Pays; Tau + NFTs—>| , ar [—|Demencia
(ApoE),factores

ambientales Alteracionde la

homeostasis celular

Figura 5. Hipotesis inicial de la cascada amiloidea. pa: B-amiloide, ApoE: apolipoproteina E, PPA:
precursor de la proteina amiloide, PSEN1/2: genes de las presenilinas 1 y 2, NFTs: ovillos
neurofibrilares. (Traducido de Armstrong, 2011)

Hipdtesis inflamatoria. Algunas lineas de investigacion defienden que la causa de la EA

podria ser la respuesta inflamatoria crénica en el sistema nervioso central (SNC). Los
depositos de Pfa y Tau generarian una respuesta anomala del sistema inmunologico, sea
por una disfuncion o por su prolongacion excesiva en el tiempo. Algunos autores se
apoyan en la presencia de reactantes de fase aguda e infiltrados inflamatorios en las
placas densas, y macrofagos con amiloide fagocitado alrededor de estas placas. La
terapia con antiinflamatorios no ha ofrecido resultados significativos, de manera que no
es posible concretar si la inflamacion caracteristica de la EA es causa 0 consecuencia
(Hardy y Allsop, 1991; Kimura et al., 1994; Selkoe, 2001; Hardy et al., 2014).

Hipétesis infecciosa: relacionada con la hipétesis anterior, cada vez hay mas datos sobre

el papel de los microorganismos en la respuesta inflamatoria e inmunoldgica cerebral.
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Las infecciones estan adquiriendo mas importancia como posibles causas de procesos
neurodegenerativos: infecciones por hongos (Prusiner, 2013; Alonso et al., 2014), virus
(Lurain et al., 2013; Chiu et al., 2014), bacterias (Hammond et al., 2010; Miklossy,
2011; Asti y Gioglio, 2014), protozoos (Prandota, 2014). También se esta estudiando la
participacion de la microbiota. Estos microorganismos, ademas del mantenimiento
nutricional de los seres vivos, actGan como potentes activadores proinflamatorios,
interviniendo en las cascadas inflamatoria e inmunoldgica del hospedador. Estos
eventos aceleran la produccion de radicales libres, aumentan la permeabilidad vascular
e incluso la activacion aberrante del sistema inmune innato, intensificando la agregacion
del Ba (Hill et al., 2014; Welling et al., 2015; Zhao y Lukiw, 2015).

- Otras hipoétesis. En los dltimos afios han surgido otras lineas de investigacion de

factores influyentes como la resistencia a insulina, el papel del estrés oxidativo,
alteraciones en la microvasculatura cerebral o la hipdtesis neuroenergética que propone
la disminucién del aporte de glucosa en el cerebro como evento que acelera la
sintomatologia de la EA (Drachman, 2014; Prasad et al., 2014; Winkler el at., 2015).

2.5.2. Factores de riesgo

A pesar de que la etiologia concreta sigue siendo un enigma, la tendencia general
considera un origen multicausal para la EA vy, debido a la variabilidad de los factores de
riesgo que intervienen en el desarrollo y la clinica, algunos autores proponen abordar la EA
como un sindrome (Wallin y Blennow, 1996; Rolland et al., 2008). Los factores de riesgo

se dividen en modificables y no modificables. De los modificables destacan:

- Factores de riesgo cardiovascular: segun el National Institute of Aging-Alzheimer’s

Association (NIA-AA) enfermedades como la diabetes mellitus, la hipertension
arterial y dislipemias como la hipercolesterolemia podrian activar la via
amiloidogénica precipitando la progresion de la enfermedad. Algunos estudios
demuestran que es posible reducir hasta un 35 % el riesgo de demencia controlando
estas patologias (Petitti et al., 2005; Barnes y Yaffe, 2011; Sperling-Reisa et al., 2011;
Attems y Jellinger, 2014; Nelson et al., 2014; Livingston et al., 2017; Broce, 2018).

- Agentes toxicos: el curso de la enfermedad podria verse acelerado por la exposicion a

metales pesados, como el plomo en etapas infantiles (Lidsky y Schneider, 2003;
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Bihagi et al., 2014) y el aluminio (Shin, 1994); el tabaco, los disolventes organicos, la
silicona, etc. (Cacabelos, 1990).

- Otros, relacionados con menor evidencia como son: el déficit de vitamina D
(Annweiler et al., 2012; Shen y Ji, 2015), el aislamiento social, el estilo de vida
sedentario, el estrés (Vallejo-Johnson y Marcial-Velastegui, 2017); los traumatismos
craneoencefalicos (Djordjevic et al., 2016).

Entre los factores no modificables destacan:

- Edad: es el factor no modificable mas importante, ser mayor de 65 afios incrementa

exponencialmente la probabilidad de padecer demencia (Ballard et al., 2011).

- Sexo: se identifica cierta prevalencia en mujeres respecto a varones (Hebert et al., 2003;
Irvine et al., 2012).

- Factores genéticos: se ha descrito la influencia de mutaciones de determinados genes en

el aumento de los acimulos de Ba y proteina Tau (tabla 1). Dentro de todos los posibles
genes implicados, cabe destacar cuatro de ellos por el patron de herencia que presentan.
Los genes PSEN1, PSEN2 y el gen APP tienen una herencia autosémica dominante,
siendo los responsables de las formas preseniles (Selkoe, 2001; Bertram y Tanzi, 2004;
Harold et al., 2009; Lambert et al., 2009; Bekris et al., 2010). Mientras que el gen APOE
se transmite con patron de herencia mendeliana semi-dominante y penetrancia

incompleta, y se relaciona con las formas seniles de EA.

e El gen PSENL se localiza en el cromosoma 14 y su alteracion da lugar a las formas de
EA mas incapacitantes, agresivas y tempranas (predomina en menores de 30 afios). Se
han identificado cerca de 200 mutaciones en este gen, siendo el mas implicado en
variantes familiares de EA. Hoy sabemos que fue el responsable del caso de la
paciente Auguste Deter (Martin et al., 1991; Crook et al., 1998; Janssen et al., 2003;
Mdiller et al., 2013).

o El gen PSEN2, localizado en el cromosoma 1, condiciona una clinica algo mas tardia y
con mayor similitud a las formas esporadicas. Ambos genes codifican la sintesis de las
presenilinas (PSEN) (Rogaev et al., 1995; Bird et al., 1998).

o El gen APP, en el cromosoma 21, codifica la formacion de la PPA, es responsable de
un fenotipo caracteristico que aparece entre los 40 y 50 afios y de algunos casos de

demencia en el sindrome de Down (Doran et al., 2017).
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Tabla 1. Genes relacionados con los acimulos de proteina Tau y pa. Los genes de la enfermedad de
Alzheimer se encuentran en 4 cromosomas diferentes y se asocian con herencia autosémica dominante o
esporéadica. EA: enfermedad de Alzheimer. (Traducido de Bekris et al., 2010)

EA Loci Simbolo genético Nombre del gen Cromosoma Herencia
EAL APP Proteina precursora de 21921 Autosomica
amiloide Dominante
EA2 APOE Apolipoproteina E 19913.32 Esporadica
EA3 PSEN1 Presenilina 1 14424.2 Autosomica
Dominante
EA4 PSEN2 Presenilina 2 1q42.13 Autosomica
Dominante

e El gen APOE codifica la Apolipoproteina E (ApoE), el transportador de lipidos mas
importante del SNC. Se trata de una proteina plasmatica de 299 aa codificada por
dicho gen situado en el cromosoma 19, (Fernandez-Viadero, 2013). La mutacion de
este gen es el factor de riesgo méas importante en los casos de EA esporédica y EA
familiar tardia (Corder et al., 1993). Existen varios alelos, la mayoria de ellos estan
implicados en funciones protectoras del SNC como reparacion de dafios moleculares
en membranas celulares y proteinas, eliminacién del amiloide, modulacion y
metabolismo del PPA y procesos inflamatorios e inmunoldgicos (Ye et al., 2005;
Hauser, 2011; Youmans et al., 2012). En la EA los alelos méas implicados son €2, €3,
e4. Dos de ellos, €2 y €3, se consideran factores protectores porque son menos
neurotdxicos, y mas efectivos para eliminar el Ba y transportar colesterol (Chartier-
Harlin, 1994; Bekris et al., 2010). Por el contrario, ser portador del alelo €4 incrementa
el riesgo de EA porque favorece el acimulo de Ba en PS y aumenta la fosforilacion de
proteina Tau. Ademas, se sabe que este alelo altera la plasticidad neuronal y la
funcionalidad mitocondrial lo que origina fendmenos neurotoxicos y déficits
sindpticos, también participa de forma aberrante en fenémenos neuroinflamatorios y
altera la permeabilidad de la BHE, lo que se traduce, en definitiva, en atrofia tisular y
déficit cognitivo (Strittmatter et al., 1993; Harris et al., 2003; Basak y Kim, 2010;
Mahley y Huang, 2012; Dean et al., 2014; Mufson et al., 2016).

Por otro lado, aunque se necesitan mas estudios, se cree que hay otras
circunstancias que podrian tener efecto protector frente a la enfermedad. Una adecuada

reserva cognitiva, obtenida mediante estimulacion intelectual y el alto nivel educativo,
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estimula la sinaptogenesis y la plasticidad neuronal amortiguando las lesiones por depdsito.
También tiene un efecto positivo el ejercicio fisico moderado, la dieta equilibrada, una red
social estimulante, el consumo regular de ciertos farmacos como antiinflamatorios no
esteroideos y estatinas (Stern, et al., 1999; Fratiglioni et al., 2000; Ferris et al, 2007; Kirk-
Sanchez y McGough, 2014; Law et al., 2018).

2.6. DIAGNOSTICO

Actualmente el diagndstico exacto de EA se establece visualizando en el tejido
cerebral las lesiones descritas, es decir post mortem. El caracter incurable de la EA obliga a
un diagnostico precoz in vivo. Lo mas adecuado es ofrecer al enfermo y a su entorno social
la capacidad de anticiparse al deterioro progresivo de la calidad de vida y planificar su
enfermedad. En este sentido varios autores defienden la idoneidad de identificar
precozmente la fase preclinica, en individuos de riesgo, como los casos de EA senil
esporédica con asociacion familiar sin componente genético. (Weiner et al., 2010; Hampel
et al., 2018; Jacobs et al., 2018; Stites et al., 2018).

Los criterios diagnosticos clasicos de la Clasificacion Internacional de
Enfermedades CIE-10 y el Manual Diagndstico y Estadistico de Enfermedades Mentales
de la Asociacion Americana de Psiquiatria DSM-1V resultan insuficientes para determinar
la EA. Por ello, actualmente se utilizan los criterios NINCDS-ADRDA, elaborados en
1984 por el National Institute of Neurological and Communicative Disorders y la
Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association y revisados posteriormente en
2011 (McKhann et al., 2011). También se emplean nuevos criterios mas especificos de la
EA desarrollados por Dubois y colaboradores (Dubois et at., 2007; Dubois, 2018).

En los dltimos 20 afios el avance en diferentes técnicas ha contribuido a precisar el
diagnostico. Cuando los pacientes acceden a los servicios de atencion primaria, lo primero
que se plantea es un diagnostico diferencial con otras demencias cuya causa pueda ser
tratada. El punto de partida consiste en descartar comorbilidades metabdlicas, hormonales,
medicamentosas 0 psiquiatricas como factor desencadenante de demencia. Para ello es
necesario realizar una anamnesis exhaustiva con pruebas complementarias que incluyen
analitica completa, radiografia, electrocardiograma y test neuropsicolégicos para la
valoracion cognitiva. La puncion lumbar se reserva para casos con sospecha de un proceso

infeccioso subyacente (Bruun et al., 2018). Tras la valoracidn por el médico de familia, el
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paciente es derivado al médico especializado en neurologia, y el seguimiento se hara

fundamentalmente por ambos, en conjunto con un equipo multidisciplinar (figura 6).
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Quejas de memoria
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xploracién cognitiva T AP y neuropsicélogo)
- Estudio analitico pntencialmente Criterios diagndsticos

- MMSE tratable? Revision de
otras pruebas

Si

Diagnéstico
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Otro proceso

Figura 6. Algoritmo diagndstico para la enfermedad de Alzheimer. (PWC, 2013)

Por el momento, los estudios genéticos y las técnicas especificas de imagen se
emplean en casos seleccionados, por su alto coste, y algunas estan reservadas para la
investigacion. Herramientas como la resonancia magnética nuclear, la tomografia
computarizada, la tomografia por emision de positrones y la tomografia computarizada de
emisién monofoténica permiten valorar la atrofia incipiente. Cuando incorporan
biomarcadores y radiotrazadores es posible identificar los depositos de fa y Tau y zonas
con hipoperfusion vascular e hipometabolismo (Storandt et al., 2009; De Meyer et al.,
2010; Hall et al., 2017; Ossenkoppele et al., 2019).

La cuantificacion del gradiente Tau/Ba en el liquido cefalorraquideo (LCR), fluido

que al estar en contacto directo con el espacio extracelular cerebral es un indicador fiable
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del dafio en el parénquima (Brier et al., 2016), ha mostrado niveles de Ba en LCR elevados
en estadios iniciales de enfermedad, mientras que los niveles de Tau, que traduce dafio
neuronal, permanecen disminuidos. Cuando la enfermedad progresa se invierte el
gradiente, reflejo de la formacion de PS y ONF vy la destruccion masiva de tejido cerebral.
Es interesante porque el aumento de Tau hiperfosforilada muestra cierta especificidad para
la EA, no hallandose estos niveles elevados en otras enfermedades del SNC (Blennow,
2004; Ossenkoppele, 2012; Grgnning, 2012; Bruggink, 2013).

2.7. TRATAMIENTO

No existe un tratamiento definitivo para detener o erradicar la EA. De forma
paliativa se utilizan algunos farmacos para el control de sintomas asociados, incluyendo

inhibidores de la colinesterasa, antidepresivos y antipsicoticos.

Por otro lado, desde hace unas décadas es objeto de estudio una amplia serie de
tratamientos experimentales, como farmacos moduladores de la inmunidad, del
metabolismo del colesterol y la glucosa (estatinas, antidiabéticos) y farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs). También se estan realizando ensayos con
farmacos modificadores de ApoE4, contra el acimulo de Ba y Tau, e incluso, tratamientos
con células madre y recambio plasmatico (Santos et al., 2002; Golde et al., 2011; Karran,
2012; Yu et al., 2014; Funk et al., 2015; McCartney, 2015; Boada et al., 2017; McGeer et
al., 2018; Young et al., 2018).

La valoracion individual de cada uno de ellos no ha ofrecido resultados
concluyentes por el momento. Es necesario conocer mas en profundidad las bases
moleculares de los fendmenos que tienen lugar durante la EA para un mejor abordaje
terapéutico. Existen varios tipos de moléculas implicadas a lo largo de este proceso,
incluyendo los proteoglicanos (PGs). Se ha descrito previamente la participacion de los
PGs en muchos procesos fisiologicos, como la inflamacion, y patoldgicos, incluyendo
algunas enfermedades neurodegenerativas como la EA. Diversos estudios detallan la
interaccion de los PGs con la PPA, el Ba y la proteina Tau, y su presencia en los depdsitos
amiloideos y los NFTs (Shaffer et al., 1995).
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3. PROTEOGLICANOS Y GLICOSAMINOGLICANOS

Los PGs son un grupo muy diverso de glicoconjugados constituido por cadenas de
carbohidratos especificos de longitud variable, Ilamadas glicosaminoglicanos (GAGS),
unidas covalentemente a diferentes proteinas ndcleo (Fernandez-Vega et al., 2013) (figura
7). Existen unos 50 genes que codifican las proteinas nicleo en el genoma humano, que
determinan la ubicacion de estas moléculas: en la superficie celular, en la matriz
extracelular (MEC), e incluso, en el interior celular en algunos casos (lozzo y Schaefer,
2015).

PROTEOGLICANOS

Proteina \ G{ &
/
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Figura 7. Estructura de un proteoglicano. Los proteoglicanos estan formados por la unién de cadenas de
glicosaminoglicanos a una proteina nucleo. Los glicosaminoglicanos son cadenas de disacaridos repetidos
con residuos sulfatados en carbonos determinados.

Los GAGs se encuentran en todos los tipos celulares humanos y consisten en la
repeticion de unidades de disacaridos compuestas de una hexosamina N-acetilada o N-
sulfatada y un &cido uronico (GIcA o 1doA) o galactosa. Los GAGs pueden clasificarse en
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varios tipos segun la estructura quimica de la unidad disacaridica que los compone:
heparén sulfato (HS), condroitin sulfato (CS)/dermatan sulfato, &cido hialurénico y el
keratan sulfato (KS) (Cui et al., 2013) (figura 8).

- Condroitin sulfato /Dermatan sulfato. EI CS estd formado por la repeticion de

unidades disacaridicas de acido glucurdnico (GIcA) y N-acetil galactosamina (GalNAC)
unidas por enlace p1-3. El dermatdn sulfato contiene residuos de acido idurénico (IdoA),

resultado de la epimerizacion del GIcA, unidos a GaINAc (Malavaki et al., 2008).

- Queratan sulfato, formado por disacaridos de galactosa (Gal) y GIcNAc unidos por

enlace B1-3. Se diferencian tres tipos de KS en funcién de la localizacion: KS tipo | en
cérnea, KSII en cartilago, KSIII en cerebro, sin embargo, se sabe que su ubicuidad es aln
mayor (Funderburgh, 2002).

- Acido hialurénico, el disacéarido de este GAG esta formado por la asociacion de

residuos de GIcA unidos por enlace f1-3 a residuos de GIcNAc (Tammi et al., 2002).

- Heparan sulfato (HS)/Heparina, formado por unidades de GIcA y GIcNAc

ensambladas por enlaces B1-4. Son las moléculas con mayor carga negativa y complejidad

estructural conocidas hasta el momento (Habuchi et al., 2003).

GLICOSAMINOGLICANOS
HEPARAN SULFATO ACIDO HIALURONICO
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OH HNAc HNAC
-4 GlcA p1-4 GIcNAcal- -4 GICAﬁH GlcNAcpl1-
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Figura 8. Estructura quimica de la unidad disacaridica. Representacion de los disacaridos que componen
los 4 tipos de cadenas de glicosaminoglicanos.
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Los PGs se relacionan con gran cantidad de moléculas a través de interacciones de
carga con baja especificidad y afinidad, hasta uniones con una gran especificidad y una
gran afinidad. Por ello, los PGs intervienen en el procesamiento y acumulacion de los
ligandos y ejercen funciones diferentes en los tejidos. Algunas de estas funciones vienen
dadas por las proteinas nucleo, pero la mayoria dependen de las cadenas de GAGs que los
componen. Gracias a las modificaciones quimicas en dichas cadenas, es decir,
determinados patrones de epimerizacion y sulfatacion, adquieren la capacidad de codificar

informacidn bioldgica. (Snow et al., 1994a).

En este sentido, por ejemplo, el CS es muy importante para el desarrollo
esquelético ya que interviene en la formacion del cartilago y en la division celular en el
periodo embrionario. El dermatan sulfato, fue identificado inicialmente en piel. Ambos
GAGs pueden actuar como correceptores 0 moduladores de sefializacién celular para el
crecimiento, la proliferacion, la sintesis de neuritas, de células madre neuronales y
progenitoras, ayudando en la regeneracion de neuronas y de la MEC. Por otro lado, su
alteracion puede dar lugar a procesos patoldgicos como determinadas enfermedades raras
debidas a la mutacion en los genes que intervienen en su sintesis, pueden formar cicatrices
gliales y favorecer algunos tipos de neuropatias periféricas. Se les ha relacionado con
fendmenos de progresion de la arterioesclerosis, con un tipo de céncer llamado
condrosarcoma, e incluso pueden actuar como receptores de superficie celular para
patégenos (Malavaki et al., 2008; Mikami y Kitagawa, 2013; Wang et al., 2016).

El KS facilita la hidratacion de la MEC para mantener la transparencia corneal; en
cartilago y tejido 6seo tiene un papel estructural; y también se sabe que interviene en la
regeneracion y plasticidad neuronal. Puede dar lugar a procesos patoldgicos como las
enfermedades denominadas mucopolisacaridosis, la distrofia macular corneal, ciertos
carcinomas de tracto genital femenino, etc. (Funderburgh, 2002; Pomin, 2015; Uchimura,
2015).

La principal funcién del acido hialurénico se relaciona con el mantenimiento de la
hidratacién y ciertas propiedades fisicas de los tejidos (piel, cartilago, liquido sinovial,
humor vitreo). Interviene en el desarrollo de la arquitectura y mecéanica celulares y puede
traducir sefiales para el funcionamiento biologico de los organismos. Carece de proteina
nucleo por lo que se le identifica como un polisacarido libre en MEC (Tammi et al., 2002;
Nusgens, 2010; Tsepilov and Beloded, 2015).
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3.1. PROTEOGLICANOS DE HEPARAN SULFATO (HSPGs)

De los diferentes GAGs, sin duda, el HS es el mas importante por su ubicuidad,
puesto que se encuentra en la superficie de todas las células y también en la matriz
extracelular que las rodea, y por su implicacion en multiples procesos fisiologicos. Esta
capacidad de participar en numerosas funciones viene principalmente determinada por la
informacion bioldgica incluida en las cadenas de HS generada a través de modificaciones
enzimaticas, cuyo resultado es un cdédigo molecular de informacién conocido como
“heparanoma” (Bernfield et al., 1992; Ori et al., 2008; Ricard-Blum y Lisacek, 2017).

Entre estas modificaciones destaca la adicion de grupos sulfato en posiciones
concretas de la unidad disacaridica del HS, otorgando -caracteristicas funcionales
especificas de cada localizacién. Ademas de las reacciones de sulfatacion, también ocurren
epimerizaciones del GIcA que confieren flexibilidad a las cadenas. Las moléculas
presentan longitudes comprendidas entre 40 y 300 residuos disacéridos, y se encuentran
estructuradas en dominios capaces de codificar informacion detallada para su interaccion
con ligandos concretos (Sarrazin et al., 2011). Ejemplo de ello es la heparina, un tipo de
HS altamente sulfatado con capacidad anticoagulante, producido por los mastocitos del
tejido conectivo y células progenitoras gliales, con aproximadamente un 70 % de residuos
de GIcA epimerizados en IdoA (Lindahl et al., 2017).

Los HSPGs estan principalmente constituidos por cadenas de HS y algunos de ellos
también pueden contener cadenas de CS, lo que incrementa su diversidad (figura 9). Las
proteinas nucleo que constituyen los PGs se agrupan en una serie de subfamilias (tabla 2)
que se pueden clasificar en funcién de su localizacidon: en la superficie celular, sindecanos
(SDC) vy glipicanos (GPC), en el citoplasma formando parte de vesiculas secretoras,
serglicina, y en la membrana basal (MEC), agrina (AGRN), perlecano y colageno XVIII
(Sarrazin et al., 2011; lozzo y Schaefer 2015) (figura 9).
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Tabla 2.tipos de proteoglicanos de heparan sulfato. HS, heparan sulfato; CS, condroitin sulfato; DS, dermatan sulfato; MEC, matriz extracelular; TGF- B,
factor de crecimiento transformante -B; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; MB, membrana basal. (Traducido y modificado de Lindahl et al.,

2017).
PROTEOGLICANO PROTEINA

NUMERO/TIPO DISTRIBUCION TISULAR

./A.\.QMO a ..rv CADENA GAG

Proteoglicanes unidos a la membrana

Sindecanos 14 3145

Betaglicano 110

Glipicanos 1-6 ~60

Proteoglicanos secretados
Perlecano 400
Agrina 200

Colageno tipo XVIII 147

PGs de granulos intracelulares
Serglicina 10-19

1.3 HS,0-2CS mayoria de celulas aucleadas

0-1HS,0-1CS fibroblastos

1.3HS células epitel:ales y meseaquimales,
cerebro

1.3 HS.0-2CS MBs, MEC, cartilago

1-3HS MBs, ceredro y uniones
nearomusculares

2-3HS MBs, 1soforma mas larga mas
exteadida

10-15 kepanca’CS  mastocitos, lencecitos, células
eadoteliales. condrocstos, celulas del
musculd liso

FUNCIONES PROPUESTAS

regula adhes:da celular, migracion y crganizacida de
actina en citcesqueleto, control de elimmacion de
ligandos de superficie celular

comeceptor que regula la uaida del Ligaado (peej.,
mhibinas) sedalizacion a través de receptores TGF-f

correceptores que regulan la sefializacién a través de
receptores asociados (p.gj., trosiza quinasa)

ensamblaje MEC, regula migracion celular per
mteraccidn con mtegrnas, secuestro de factores de
crecimiento (p.ej., FGF)

maduracion de la vaiéa newromuscular, Lgaado para
mtegriaz y a-distroglicano

estabil:dad de MB, e! domm:o monomeénco C-
termunal (endostatina) es antianziogenico

empaquetam:ento del contenido de granules,

manteninuento de actividad de la proteasa, regulacién
después de la secrecidn de la coagulacion, defensa del

huésped y reparacion de keridas

ENFERMEDADES HUMANAS
RELACIONADAS

desregulacién en vanios canceres (p.e)., nueloma,

CaIcINOMA MAMArio)

supresor de ramores, cominmente perdido en el
cancer de ovanio

Sdme de crecimiento excesivo S:mpson-Golabi-
Behmel, progresioa del carcinoma bepatocelular
(GPC3)

mutacionss raras causaa malformacicass
esqueléticas severas

Mutaciones: sdme Kaobloch mailtiples defectos de
cserre del tubo aeural y ocular

inflamacida, progresion del cancer
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Figura 9. Tipos de proteoglicanos de heparan sulfato y sus diferentes localizaciones: anclados a la
membrana celular o en la matriz extracelular.

3.1.1. HSPGs de superficie celular

En las membranas celulares podemos encontrar dos tipos predominantes de HSPGs,
los sindecanos y los glipicanos. También en esta localizacién habria que mencionar al
betaglicano, que ademas de cadenas de HS, contiene cadenas de CS (Bernfield et al., 1999)
(figura 10).

Betaglicano

Glipicano

Sindecano

. N-acetilgalactosamina 90000000 Etnlaces disulfuro 0 Dominio de unién PDZ

E) Anclaje GPI
Acido glucurénico . . Condroitin sulfato (jb Zona pelicida

. N-acetilglucosamina . . Heparan sulfato ’ Region sensitiva a proteasas

Figura 10. Proteoglicanos de heparan sulfato de la superficie celular. (Modificado de lozzo y
Schaefer, 2015)
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a. Sindecanos

La familia de los SDCs la conforman cuatro miembros SDC-1, SDC-2, SDC-3 y
SDC-4. Son proteinas transmembrana de tipo I, divididas en tres dominios: una porcion
citoplasmatica que desempefia funciones de sefalizacion e interaccion proteica, un
dominio hidrofébico transmembrana que promueve la asociacion con otras proteinas
nacleo, y un dominio extracelular, que sirve de soporte para la unién de las cadenas de

GAGs y que puede ser escindido por proteolisis, (figura 11).
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Transmembrana
C1 I Citoplasma
v
C2
Sindecano-1 Sindecano-2 Sindecano-3 Sindecano-4
Epitelio Endotelio Neuronal Mayoria de tejidos
Leucocitos y fibroblastos Musculoesquelético

Figura 11. Estructura de los SDCs. (Modificado de Couchman et al. 2015)

Los SDC-1 y -3 pueden albergar cadenas tanto de HS como de CS, los SDC-2 y -4
solo contienen HS (Bernfield et al., 1992). Identificadas inicialmente en la superficie de las
células epiteliales, actualmente sabemos que, salvo el SDC-4 que muestra menor
especificidad de localizacion, SDC-1 puede encontrarse también en leucocitos, SDC-2 en
endotelio y fibroblastos y SDC-3 en tejido neural y musculoesquelético (Couchman et al.,
2015).

Las proteinas nucleo estan codificadas por los genes SDC1, SDC2, SDC3 y SDC4
respectivamente, cuyas mutaciones pueden dar lugar a procesos cancerigenos, infecciones,

alteraciones cardiovasculares y del sistema inmunologico (Sarrazin et al., 2011).
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b. Glipicanos

Los GPCs se anclan a la superficie celular mediante un glicolipido de membrana
conocido como Glicosilfosfatidilinositol, que se une a los aa hidrofébicos del extremo C-
terminal de la proteina nucleo. Este tipo de PG solo contiene cadenas de HS localizadas
preferentemente en los residuos de serina de los 50 aa ultimos mas cercanos a la membrana
celular, lo que sugiere su importante papel en la comunicacién molecular (figura 12)
(Filmus y Selleck, 2001).

Glypicans

-¢4— Core
protein

4+— GAG

Extracellular space

Flasma membrane \G_EI/
Cytoplasm

Figura 12. Esquema de un glipicano. (Filmus y Selleck, 2001)

En mamiferos se han identificado 6 GPCs. Su funcion principal tiene lugar durante
el desarrollo embrionario, mediando efectos estimuladores e inhibidores que regulan la
sefializacion entre células (Filmus et al., 2008). GPC-1 y GPC-2 se detectan en SNC
durante el periodo embrionario (Stipp et al., 1994; Jen et al., 2009), GPC-4 y GPC-5 se han
identificado en higado y cerebro adultos (Saunders et al., 1997), GPC-6 en corazon,
intestino, vasos sanguineos, rifion, gonadas (Veugelers et al., 1999). Como la mayoria de
PGs, ademas de posibilitar el correcto funcionamiento del organismo, los GPCs también
estan implicados en enfermedades. Asi, alteraciones en el GPC-3 causan el Sindrome de
Simpson-Golabi-Behmel y, junto con GPC-1, participa en algunos tipos de cancer (Filmus
et al., 1988; Tenorio et al., 2014).

c. Betaglicano

El betaglicano, también conocido como receptor tipo Il del factor de crecimiento

transformante beta (TGFp), es una proteina transmembrana con una pequefia region
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intracitoplasmatica que da estabilidad, y un dominio extracelular donde se unen cadenas de
HS y CS. Se relaciona con funciones que median la interaccion intercelular, parece que
evita la progresion de ciertos canceres (aunque también actta como reservorio de TGFB) y
regula fisiolégicamente muchos tipos celulares, con accion directa en el desarrollo y
crecimiento fetal (Lopez-Casillas et al., 1991; lkushima y Miyazono, 2010; Bilandzic y
Stenvers, 2011).

3.1.2. HSPGS de matriz extracelular

La MEC es una estructura fisioldgica con importantes propiedades bioquimicas y
mecénicas que facilitan su participacion en labores de soporte, regeneracion y eliminacion
de productos de desecho de las células. Para ello, necesita moléculas como los PGs, entre
otras. De la familia de HSPGs encontramos tres en la MEC: perlecano, agrina y colageno
18 (lozzo, 1998).

a. Perlecano

La proteina nucleo del perlecano (PRCAN) esta codificada por el gen HSPG2 y es
una de las mas grandes identificadas formando parte de los PGs, con un tamafio que ronda
los 400 kDa (Dodge et al., 1991; lozzo, 2005).

Se divide en 5 dominios que contienen proteinas relacionadas con moléculas
efectoras en procesos de adhesion, del metabolismo y de la division celular. EI dominio |
presenta en su extremo una region llamada SEA (siglas en inglés de las tres proteinas
donde fue localizado inicialmente: proteina espermatica, enteroquinasa y agrina); en la
region SEA se anclan 3 cadenas de HS. El dominio Il tiene 4 repeticiones similares al
receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDL) y una unidad similar a la
inmunoglobulina G (IgG). En el dominio Ill hay 3 regiones globulares similares al brazo
corto de la laminina, interrumpidas por repeticiones similares al factor de crecimiento
epidérmico (EGF). Las 21 subunidades de IgG que conforman el dominio IV son
homologas a las de la molécula neural de adhesion celular (N-MAC). Finalmente, el
dominio V o endorrepelina muestra tres regiones globulares homélogas a la laminina 1 y
entre ellas, se localizan 2 unidades repetidas similares al EGF (figura 13) (Murdoch et al.,
1992; Brown et al., 1997; lozzo, 1998; McCarthy, 2015).
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Figura 13. Molécula de perlecano con los 5 dominios. En dominio | se localiza zona de unién del HS y la
region SEA. Dominio Il con regiones LA y una IgG. Dominio Il con regiones L4 intercaladas con LE.
Dominio IV con subunidades de 1gG. Dominio V con subunidades LG y EG. SEA: siglas en inglés de
proteina espermatica, enteroquinasa y agrina; LA: receptor tipo A del LDL; L4: dominio de laminina tipo 1V;
LE: subunidades de laminina similares al factor de crecimiento epidérmico; 1gG: inmunoglobulina G; LG:
dominios de laminina tipo G; EG: subunidades similares al factor de crecimiento epidérmico. (Traducido y
modificado de Whitelock et al., 2008)

El PRCAN es uno de los componentes esenciales de las membranas basales y es
posible encontrarlo en diferentes tejidos y lineas celulares. Estas dos caracteristicas,
ubicuidad y diversidad estructural, le permiten participar en la modulacion de la migracion,
adhesion y muerte celulares. También regula el ensamblaje de la MEC, con accion
predominante en la biomecanica del hueso y del cartilago. Tiene la capacidad de presentar
factores de crecimiento por lo que interviene en la embriogénesis. Ademas, se sabe que
participa en la regulacion del metabolismo lipidico, controla la fibrogénesis, la
angiogénesis y algunos factores protumorales; en cerebros sanos se ha observado que
ejerce cierto efecto neuroprotector (Farach-Carson y Carson, 2007; Whitelock et al., 2008;
Roberts et al., 2012; lozzo y Schaefer, 2015; Lord et al., 2018).

La presencia de PRCAN ha sido demostrada en las alteraciones que acontecen en la
EA: unido a la ApoE, al péptido Ba de placas neuriticas y difusas (incluso se ha
identificado en las placas primitivas, donde estabiliza las fibrillas de amiloide y su acimulo
progresivo). Se ha relacionado con el PPA, donde la heparina parece promover la escision
por la Bsecretasa; y también se ha asociado a la afectacion vascular de los pequefios vasos
conocida como CAA, (Snow et al., 1994a; Castillo et al., 1997; Garcia de Yébenes et al.,
1999).
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b. Agrina

La AGRN es una proteina de unos 220 kDa de peso codificada por el gen AGRN
(Rupp et al., 1992). Hasta la fecha, se conocen seis isoformas segun se encuentre unida a la
lamina basal (LB) (las isoformas mas cortas) o secretada en la MEC (Gesemann et al.,
1995).

Presenta un extremo N-terminal con sitios de unién a lamininas, y este extremo se
modifica cuando aparece anclada a la LB en las isoformas cortas. A continuacion del
extremo N-terminal se identifican nueve mddulos similares a la folistatina. La zona C-
terminal comprende cuatro unidades similares al EGF y 3 unidades similares a la laminina
G. Las cadenas de GAGs se unen en sitios concretos en la zona central. Cerca del C-
terminal hay un sitio especifico para union de heparina cuando la AGRN se encuentra en
forma secretada. En ese extremo reside su actividad de agrupacion y estabilizacion de los
receptores de acetilcolina en la union neuromuscular, accion que, por otro lado, es inhibida

por la heparina soluble (Denzer et al., 1998; Ruegg y Bixby, 1998).

La presencia de AGRN en el SNC, sobre todo durante el desarrollo, y su
interaccion con N-MAC sugieren su participacion en procesos de neurogénesis y
sinaptogénesis (McMahan, 1992; O'Connor et al., 1994). Por otro lado, se ha demostrado
su asociacion con las PS y los ONFs en la EA, de manera que podria intervenir

estabilizando dichas lesiones una vez formadas. (Kréger y Schroder, 2002).

Otra parte de su actividad pare estar relacionada con el mantenimiento de células
madre hematopoyeéticas, la adhesion de factores de crecimiento vascular, interviene en la
maduracion y supervivencia de los condrocitos y en el desarrollo esquelético (Bezakova
2003; Eldridge et al., 2015).

c. Colageno XVIII

El gen COL18A1 codifica tres isoformas de coldgeno XVIII. Esta presente en la LB
de casi todos los tejidos, pero su localizacion depende de la isoforma. Es miembro de una

subfamilia del colageno llamada multipexinas.

La molécula posee varios dominios, algunos de los cuales unen los GAGs. El
extremo N-terminal determina la longitud de la isoforma y el extremo C-terminal,

conocido como endostatina, tiene actividad anti-angiogénica, de supresion tumoral y
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funcion reguladora en el desarrollo del sistema vascular (O’Reilly et al, 1997; Saarela et
al., 1998; Elamaa et al., 2003).

En relacion con la EA, en los Gltimos afios se ha demostrado que las isoformas
cortas y largas se acumulan en vasos cerebrales afectados con CAA y también en las placas
seniles clésicas. La endostatina liberada tras el proceso de escision del colageno
interacciona con Ba y se observa, por tanto, en las neuronas y el espacio extracelular de

cerebros afectos de EA (Heljasvaara et al, 2017).

3.1.3. Otros proteoglicanos

a. Serglicina

La serglicina (SRGN) es el unico HSPG intracelular descubierto hasta la fecha, y
esta codificada por el gen SRGN. Su estructura tiene tres dominios: un péeptido sefial, un
dominio central N-terminal y el dominio de glicosilacion donde se unen los GAGs, que
seran fundamentalmente cadenas de heparina y, en ocasiones CS, unidas covalentemente a

repeticiones sucesivas del dimero Ser-Gly (Alliel et al., 1988; Kolset y Tveit, 2008).

SRGN se acumula en granulos de muchas poblaciones celulares (mastocitos,
leucocitos, condrocitos, células endoteliales, miocitos del musculo liso); colabora en el
empaquetamiento de proteasas, histamina, citoquinas, quimiocinas, mediadores lipidicos,
factores de crecimiento y otras moléculas necesarias para la respuesta inflamatoria, la
proliferacion celular y el remodelamiento de tejidos dafiados. Por otro lado, puede ser
secretado fuera de la célula, favoreciendo la proliferacion de ciertos canceres como el
mieloma maltiple, timoma, linfoma y el cancer de mama (Douaiher et al., 2014,
Korpetinou et al., 2014; lozzo y Schaefer, 2015).
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3.2. BIOSINTESIS DEL HEPARAN SULFATO

La biosintesis de las cadenas de HS es un proceso complejo secuencial, que se lleva
a cabo en el aparato de Golgi. Es catalizado por gran variedad de enzimas (figura 14) que
son proteinas transmembrana (menos la 3-O-sulfotransferasa) codificadas por 23 genes. La
sintesis tiene lugar en tres pasos: inicio, polimerizacion y modificacion de la cadena
(Kreuger y Kjellén, 2012).

XYLT1-2 B4GALT7 B3GALTe B3IGATI1-3
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EXT1-2
Hs2sT1  HS3ST1-6 NDST1-4

HS modificacién

Figura 14. Representacion esquemaética de los genes que codifican las enzimas de la biosintesis del
Heparan Sulfato.

Las 3 primeras etapas de la sintesis del HS, inicio, polimerizacion y modificacién
de la cadena conferirdn especificidad funcional y tisular y se completan con

remodelaciones posteriores (Lawrence et al., 2008).

3.2.1. Inicio de la sintesis de la cadena de heparan sulfato

Esta etapa es comun para las cadenas de HS y de CS. Sobre regiones de serina-
glicina flanqueadas por aa acidos (-O-ser) de la proteina nucleo ya formada tiene lugar la
sintesis de una secuencia de iniciacion o linker, formada por un tretasacarido integrado por
un residuo de xilosa (Xyl), dos residuos consecutivos de galactosa (Gal) y un residuo de
GIcA (Esko y Zhang, 1996; Whitelock y lozzo, 2005).
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El residuo de Xyl se afiade a partir de uridin-difosfato-xilosa (UDP-Xyl) por accién
de dos xilosiltransferasas, XYLT-1 y -2, (Gotting et al., 2000; Ponighaus et al., 2007). A
continuacion, las enzimas galactosiltransferasa | y 1, codificados por los genes B4GALT7
y B3GALT6 respectivamente, incorporan dos residuos de Gal usando como donador UDP-
Gal (Bai et al., 2001; Hennet, 2002).

Seguidamente, el residuo de Xyl es fosforilado por la enzima FAM20B (Moses et
al.,, 1999; Koike et al., 2014), lo que actia de sefial para que la enzima
glucuroniltransferasa | (GICAT-I) catalice la transferencia desde el UDP-GIcA del residuo
GIcA (Pedersen et al., 2000). De forma concomitante, la enzima 2-fosfoxilosa fosfatasa,
XYLP, retira el fosfato de Xyl, y queda de esta manera, el tretasacarido linker

completamente formado (figura 14).

A partir de la constitucion del tetrasacarido de union, la sintesis continta hacia HS
0 CS en funcion de las necesidades bioldgicas de la célula en ese momento (McCormick et
al., 2000).

3.2.2. Polimerizacion de la cadena de heparan sulfato

En esta etapa intervienen cinco glicosiltransferasas diferentes. Las N-acetil
glucosaminiltransferasas-1, de las que se conocen tres isoformas, EXTL1, -2 y -3,
codificadas por los genes EXTLs, y las proteinas supresoras de tumores de exotosinas o

sintasas de heparan sulfato, EXT1 y -2, codificadas por los genes EXT1y -2.

La sintesis de las cadenas de HS propiamente dichas comienza por accion de un
residuo de GIcNAc al tetrasacarido de union, catalizado por las EXTLs, principalmente
EXTL3, aunque EXTL2 también parece estar implicada (Kreuger y Kjellén, 2012). EXTL1
es la isoforma menos efectiva en la transferencia, se ha relacionado con la elongacion,
aunque son necesarios mas estudios para aclarar su papel en la polimerizacién (Kim et al.,
2001).

A partir de este punto, intervienen EXT1 y -2, codificadas por los genes EXT1 y
EXT2 respectivamente. Estas enzimas incorporan alternativamente sacaridos de GIcA y
GIcNAc a la cadena. Se organizan en un complejo heteroligomérico EXT1/EXT2, también
conocido como copolimerasa o HS-polimerasa (HS-pol). EI complejo parece mostrar una
actividad catalitica mucho maés eficiente que si las enzimas actuasen por separado (Lind et
al., 1998; McCormick et al., 2000; Senay et al., 2000).
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3.2.3. Modificacion de la cadena de heparan sulfato

La introduccion de los cambios especificos en la cadena de HS constituird la
estructura fina de la molécula donde estara codificada la informacion biologica que

permitira la interaccion con ligandos especificos (Esko y Lindahl, 2001).

En esta etapa, se suceden de manera secuencial e interrelacionada tres tipos de
modificaciones: una N-deacetilacion seguida de N-sulfatacion, una epimerizacion y
diversas O-sulfataciones (Lidholt et al., 1989; Esko y Selleck, 2002) (figura 14).

a. N-deacetilacién/N-sulfatacion

La primera modificacion tiene lugar sobre el residuo de GIcNAc, y es llevado a
cabo por una familia 4 enzimas bifuncionales, denominadas N-deacetilasas/N-sulfatasas
(NDSTs), codificadas por los genes NDST1, -2, -3 y -4 (Esko y Lindahl, 2001). Estas
enzimas eliminan mediante hidrolisis los grupos acetilo de los residuos de GIcNAC
(funcidn de deacetilacion) y transfieren posteriormente grupos sulfato a dichos residuos
(funcion sulfatacion), pasando de GIcNAc a GIcNS, lo que aporta carga negativa. A veces,
tras la deacetilacion no se transfiere el sulfato, quedando libre el residuo de GIcN (Esko y
Selleck, 2002).

Las distintas NDSTs presentan actividad y localizacion diferente, NDST3 es menos
efectiva para la funcion de sulfatacion y NDST4 tiene menor capacidad para la hidrolisis
de restos acetilo; la expresion de ambas isoformas parece quedar restringida
fundamentalmente a la etapa embrionaria (Aikawa, et al., 2001; Grobe et al., 2002). Por el
contrario, NDST1 y -2 se expresan en todos los tejidos adultos y su doble actividad es
fuerte, sobre todo en el caso de NDST2 (Lindahl et al., 1998; Sugahara y Kitagawa, 2002).
Se ha descrito que la sobreexpresion de estas enzimas originara cadenas mas largas de lo
normal (Esko y Selleck, 2002; Sheng et al., 2011).

Las reacciones son subestequiométricas, y no ocurren aleatoriamente a lo largo de
la cadena, sino que se sitlan de forma espaciada. El resultado es una organizacion en
dominios, apareciendo regiones sulfatadas (dominios NS) de entre 2 y 9 unidades de
longitud, regiones poco modificadas que conservan el residuo acetilo (dominios NA),
habitualmente de mayor longitud, y dominios con grado intermedio de sulfatacion,
regiones conocidas como zonas de transicion (dominios NA/NS) (Kreuger et al., 2006;
Staples et al., 2010; Dou et al., 2015). Generalmente los 10 primeros disacaridos que se

unen al linker forman un dominio NA (Mobli et al., 2008).
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b. Epimerizacion

El segundo paso de modificacion es la epimerizacion del grupo carboxilo de GIcA
convirtiéndolo en un residuo de acido idurdnico (IdoA). Esta reaccion es llevada a cabo
por la enzima glucuronil C-5 epimerasa (GLCE), codificada por el gen GLCE, que actla
preferentemente en los dominios NS sobre residuos GIcA asociados a GICNS (Hagner-
Mcwhirter et al., 2000). La epimerizacién da a la cadena de HS mayor flexibilidad y
versatilidad, incrementando la interaccion con ligandos porque los residuos de IdoA
pueden adoptar tres conformaciones estructurales diferentes (*Cs, “C1 0 ®Sp), mientras que
GIcA s6lo presenta una conformacion (“C;) (Mulloy y Forster, 2000; Esko y Selleck, 2002;
Sheng et al., 2011).

c. O-sulfataciones

A continuacion, tienen lugar diversas O-sulfataciones en ambos residuos del
disacérido de HS.

La primera de estas reacciones es llevada a cabo por la iduronosil 2-O-
sulfotransferasa, HS2ST, que cataliza la transferencia de un sulfato al grupo hidroxilo en el
carbono 2 (C-2) de los residuos de IdoA y algunos GIcA. Su actividad ocurre
predominantemente sobre los dominios de la cadena ya sulfatados y epimerizados por
GLCE (Crawford et al., 2001; Smeds et al., 2010).

El siguiente paso en la modificacién de la cadena de HS es la sulfatacién del C-6
del residuo de glucosamina que es catalizada por tres glucosaminil 6-O-sulfotransferasas
(HS6ST1-3), que presentan algunos rasgos diferenciales (Habuchi et al., 2000; Nagai et al.,
2007). HS6ST1 es més abundante en higado, y muestra preferencia por los residuos GICNS
que forman el disacarido con IdoA en los dominios NS. HS6ST2 predomina en cerebro y
bazo, y su actividad depende de la concentracion del sustrato, es mas afin a IdoA en bajas
concentraciones y a GICcA a altas concentraciones. HS6ST3 no muestra preferencia de
sustrato, y se encuentra en casi todos los tejidos (figura 14) (Nakato y Kimata, 2002;
Habuchi et al., 2003).

La ultima modificacion durante la sintesis de la cadena de HS es la transferencia de
un grupo sulfato al grupo hidroxilo en el C-3 de residuos de GICNS o de GIcNAc por
varias glucosaminil 3-O-sulfotransferasas (HS3STs). Esta sulfatacion no es frecuente, pero
si juega un papel primordial en el incremento de la selectividad de interaccion de los

ligandos a la molécula (Merry et al., 1999; Yabe et al., 2001).
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Las HS3STs son una familia formada por 7 miembros, HS3ST-1,-2,-3A,-3B,-4,-5,-
6, que muestran distintos patrones de actividad relacionados con la preferencia por ciertas
unidades disacaridicas (Lawrence, et al., 2007). Se pueden establecer dos grupos en
funcién de que las isoformas necesiten que el C-2 del residuo IdoA o GIcA este sulfatado.
De un lado, HS3ST-2, -3A, -3B, -4 y -6, que conforman el subgrupo sulfotransferasas-gD
por su capacidad para producir zonas de union para la glicoproteina gD del virus Herpes
Simple tipo 1, precisan la sulfatacion en C-2 para su accion. (Xia et al., 2002; Xu et al.,
2005; Liu y Pedersen, 2007; Mochizuki et al., 2008; Nguyen et al., 2012). De otro lado,
HS3ST-1 y -5 conforman el subgrupo llamado sulfotransferasas-AT porque pueden
establecer un lugar de anclaje para la antitrombina (AT), y no necesitan que la sulfatacion
previa del C-2 (Zhang et al., 2001; Mochizuki et al., 2008).

Como resultado de todo lo descrito se obtiene una macromolécula de entre 30 y 200
unidades disacaridicas agrupadas en dominios, con una gran carga negativa debida a los
numerosos grupos sulfato (Esko y Selleck, 2002; Kreuger y Kjellén, 2012). Una vez
formado, el HS portara un codigo de informacion relevante para su participacion en

procesos fisioldgicos y patologicos (Nakato y Kimata, 2002; Sarrazin et al., 2011).

Actualmente, se desconoce la regulacion exacta del proceso de biosintesis de HS.
Algunos autores defienden la hipdtesis del GAGosoma propuesta por Esko y Selleck, en la
que las enzimas se encuentran organizadas en complejos reguladores de la actividad
catalitica. En este supuesto algunas enzimas pueden estar interrelacionadas, como se ha
mostrado para EXT1/EXT2, EXT2/NDSTL1, y GLCE/HS2ST. Ademas, se cree que la
disponibilidad de sustrato en las reacciones puede influir limitando o facilitando el proceso
(Kreuger y Kjellén, 2012, Préchoux et al., 2015; Deligny et al., 2016).

3.2.4. Modificaciones del heparan sulfato posteriores a la sintesis

Las cadenas formadas pueden sufrir diversas modificaciones posteriores a su
sintesis, con finalidad funcional especifica de la célula o del tejido donde se encuentre.
Estas modificaciones son realizadas por tres enzimas, dos sulfotransferasas (SULFly -2) y

una heparanasa (HPSE) (Kreuger y Kjellén, 2012).
a. Sulfotransferasas

SULF1 y SULF2 son endosulfatasas extracelulares que se encargan de retirar

selectivamente grupos sulfato del C-6, principalmente de GICNS de los dominios NS,
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aunque también actian en algunos dominios NA/NS. La actividad catalitica de estas
sulfatasas reside en su extremo N-terminal, mientras que en su un extremo C-terminal,
hidrofilico y caracteristico de las dos isoformas, se encuentra la zona de unidn especifica a
GIcNS. Esta descrito que modulan las interacciones del HSPG con determinados ligandos,
y su labor resulta imprescindible durante el desarrollo embrionario, la reparacion tisular y
el crecimiento tumoral (Morimoto-Tomita et al., 2002; Ai et al., 2006; EI Masri et al.,
2017).

b. Heparanasa

La HPSE es una endo-beta-glucuronidasa. Cataliza la escision de la cadena de HS
en zonas concretas, liberando fragmentos de entre 10 y 20 unidades sacaridicas, con pesos
moleculares entre 5 y 7 kDa, que pueden tener diversas actividades bioldgicas (Okada et
al., 2002; Peterson y Liu, 2010).

La HPSE estd involucrada en funciones bioldgicas esenciales modulando la
sefializacion y la capacidad de union del HS a multitud de proteinas, incluyendo factores
de crecimiento, quimiocinas, enzimas y proteinas de la MEC. Ademas, su actividad esta
estrechamente relacionada con procesos de inflamacion y angiogénesis y patologias como
la diabetes, infecciones, determinados tipos de cancer y progresion metastéstica y estados
neurodegenerativos como la EA (Vlodavsky et al., 2008; Wilson et al., 2014; Rivara et al.,
2016).

3.3. FUNCIONES DEL HEPARAN SULFATO

Las cadenas de HS estan implicadas en multitud de funciones esenciales para la
biologia humana. Su participacion en el control de los procesos fisiologicos sucede sobre
todo mediante interaccion de los patrones especificos de sulfatacion de las cadenas con
diferentes ligandos como citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento, antigenos,
enzimas, moléculas lipidicas, proteinas y otros componentes de la MEC. Su funcién esta
condicionada no solo por su estructura fina, sino también por la asociacion a diferentes
proteinas ndcleo. Por otro lado, se han relacionado también con muchos procesos
patoldgicos. Esta doble actividad se debe a las estructuras especificas que adoptan las

cadenas en los diferentes tejidos celulares. (Whitelock e lozzo, 2005).

44



3.3.1. Papel fisiologico del HS

La interaccion de los HSPGs con otras moléculas se establece fundamentalmente
mediante enlaces ionicos de las cadenas de GAGSs que, en ocasiones, requieren
estabilizacion adicional por puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waals. Las
moléculas ligando tienen secuencias de aa concretas, lisina y arginina en su mayoria, que
se unen, preferentemente, a los grupos sulfato y carboxilo del HS. Una vez asociadas, el
HS puede modificar caracteristicas de la molécula y, por ejemplo, protegerla de
mecanismos de degradacion. También puede posibilitar su almacenamiento y/o transporte,
modular su conformacion para incrementar la capacidad de interaccién del ligando con su
receptor, actuar como marcadores de sefalizacion celular o puede, incluso, inhibir la
accion del ligando (Thompson et al., 1994; Esko y Selleck, 2002; Kreuger et al., 2006;
Guimond et al., 2009).

Como deciamos anteriormente, la union no se produce de forma aleatoria.
Normalmente tiene lugar en dominios NS concretos de la cadena del GAG. Con esas
regiones los ligandos pueden establecer asociaciones mas o menos especificas (Kreuger y

Kjellén, 2012), dependiendo de si reconocen:

a. Patrones de distribucién de dominios (NS y NA/NS), como es el caso de la
endostatina, el factor 4 plaquetario o la interleukina-8 que se unen a dominios
Ilamados SAS, formados por dos dominios NS separados por zonas con residuos
GIcNAc menos modificados (Stringer y Gallagher, 1997; Spillmann et al., 1998;
Kreuger et al., 2002).

b. Una distribucion concreta de grupos sulfato, como hace el FGF2 que reconoce una
secuencia minima de 5 sacaridos con unidades GICNS (6s)-1doA (2s) (Reiland et al.,
2006).

c. Disposiciones especificas de epimeros de acido uroénico y ciertos residuos sulfatados,
como es el caso de la sulfatacion por las HS3STs en la etapa ultima de la biosintesis
del HS. A pesar de que en humanos hay descritas 7 enzimas implicadas en la adicion
de un sulfato en el carbono 3, no es una modificacion frecuente. En cualquier caso,
gueda reservada a un namero limitado de moléculas (glicoproteina D del VHS, FGFs,
ciclofilina B, estabilina, AT). La AT es el paradigma de molécula que reconoce grupos
3-0-S; concretamente, la AT se une a un pentasacarido de la cadena sacaridica que

contiene un grupo 3-O-sulfato central. Esta unidn potencia la actividad anticoagulante
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de la AT y su papel secundario como inhibidor de la inflamacion y la angiogénesis
(Wiedermann y Romisch, 2002; de Agostini et al., 2008; Thacker et al., 2014).

d. Habria que afadir que la presencia de residuos IdoA dota a la cadena de mayor
flexibilidad y cierta disposicion helicoidal en la estructura secundaria y esta
caracteristica también influye en la union a otras moléculas (Lindahl et al., 1998;
Mulloy y Forster, 2000).

Los HSPGs son esenciales durante el desarrollo embrionario porque median la
sefializacion de factores de crecimiento, participando en la diferenciacion celular y la
organogénesis. (Nakato y Kimata, 2002; Patel et al., 2017). Organizan el espacio
extracelular y el citoesqueleto en numerosos tejidos, intervienen en la reparacion del dafio
tisular, regulan la homeostasis, participan en procesos como la proliferacion celular, la
inflamacion y la vascularizacién. Concretamente en el cerebro, mediante la union a
lamininas, PPA y FGF,, modulan la plasticidad neuronal y sinéptica interviniendo en
actividades relacionadas con la memoria (Bernfield et al., 1999; Schaefer y Schaefer, 2010;
Zhang et al., 2014a; Lindahl et al., 2017).

3.3.2. Patologia

Las moléculas de HS también participan en muchos eventos patolégicos. En este
sentido, estan relacionados con procesos infecciosos, algunas enfermedades del
metabolismo como dislipemias y diabetes mellitus, enfermedades neurodegenerativas,
pulmonares, gastrointestinales, renales, hematoldgicas y autoinmunes. La mutacion en los
genes que codifican las enzimas de la sintesis de HS, y también la alteracion en las
enzimas que intervienen en la degradacion de las cadenas, pueden dar lugar a
enfermedades raras (mucopolisacaridosis), malformaciones congénitas, enfermedades por
depdsito de proteinas (conocidas como amiloidosis) y varios tipos de cancer (Fernandez-
Vega et al., 2015; Freeze et al., 2017; Lorente-Gea et al., 2017; Martin et al., 2018).

a. HS en infecciones

El HS participa en la transmision de enfermedades infecciosas. Los
microorganismos utilizan estas moléculas para potenciar su virulencia e infectividad. Hay
que tener en cuenta que los HSPGs se encuentran en practicamente todas las células del
cuerpo humano por lo que, ademas de bacterias, priones, virus, y otros parasitos

interaccionan con sus cadenas. Estos microorganismos, mediante la adhesion a las cadenas
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de GAGs pueden evitar ser destruidos por los mecanismos de defensa del huésped.
Algunos virus como el virus de la hepatitis B, el virus herpes simple y el VIH se unen a
cadenas de HS para ser vehiculados al interior de las células y diseminarse. Pueden hacerlo
por mecanismos de endocitosis de forma general o incluso mas especificos como la
internalizacion por macropinocitosis. EI grado de sulfatacion de las cadenas es reconocido
por algunos parasitos para su union al HS, por ejemplo, Plasmodium spp., Leishmania
spp., Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi. También muchas bacterias Gram + y Gram-
se valen de los HSPGs como co-receptores para diseminarse, pudiendo incluso escindir la
proteina nucleo y dar lugar al proceso conocido como shedding (Hess et al., 2006; Holmes
et al., 2013; Garcia et al., 2016b; Rajas et al., 2017; Martin et al., 2018).

Los procesos infecciosos cobran cada vez mas importancia en el establecimiento y
progresion de la EA. Conociendo la relacion entre patdgenos y HS, estudios recientes
sugieren la implicacién de infecciones en la patogenia de la enfermedad, en tanto que los
parésitos atraviesan la BHE y dan lugar a una respuesta inmunolégica sostenida en el
tiempo que podria ser el origen de la formacion de las PS y los ONFs (Miklossy, 2011;
Allen, 2016; Vijaya et al., 2016).

b. HS en cancer

Los HSPGs se relacionan estrechamente con la patogénesis y la progresion de
tumores (Nagarajan et al., 2018). Su ubicuidad favorece su participacién en diferentes tipos
de canceres cuando se alteran las enzimas encargadas de la biosintesis y modificacion de la
molécula. De esta forma, el HS est4 implicado en neoplasias hematoldgicas, cancer de
colon, prdstata, cérvix, pancreas, mama, hepatoblastomas, rabdomiosarcomas y otros
canceres pediatricos (Fernandez-Vega et al., 2013; Kaur y Cummings, 2019). Puede
favorecer el crecimiento celular incidiendo directamente en la multiplicacion aberrante de
las lineas celulares y/o promover procesos de angiogénesis que aseguran sustrato a dichas
células cancerigenas, ademas de favorecer el remodelamiento de la MEC vy alterar ciertas
funciones de las células inmunitarias. Aunque aun hay incégnitas por resolver, se sabe que
las modificaciones en los patrones de sulfatacion y ciertas modificaciones como
metilaciones en las cadenas son las responsables de su alteraciéon funcional (Fernandez-
Vega et al., 2015; Garcia et al., 2016a; Denys y Allain, 2019;).

c. HSen cerebro
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En la EA, las lesiones responsables de la destruccion progresiva de los tejidos
Ilevan asociado un componente inflamatorio. Alrededor de las PS y los ONF se encuentran
restos de células de la glia, macrofagos y moléculas mediadoras de la respuesta al dafio
tisular: reactantes de fase aguda, FGF, citoquinas, interleucinas, HSPGs, etc. Por otro lado,
los HSPGs estan relacionados directamente con enfermedades neurodegenerativas por
depdsito proteico como la EA, en tanto que se asocian con las proteinas responsables de la
enfermedad: Ba, Tau, APP. Las cadenas sacaridicas facilitan y estabilizan la formacion de
los agregados proteicos en PS y ONFs, y algunos estudios recientes confirman este hecho
al demostrar que los depoésitos de amiloide se interrumpen al inhibir la biosintesis del HS.
La union con estos agregados favorece su diseminacion e impide su eliminacion (Li et al.,
2005; lannuzzi et al., 2015; Sepulveda-Diaz et al., 2015) (figura 15).

. 3

Figura 15. Macrofagos en la enfermedad de Alzheimer. Representacion esquemaética que
muestra el papel de los macrdéfagos en la enfermedad de Alzheimer. A la izquierda se una arteria
cerebral y a la derecha la placa de amiloide. Los macrdfagos infiltran el parénquima cerebral y
penetran en la placa para fagocitar y eliminar los depositos de proteina Ba. Los macrofagos se
representan en verde, la microglia cerebral en rosa, las neuronas en azul y la placa de Pa en rojo.
(Traducido de Gate et al., 2010)
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Como ya se comento anteriormente, la formacion de las PS y ONF sucede de modo
progresivo. Inicialmente estas moléculas se organizan en estructuras prefibrilares (placas
difusas y filamentos helicoidales pareados) que maduraran hasta constituir los agregados
caracteristicos. El HS interactta y participa en todas las fases del proceso, en muchos casos
promoviendo la agregacion de proteinas formadoras de amiloides como Tau, alfa-
sinucleina, el péptido Ba y priones (Ancsin, 2003; Motamedi-Shad et al., 2009; lannuzzi et
al., 2015; Lorente-Gea et al., 2020).

En relacion con los agregados de PBa, las regiones altamente sulfatadas del HS son
mas prevalentes en los depdsitos que contienen Ba40 y Ba42, mientras que los sacaridos
con menor grado de sulfatacion solo se encuentran en placas que contienen Ba40 (Zhang et
al., 2014b).

En el caso de la proteina Tau, las moléculas de HS altamente sulfatadas parecen
favorecer la hiperfosforilacion de Tau por quinasas dependientes de sustrato. EI GAG se
agrega a los ONF y es necesario para la transformacion de los filamentos pareados en
agregados fibrilares. Ademas, juega un papel principal en la internalizacion de estos
agregados de Tau hiperfosforilada utilizando mecanismos de endocitosis y
macropinocitosis, similares a los empleados por priones y algunos virus. EI HS se une a
regiones especificas de Tau y se internaliza en las células sanas, alterando su estructura y
funcionamiento (Snow et al., 1994b; Konno et al., 2004; Holmes et al., 2013; Zhao et al.,
2017).

De las enzimas modificadoras de la sintesis cabe destacar el papel que juegan las
HPSEs. La HPSE parece que bloquea la formacion de fibrillas intracelulares de Tau y
descompone los depdsitos de Ba-HS frenando la progresion de la enfermedad, sin embargo,
la HPSE2 podria interferir en la funcion de la HPSE inhibiéndola e impidiendo, por tanto,
la eliminacion de ambas proteinas (Garcia et al., 2017; Lorente-Gea et al., 2017; Maiza et
al., 2018).

49



50



HIPOTESIS

Nuestra premisa es que la estructura fina del HS esta alterada en la EA, y ademas,
lo estd de manera singular entre los diferentes grados de la enfermedad y las zonas
cerebrales afectadas. Dado que la estructura del HS viene determinada principalmente por
los enzimas implicados en su biosintesis y modificacion, es esperable detectar variaciones

en la expresion de los genes que dan lugar a dichos enzimas.

OBJETIVOS

1. Identificar, en pacientes con EA en diferentes grados de afectacion (“grados leve,
moderado y severo”) y pacientes sin EA (clasificados como “grado normal”), las
diferencias en la expresion de los genes codificantes de los enzimas encargados de la
sintesis de las cadenas de HS, incluyendo glicosiltransferasas, N-sulfotransferasas,
epimerasa, O-sulfotransferasas y sulfatasas con la técnica de reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real (QRT-PCR).

2. Analizar las diferencias en la expresion de dichos genes en funcion de la zona cerebral

para cada grado de patologia mediante analisis estadistico.

3. Analizar histolégicamente la presencia de HS con técnicas de inmunohistoquimica

(IHQ) en las diferentes estructuras del cerebro de pacientes con EA.
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MATERIAL Y METODOS

1. SELECCION DE PACIENTES Y MUESTRAS

Las muestras de tejido cerebral fueron cedidas por el Biobanco de cerebros del
Hospital Universitario de Araba, donde se fueron recogidas en autopsias realizadas entre
febrero de 2013 y octubre de 2015, previa aprobacion de la Junta de Revision de
Procedimientos Eticos de dicha institucion. Ademas, para la investigacion se recibi6 un

consentimiento informado firmado por cada paciente o sus familiares.

El diagndstico de EA fue realizado en funcién de criterios inmunohistoquimicos y
morfologicos, basados en las recomendaciones para la clasificacion de la EA del NIA-RI
(National Institute on Aging and Reagan Institute), publicadas por consenso en 1997 (NIA-
RI, 1997). De cada muestra se registro el momento de la autopsia y las caracteristicas
individuales de los pacientes (edad, sexo, y peso cerebral). Se utilizaron 20 muestras de 7
zonas de cerebro procedente de cadaver, 5 de pacientes (sanos) sin diagndstico de EA en el
momento de su fallecimiento, que actuaban como control y 15 procedentes de pacientes
que habian padecido EA (tabla 3).

Los 15 pacientes enfermos se agruparon por grados de afectacion siguiendo la
clasificacion en estadios progresivos de afectacion de Braak y Braak, publicada en 1991
(Braak y Braak, 1991), en: cinco pacientes con grado leve (estadios I-11 de Braak), cinco
pacientes con grado moderado (estadios Il1I-1V) y cinco pacientes con grado severo de
enfermedad (estadios V-VI). En todos los pacientes se evaluo el deterioro cognitivo con el
cuestionario Mini Examen del Estado Mental (MMSE).

Para la eleccion de las areas del cerebro a analizar, también se siguio la
clasificacion de Braak y Braak (Braak y Braak, 1991) que correlaciona areas concretas del
cerebro en funcién de la progresion de la enfermedad: zona 1, regién transentorrinal
(amigdala); zona 2, hipocampo anterior; zona 3, hipocampo posterior; zona 4, Claustrum;
zona 5, cisura calcarina; zona 6, globo péalido (parte mas medial del nicleo lenticular de los

ganglios de la base); zona 7, cerebelo (tabla 4).
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Tabla 3. Datos de las muestras empleadas para la realizacion del trabajo. EA Leve:
estadios | y Il de Braak y Braak; EA Moderada: estadios Il y IV de Braak y Braak; EA
Severa: estadios V' y VI de Braak y Braak.

Pacientes
Caracteristicas / datos
estadisticos descriptivos Total (N=20) | Control (N=5) |EA Leve (N=5)| EA Moderada (N=5)| EA severa (N=5)
Clasificacion Braak y Braak Estadios I-11 Estadios I11-1V Estadios V-VI
Hombre 6 (30 2 (40 1(20 2 (40 1(20
Sexo (%) (30) (40) (20) (40) (20)
Mujer 14 (70) 3 (60) 4 (80) 3 (60) 4 (80)
Edad (media + ds) 84 +11 79+16 89+5 89+10 80+12
Peso cerebral (g) 1128 +111 1148 £ 57 1177 £ 26 1122 +31 967 £ 19
Intervalo Postmortem (h) 17+5 18+5 19+5 15+5 20+ 4
MMSE - - 22+3 14+4 7+3

Tabla 4. Zonas analizadas en las muestras recogidas.

ZONA REGION

Transentorrinal (amigdala)

Hipocampo anterior

Hipocampo posterior

Claustrum

Cisura calcarina

Globo pélido

~N | o | o~ WOW NP

Cerebelo

2. MATERIALES

Para la realizacion de los procedimientos en el laboratorio se utilizaron los
siguientes materiales, comprados a los fabricantes que se indican: RNeasy Kit y RNase-
Free DNase de Qiagen (Hilden, Alemania); High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit y PowerSYBR Green PCR Master Mix de Applied Biosystems (Foster City, CA,USA);
GenElute PCR clean-up kit y 3-3" diaminobenzidine de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis,
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MO, USA); suero fetal bovino Gibco-FBS de Thermo Scientific (Waltham, MA, USA);
solucidn de lavado Tween20® de Sigma-Aldrich Corp. (St. Louis, MO, USA) .

Para las técnicas de inmunohistoquimica se utilizaron los siguientes compuestos:
anticuerpos primarios monoclonales anti-HS de raton IgM F58-10E4, IgM JM403 todos de
amshio (AMS Biotechnology, Abingdon, UK); anticuerpo secundario anti-ratdbn marcado
con polimero-HRP m-IgGk BP-HRP (sc-516102) de Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
(Dallas, Texas, USA); medio anhidro Entellan® (Merck, Germany)

3. AISLAMIENTO DE ARN

Muestras cerebrales de entre 20 y 30 mg de peso fueron homogeneizadas con un
polytron PT 2100 (Kinematica Inc.; Bohemia, NY, USA). A continuacion, se procedié a la
purificacion del ARN con el kit RNeasy (Qiagen), como indican las especificaciones del
fabricante. Las muestras se trataron con ADNasa libre de ARNasa (Qiagen) durante el
proceso de purificacion, para eliminar cualquier resto contaminante de ADN. Mediante
espectrofotometria se determiné la concentracion obtenida de ARN midiendo la
absorbancia con un espectrofotometro Picodrop Microliter UV/Vis (Picodrop Limited,
Hinxton, UK). Las muestras obtenidas se dividieron en alicuotas de 10 ul, usandose para la

reaccion de transcripcion inversa, o se almacenaron a -80 °C hasta su uso posterior.

4. OBTENCION DEL ADNc: REACCION DE TRANSCRIPCION REVERSA

La sintesis de ADNCc se llevo a cabo empleando 2 pg del ARN purificado de cada
muestra, utilizando el kit “High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit” siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los componentes de la reaccion fueron 2 pl de mezcla de
nucleétidos, 2 pl de tampon, 0,8 pl de ANTPs, 0,5 pl de RT polimerasa, 2 pg de ARN y los

ul necesarios en cada caso de H,O milliQ, hasta completar 20 ul de volumen final.

Una vez preparada, la reaccion de amplificacion se llevd a cabo en un termociclador
iCycler 1Q (BioRad; Hercules, CA, USA) siguiendo el programa especificado en las
instrucciones: 10 minutos a 25 °C, 2 horas a 37 °C, 5 segundos a 85 °C. Los productos
resultantes se limpiaron con el kit “PCR Clean-Up GenElute” (Sigma-Aldrich) como
recomienda el fabricante. Las muestras con ADNc fueron diluidas 1:20 con agua para la

realizacion de las reacciones de PCR, o se conservaron a -20 °C para Su uso posterior.
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5. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA MEDIANTE PCR CUANTITATIVA
(qRT-PCR)

Los niveles de transcripcion de los genes codificantes de las enzimas que participan

en la sintesis y modificacion de las moléculas de HS en las muestras fueron analizados
mediante técnicas de amplificacion en tiempo real. Para cada gen se emplearon
oligonucledtidos especificos situados en diferentes exones o uniones de exones
(Fernandez-Vega et al., 2013). Las secuencias de los oligonucleodtidos se detallan en la
tabla 5. En todos los casos, el tamafio de los amplicones se situé en el intervalo
comprendido entre 70 y 150 pares de bases, y se comprob6 que las temperaturas de fusion
(Tm) superasen los 77 °C; para cada amplicon se determind la temperatura de fusion
teorica utilizando el programa Biomath

https://www.promega.es/Resources/Tools/biomath/?fa=biomath.

Las reacciones de qRT-PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 10 ul, que
incluia 1 pl de del ADNc, 2 pl de mezcla de oligonucle6tidos del gen a analizar (directo y
reverso) a una concentracion final 200 nM, 2 pl de H,O milliQ y 5 pl de PowerSYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Las reacciones se llevaron a cabo como
minimo por triplicado, y el gen de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
fue utilizado como control para normalizar la expresion génica individual. Una vez
preparadas, las muestras fueron ensambladas en placas de microtitulacion de 96 pocillos,

selladas con pelicula optica y centrifugadas durante 5 minutos a 2.500 rpm.

La PCR a tiempo real fue llevada a cabo en un dispositivo de termociclacion Real-
Time HT7900 ABI Prism Detection System (Applied Biosystems; Foster City, CA, USA),
en los Servicios Cientifico Técnicos de la Universidad de Oviedo. El programa utilizado
fue: 10 minutos a 95 °C de temperatura, 50 ciclos de 15 segundos a 95 °C seguidos de 60
segundos a 60 °C vy, finalmente, 60 segundos a 60 °C. Posteriormente, para evitar
artefactos, se comprobé la especificidad de los productos obtenidos por PCR, verificandose
para cada muestra un solo valor de Tm correspondiente al valor te6ricamente esperado.
Para ello, al fin de la reaccion de PCR, se realiz6 un protocolo de disociacion para cada
amplicén empleando 95 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min, y luego incrementando 0.5

°C por ciclo, durante 80 ciclos de 10 segundos cada uno.
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Tabla 5. Oligonucle6tidos directos y reversos utilizados y caracteristicas de los amplicones obtenidos.

GEN SECUENCIA Longitud |~ Tm
Amplicén | amplicén
POLIMERASAS DE HS
EXTL2 N-acetil-al iniltransf 1 D5’ —3’ TGAACTGGAAACCAATGCAG o7 76
-acetil-glucosaminiltransferasa- RS 3 GG TocTooe oG
. . D5 -3’ GATGAGAGGCTCCCACTTCA
EXTL1 N-acetil-glucosaminiltransferasa-2 143 83
R5 =3’ CCTCCAGAGTGGTATGGATGA
N-acetil-glucosaminiltransferasa-1,2 D5 —3" CTCCGCCATGACGAAATC
EXTL3 Exostosina-like 3 127 84
(Exostosina-like 3) R5'—3’ AGTTGGAGTTGTAGAGCCAGGA
. . D5 —3’ TTCCTGGTGTCTGCTGTGAC
EXT1 HS sintasa-1 (Exostosina 1) 134 80
R5 =3’ CTCTGTCGCTGGGCAAAG
EXT2 HS sintasa-2 (Exostosina 2) D5'—3° CTGGGACCATGAGATGAATA 133 75
R5'—3 GATATCCCCAGGCATTTTGTA
MODIFICADORES DE HS
. D5 —3’ TCCCAAAGCTCCTCATCATC
NDST1 N-deacetilasa/N-sulfotransferasa-1 124 81
R5' =3’ AACTGGATCTCCTCAAAGGTCTC
NDST2 N-d tilasa/N-sulfot . ) D5’ —3" TCTGGACAGTTGCTGATTGTG 117 80
-deacetilasa/N-sulfotransferasa-
R5 —3" GAGGGTCCGTGTGTAGTTCAG
NDST3 N-d tilasa/N-sulfot . 3 D5’ —3" CCTTGCAGAAGAGATGTTTGG 124 77
-deacetilasa/N-sulfotransferasa-
R5' =37 GTAGCAGGATCAGTTCTTAGTTGTTG
. D5 —3’ GACATTGGGCTCCATCTGAC
NDST4 N-deacetilasa/N-sulfotransferasa-4 132 75
R5' =37 GCTGCTGTCCATCAATAATTAGC
. . D5 —3 TGTGGAAGTCCGAGACAGAG
GLCE Glucuronil C-5 epimerasa —— 96 76
R5'—3 CTGGATTGGATAGAAATAGCCTTG
4 -O- D5 —3" TGGAGATGATTATAGACCAGGGTTAC
HS2ST1 Heparan sulfato 2-O —. 139 78
sulfotransferasa-1 R5'—3’ GCTATGGCCACAGAAGAACG
" , Ifato 6-0 D5'—3" GCAGGGAGTGGAGCTAACAG
HSEST stlfotransforasa-l 133 | 82
R5' =3’ AACAGTTCCAGTTCCCGAAA
4 -O- D5 —3" CGGTGCGATCTTCTCCAA
HS6ST2 Heparan sulfato 6-O —. 117 80
sulfotransferasa-2 R5' =3’ AGGACGATCACGGCAAATAG
5 -O- D5’ —3’ CAACCACAGCCACACCAG
HS6ST3 Heparan sulfato 6-O — 135 77
sulfotransferasa-3 R5 =3’ CTTCTTCCATCACACATATGAAGAG
HS3ST1 Heparan sulfato 3-O- D5'—3’ CAGCCAGATGCCCTTCTC 89 82
sulfotransferasa-1 R5'—3’ AGACTCGCTCAGGCACTTTG
4 -O- D5’ —3’ GATTGGTACAGGAGCCTGATG
HS3ST2 Heparan sulfato 3-O - 85 79
sulfotransferasa-2 R5'—3’ GGAGCCTCTTGAGTGACAAAG
A -O- D5’ —3’ GGCCGAGAGAACCTGAACTC
HS3ST3A1 Heparan sulfato 3-O - 90 81
sulfotransferasa-3 Al R5'—3’ CGAGCGACAGTGACTTCCA
A -O- D5’ —3’ GCAGATCTTGCCTCGATGTC
HS3ST3B1 Heparan sulfato 3-O - 133 83
sulfotransferasa-3 B1 R5'—3’ GCGCACGAGTACAGGAACATA
5 -O- D5’ —3’ TAGAGCCGCACTTCTTCGAC
HS3ST4 Heparan sulfato 3-O —. 132 78
sulfotransferasa-4 R5'—3’ TGGGAGCCTCATTTGTCAC
5 -O- D5’ —3’ CATCCGGCAGTAGTCAAAGC
HS3ST5 Heparan sulfato 3-O — 121 74
sulfotransferasa-5 R5 =3’ TTGTGATTTGCTGAGGGTAGG
A _O- D5'—3’ GCCCTGCTGGAGTTTCTG
HS3ST6 Heparan sulfato 3-O — 85 85
sulfotransferasa-6 R5' =3’ GCGCTCGTAGCACCTGTC
D5 —3’ CCAGCAGAAGCCAAAGAAAG
SULF1 Sulfatasa-1 97 77
R5'—3’ GAACGTGTCTGCCGAGTATG
SULF2 Sulfatasa-2 D57—>3' GCTCCAGTCTGCATCCTTTC 97 81
R5'—3 AGCAGCTTGCGGAGTTTC
CONTROL
GAPDH GIiczralr?%hido-&fosfato D5'—3’ GAGTCCACTGGCGTCTTCAC 120 82
eshidrogenasa R5'—3 GTTCACACCCATGACGAACA
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6. INMUNOHISTOQUIMICA

A partir de secciones de tejido conservadas, se desparafinaron utilizando xileno
como disolvente inicial y, posteriormente, para su rehidratacion se fueron lavando con
concentraciones decrecientes de alcohol hasta que la dilucion fue del 100 % en agua. Una
vez concluido el proceso, las muestras se enjuagaron en tampon fosfato salino (FBS)
incluyendo Tween20® al 1 %. Las peroxidasas enddgenas tisulares se bloquearon con
H.O, al 3 %. A continuacion, las secciones se lavaron de nuevo con FBS incluyendo
Tween20® al 1 %. Seguidamente, se bloquearon las uniones inespecificas de los
anticuerpos mediante suero fetal bovino al 25 %, y se procedié a su incubacion a 4 °C
durante 48 horas en camara humeda con los anticuerpos primarios: F58-10E4 a dilucién
1:100, JM403 a dilucion 1:100 y F69-3G10 a dilucion 1:50. Pasado este tiempo, se
volvieron a lavar durante 10 minutos con FBS con Tween20® al 1 % y se incubaron 90
minutos con el anticuerpo secundario BP-HRP sc-516102 en dilucion 1:50, usando como
cromogeno 3-3’ diaminobencidina. Finalmente, las secciones fueron contrastadas con
hematoxilina, deshidratadas y montadas en medio anhidro Entellan® para ser estudiadas y
fotografiadas con un microscopio 6ptico (Nikon-Eclipse 80i) (Nikon Corporation, Tokyo,
Japan).

7. ANALISIS DE DATOS

Los datos proporcionados por la qRT-PCR se analizaron con el programa SDS 2.3
y RQ Manager 1.2 de AppliedBiosystems. El analisis estadistico se realiz6 con el test no
paramétrico U de Mann-Whitney-Wilcoxon, comparando los resultados, de cada gen y
cada zona, de pacientes controles y con grados leve, moderado y severo de EA. Se
aceptaron como significativos los valores que cumplian p<0,05. Para estos célculos se
utilizé el programa Statistica para Windows (Statsoft Inc.; Tulsa, OK, USA).
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RESULTADOS

1. ALTERACIONES DE LA TRANSCRIPCION DE LOS GENES DE
BIOSINTESIS DEL HEPARAN SULFATO EN DISTINTAS ZONAS DEL
CEREBRO EN PACIENTES CON EA.

Se ha desarrollado un estudio para determinar diferencias en la expresion de los
genes que codifican las enzimas que sintetizan las cadenas de HS en pacientes con EA. Los
pacientes fueron clasificados en tres categorias segun el grado de afectacion: leve,
moderado y severo. Se introdujo un grupo control de pacientes sanos, sin EA en el
momento de la autopsia. Se incluyeron enfermos de ambos sexos, con edades
comprendidas entre 52 y 103 afios. Se registré también el intervalo de tiempo (entre 10 y
24 horas) transcurrido desde el fallecimiento hasta la realizacion de la autopsia, asi como el
peso en gramos de los cerebros analizados.

De cada paciente se obtuvo una muestra de 6 zonas de cerebro y una zona de
cerebelo como se describi6 en el apartado 1 de material y métodos.

La cuantificacion de los resultados obtenidos tras la técnica de RT-PCR, asi como
su localizacion e identificacion por técnicas inmunohistoquimicas se describen a

continuacidn en los siguientes apartados.

1.1. ALTERACIONES EN LA REGION TRANSENTORRINAL (AMIGDALA).

1.1.a. Genes responsables de la polimerizacion de la cadena

De los 3 genes implicados en el inicio de la sintesis de la cadena de HS, solo se
detectd la expresion de EXTL2 y EXTL3 en las muestras de amigdala, tanto sanas como en
los diferentes grados de patologia. Sin embargo, no se pudieron cuantificar niveles

detectables de EXTL1 en ninguno de los casos.

La expresion de EXTL2 experimenté diferencias significativas tanto en los casos
leves como en los moderados, mientras que no se pudieron detectar alteraciones en los
casos severos. En pacientes con grado leve de patologia, EXTL2 experimentdé una
subexpresién de en torno a un 40%, mientras que en los moderados se redujo a un 25%

(p<0.01 y p<0.001 respectivamente) (figura 16).
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Contrariamente a EXTL2, EXTL3 no mostro diferencias significativas en leves ni
moderados, pero sus niveles de transcripcidn en severos se sobreexpresaron por encima de

un tercio respecto a los valores del control (p<0.05, figura 16).

En lo que respecta a los genes encargados de la polimerizacion de la cadena del
polisacérido, no se observaron diferencias en EXT1 en ninguno de los diferentes grados de
la patologia. Sin embargo, EXT2 aparecio sobreexpresado en torno a un 90% y un 150% en
pacientes leves (p<0.05) y severos (p<0.001) respectivamente (figura 16). Curiosamente,
en los pacientes con grado moderado analizados, se observd Unicamente un pequefio

incremento en sus niveles de ARN que no resulté significativo.
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Figura 16. Transcripcion diferencial de genes responsables de la polimerizacién de la cadena en
amigdala. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de
patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion
estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el
eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

1.1.b. Genes responsables de la N-deacetilacion/N-sulfatacion

De los 4 genes codificantes de NDSTSs, solo se pudieron detectar transcritos de 3 de
ellos, no apareciendo niveles cuantificables de NDST3 (figura 17). NDST2 v,
especialmente, NDST1 fueron las formas predominantemente transcritas, mientras que los

valores de NDST4 se situaron en torno a dos 6rdenes de magnitud por debajo (figura 17).

NDST2 no presentd diferencias significativas en sus niveles de expresion en
ninguno de los grupos de pacientes analizados. NDST1, por el contrario, aparecio
subexpresado en torno a un 50% en pacientes moderados, y sobreexpresd un 80% en los

casos graves (p<0.05 y p<0.01 respectivamente) (figura 17). Por su parte, los niveles de
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NDST4 experimentaron una reduccién superior a un 70% en pacientes moderados
(p<0.001) (figura 17).
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Figura 17. Transcripcién diferencial de genes responsables de N-deacetilacion/N-sulfatacion, genes
modificadores del residuo de acido urdnico y genes responsables de C-6 sulfatacién en amigdala. Las
barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de patologia (leve:
gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion estadisticamente
significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el eje Y estan
expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

1.1.c. Genes modificadores del residuo de &cido glucurénico

Tanto GLCE, responsable de la epimerizacion, como HS2ST1, responsable de la
sulfatacion en C2 del residuo de &cido urdnico, aparecieron expresados en todos los casos
analizados. GLCE sobreexpres6 un 75% en pacientes severos (p<0.001), mientras HS2ST1
redujo sus niveles un 30% en leves y un 70% en moderados (p<0.05 y p<0.001

respectivamente) (figura 17).
1.1.d. Genes responsables de la sulfatacion del residuo de glucosamina

De los 3 genes implicados en la sulfatacion de C6 de la glucosamina, pudieron
detectarse transcritos para todos ellos y en todos los grados de la patologia; HS6ST1 resulto
la isoforma mas abundante, expresandose en niveles por encima de 10 veces superiores a
las otras 2 isoformas (figura 17). Los 3 genes se subexpresaron en los casos de patologia
moderada, en torno a un 50% las isoformas -1 y -2 y un 90% la isoforma -3 (p<0.05,
p<0.01 y p<0.001); en patologia grave, HS6ST1 y -2 sobreexpresaron alrededor de un 10%
y un 70% (p<0.01 y p<0.05)respectivamente, mientras la isoforma -3 subexpreso un 50%
(p<0.001); la isoforma -3 también subexpresé en leves en torno a un 75% (p<0.001)
(figura 17).
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De los 7 genes codificantes de enzimas responsables de la sulfatacion en el C3 de la
glucosamina, se pudieron detectar transcritos de todos ellos, aunque las diferencias
superaron los dos drdenes de magnitud entre las isoformas menos y mas abundantes,
siendo estas Ultimas HS3ST1 -2 y -4 (figura 18).

HS3ST2 no mostrd diferencias significativas entre los diferentes grados de la
patologia. Las isoformas -1 y -4 Unicamente presentaron diferencias estadisticamente
significativas en los casos severos, apareciendo HS3ST1 a niveles dobles respecto al
control (p<0.05), y HS3ST4 decrecio sus niveles por encima de un 60% (p<0.01). El gen
HS3ST3AL1 sobreexpresd en todos los grados de enfermedad como sigue: 4,5 veces en
leves, 2 veces en moderados y 7 veces por encima del control en severos (p<0.05).
HS3ST3B1 y -6 mostraron sobreexpresiones significativas en pacientes leves (18 y 14
veces, con p<0.001 y p<0.01 respectivamente), y en severos los valores de sobreexpresion
alcanzaron las 45 y 56 veces respectivamente (p<0.001 en ambos casos); curiosamente, en
estos genes no se pudieron detectar alteraciones significativas en pacientes moderados. Por
ultimo, HS3ST5 sobreexpreso en todos los casos, en valores en torno a 5 veces (p<0.05 en

leves y moderados y p<0.01 en severos) (figura 18).
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Figura 18. Transcripcion diferencial de genes responsables de C-3 sulfatacion y genes responsables de
endosulfatasas extracelulares en amigdala. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano
(blanco) y diferentes grados de patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes
con diferencias de expresion estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *:
p < 0.05). Los valores en el eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen
representadas.
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1.1.e. Genes responsables de sulfatasas extracelulares

Tanto SULF1 como -2 mostraron niveles de expresion detectables en todos los
casos. SULF1 aparecié subexpresada un 50% en pacientes moderados (p<0.05), mientras
sobreexpres6 un 65% en graves (p<0.05). Por su parte, SULF2 solo mostré6 una
subexpresion significativa de en torno a un 50% en los pacientes moderados (p<0.05,
figura 18).

1.2. ALTERACIONES EN HIPOCAMPO ANTERIOR

1.2.a. Genes responsables de la polimerizacion de la cadena
En las muestras de hipocampo anterior analizadas tampoco se detectaron niveles
del gen EXTLL. En los pacientes en grado moderado de enfermedad se observaron valores
de subexpresion en todos los genes detectados, tanto del inicio como de la polimerizacién
de la cadena. EXTL2 no tuvo significancia estadistica. Para EXTL3, EXT1 y EXT2 los
porcentajes de subexpresion fueron del 60 % (p<0.001), 35 % (p<0.05) y 70 % (p<0.01)
respectivamente (figura 19).
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Figura 19. Transcripcion diferencial de genes responsables de la polimerizacion de la cadena en
hipocampo anterior. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes
grados de patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de
expresion estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los
valores en el eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.
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1.2.b. Genes responsables de la N-deacetilacion/N-sulfataciéon
Se pudieron detectar trasncritos de 3 de las 4 isoformas, estando ausente NDSTS3.
Las isoformas 1 y 2 fueron las méas abundantes, apareciendo los niveles de NDST4
reducidos entre 2 y 3 drdenes de magnitud. NDST1 y -2 mostraron una subexpresion
significativa en los pacientes moderados, apareciendo a niveles de un 50 % y un 35 %
respecto al control respectivamente, con p<0.001, en ambos casos (figura 20).

é 1 koK
s ¥k % * % * K
v
o
g 10
-
s
g 10°
-
[1]
T 103
o T
(=]
g 10+
o
c
2 qns
2 10°
(32 <t (32
E B e E ) pan i [ i
2 2 3 3 3 7 2 2 g
» ] n &
= = = = 0 2 ) )

Figura 20. Transcripcién diferencial de genes responsables de N-deacetilacion/N-sulfatacion, genes
modificadores del residuo de acido urénico y genes responsables de C-6 sulfatacion en hipocampo
anterior. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de
patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion
estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el
eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

1.2.c. Genes modificadores del residuo de &cido glucurénico

El gen GLCE manifest niveles de expresion 2,4 veces superiores en pacientes
severos (p<0.01). Por su parte, HS2ST1 subexpres6 un 50 % (p<0.01) en los pacientes con

grado moderado de enfermedad (figura 20).
1.2.d. Genes responsables de la sulfatacion del residuo de glucosamina

Las 3 isoformas del gen HS6ST redujeron sus niveles de expresion en los casos
moderados, un 55 % en la isoforma -1 (p<0.01) y alrededor de un 80 % en las isoformas -2
y -3, con una significacion p<0.001. Ademas, la isoforma -2 subexpresd en pacientes

severos un 40 % respecto al control (p<0,01) (figura 20).
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Para los genes responsables de la sulfatacién en C3, se vio que las isoformas -1, -2
y -4 mostraron valores de transcripcion entre 1y 2 6rdenes de magnitud por encima de las
demas isoformas (figura 21). Los genes HS3ST1 y -6 subexpresaron en pacientes

moderados un 60 % (p<0.001) y un 90 % (p<0.05) respectivamente (figura 21).

Por su parte, la isoforma -3B1 sobreexpresd 5 veces méas en pacientes leves y 3
veces mas en pacientes severos (p<0.05 en ambos) (figura 21). También HS3ST5 mostro
sobreexpresion de transcritos, pero en su caso, en todos los grados de enfermedad, con un
incremento de 7,5 veces en pacientes leves (p<0.001) y 4 veces en moderados y severos

(p<0.01 en los dos grupos) (figura 21).
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Figura 21. Transcripcion diferencial de genes responsables de C-3 sulfatacion y genes responsables de
endosulfatasas extracelulares en hipocampo anterior. Las barras representan la abundancia de ARNm en
tejido sano (blanco) y diferentes grados de patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro).
Los genes con diferencias de expresion estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p
<0.01; *: p<0.05). Los valores en el eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar
aparecen representadas.

1.2.e. Genes responsables de sulfatasas extracelulares

El gen SULF1 manifest6 valores de transcripcion 1 orden de magnitud inferiores a
SULF2, aunque, curiosamente, SULF1 sobreexpresd en torno al 100 % en pacientes
moderados y severos (p<0.05 en ambos casos) (figura 21). SULF2 se vio que subexpresaba
en torno al 50 % en las muestras con afectacion leve y moderada de enfermedad (p<0.001

y p<0.01 respectivamente) (figura 21).
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1.3. ALTERACIONES EN HIPOCAMPO POSTERIOR

1.3.a. Genes responsables de la polimerizacion de la cadena

En las muestras de hipocampo posterior, EXTL2 y EXTL3 redujeron sus niveles de
expresion en pacientes moderados un 40 % (p<0.05) y un 60 % (p<0.001) respectivamente.
EXTL3, ademas, mostré niveles de ARNm inferiores al 40 % (p<0.01) en los casos
severos. En los casos leves, para ambos genes, pudo detectarse un pequefio incremento en

los valores aunque no resulto relevante (figura 22).

Para los genes que codifican la copolimerasa del HS, se detecté una disminucion al
30 % (p<0.05) en todos los pacientes para EXT1, y en pacientes moderados para EXT2; en
esta zona, la sobreexpresion de EXT2 en los casos graves tampoco fue significativa (figura
22).
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Figura 22. Transcripcion diferencial de genes responsables de la polimerizacion de la cadena en
hipocampo posterior. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes
grados de patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de
expresién estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los
valores en el eje Y estdn expresados en escala logaritmica; las desviaciones estdndar aparecen representadas.

1.3.b. Genes responsables de la N-deacetilacion/N-sulfatacion

Solamente tres de los 4 genes encargados de la N-deacetilacion/N-sulfatacion
mostraron transcritos detectables: NDST1, -2 y -4. También en esta region del cerebro
predominaron las isoformas -1 y -2, siendo los niveles de la isoforma -4 casi tres ordenes
de magnitud inferiores (figura 23).

Tanto en NDST1, como en NDST2 y -4 los valores de expresion en pacientes leves
fueron superiores al control, aunque sélo estadisticamente relevantes en NDST4, donde se
detectd 3 veces mas cantidad de ARNm (p<0.005) (figura 23).
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Por el contrario, tanto en NDST1 y -2 hubo una disminucion al 40 % de la
expresion en pacientes moderados (p<0.05 para ambos genes) (figura 23).
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Figura 23. Transcripcién diferencial de genes responsables de N-deacetilacion/N-sulfatacion, genes
modificadores del residuo de acido urénico y genes responsables de C-6 sulfatacion en hipocampo
posterior. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de
patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion
estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el
eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

1.3.c. Genes modificadores del residuo de &cido glucurénico

Para los genes que modifican el residuo de acido uronico se detectd expresion en
todos los casos de enfermedad. GLCE decreci6 un 65 % en pacientes moderados
(p<0.001). HS2ST1, al igual que en la zona de hipocampo anterior, redujo sus niveles de

expresion en pacientes moderados, en este caso a un 40 % (p<0.01) (figura 23).
1.3.d. Genes responsables de la sulfatacion del residuo de glucosamina

En la transcripcion de los genes responsables de la sulfatacion del C6 del residuo de

glucosamina se observaron las siguientes diferencias (figura 23):

- La isoforma -1 s6lo manifestd cambios relevantes en la expresion en pacientes
severos, con un incremento del 60 % (p<0.05).

- Laisoforma -2 sobreexpresé un 75 % (p<0.01) en casos leves y subexpreso un 45
% (p<0.01) en casos moderados.

- La isoforma -3 mostré disminucién en la expresion de transcritos en todos los
grados de enfermedad, siendo del 30 % (p<0.001) en leves y severos y casi del 100
% (p<0.001) en moderados (figura 23).
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Unicamente 4 de las 7 isoformas de los genes responsables de la infrecuente
sulfatacion del C3 mostraron diferencias en el andlisis. HS3ST1 y -2 disminuyeron su
expresion un 45 % (p<0.05) en pacientes moderados y HS3ST6 decrecio un 70 % (p<0.05)

en pacientes leves (figura 24).

Por el contrario, HS3ST5 incrementd sus valores de expresion, hasta 4 veces en
casos leves (p<0.01) y unas 11 veces (p<0.001) en casos moderados (figura 24).
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Figura 24. Transcripcion diferencial de genes responsables de C-3 sulfatacion y genes responsables de
endosulfatasas extracelulares en hipocampo posterior. Las barras representan la abundancia de ARNm en
tejido sano (blanco) y diferentes grados de patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro).
Los genes con diferencias de expresion estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p
< 0.01; *: p<0.05). Los valores en el eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar
aparecen representadas.

1.3.e. Genes responsables de sulfatasas extracelulares

Por ultimo, SULF1 sobreexpresé un 80 % en enfermos severos (p<0.05) mientras
que SULF 2 subexpreso en todos los casos: un 40 % (p<0.05) en leves, 70 % (p<0.001) en
moderados y el 55 % (p<0.001) en severos (figura 24).

1.4. ALTERACIONES EN CLAUSTRUM

La region denominada “claustrum” (claustro) se encuentra inmersa en el I6bulo
temporal, entre el nucleo putamen y la regién insular. Conecta, de forma predominante,
regiones corticales y subcorticales del cerebro y se le atribuyen funciones relacionadas con

la atencion y el estado de consciencia.
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1.4.a. Genes responsables de la polimerizacion de la cadena

De los genes que participan en la biosintesis del HS, en la zona del claustrum,

solamente 16 de los 23 genes analizados presentaron alteraciones.

Los genes encargados del inicio y la polimerizacion de la cadena mostraron
similares niveles de expresion. Unicamente EXTL3 y EXT1 disminuyeron
significativamente la cantidad de transcritos. En el caso de EXTL3 se observo disminucion
de una tercera parte en casos leves y moderados (p<0.01). Por su parte, EXT1 decrecié un

30 % en leves y moderados (p<0.05) y un 50 % en severos (p<0.01) (figura 25).

,é 1] * 3k * 3k
E 1 bk ¥
101
& *
) ]
§ 102
< 103
o
€ 10+
-
5
E
2 105
N i 9 = A
E E = > &
5 5 5 e i

Figura 25. Transcripcion diferencial de genes responsables de la polimerizacion de la cadena en
claustrum. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de
patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion
estadisticamente significativas estan indicados (**: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el eje Y estan
expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

1.4.b. Genes responsables de la N-deacetilacion/N-sulfatacion

De los genes responsables de la creacion de dominios sulfatados se observo que
NDST4 se expres6 3 érdenes de magnitud por debajo de las isoformas 1y 2; en grado leve

la subexpresion del gen se acerco al 55 % (p<0.001) (figura 26).

NDST1 mostré una subexpresion cercana al 30 % en los casos leves y moderados

(p<0.05 y p<0.001 respectivamente) (figura 26).
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Figura 26. Transcripcion diferencial de genes responsables de N-deacetilacion/N-sulfatacion, genes
modificadores del residuo de acido urénico y genes responsables de C-6 sulfatacién en claustrum. Las
barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de patologia (leve:
gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion estadisticamente
significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el eje Y estan
expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

1.4.c. Genes modificadores del residuo de acido glucuroénico

GLCE y HS2ST1 mostraron disminucién transcripcional del 30 % en pacientes
leves, con un nivel de significacion de p<0.05 para el primero y p<0.01 para el segundo.

HS2ST1 también decrecio un 30 % en pacientes moderados (p<0.01) (figura 26).
1.4.d. Genes responsables de la sulfatacion del residuo de glucosamina

En todas las isoformas responsables de la adicion de un grupo -S en C6 se
observaron diferencias relevantes. HS6ST1 y -2, los cuales aparecieron a niveles de un 35
% en pacientes moderados y leves respectivamente (p<0.05 en ambos). Del mismo modo,
HS6ST3 disminuyo el 65 % en los casos leves (p<0.001) y severos (p<0.01) y cerca del 80
% en moderados (p<0.001) (figura 26).

En lo referente a la sulfatacion de C3, todas las isoformas se vieron alteradas
significativamente a excepcion de HS3ST4. Los niveles de HS3ST3A1, -3B1, -5 y -6 se
situaron en torno a uno o dos érdenes de magnitud por debajo de las demaés. Para las
sulfotransferasas-gD, HS3ST2 experimentd un incremento dos veces superior respecto al
control en los casos moderados (p<0.05); HS3ST3A1 sobreexpreso en todos los pacientes,
siendo los datos significativos unicamente en pacientes severos (p<0.001), con un aumento
de cinco veces sobre el control; para HS3ST3BL1 los transcritos de ARN aumentaron cerca

de un 200 % en los pacientes leves (p<0.05) y moderados (p<0.01) y en los casos severos
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las cifras alcanzaron el 500 % (p<0.001); la isoforma -6 sobreexpres6 también en todos los
pacientes aunque el incremento solo fue relevante en los casos severos (p<0.001) para una

cantidad de transcritos en torno a 40 veces superior al control (figura 27).

En las sulfotransferasas-AT (isoformas HS3ST1 y -5), se observé un aumento del
70 % de expresion en casos severos de la isoforma -1 (p<0.05) y en la isoforma -5, en
todos los pacientes: 3 veces por encima del control en leves, 20 veces superior en

moderados y 13 veces superior en severos (p<0.001 en todos los grupos) (figura 27).
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Figura 27. Transcripcion diferencial de genes responsables de C-3 sulfatacion y genes responsables de
endosulfatasas extracelulares en claustrum. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano
(blanco) y diferentes grados de patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes
con diferencias de expresion estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *;
p < 0.05). Los valores en el eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen
representadas

1.4.e. Genes responsables de sulfatasas extracelulares

Finalmente, SULF1 apareci0 sobreexpresada en pacientes moderados y severos,
con un aumento del 80 % (p<0.05); SULF2 mostrd niveles superiores a SULF1 pero las

variaciones no fueron significativas (figura 27).

1.5. ALTERACIONES EN CISURA CALCARINA

1.5.a. Genes responsables de la polimerizacion de la cadena

En la regidn occipital de la cisura calcarina tampoco pudieron cuantificarse niveles
de EXTL1 (figura 28).
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La expresion de EXTL2 y -3 experimentd diferencias en pacientes moderados,
observandose un detrimento de la expresion del 50 % (p<0.001) y del 40 % (p<0.05)

respectivamente (figura 28).

En cuanto a los genes de las polimerasas, EXT1 y EXT2 mostraron un descenso del
40 % de la expresion en pacientes leves (p<0.01) y moderados (p<0.05) respectivamente
(figura 28).
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Figura 28. Transcripcién diferencial de genes responsables de la polimerizacion de la cadena en cisura
calcarina. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de
patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion
estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el
eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

1.5.b. Genes responsables de la N-deacetilacion/N-sulfatacion

Los genes responsables de la formacién de dominios sulfatados, NDSTs, no
mostraron diferencias de trasncripcién estadisticamente significativas. No se detectaron
transcritos de NDST3 en ningun grupo. NDST4 expresé valores 3 drdenes de magnitud

inferiores a las isoformas -1y -2 (figura 29).

1.5.c. Genes modificadores del residuo de &cido glucurénico

Entre los genes que modifican el residuo de acido urénico, GLCE mostro una
disminucion en la expresion del 40 % en el grupo moderado (p<0.01) y HS2ST1
subexpreso un 60 % en el grupo leve (p<0.01) (figura 29).
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Figura 29. Transcripcién diferencial de genes responsables de N-deacetilacion/N-sulfatacion, genes
modificadores del residuo de &cido urénico y genes responsables de C-6 sulfatacién en cisura calcarina.
Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de patologia
(leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion
estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el
eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

1.5.d. Genes responsables de la sulfatacion del residuo de glucosamina

Los tres genes que adicionan un grupo sulfato al C6 de la glucosamina mostraron
transcritos en todas las isoformas y en todos los grados de patologia. HS6ST2 fue la
isoforma menos abundante, con niveles 2 érdenes de magnitud inferiores a la isoforma -1.
Tanto HS6ST1 como -3 redujeron su expresion en todos los grupos de pacientes. En el caso
de HS6STL, la expresion disminuyé significativamente un 50 % en pacientes moderados
(p<0.05), mientras que en HS6ST3 los tres grados de patologia subexpresaron en torno al
70 % (p<0.001) (figura 29).

En la familia de genes HS3STs, todas las isoformas fueron detectadas. Unicamente
HS3ST2, -4 y -6 mostraron relevancia estadistica: -2 y -4 subexpresaron un 40 % en
pacientes leves y -6, un 80 % en pacientes moderados (p<0.05 en ambos casos). En los

demas casos no se observaron alteraciones de significancia (figura 30).
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Figura 30. Transcripcion diferencial de genes responsables de C-3 sulfatacion y genes responsables de
endosulfatasas extracelulares en cisura calcarina. Las barras representan la abundancia de ARNm en
tejido sano (blanco) y diferentes grados de patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro).
Los genes con diferencias de expresion estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p
<0.01; *: p<0.05). Los valores en el eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar
aparecen representadas.

1.5.e. Genes responsables de sulfatasas extracelulares

Transcritos de ambas sulfatasas extracelulares pudieron detectarse en esta zona
cerebral. SULF1 subexpres6 en todos los grupos como sigue: un 40 % en leves (p<0.05),
un 60 % en moderados (p<0.001) y el 50 % en severos (p<0.01). Para SULF2 Unicamente
la disminucién del 50 % en la expresion del grupo moderado fue significativa (p<0.05)
(figura 30).

1.6. ALTERACIONES EN GLOBO PALIDO

1.6.a. Genes responsables de la polimerizacion de la cadena

En la zona del ndcleo palido no se detectaron niveles cuantificables del gen EXTL1
y solamente fueron relevantes las pequefias alteraciones detectadas en EXTL2, que
experimentd una subexpresion del 25 % en el grupo de pacientes leves (p<0.05) y se

sobreexpreso en el grupo severo un 60 % (p<0.05) respecto al control (figura 31).

Los genes de la polimerizacion de la cadena, EXT1 y EXT2, se detectaron en todos
los grupos, sin embargo, no mostraron alteraciones estadisticamente significativas (figura
31).
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Figura 31. Transcripcion diferencial de genes responsables de la polimerizacion de la cadena en nudcleo
palido. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de
patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion
estadisticamente significativas estan indicados (*: p < 0.05). Los valores en el eje Y estdn expresados en
escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

1.6.b. Genes responsables de la N-deacetilacion/N-sulfatacion

Por su parte la familia de NDSTs tampoco mostré diferencias salvo en el grupo de
casos severos de la isoforma -4 donde el gen se subexpreso un 90 % (p<0.01). En esta zona

tampoco fue posible detectar niveles cuantificables de NDST3 (figura 32).
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Figura 32. Transcripcién diferencial de genes responsables de N-deacetilacion/N-sulfatacion, genes
modificadores del residuo de acido urdnico y genes responsables de C-6 sulfatacion en nucleo pélido.
Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de patologia
(leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion
estadisticamente significativas estan indicados (**: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el eje Y estan
expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

— — — —
©c © o o
- - ‘e - —
|
r
* |

[—
=
-

Abundancia relativa de transcritos

NDST1
NDST2
NDST3
NDST4
GLCE
HS2ST1
HS6ST1
HS6ST2
HS6ST3

75



1.6.c. Genes modificadores del residuo de acido glucurénico
Tanto GLCE como HS2ST1 pudieron ser cuantificados sin presentar cambios
relevantes, unicamente el gen GLCE redujo su expresion a la mitad en leves y en un 30 %

en moderados Yy severos (p<0.01) (figura 32).

1.6.d. Genes responsables de la sulfatacion del residuo de glucosamina

Tampoco se observaron cambios en los genes responsables de la sulfatacion de la
glucosamina en C6, detectdndose transcritos en todos los casos. HS6ST1 superd en
expresion a las otras 2 isoformas (un orden de magnitud por encima). La isoforma -3 vio
disminuida su expresion un 50 % en los pacientes moderados (p<0.05) (figura 32).

Contrariamente, los genes de las sulfotransferasas de C3 mostraron alteraciones
significativas en todas las isoformas. HS3ST1 subexpresé en pacientes leves un 60 %
(p<0.01) y en pacientes moderados un 80 % (p<0.001). HS3ST2 y HS3ST4
sobreexpresaron en pacientes leves 1,5 veces y 1,17 veces respectivamente (p<0.01 en
ambos casos). Ademas, la isoforma -2 aument6 3 veces su valor respecto al control en
pacientes severos (p<0.001). Por otro lado, el grupo de muestras con afectacién moderada
disminuyé su expresion casi al 100 % en las isoformas -3A1, -3B1 y -6 con un nivel de
significacion p<0.001. En HS3ST6 y HS3ST5 se evidenciaron valores de expresion mayor
que el control en pacientes severos 2,6 veces (p<0.05) para el primero y 3 veces (p<0.01)

para el segundo (figura 33).
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Figura 33. Transcripcion diferencial de genes responsables de C-3 sulfatacion y genes responsables de
endosulfatasas extracelulares en nuicleo péalido. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido
sano (blanco) y diferentes grados de patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los
genes con diferencias de expresion estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p <
0.01; *: p < 0.05). Los valores en el eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar
aparecen representadas.
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1.6.e. Genes responsables de sulfatasas extracelulares

En la dltima modificacion de la biosintesis de la cadena de HS, se detectaron todos
los transcritos de las dos isoformas pero solo SULF1 mostré un incremento significativo
del 90 % en pacientes moderados (p<0.05) (figura 33).

1.7. ALTERACIONES EN CEREBELO

1.7.a. Genes responsables de la polimerizacion de la cadena

En el cerebelo no se detectaron transcritos para el gen EXTL1. Tanto en EXTL2
como en EXTL3 los casos moderados mostraron una disminucion de la expresion del 40 %
(p<0.05 y p<0.01 respectivamente); ademas en la isoforma -3 también se vio subexpresion
del 40 % en las formas leves (p<0.05) (figura 34).

En todos los grupos de pacientes, los genes responsables de la polimerizacion del
GAG disminuyeron sus niveles de expresion en torno al 60 % (p<0.001 en los grupos leves
y moderados de EXT1 y leves de EXT2, p<0.01 en el grupo severo de EXT1 y moderado de
EXT2 y p<0.05 en el grupo severo de EXT2) (figura 34).
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Figura 34. Transcripcion diferencial de genes responsables de la polimerizacion de la cadena en
cerebelo. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de
patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion
estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el
eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.
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1.7.b. Genes responsables de la N-deacetilacion/N-sulfatacion

Todos los genes encargados de la formacion de dominios sulfatados mostraron
alteracion en la expresion de los transcritos. NDST3, una vez mas, no pudo detectarse y
NDST4 se expreso con valores 3 érdenes de magnitud inferiores a las isoformas -1 y -2
(figura 35).

La expresion disminuyo en general para las tres isoformas en todos los grupos de
pacientes, salvo en moderados en NDST4, donde se vio un leve incremento no
significativo. NDST1 y -2 subexpresaron un 50 % en todos los grupos, siendo
significativamente relevantes: p<0.01 en leves de NDST1 y -2 y moderados de NDST2,
p<0.001 en moderados de NDST1 y p<0.05 en severos de NDST2 (figura 35). NDST4
también subexpres6 en pacientes leves y severos un 60 % (p<0.001 y p<0.05

respectivamente) (figura 35).
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Figura 35. Transcripcién diferencial de genes responsables de N-deacetilacion/N-sulfatacion, genes
modificadores del residuo de &cido urdnico y genes responsables de C-6 sulfatacién en cerebelo. Las
barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano (blanco) y diferentes grados de patologia (leve:
gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes con diferencias de expresion estadisticamente
significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *: p < 0.05). Los valores en el eje Y estan
expresados en escala logaritmica; las desviaciones estandar aparecen representadas.

1.7.c. Genes modificadores del residuo de &cido glucurénico

Ambos genes redujeron su expresion de forma significativa en los 3 grupos de
pacientes. GLCE experimentd un detrimento del 55 % (p<0.001 en leves, p<0.01 en
moderados y p<0.05). De la misma manera HS2ST1 decrecio un 50 % en los casos leves

(p<0.001) y severos (p<0.05) y un 40 % en los casos moderados (p<0.01) (figura 35).
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1.7.d. Genes responsables de la sulfatacion del residuo de glucosamina

Para la familia HS6STs se detectaron transcritos en todas las isoformas, siendo
HS6ST1 predominante (2 ordenes de magnitud superior) con un incremento del 30 %
(p<0.05) en las formas severas; HS6ST2 no mostré alteraciones (figura 35). Por su parte,
HS6ST3 experimentd una disminucion del 60 % en todos los grupos de afectacion
(p<0.001 en leves y moderados, p<0.01 en severos) (figura 35).

En el caso de las transferasas de grupos sulfato al C3, todas las isoformas fueron
detectadas, predominando HS3ST1 que experiment6 pequefias variaciones no significativas
(figura 36).

HS3ST2 mostrd sobreexpresion significativa (p<0.05) en los casos moderados 1,5
veces superior al control, también en los casos severos. Curiosamente en este grupo el

incremento fue significativo (p<0.05) a pesar de ser solo del 6% (figura 36).

HS3ST3Al y —3B1 sobreexpresaron en todos los grupos de pacientes pero solo se
observd relevancia estadistica para la isoforma -3A1 (p<0.05) en moderados, donde el
incremento fue 5 veces superior y en severos 2 veces superior al control; para la isoforma -
3B1 el grupo de pacientes moderados supero 6 veces el valor del control (p<0.01) (figura
36).

En HS3ST4 Gnicamente se produjo una disminucion del 20 % en pacientes severos
(p<0.05). Por el contrario, en HS3ST5 y HS3ST6 los valores se incrementaron
notablemente. En la isoforma -5 el grupo leve sobreexpresé 3,7 veces (p<0.05), el grupo
moderado 12 veces (p<0.001) y el grupo severo 3,7 veces (p<0.001). En la isoforma -6 los
casos leves y severos incrementaron su expresion 1,7 veces y los casos moderados 4,7

veces (p<0.05 en todos) (figura 36).

1.7.e. Genes responsables de sulfatasas extracelulares

Finalmente, en las sulfatasas extracelulares los niveles de transcritos se redujeron
un 50 % en el grupo leve para SULF1 (p<0.05), y un 30 % en leves (p<0.01), moderados y
severos (ambos p<0.05) para SULF2 (figura 36).
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Figura 36. Transcripcion diferencial de genes responsables de C-3 sulfatacion y genes responsables de
endosulfatasas extracelulares en cerebelo. Las barras representan la abundancia de ARNm en tejido sano
(blanco) y diferentes grados de patologia (leve: gris claro, moderado: gris oscuro, severo: negro). Los genes
con diferencias de expresion estadisticamente significativas estan indicados (***: p < 0.001; **: p < 0.01; *:
p <0.05). Los valores en el eje Y estan expresados en escala logaritmica; las desviaciones estdndar aparecen
representadas.
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2. EVALUACION DE LAS ALTERACIONES OBSERVADAS EN LA
TRANSCRIPCION GENICA.

Tabla 6. Genes de biosintesis de HS cuya transcripcion resulta alterada en la EA, representados en
funcion del grado de la patologia y la regién cerebral. Las flechas rojas indican sobreexpresiones, las
negras subexpresiones. AM, region amigdala; HA, hipocampo anterior; HP, hipocampo posterior; CL,
Claustrum; CC, cisura calcarina; NP, globo palido; CB, cerebelo
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El conjunto de las alteraciones en la trascripcion determinadas en los apartados
anteriores se resume en la tabla 6, donde se destacan aquellos casos en los que la variacion
se debid a sobreexpresion o a subexpresion del gen correspondiente. Los resultados
muestran un incremento total de alteraciones en pacientes de grado moderado respecto al
leve, principalmente debido a subexpresiones, y un descenso de alteraciones en pacientes
de grado severo, aunque con un notable incremento de las sobreexpresiones (tabla 6).

Los genes responsables de la biosintesis del HS se pueden categorizar en grupos
homogéneos que incluyen los responsables de la polimerizacion (EXTL1-3, EXT1-2), la N-
deacetilacion-N-sulfatacién (NDST1-4), la modificacién del residuo de &cido urdnico
(GLCE, HS2ST1), la 6-O y la 3-O sulfatacion de la glucosamina (HS6ST1-3 y HS3ST1-6
respectivamente), y las 6-O sulfatasas (SULF1-2). Cuando las alteraciones de la expresion
génica en cada grupo se expresan en términos porcentuales (representando el valor 100 el
namero de genes incluido en el grupo), se observa un incremento en todas las categorias en
pacientes de grado moderado (figura 37). En pacientes severos aparece un descenso, pero
debido fundamentalmente a la menor alteracion en los niveles de transcripcion de los genes
responsables de las primeras etapas de la biosintesis del polimero, involucrando los
implicados en la polimerizacion, la N-deacetilacion-N-sulfatacion, y la modificacion del
residuo de &cido urdnico. Los genes que codifican proteinas cuya accidén enzimética tiene
lugar en las etapas tardias de la biosintesis del HS sufren descensos mucho menores o,
incluso, un incremento, como es el caso de los implicados en 3-O sulfatacion de la

glucosamina (figura 37).
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Figura 37. Porcentaje de genes cuya transcripcion se ve alterada en diferentes grados de EA. @: genes
de polimerizacion de la cadena; ™ NDSTs;®: modificacién del residuo de &cido urénico; A: 6-O-
sulfotransferasas; @: 3-O-sulfotransferasas; ®:SULFs

Cuando las alteraciones en los niveles de transcripcién de las diferentes familias de
genes se analizan en funcién de su tendencia (sub o sobreexpresion) y del grado de la
patologia, se observa que todos los grupos de genes responsables de cada una de las etapas
de la biosintesis experimentan un incremento de la subexpresion en todos los pacientes
moderados respecto a leves, para luego disminuir en pacientes severos a niveles similares a
los observados en los leves (NDSTs, 6STs) o niveles inferiores (polimerasas,
modificadores del urénico, HS3STs, SULFs) (figura 38). Por el contrario, las
sobreexpresiones aumentaron en los pacientes severos en todos los casos, pero muy

especialmente en los genes responsables de las Gltimas etapas de la biosintesis (figura 38).
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Figura 38. Porcentaje de genes que experimentan (A) sub y (@) sobre expresion en diferentes grados
de EA. A: genes de polimerizacion de la cadena; B: NDSTs; C: modificacion del residuo de acido uroénico;
D: 6-O-sulfotransferasas; E: 3-O-sulfotransferasas; F:SULFs.

Cuando el analisis de la proporcion en la alteracion génica en cada familia de genes
se analiz6 de forma conjunta y los resultados se expresaron en funcion de la region
cerebral analizada, se observo que existia una tendencia decreciente secuencial amigdala -
hipocampo anterior - hipocampo posterior — claustrum - cisura calcarina - globo péalido
apareciendo, interesantemente, el cerebelo como la region con mayores alteraciones.
Cuando el mismo tipo de analisis se llevdo a cabo de forma separada para sub y

sobreexpresiones, se observaron también patrones descendentes (figura 39).
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Figura 39. Porcentaje de genes que experimentan alteraciones en sus niveles de transcripcién en
diferentes regiones cerebrales. (@), totales; (®) subexpresiones (A ) sobreexpresiones. CB, cerebelo; AM,
region amigdala; HA, hipocampo anterior; HP, hipocampo posterior; CL, Claustrum; CC, cisura calcarina;

NP, globo palido. Las lineas punteadas representan la regresion lineal
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3. CORRELACIONES EN LAS ALTERACIONES DE LA TRANSCRIPCION
GENICA

Se llevd a cabo un andlisis de los valores de la transcripcién para determinar la
existencia de correlaciones que pudiesen afectar a la estructura del HS o a las diferentes
regiones cerebrales estudiadas. Para ello, se determinaron los coeficientes de correlacion
entre los valores de expresion de cada par de genes, y se consideraron positivos aquellos

para los que la p<0.05.

La correlacion entre pares de genes en las diferentes zonas analizadas se presenta
en la tabla 7. Cuando se consideraron las correlaciones positivas, se pudo determinar la
existencia de valores significativos en la mayoria de las zonas (>4) en uno de los genes
implicado en el inicio de la sintesis de la cadena (EXTL3), y en los responsables de la
polimerizacion de la misma (EXT1 y EXT2). También se determind la existencia de
numerosas correlaciones significativas entre las polimerasas y los principales genes
responsables de la formacion de los dominios sulfatados, NDST1 y NDST2, asi como de
estos ultimos entre si. Los genes responsables de la modificacion del residuo del acido
urénico (GLCE y HS2ST1) presentaron elevados de correlacion tanto entre si como con las
NDSTs -1y -2y las polimerasas (Tabla 7, figura 40).

El nimero de correlaciones positivas detectado en las diferentes zonas desciende de
manera notable para los genes implicados en etapas mas tardias de la biosintesis del HS.
Las Unicas excepciones vienen dadas por HS6ST1, correlacionado con NDSTs y
polimerasas en numerosas zonas, y HS3ST1, correlacionado con EXTL3, NDST2 y
HS6ST1. HS6ST2, la mayoria de las isoformas de HS3STs y las sulfatasas extracelulares
(SULFs), presentan correlaciones mucho mas limitadas a zonas concretas (Tabla 7, figura
40).
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Tabla 7. Correlaciones positivas entre genes responsables de la sintesis de las cadenas de HS. Los

on

dala; 2, hipocampo anterior; 3, hipocampo posterior;

dican las regiones cerebrales para las que las correlaciones presentan un nivel de correlaci

,

ndmeros in

, regiéon amig

estadisticamente significativo (p<0.01). 1

4, Claustrum; 5, cisura calcarina; 6, globo palido; 7, cerebelo.

EXTL2 | EXTL3 | EXT1 EXT2 NDST1 NDST2 |NDST4| GLCE HS2ST1 | HS6ST1 | HS6ST2 | HS6ST3 | HS3ST1 HS3ST2 | HS3ST3A1 | HS3ST3B1| HS3ST4 |HS3ST5| HS3ST6 | SULF1 | SULF2
EXTL2
1271125| 27 | 1237 | 267 156 123 | 127 [1235| 1 | 157 | 125 3 3 15 | 2 1 4
L 1257 1257 | 127 | 1257 | 6 | 17 | 127 | 126 | 1 17 | 1267 | 5 157 | 2 135 | 5
EXT1
123567| 12567 [ 12357 | 14 | 1457 [1.23467| 1246 1247 | 12 45 15 |7 3 |38
EXT2 1267 | 1567 | 6 [123567(12357| 25 | 23 7 2,3 35 ST | 21 | 4 |3456| 5
NDST1
123457 4 [123467/124567 1236 167 | 123 23 1| 237 6 | 5
INDST2
26 | 13567 | 47 |1237 17 | 1237 5 23 2 5 2 56 | 456
NDST4 247 24 145 27 4 2 2 4 24 | 24 | 4
GLCE
1257 | 235 147 | 357 | 45 23 3 [ 1857 | 27 257 | %
HS25T1 126 | 3 | 137 | 12 3 5 4 T | iaf 156 | 45
HS6STT 1456 | 123567 | 46 | 2346 | 236 [13456| 24 | 24 | 46 | 6
HSEST2 2 3 136 4 5 6 5 | 5
HS6ST3 1,5,6,7 46 6 6 14 47 4 4 3
HS3ST1 6 2,36 26 | 136 26 | 5
HS3ST2 467 | 167 | 456 | 457 |1467| 45 | 5
HS3STIAT 12567| 6 7 12567| 25 | 2
HS3STIB1 36 | 7 (13467 16
HS3ST4 45 2,6 45 25
HS3ST5 45 4
HS3ST6 4 1.2.3
SULF1 5,6
SULF2
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Figura 40. Diagrama de Venn representativo de las correlaciones positivas entre diferentes genes de la
sintesis de las cadenas de HS. Las diferentes regiones cerebrales (1, region amigdala; 2, hipocampo
anterior; 3, hipocampo posterior; 4, Claustrum; 5, cisura calcarina; 6, globo palido; 7, cerebelo) aparecen
indicadas por cédigo de colores. Los nimeros incluidos en el interior de la figura indican el nimero de genes
detectables en cada una de las regiones.

Curiosamente, los datos apenas mostraron la existencia de correlaciones negativas
estadisticamente significativas, y las pocas detectadas afectaron Unicamente a genes
implicados en etapas tardias de la biosintesis, principalmente ciertas isoformas de HS3STs

y SULFs, y Gnicamente en regiones muy limitadas (Tabla 8, figura 41).
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Tabla 8. Correlaciones negativas entre genes responsables de la sintesis de las cadenas de HS. Los
ntmeros indican las regiones cerebrales para las que las correlaciones presentan un nivel de correlacion
estadisticamente significativo (p<0.01). 3, hipocampo posterior; 4, Claustrum; 6, globo palido; 7, cerebelo.
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Figura 41. Diagrama de Venn representativo de las correlaciones negativas entre diferentes genes de la
sintesis de las cadenas de HS. Las diferentes regiones cerebrales (3, hipocampo posterior; 4, Claustrum; 6,
globo pélido; 7, cerebelo) aparecen indicadas por cddigo de colores. Los ndmeros en el interior de la figura
indican el nimero de genes detectables en cada una de las regiones.
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4. DETECCION DE ALTERACIONES EN LA ESTRUCTURA DE LAS
CADENAS DE HS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER MEDIANTE
INMUNOHISTOQUIMICA.

Dado que los resultados de transcripcion mostraron cambios relevantes en los
niveles de distintos enzimas implicados en la sintesis de las cadenas de HS, es ldgico
deducir que tanto los niveles del polisacarido como sus patrones de modificacion,
responsables de su estructura fina, deben estar alterados. Para analizar esto, llevamos a
cabo estudios de IHQ sobre secciones de cerebro de pacientes de Alzheimer utilizando dos
anticuerpos monoclonales diferentes: 10E4, capaz de detectar epitopos que incluyen

residuos de glucosamina N-sulfatados, y JM403, capaz de detectar residuos no sustituidos.

La deteccion del epitopo 10E4, y consiguientemente de dominios sulfatados en las
cadenas de HS, pudo llevarse a cabo a nivel de todas las lesiones propias de la EA. Las
inmunotinciones mostraron la existencia de una sobreexpresion moderada a nivel del
nucleo de las placas neuriticas (figura 42 A y B); también se observd una sobreexpresion
intensa en neuronas con ovillos neurofibrilares y mas débilmente a nivel del neurdpilo
(figura 42 C y D), asi como en placas neuriticas (figura 42 E). El epitopo 10E4 también
mostré una sobreexpresion intensa a nivel de la pared de los vasos leptomeningeos con

angiopatia amiloidea (figura 42 F).
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glucosamina N-sulfatados, en secciones cerebrales. A: amplificacion 200x; B-F: amplificacion
400x.

La deteccion de dominios con glucosaminas no sustituidas mediante el AC JM403,
a diferencia de los datos reportados en el parrafo anterior, no fue capaz de detectar lesiones
tipicas de la EA. Los inmunomarcajes no identificaron tincion significativa a nivel de las
neuronas, y se pudo observar una sobreexpresion moderada a nivel de placas de amiloide
difusas y focales sin que se apreciase marcaje significativo en las placas neuriticas (figura
43).
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NO SE IDENTIFICA
MARCAIJE
SIGNIFICATIVO A NIVEL
DE LAS NEURONAS

SOBREEXPRESION MODERADA A NIVEL DE PLACAS DE AMILOIDE DIFUSAS Y
FOCALES SIN APRECIAR MARCAIJE SIGNIFICATIVO EN LAS PLACAS NEURITICAS

Figura 43. Deteccion del epitopo JM403 del heparan sulfato, que incluye residuos de
glucosamina sin sustitucién en N, en secciones cerebrales. Amplificacion 200x; B-F:
amplificacion 400x.

95



96



DISCUSION

La EA es la causa m&s comun de demencia. Es un trastorno degenerativo que afecta
de forma progresiva a amplias areas del cerebro. El desarrollo de la patologia conlleva una
serie de lesiones histopatoldgicas, las mas caracteristicas de las cuales son los depositos
extracelulares de proteina fa, denominados placas amiloides, los depositos de pa sobre la
pared de los vasos sanguineos, denominados CAA, y las acumulaciones intraneuronales de
proteina Tau hiperfosforilada, denominadas ONFs. Estas lesiones aparecen acompariadas
de otras que incluyen los hilos del neurdpilo, consistentes en segmentos dendriticos y
axonales que contienen agregados hiperfosforilados tau que acompafian a los ONFs, y
neuritas distroficas que contienen tau hiperfosforilada. Por otro lado, y sumado a este
conjunto de lesiones caracteristicas de la EA, se producen alteraciones graves debidas a
tanto a pérdida de neuronas como de sinapsis (Serrano-Pozo et al., 2011). Sin embargo, no
todas estas alteraciones parecen ocurrir en riguroso paralelo con el desarrollo de la
patologia, sino que el desarrollo de las placas amiloides tiene lugar con antelacién a la
aparicion de los sintomas de déficit cognitivo, mientras que los ONFs, la pérdida de
neuronas Y, particularmente, la pérdida de sinapsis parece ocurrir de modo simultaneo al

desarrollo de la demencia (Masters et al., 2015).

El desarrollo de las lesiones propias de la EA en el cerebro sigue un patrén
caracteristico de atrofia progresiva que implica de forma secuencial a diferentes regiones.
Aunque existen diferencias de detalle entre diferentes estudios, en funcion de las muestras
y la tecnologia de analisis aplicada, las lesiones tempranas se dan en el cortex entorrinal y
perirrinal, seguido de subcampos dentro del hipocampo, la corteza asociativa y, finalmente,
el neocortex (Scahill et al., 2002; Smith, 2002; Serrano-Pozo et al., 2011).

La presencia de placas amiloides y ONFs en el cerebro de pacientes de EA se
relaciona también con la existencia de neuroinflamacién. La neuroinflamacion es un
proceso que presenta un conjunto de caracteristicas especiales, dado que se produce en un
organo considerado un lugar de privilegio inmune (Ziebell y Morganti-Kossmann, 2010).
Contrariamente a la infiltracion de neutrofilos que tiene lugar en las fases agudas de la
inflamacion en los tejidos periféricos, seguido de monocitos/macrofagos y linfocitos en la
inflamacion cronica, la caracteristica primordial de la neuroinflamacion es la activacion de

las células inmunes residentes en el o6rgano: la microglia (Streit et al., 2004). Esta
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activacion se produce en respuesta a una variedad de agresiones, que incluyen desde
lesiones a infecciones, y conlleva un cambio morfoldgico de la microglia, capaz de actuar
como fagocitos, ademas de la liberacion de moléculas proinflamatorias, incluyendo
citoguinas, quimioquinas, prostaglandinas y oxido nitrico. Esta reaccion de la microglia
conforma la respuesta innata propia de fases agudas de la inflamacion, que puede ir
continuada por la adopcion de fenotipos anti-inflamatorios (Takeuchi y Akira, 2010). Por
otro lado, la neuroinflamacion crénica se caracteriza por una activacion de la microglia
prolongada en el tiempo y con produccion sostenida de los factores proinflamatorios
(Frank-Cannon et al., 2009).

Aungue tanto en las placas amiloides como en la CAA los depdsitos extracelulares
de proteina Pa constituyen un elemento esencial, estas estructuras son en realidad mas
complejas e integran también otras moléculas, entre las que se encuentran diferentes
proteinas inflamatorias (Verbeek et al., 1997), apolipoproteina E (Schmechel et al., 1993) y
HSPGs (Van Horssen et al., 2001; Cui et al., 2013). Ademas, los HSPGs pueden unirse
directamente a la proteina tau, componente esencial de ONFs (Cui et al., 2013; Huynh et
al., 2019), y promover su incorporacion celular (Stopschinski et al., 2018).

La importancia de los HSPGs en relacion con el desarrollo y la funcién cerebral ha
sido mostrada por diferentes estudios (Cui et al.,, 2013). Estas moléculas han sido
relacionadas con diferentes aspectos que incluyen adhesién y migraciéon celular (Ford-
Perriss et al., 2003), formacion y elongacién de neuritas, guia de axones (Lee et al., 2004),
sinaptogénesis y plasticidad de sinapsis (Reist et al., 1987) o respuesta a dafios y heridas
(Hagino et al., 2003).

Los PGs han sido relacionados con todo tipo de amiloidosis desarrolladas en el ser
humano, y los HSPGs en concreto, y particularmente las cadenas sacaridicas de HS, han
sido relacionadas con algunas de las caracteristicas esenciales de la patogénesis en la EA,
incluida la génesis de las placas seniles, del amiloide cerebrovascular y de los ONFs (Van
Horssen et al., 2003). En estudios in vitro, se ha podido determinar como las cadenas de
HS son capaces de participar en el plegamiento erroneo, la oligomerizacion vy la fibrilacién
de las proteinas amiloidogénicas implicadas en la EA, incluidas tanto fa como Tau. EI HS
también participa en la estabilizacion de los agregados proteicos que se producen, los
protege de la proteolisis, y actia como receptor para la incorporacion celular (Maiza et al.,
2018).
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La base molecular sobre la que se sustentan las maltiples acciones bioldgicas del
HS es su complejidad estructural, asi como la plasticidad de la misma, que permite a las
células adaptarse y modificar esta estructura en funcion del estado fisiologico y patoldgico
(Kjellén y Lindahl, 1991; Fransson et al., 2000). Este proceso se sustenta sobre un
mecanismo de biosintesis peculiar, y distinto al presente en otros polimeros con estructuras
complejas portadoras de informacién como proteinas o &cidos nucleicos. Dicha biosintesis
tiene lugar por la polimerizacion de la cadena sobre un tetrasacarido de union unido a
residuos especificos de la proteina nucleo, en la cual actian distintos enzimas responsables
de la iniciacion y la posterior elongacion. Ademas, y simultaneamente a su polimerizacion,
estas cadenas experimentan una serie de reacciones enzimaticas que producen una enorme
diversidad estructural, y que pueden incluir N-deacetilaciones, N-sulfataciones,
epimerizaciones y una amplia variedad de O-sulfataciones (Kjellén y Lindahl, 1991;
Fransson et al., 2000). Como resultado final de la biosintesis, se genera una molécula
compleja con alternacia de dominios no sulfatados y sulfatados, presentando estos ultimos
secuencias de alta afinidad por ligandos especificos que, en el caso del cerebro, incluyen
factores de crecimiento y sus receptores, quimioquinas, morfégenos, moléculas de guia de

axones 0 moléculas de matriz extracelular entre otros (Cui et al., 2013).

Dado el papel esencial que las cadenas de HS desempefian en la funcion y
estructura cerebral, asi como su relacion directa con la regulacion de diferentes procesos
moleculares que conducen a algunos de los dafios esenciales asociados a la EA, diferentes
estudios previos han abordado algunos aspectos acerca del papel de estas moléculas en la
EAy las alteraciones que experimentan asociadas al desarrollo de esta patologia (Cui et al.,
2013). Sin embargo, hasta la fecha ningln trabajo ha descrito las alteraciones que estas
moléculas experimentan asociadas al desarrollo de la patologia. En base a los datos
actualmente disponibles, la estructura de estas moléculas parece controlada esencialmente
por la expresion de isoenzimas concretos responsables de reacciones especificas, sin
prejuicio de la posible existencia de moléculas reguladoras, hoy desconocidas (Esko y
Selleck, 2002). Este razonamiento hace que el acercamiento a las alteraciones estructurales
experimentadas por la molécula pueda sustentarse sobre el estudio de los niveles de
trasncripcion de los 23 genes conocidos responsables de su biosintesis. Otra forma de
acercamiento, previamente utilizada por otros autores, es la identificacion de epitopos con
diferente grado de sulfatacion en la molécula final del polisacarido mediante el empleo de

anticuerpos especificos (Zhang et al., 2014a). Ademas, los eventos neuropatoldgicos
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asociados a la progresion de la EA siguen un orden espacial y temporal preciso y propio
tanto para Ba como para Tau (Maiza et al., 2018), por lo que resulta interesante analizar los
cambios en pacientes con grado de patologia leve, moderado y severo, y en diferentes
regiones cerebrales: amigdala, hipocampo anterior, hipocampo posterior, claustrum, cisura

calcarina, globo pélido y cerebelo.

La sintesis del esqueleto polisacaridico de las cadenas de HS es llevada a cabo por
glicosiltransferasas de la familia de las exostosinas (EXTs), de las cuales han sido
identificados 5 genes codificantes de las mismas en mamiferos: EXTL1, EXTL2, EXTL3,
EXT1 y EXT2 (Busse-Wicher et al., 2014). Nuestro estudio ha podido detectar la presencia
de transcritos para 4 de estos genes EXTL2, EXTL3, EXT1 y EXT2, en todas las muestras
analizadas, tanto control como con diferentes grados de patologia, y en todas las &reas
cerebrales estudiadas. Sin embargo, en ningin caso se pudo detectar la presencia de
ARNmM codificante de EXTL1. EXTL1 es un gen cuya expresion esta limitada a muy pocos
tejidos; pese a ello, estudios previos lo han descrito en cerebro, junto a musculo
esquelético, piel y, en bajos niveles, en corazén (Wise et al., 1997). EXTL1 ha sido
identificado como codificante de una GIcNAc transferasa; la falta de estudios bioquimicos
hace que no esté perfectamente caracterizado su papel en relacién con la sintesis del HS
(Busse-Wicher et al., 2014), aunque se han descrito alteraciones en sus niveles de

transcripcion en algunos procesos tumorales (Liu et al., 2006).

EXTL2 y EXTL3 se expresan en todos los casos analizados, y experimentan
alteraciones en varios de ellos. Los cambios observados son subexpresiones,
principalmente en pacientes de grado moderado; en pacientes severos se observa un
nimero de modificaciones limitado, aunque, contrariamente al resto de casos, aqui se
producen algunas sobreexpresiones. Ambos genes codifican enzimas con actividad
GIcNAc transferasa, capaz de adicionar el primer residuo de GIcNAc al tetrasacarido de
unién, lo que constituye una reaccion critica en el direccionamiento de la biosintesis hacia
el HS, en detrimento del CS (Kreuger y Kjellén, 2012). Sin embargo, EXTL2 presenta una
actividad débil, y se ha propuesto que su transferencia de un residuo de GICNAc a una
region de union fosforilada termina la elongacion de la cadena, asignandole un papel de
control de la biosintesis, por lo que su alteracion se relacionaria con algunos procesos
patoldgicos (Nadanaka et al., 2013). Por su parte, EXTL3 parece ser el responsable de la

iniciacion de la elongacion; también se le ha vinculado con interacciones con otras
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moléculas lo que se relacionaria con otro tipo de funciones biologicas (Busse-Wicher et al.,
2014).

La transcripcion de EXT1 y EXT2 se detecta en todos los casos analizados en este
estudio y también, de modo semejante a EXTL2 y EXTL3, sus modificaciones asociadas a
EA son méas abundantes en regiones cerebrales correspondientes a pacientes de grado
moderado, pero en este caso el descenso de alteraciones en los niveles de ARNm en
pacientes severos es mas acusado. EXT1 y EXT2 codifican enzimas bifuncionales que
incluyen actividades transferasas de GICNAc y GIcA, y son responsables de la elongacion
de la cadena in vivo, formando un heterooligomero (Busse-Wicher et al., 2014). Sin
embargo, algunos estudios sugieren que EXT2 desempefiaria funciones mas complejas, no
Unicamente circunscritas a la biosintesis, sino en la interaccion y transporte de ciertas
moléculas (Busse-Wicher et al., 2014). EXT1 y EXT2 son genes supresores de tumores
cuya mutacién se relaciona con el desarrollo de condrosarcomas multiples hereditarios.
Aunqgue no existen estudios que vinculen de una manera directa estos genes con la EA, se
ha descrito que la deplecion de EXT1 en ratones afecta al desarrollo neuronal, resultando
en anormalidades y malfuncion cerebral (Yu et al., 2017). También, en el caso de ratones,
se ha demostrado que la deleccion condicional de Extl produce una disminucién del HS
que apareja una reduccion de la oligomerizacion de Pa, mostrando conexion del HS con la
patologia amiloidea mediada por modulacién de la eliminacion y agregacion de Ba (Liu et
al., 2016).

La primera etapa en la modificacion de las cadenas de HS es la conversion de
GIcNAc en glucosamina N-sulfatada (GICNS). Esta reaccion es critica, pues conduce a la
formacion de dominios N-sulfatados (NS) distribuidos a lo largo de la cadena y espaciados
por regiones formadas por disacaridos esencialmente no sulfatados denominadas dominios
NA por su alto contenido en GIcNAc (Grobe et al., 2002). Existen 4 isoformas
responsables de estas reacciones, NDST1-4, y este estudio permitié determinar la presencia
de transcritos para 3 de ellos en todas las muestras analizadas, con independencia de la
existencia o no de patologia, siendo la isoforma NDST3 la Unica no detectada. NDST1 y -2
fueron las isoformas preferentemente transcritas, aunque los niveles de NDST1 se situaron
a valores superiores, de hasta un orden de magnitud en todas las regiones cerebrales
excepto en el cerebelo, donde las transcripciones de ambos genes fueron comparables. Por
su parte, NDST4 se transcribid a niveles netamente inferiores a las otras dos, en torno a 2

ordenes de magnitud, en todos los casos analizados. El analisis de las muestras patologicas
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mostro diversas alteraciones, en su mayor parte subexpresiones, y principalmente en
muestras procedentes de pacientes de grado moderado, mientras que un ndmero mucho

mas reducido de modificaciones pudo ser detectado en pacientes de grado leve y severo.

Ha sido previamente descrito que NDST1 y -2 constituyen las isoformas mas
ampliamente expresadas, apareciendo en todos los tejidos embrionarios y adultos, pero a
niveles diferentes (Grobe et al., 2002), y parecen ser las principales responsables de la
generacion de los dominios sulfatados en el HS, particularmente NDST1 (Sheng et al.,
2011). NDST3 y -4 presentan un espectro de expresion mucho mas reducido, y sus
transcritos son detectables predominantemente durante el desarrollo embrionario (Aikawa
y Esko, 1999; Aikawa et al., 2001); no obstante, trabajos previos han detectado la
expresion de NDST4 en cerebro adulto a bajos niveles (Aikawa et al., 2001), y NDST3 en
cerebro y corazdn adultos (Aikawa y Esko, 1999), dato este Gltimo no concordante con los
resultados de este trabajo. La expresion de las diferentes isoformas y los niveles de la
misma son relevantes, por cuanto NDST1 y -2 son capaces ambos de formar dominios
sulfatados, pero con extensiones diferentes, mientras NDST3 muestra alta actividad
deacetilasa pero baja sulfotransferasa, y NDST4 invierte estas proporciones (Grobe et al.,
2002). Por otra parte, tanto NDST1 como NDST2 han mostrado desempefiar un papel
critico en el desarrollo neural, y su depleciébn en modelos de ratdn conduce a
anormalidades y disfuncion cerebral (Yu et al., 2017); estas alteraciones parecen tener que
ver con deficiencias en sefializacion con factores de crecimiento como es el caso del FGF4
(Johnson et al., 2007). Curiosamente, en modelos de EA en ratdn se ha podido determinar
un incremento significativo en la transcripcion de NDST2, pero no del resto de NDSTs
(Hosono-Fukao et al., 2012).

Tras la formacion de los dominios NS, las subsiguientes modificaciones tienen
lugar preferentemente dentro de o adyacente a estos dominios. Las dos siguientes
reacciones afectan como sustrato al residuo de acido glucurénico presente en el disacarido
unidad del HS, e implican la epimerizacion del C5 y la O-sulfatacion del C2 (Kreuger y
Kjellén, 2012). La primera de las reacciones es catalizada por una epimerasa codificada
por el gen GLCE, y el resultado de su accion catalitica es la generacion de un residuo de
4cido idurénico, el cual puede adoptar diferentes conformaciones (*Cs, “C1 y 2So) lo que
provee a la cadena de flexibilidad conformacional, facilitando la existencia de
interacciones especificas con diferentes ligandos (Préchoux et al., 2015). La siguiente
reaccion es la 2-O sulfatacion del residuo de acido idurdnico formado, lo que estabiliza el
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producto final al no ser sustrato de nuevo para la epimerasa (Préchoux et al., 2015);
ademas, la sulfatacién en C2 es esencial para el establecimiento de ciertas interacciones
especificas con ligandos. El estudio de la alteracion de estos enzimas en EA detecto la
transcripcion de ambos genes en todos los casos analizados, y ademas los niveles eran
semejantes en las diferentes areas cerebrales con la Gnica excepcion del cerebelo, en el que
se observaron niveles de transcritos de HS2ST1 algo inferiores a los de GLCE. En
pacientes leves se detectd la existencia de subexpresiones que afectaba a uno o ambos
enzimas en varias regiones cerebrales, mientras que en los pacientes moderados las
subexpresiones pudieron ser observadas en todas las regiones analizadas. De nuevo, el
nivel de alteracion fue menor en pacientes severos, afectando a menos zonas, aunque la

mitad de las modificaciones observadas fueron sobreexpresiones.

Los estudios previos han mostrado que las reacciones de modificacion del acido
urénico son esenciales en el desarrollo de la EA, por cuanto se ha demostrado una
interaccion in vitro entre fa y HS. El Ba presenta un motivo en un extremo N-terminal con
secuencia HHQK que es capaz de unir HS y también células de microglia, lo que sugiere
que la microglia interacciona con fa mediante cadenas de HS (Zhang et al., 2014a). Para
permitir la interaccion con esta secuencia, en cOrtex cerebral humano se ha descrito que se
requiere un dominio hexasacarido N-sulfatado en el HS que contiene residuos de &cido
idurdnico 2-O-sulfatados criticos para la interaccion. La longitud de la cadena sacaridica es
también un factor esencial pues la interaccién no tiene lugar cuando la longitud de la
cadena es inferior a 6 azUcares (Lindahl et al., 1999). Interesantemente, el dominio de HS
capaz de interaccionar selectivamente con Pa también lo hace con FGF2, al cual se le ha
atribuido un papel neuroprotector, sugiriendo que ambas moléculas compiten por un
mismo lugar de anclaje (Lindahl et al., 1999). Se ha propuesto que la interaccion Pa-HS es
mutuamente protectora, evitando la degradacion de la cadena de HS por la heparanasa y la
de Pa por proteasas (Gupta-Bansal et al., 1995). Otros estudios centrados en el cerebro,
también han mostrado que la 2-O-sulfatacion del acido idurdnico se encuentra relacionada
con heridas, incrementandose junto al sindecano-1 (Properzi et al., 2008), y que
decrecimientos en 2-O-sulfatacion unidos a incrementos en N- y 3-O-sulfatacion, pero no
en 6-O-sulfatacion ocurren en el hipocampo de sujetos a edades avanzadas, lo que podria

relacionarse con la patogénesis de la EA (Huynh et al., 2012).

La polimerizacion y las 3 primeras reacciones de modificacion de las cadenas de

HS confieren el cuadro estructural y funcional basico, que incluye la organizacion de la
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cadena, los dominios NS y la relacion glucurdnico/idurdnico. Estas modificaciones son
esenciales para la union de muchos ligandos, pero compartidas por todos ellos. Sin
embargo, las etapas finales de la sintesis, responsables del control de la 6-O- y 3-O-
sulfatacion de la glucosamina se relacionan con interacciones mas selectivas, capaces de
discriminar ligandos especificos, muy especialmente en el caso de la 3-O-sulfatacion,
ocupando la 6-O-sulfatacion una posicion intermedia (EI Masri et al., 2017).

La 6-O-sulfatacion es una modificacion muy relevante, por cuanto se encuentra
implicada en la union y activacion de numerosos factores de crecimiento (EI Masri et al.,
2017), de todas las quimioquinas (Zlotnik y Yoshie, 2012), y de miembros de las 3
principales familias de morfogenos (Yan y Lin, 2009; Coulson-Thomas, 2016), ademés de
muchas otras proteinas como la proteina de guia de axones slit-2 (Shipp y Hsieh-Wilson,
2007). Ademas, es un tipo de modificacion muy peculiar en tanto que presenta propiedades
unicas: es la unica sulfatacion que se puede encontrar a niveles significativos fuera de los
dominios NS, es la Unica que puede tener lugar extracelularmente (Habuchi et al., 1995), y
es la unica que se regula tanto mediante procesos biosintéticos como post-sintéticos,
mediante la accion de dos grupos de enzimas: las 6-O-sulfotrasnferasas (HS60ST1-3) y las
endosulfatasas (SULF1-2) (EI Masri et al., 2017).

Las 3 isoformas de HS60ST (1-3) llevan a cabo un ajuste fino de la estructura de la
cadena mediante actividades cataliticas solapantes pero complementarias, a través de
sutiles diferencias en sus especificidades de sustrato (Habuchi et al., 2000). Presentan una
distribucion espacio-temporal especifica en los diferentes tejidos, habiéndose descrito una
moderada transcripcién de HS60ST1 y una presencia de HS60ST2 en cerebro, mientras la
presencia de HS60ST3 es ubicua (Habuchi et al., 2000; EI Masri et al., 2017). En nuestro
estudio, se detectd la presencia de transcritos para las 3 isoformas en todas las regiones
cerebrales analizadas, aunque con algunas diferencias; HS60ST1 fue en todos los casos la
isoforma mas transcrita, y HS6ST2 la menos, oscilando la diferencia de niveles entre ellas
en uno o dos drdenes de magnitud dependiendo de la regién analizada. HS6ST3 se expreso
a niveles variables, normalmente intermedios entre las otras dos isoformas, aunque mas
proximo o incluso igualando a HS6ST1, con la excepcion del cerebelo, en el que los
niveles de transcripcion de las isoformas -2 y -3 estuvieron proximos. El analisis de los
pacientes de EA de grado leve mostro diferentes alteraciones aberrantes, practicamente
todas subexpresiones, las cuales se duplicaron en pacientes moderados, apareciendo en

todos los casos como subexpresiones. En los pacientes moderados se pudo observar
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también una progresion en las alteraciones, que afectaban a las 3 isoformas en regiones
tempranas (amigdala, hipocampo anterior) a dos de ellas en regiones intermedias
(hipocampo posterior, claustrum, cisura calcarina) y solo a la isoforma 3 en tardias (globo
palido y cerebelo). Llamativo es el niUmero de alteraciones detectadas en los pacientes
severos, practicamente la mitad de ellas fueron sobreexpresiones, esencialmente ausentes
en los otros dos grupos. Estas alteraciones pueden ser interesantes a la hora de comprender
el desarrollo de la patologia, por cuanto se ha descrito que las 6-O-sulfatos estan
implicados en la union a Ba (Lindahl et al., 1999) y en la modulacion del procesamiento de
la PPA (Scholefield et al., 2003).

La 6-O-sulfatacion del HS es la unica modificacion de la cadena sacaridica que
puede sufrir modificaciones tras la biosintesis mediante un mecanismo que implica dos
ensodulfatasas extracelulares (SULF1-2) (Morimoto-Tomita et al., 2002). La actividad de
estas endosulfatasas es limitada, por cuanto su substrato preferente es el disacarido [UA2S-
GIcNS6S], que constituye normalmente menos del 10% de la cadena (Staples et al., 2011;
Seffouh et al., 2013; El Masri et al., 2017). Sin embargo, su accidn es capaz de producir
drasticos cambios en la capacidad de unir ligandos, actuando como antagonista de los
mismos, afectando a rutas de sefializacion, y afectando a procesos fisiol6gicos importantes,
entre ellos en desarrollo neuronal (Al Oustah et al., 2014; Kalus et al., 2015). Estos
enzimas han sido también implicados en el desarrollo de ciertas patologias, Yy
particularmente en inflamacion, dado que la 6-O-sulfatacion es critica para la union de
muchas quimioquinas (Uchimura et al., 2006). En el analisis llevado a cabo en este trabajo,
pudo detectarse la presencia de trascritos para ambos genes en todas las regiones
cerebrales. SULF2 presentd niveles de ARNm superiores en todos los casos, si bien en
amigdala, hipocampo anterior, hipocampo posterior y claustrum sus niveles estuvieron por
encima de SULF1 en un orden de magnitud o superior, mientras en cisura calcarina, globo
palido y cerebelo la diferencia fue menos acusada. En las muestras de EA de grado leve se
pudieron detectar subexpresiones de alguno de estos enzimas en la mitad de regiones
analizadas, mientras en el grado moderado se duplicaron, apareciendo en todas las zonas
cerebrales, pudiendo detectarse que en un 33% estaban constituidas por sobreexpresiones;
en pacientes severos el nimero de modificaciones se redujo en una pequefia proporcion,
pero se incrementaron las sobreexpresiones. Curiosamente, en todos los casos en los que
los niveles de ARNm aparecieron incrementados, se correspondi6 con trascritos de SULF1.

Estos resultados concuerdan en parte con el descenso en la expresion de SULF2
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previamente descrito en varias regiones cerebrales de pacientes con EA, aunque en esos
estudios no detectan alteraciones en SULF1 contrariamente a los resultados expuestos en el
presente trabajo (Roberts et al., 2017). En modelos de raton, también se ha descrito una
deplecion de las isoformas de SULF como resultado de malformaciones y anomalias
cerebrales (Yu et al., 2017). Aunque se ha descrito la existencia de un gran solapamiento
entre las funciones de SULF1 y SULF2 con efectos compensatorios (Holst et al., 2007),
también existen datos que apuntan a una no redundancia de las funciones de SULFs
durante el desarrollo cerebral en raton, dado que ambas formas contribuyen de modo
diferencial al crecimiento de neuritas, a la plasticidad sinéptica y a la actividad motora
(Thacker et al., 2014).

La sulfatacion en el C3 del residuo de glucosamina constituye el Gltimo paso en el
proceso biosintético de las cadenas de HS, solo continuado por la accion extracelular de las
SULFs. Esta es una modificacion rara presente en algunas cadenas en cantidad limitada o
ausente por completo en otras para la que, paraddjicamente, existe un mayor nimero de
enzimas diferentes implicados (codificados por HS3ST1,-2,-3A, -3B, 4, 5, 6). Esto significa
que los sustratos de esta reaccion ya han sido previamente modificados y, de hecho, esta
modificacion se ha relacionado con interacciones con ligandos muy especificas, basadas en
secuencias con una disposicion de sulfatos muy concreta (Thacker et al., 2014; Denys y
Allain, 2019). La expresion de los genes HS3ST est4 minuciosamente controlada espacio-
temporalmente, y todas las células expresan al menos una de las isoformas, aunque
frecuentemente se expresan varias (Thacker et al., 2014). La expresion esta particularmente
regulada en el sistema nervioso, lo que sugiere un papel neurolégico importante para la 3-
O-sulfatacion (Thacker et al., 2014). En el cerebro, diferentes trabajos previos han descrito
la expresion de las isoformas -1, -2, -4 y -5 (Shworak et al., 1997; Xia et al., 2002;
Mochizuki et al., 2003). En el presente estudio pudo detectarse la presencia de trascritos
para las 7 isoformas en todas las regiones cerebrales analizadas, si bien las diferencias en
los niveles de transcripcion entre ellas fueron muy notables, superando los 3 6rdenes de
magnitud. Las isoformas -1 y -4 se expresaron a elevados niveles en todos los casos,
mientras la isoforma -2 también lo hizo en todas las regiones excepto en el cerebelo, donde
sus niveles de ARNm se redujeron entre uno y dos 6rdenes de magnitud; el resto de
isoformas mostraron valores mucho mas reducidos. Las HS3STs experimentaron
numerosas alteraciones en EA, afectando en torno a un 40% de los transcritos. Ademas, e

interesantemente, la mayor parte de las modificaciones observadas fueron
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sobreexpresiones, situandose en torno a un 70% en los casos leves y moderados, pero
elevandose hasta un 90% en los pacientes severos. Estudios previos en hipocampo de
pacientes con EA han descrito una sobreexpresion de HS3ST2 (aunque no de otras
HS3STs), origindndose cadenas de HS 3-O sulfatadas que pueden ser internalizadas por las
células, interaccionando con Tau y promoviendo su fosforilacién anormal (Sepulveda-Diaz
et al., 2015). En otros estudios, también en hipocampo de pacientes con EA, se ha descrito
una sobreexpresion de HS3ST2 y HS3ST4 lo que, junto a alteraciones en otras
sulfataciones, hace que las cadenas de HS presenten capacidades alteradas para unir y
potenciar las actividades de factores de crecimiento, incluido FGF2, VEGF y BDNF,
mientras incrementa su capacidad de union a Tau (Huynh et al., 2019).

La maquinaria de biosintesis de las cadenas de HS sulfato es compleja, y su
regulacién dista de comprenderse en detalle. Para poder tener una vision mas general de lo
que representan las modificaciones observadas en la progresion de la patologia, los
resultados se analizaron para cada familia de genes relacionados como porcentaje de
alterados. El resultado de este tipo de andlisis muestra que en los pacientes moderados se
incrementa la alteracion de todos los grupos, pero muy particularmente de las dos familias
implicadas en la sulfatacion del C6 de la glucosamina. Cuando se produce la transicion a
pacientes severos, el porcentaje de genes alterados en las familias responsables de las
etapas iniciales de la biosintesis (polimerizacion, N-deacetilacion-N-sulfatacion vy
modificacion del residuo de acido urdénico) descienden notablemente sus niveles de
alteracion, pero no asi los involucrados en las etapas tardias de la biosintesis (6-O- y 3-O-

sulfatacion).

También es interesante analizar los datos desde el punto de vista de las sub y
sobrexpresiones. Las sobreexpresiones tienen un papel muy discreto en las alteraciones
observadas en pacientes leves y moderados, con la Unica excepcion de las HS3STs, que
son mayoritarias. Sin embargo, en pacientes severos existe un incremento en las
sobreexpresiones en todas las familias de genes que, interesantemente, se vuelve mas

acentuado en las familias responsables de las etapas tardias de la biosintesis.

Como se indico anteriormente, la evolucién de la patologia en el cerebro sigue un
patrén caracteristico de atrofia progresiva que implica de forma secuencial a diferentes
regiones (Scahill et al., 2002; Smith, 2002; Serrano-Pozo et al., 2011), motivo por el cual

para este trabajo se seleccionaron biopsias de amigdala, hipocampo anterior, hipocampo
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posterior, claustrum, cisura calcarina, globo palido y cerebelo. Cuando los resultados,
expresados como porcentaje de alteraciones se representan frente a estas diferentes
regiones, se observa un patron descendente, lo que estaria de acuerdo con el patron de
evolucion de la enfermedad. Sin embargo, para que este patron se ajuste es preciso colocar
como primera region al cerebelo el cual, curiosamente, acumula el mayor porcentaje de
alteraciones totales. Estos datos son relevantes, por cuanto el cerebelo se ha considerado
durante mucho tiempo como implicado Unicamente en la coordinacion de la actividad
motora y, consiguientemente, no relevante en el desarrollo de la EA (Jacobs et al., 2018).
Sin embargo, en los Gltimos afios se han acumulado evidencias que implican al cerebelo en
las redes funcionales cerebrales de amplia escala y en la cognicion, y numerosos estudios
han determinado la existencia de depositos de Pa en el cerebelo, principalmente en la capa
molecular del cértex cerebelar (Heckmann et al., 2004; Rudzinski et al., 2008; Sepulveda-
Falla et al., 2014). Notablemente, en otros tipos de demencia no pudo constatarse la
presencia de Pa en el cerebelo, sugiriendo la especificidad de estos hallazgos (Mavroudis et
al., 2010; Jacobs et al., 2018). Por otra parte, también algunos estudios han reportado la
existencia de oligbmeros solubles toxicos y de ovillos (Tomic et al., 2009; Lalli et al.,
2014; Sepulveda-Falla et al., 2014), lo que evidencia la existencia de alteraciones en el
cerebelo en la EA, posiblemente ya en la fase preclinica, que pueden contribuir a la
sintomatologia y patofisiologia de la EA (Jacobs et al., 2018). Los resultados presentes en
este estudio refuerzan estos datos, sugiriendo que el cerebelo acumula numerosas
alteraciones en genes responsables de la sintesis del HS en el cerebelo, por encima de otras
regiones, lo que podria ser indicio del inicio de los cambios en etapas muy tempranas de la

patologia.

En el estado del conocimiento actual, la sintesis del HS se lleva a cabo sin molde, y
principalmente sustentada por la expresion de isoformas enzimaticas concretas. Sin
embargo, se conoce la existencia de asociaciones in vivo entre algunos de estos enzimas,
como el heterodimero entre EXT1 y EXT2 (McCormick et al., 2000), su interaccion con la
NDST1 (Lidholt et al., 1989), o la asociacion entre GLCE y HS2ST1 (Pinhal et al., 2001).
Ademas, diversas evidencias experimentales apuntan a la formacion de complejos entre la
maquinaria biosintética, denominados gagosomas, que pudiesen contribuir a la regulacién
de la biosintesis junto a hipotéticos factores reguladores (Esko y Selleck, 2002; Kreuger y
Kjellén, 2012). Por este motivo, se analizd las correlaciones existentes entre las

alteraciones observadas en la expresién génica en diferentes regiones cerebrales. Los
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resultados obtenidos mostraron la existencia de correlaciones positivas entre pares de
genes para los que se conocia su asociacion (EXT1 y 2, GLCE y HS2ST) pero, ademas,
mostraron que las asociaciones eran mucho mas intensas para los genes implicados en las
primeras etapas de la biosintesis del polimero, disminuyendo de manera muy marcada en
los responsables de las etapas tardias. Asimismo, e interesantemente, las correlaciones
negativas fueron escasas y afectaron casi exclusivamente a genes responsables de etapas
tardias de la biosintesis. En el caso de las correlaciones positivas, se veian afectadas en
gran medida las regiones cerebrales mas tempranas, mientras en las negativas eran

regiones mas tardias.

El conjunto de alteraciones descritas en este trabajo apunta claramente a diferencias
en los niveles de transcripcion de numerosos enzimas implicados en la biosintesis del HS,
lo que deberia conducir a modificaciones en la estructura final de la molécula. Sin
embargo, un estudio pionero sobre la estructura del HS en cerebro de pacientes de EA no
detectd alteraciones importantes en la misma, mas alla de sugerir una distribucion
diferencial de los grupos N-sulfato en 4 regiones del cortex cerebral: frontal, parietal,
occipital y temporal (Lindahl et al., 1995). Sin embargo, nuestros datos van en la direccion
de otros trabajos posteriores en los que si se detectan alteraciones en la expresion de los
enzimas biosintéticos, aunque los resultados concretos no siempre son coincidentes entre
los diferentes estudios (Lindahl et al., 1999; Scholefield et al., 2003; Hosono-Fukao et al.,
2012; Huynh et al., 2012; Sepulveda-Diaz et al., 2015; Roberts et al., 2017; Huynh et al.,
2019). Un acercamiento directo a la estructura de la cadena sacaridica es el uso de
anticuerpos frente a diferentes dominios. En este estudio se pudo comprobar que todas las
lesiones propias de la EA producian inmunotinciones positivas frente a un anticuerpo
capaz de detectar un dominio sulfatado (10E4), incluyendo placas neuriticas, ovillos
neurofibrilares y vasos. Por el contrario, anticuerpos frente a regiones no sulfatadas
(JM403) dnicamente dieron cierto grado de tincion en placas de amiloide difusas,
resultados que fueron en gran medida coincidentes con estudios previos basados en
inmunohistoquimica de los que se dedujeron patrones similares (O'Callaghan et al., 2008;
Bruinsma et al., 2010).
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CONCLUSIONES

1. El analisis de las alteraciones en la transcripcion de los genes de biosintesis de las
cadenas de HS en amigdala, hipocampo anterior, hipocampo posterior, claustrum, cisura
calcarina, globo palido y cerebelo en pacientes de EA leves, moderados y severos

muestra importantes alteraciones en todos los casos.

2. Todas las familias de genes resultan alteradas en menor grado en pacientes leves y se
incrementan en grado moderado. En pacientes severos disminuyen las alteraciones en
los genes responsables de las primeras etapas de la biosintesis (polimerizacion, N-
deacetilacién-N-sulfatacién y modificacion del residuo de &cido uroénico), pero se
mantienen en niveles elevados los responsables de etapas tardias (6-O y 3-O sulfatacion

de la glucosamina).

3. En pacientes leves y moderados las sobreexpresiones son escasas con la Gnica excepcion
de las HS3STs, donde son mayoritarias. Sin embargo, en pacientes severos existe un
incremento en las sobreexpresiones en todas las familias de genes, y muy acentuado en

las familias responsables de las etapas tardias de la biosintesis.

4. El andlisis de las alteraciones por zonas muestra un patron descendente, lo que estaria de
acuerdo con el patron de evolucion de la enfermedad. Sin embargo, el cerebelo es la
region con mayor numero de modificaciones porcentuales, lo que refuerza su papel en

el desarrollo de la patologia.

5. Existen numerosas correlaciones positivas entre genes que afectan fundamentalmente a
los responsables de las primeras etapas de la biosintesis y a regiones cerebrales
tempranas. Por el contrario, las correlaciones negativas son escasas, afectan a genes
implicados en etapas posteriores, y se detectan sobre todo en regiones cerebrales mas

tardias.

6. El analisis inmunohistoquimico muestra la existencia de HS con epitopos sulfatados
asociado a todo tipo de lesiones de EA, mientras que epitopos no sulfatados solo

pudieron detectarse en placas difusas y focales no neuriticas.
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ANEXOS

Poster “ ALTERACIONES EN LA SINTESIS DE LA ESTRUCTURA FINA DEL
HEPARAN SULFATO EN EL HIPOCAMPO ANTERIOR DE PACIENTES CON LA
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER?”, presentado en el XXVIII Congreso Nacional SEAP-
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INTRODUCCION:

El elemento patoldgico central en la enfermedad de Alzheimer (EA) es la formacion de depésitos del
péptido citotoxico B-amiloide (AB) en el parénquima cerebral con la hiperfosforilacion de Tau. Tanto
en modelos animales como en el cerebro de pacientes con EA los depésitos de AB se han descrito
asociados a cadenas de hepardn sulfato (HS). Estudios recientes han descrito la existencia de
interacciones particulares entre distintos tipos de agregados de AB y cadenas de HS con diferente

grado de sulfatacion.
HsesTI
HS6ST2
SULF1 HS6ST3

GLCE SULF]

HS2STE  psssrz NDSTI

HS3ST3A1 NDST2
HS3ST381 NOST3
HS3ST4 NDST4
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Figura 1. Estructura de la unidad disacaridica
del HS. Se muestran los genes codificantes de los
enzimas modificadores de la estructura y su
lugar de accion.

METODOS:

EI HS es un polisacdrido lineal constituido por la unién
alternada de un residuo de N-acetilglucosamina
(GIcNACc) y uno de &cido glucurénico (GlcA) (Figura 1).
El polimero experimenta una serie de reacciones que
incluyen la N-deacetilacion seguida de sulfatacion de la
GlcNAc, reaccién catalizada por 4 isoenzimas
codificados por los genes NDST1-4; |a epimerizacién de
GlcA a dcido idurdnico (IdoA) seguida de la sulfatacion
del C2 de ese mismo residuo, codificadas por los genes
GLCE u HS2ST1; la sulfatacion del C6 y C3 de la
glucosamina, codificadas por las familias de genes
HS6ST1-3y HS3ST1-6 respectivamente, y la eliminacién
de sulfatos concretos de C6, codificada por SULF1-2.
Las reacciones son subestequiométricas, y el resultado
es una molécula compleja con dominios de alta y baja
sulfatacion (Figura 2).

La transcripcion diferencial de los genes responsables de la sintesis del HS fue determinada por PCR
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Figura 2. Sintesis del HS. El proceso tiene lugar sobre un tetrasacdrido unido a
residuos de serina de la proteina nticleo de un proteoglicano. La sintesis implica la
polimerizacion de residuos de GlcA ( Q ) y GlcNAc ( [] ) seguido de la
epimerizacion a IdoA ( Q ) y diversas sulfataciones

en tiempo real, aislando ARN de hipocampo anterior de cerebros de pacientes con EA e individuos
sanos. Las cadenas de HS se detectaron mediante inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo 1
comercial anti-HS (10E4, Amsbio)
~§ 10
RESULTADOS: s
TRANSCRIPCION DIFERENCIAL: la transcripcién de dos glicosiltransferasas implicadas en el inicio de la sintesis de las cadenas 5 0% L
(EXTL2 y EXTL3), pero no de EXTL1, pudo ser detectada en todas las muestras analizadas (Figura 3); también se detectaron § 104
transcritos de las dos polimerasas del HS (EXT1 y EXT2), pero en ningun caso se pudieron observar cambios significativos en sus i
niveles en las muestras patoldgicas (Figura 3). De las 4 NDSTs responsables de la sintesis de los dominios sulfatados en las £ 10
cadenas sacaridicas, la isoforma 3 (NDST3) pudo ser detectada en las muestras sanas, pero no en los pacientes. La epimerasa del 105
4cido glucurdnico (GLCE) se sobreexpreso, mientras la isoforma 2 de la glucosamina C-6 sulfotransferasa (HS6572) se subexpreso T =
en las muestras de EA. Las mayores alteraciones se observaron en los enzimas responsables de la sulfatacion en C-3 de la uE, “E‘ E E g
glucosamina, 4 de los cuales (HS3ST3A1, HS3ST3B1, HS3ST5 y HS3ST6) se sobreexpresaron en los pacientes analizados
Figura 3. Transcripcion diferencial de los enzimas
bles de la ion de la cadena del
- 1 F r: HS. Barras azules: individuos sanos; barras naranja:
2
E 101 + t I * * = vz
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significativamente en EA aparecen sefialados;

INMUNOHISTOQUIMICA:
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Figura 4. Transcripcion diferencial de los enzimas modificadores de las cadenas de HS. Barras
azules: individuos sanos; barras naranja: pacientes de EA. Los genes cuya expresion se altera

subexpresion , *: sobreexpresion.

visualizadas en el hipocampo anterior empleando

anticuerpos especificos frente a epitopos sulfatados de HS (epitopo 10E4). Los cerebros sanos no

mostraron marcaje, el cual fue claramente

CONCLUSIONES:

Las cadenas de HS experimentan modificaciones que afectan a la sulfatacion
y a la epimerizacion, pero no a la polimeri

de pacientes con EA, apareciendo asociad
Tau hiperfosforilada.

identificable en los pacientes con EA (Figura 5)

zacion, en el hipocampo anterior
as con los de agregados de AB y

¥

Figura 5. IHQ utilizando anticuerpos frente a epitopos sulfatados de HS (epitopo 10E4): (A-B)
Cerebros control. No se identifican inmunorreacciones. (B-C) Cerebros con enfermedad de Alzheimer.
Se observé un intenso marcaje a nivel extracelular en las placas neuriticas (flecha negra) y a nivel

intracelular en los ovillos neurofibrilares (flecha roja). A:100x; B:200x; C:100x; D:200x
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