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Introduccién. Numerosos trastornos neurodegenerativos se han asociado directamente a la acumulacién de fibras amiloi-
des. Estas fibras estan formadas por proteinas o péptidos con conformaciones alteradas y que se agregan in vivo en aso-
ciacion con polisacaridos de tipo heparan sulfatos.

Objetivos. Examinar los conceptos mas recientes sobre la biologia de los heparan sulfatos y su papel en la agregacién del
péptido Abeta, de la proteina tau, de la alfa-sinucleina y de los priones, y analizar sus implicaciones en trastornos neuro-
degenerativos como las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson y las enfermedades pridnicas.

Desarrollo. /n vitro, los hepardn sulfatos han desempefiado un papel importante en el proceso de oligomerizacién y fibri-
lacién de proteinas o péptidos amiloiddgenos, en la estabilizacidn de estos cuerpos y su resistencia a la protedlisis, partici-
pando asi en la formacidn de una gran variedad de fibras amiloides. Los heparan sulfatos se han relacionado también con
el proceso de internalizacién de fibras proamiloideas durante el proceso de propagacion intercelular (spreading) conside-
rado como central en la evolucidn de las proteinopatias, cuyo mejor ejemplo es la enfermedad de Alzheimer.

Conclusién. Este trabajo sugiere que las estructuras finas de los hepardn sulfatos, sus localizaciones celulares y tisulares,
asi como sus concentraciones locales, pueden regular los procesos de amiloidosis. Avances en la comprensién de esta
area de la gliconeurobiologia permitirdn mejorar la comprensién de los mecanismos celulares y moleculares del proceso
neurodegenerativo.

Palabras clave. Abeta. Agregacion proteica. Alfa-sinucleina. Enfermedad de Alzheimer. Enfermedad de Parkinson. Glicosa-

minoglicanos. Heparan sulfatos. Neurodegeneracidn. Prion. Proteina tau.

Los amiloides son agregados proteicos fibrilares
compuestos de proteinas que adquieren, en condicién
patolégica, un plegamiento del tipo hoja -plegada
que induce su agregacion [1]. Esta disposicién con-
formacional confiere a las proteinas una fuerte re-
sistencia a la protedlisis, a la desnaturalizacién y a
los mecanismos generales de eliminacién proteica
que operan en las células. Mds de 40 proteinas hu-
manas pueden formar este tipo de depdsitos fibrila-
res insolubles, muchos de los cuales son el sello dis-
tintivo de las enfermedades amiloideas conocidas
como plegopatias (enfermedades de plegamiento
proteico) o protein misfolding diseases. Las plego-
patias incluyen afecciones sistémicas, asi como im-
portantes enfermedades neurodegenerativas (Ta-
bla). En el cerebro, los eventos de plegamiento
anormal estdn asociados a patologias como la en-
fermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkin-
son, la enfermedad de Huntington y las enfermeda-
des prionicas [2]. Aunque los mecanismos median-
te los cuales los amiloides se forman en estas pato-
logias, asi como la manera en la que ejercen sus
efectos nocivos, no se han elucidado por completo,
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estd bien establecido que las proteinas que consti-
tuyen estos agregados son especificas de cada una
de las enfermedades en las que estdn implicadas: el
péptido B-amiloide (AP) y la proteina tau anormal-
mente fosforilada estdn involucrados en la enfer-
medad de Alzheimer; la a-sinucleina, en la enferme-
dad de Parkinson; la huntingtina, en la enfermedad
de Huntington; y la proteina prion con una confor-
macién anormal (conocida como PrPSc), en las en-
cefalopatias espongiformes transmisibles [3]. Mu-
chas de estas enfermedades estan asociadas al en-
vejecimiento, y el nimero de personas afectadas si-
gue en evolucién, posiblemente como resultado del
aumento en la esperanza de vida de la poblacién.
La falta de soluciones terapéuticas para el trata-
miento eficaz de las enfermedades de plegamiento
proteico ha llevado a la investigacién biomédica a
enfocarse en la bisqueda de nuevas bases celulares
y moleculares responsables del desarrollo de estas
condiciones patolédgicas. En los tejidos afectados,
los depdsitos amiloides pueden ser observados ex-
tra o intracelularmente [4,5]. Aunque las proteinas
mal plegadas son el componente fundamental de
los agregados amiloides, éstos se forman y crecen
en entornos complejos que incluyen muchas otras
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Tabla. Amiloidosis humanas y las respectivas proteinas amiloides implicadas, sus precursoras, y la locali-

zacion de sus depdsitos amiloides.

Proteina Pro_tel_na Enfermedad/sindrome Localizacién
precursora amiloide
Proteina precursora AB Enfermedad de Alzheimer, Cerebro
amiloide y variantes hemorragia cerebral hereditaria con
amiloidosis de tipo lowa o amiloidosis
cerebrovascular, angiopatia amiloide
cerebral o angiopatia congofilica
(Pro)calcitonina ACal  Tumores tiroideos de células C Tiroides
Alfa-sinucleina a-Syn  Enfermedad de Parkinson, demencia Cerebro
con cuerpos de Lewy, variante con
cuerpos de Lewy de la enfermedad
de Alzheimer, atrofia multisistémica
Amiloide A sérico AA Amiloidosis sistémica secundaria Todos los érganos, excepto
asociada a inflamacién el sistema nervioso central
Apolipoproteina A-l AApoAl  Amiloidosis sistémicas hereditarias ~ Corazdn, higado, rifién,
sistema nervioso periférico,
testiculo, laringe, piel
Apolipoproteina A-Il AApoAll  Amiloidosis sistémicas hereditarias  Principalmente rifién
Apolipoproteina A-IV AApoAIV  Amiloidosis esporadica Médula del rifién, sistémica
asociada al envejecimiento
Ataxina-1 Ataxia espinocerebelosa Cerebro, médula espinal
Atrofina-1 Atrofia dentadorrubropalidoluisiana  Cerebro
Cadena o del AFib  Amiloidosis sistémica hereditaria Principalmente rifién

fibrinégeno A

Cistatina C ACys  Angiopatia amiloide Cerebro
cerebral hereditaria

Factor natriurético AANF  Amiloidosis auricular Corazén
auricular
Gelsolina AGel  Amiloidosis sistémica hereditaria, Sistema nervioso

amiloidosis familiar de tipo finlandés periférico, cérnea

Huntingtina Enfermedad de Huntington Cerebro

Inmunoglobulina, cadenas ALy AH  Amiloidosis sistémica primaria Todos los érganos, excepto
liviana y pesada (Ly H) el sistema nervioso central
Insulina Alns  Amiloidosis localizada latrégena, sitio de inyeccion

por inyeccién de insulina

Lactadherina AMed  Amiloidosis con depdsito Mdsculo liso de la aorta
senil en media adrtica

Lactoferrina Alac  Amiloidosis corneal Cérnea
Lisozima y sus variantes Alys  Amiloidosis sistémica Rifién, higado, bazo,
hereditaria no neuropatica nodos linfaticos, piel,

tracto gastrointestinal
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moléculas, las cuales pueden contribuir al mecanis-
mo de plegamiento patoldgico. Entre éstas, los he-
parén sulfatos (HS) concentran un interés particu-
lar debido a su capacidad de interactuar y de favo-
recer la agregacién de practicamente todas las pro-
teinas que tienen tendencia a formar amiloides, in-
cluyendo la tau, el péptido AP, la a-sinucleina y los
priones [6,7]. In vitro, en contacto con los HS, todas
estas proteinas normalmente solubles forman fibras
de tipo hoja B-plegada insolubles. In vivo, la presen-
cia de HS en los diferentes depositos proteicos su-
giere la participacién de estos polisacdridos en los
procesos de plegamiento patolédgico [6]. Esta revi-
sién presenta un andlisis de varios trabajos que,
juntos, sugieren que los HS pueden constituir un
elemento importante en los mecanismos fisiopato-
l6gicos que conllevan a las plegopatias.

Los HS son polisacéridos lineares que pertenecen a
la familia de los glicosaminoglicanos (GAG), cons-
tituyentes glicdnicos de la matriz extracelular. En la
matriz extracelular, los HS se encuentran covalen-
temente unidos a cuerpos proteicos con quienes
forman los HS proteoglicanos (HSPG). Por defini-
cion, los HSPG se encuentran asociados a la mem-
brana exterior de la célula o secretados en la matriz
extracelular, desde donde participan en la regula-
cién de procesos celulares fundamentales y en el
mantenimiento de la homeostasis tisular. La familia
de GAG incluye igualmente el condroitin sulfato, el
queratan sulfato y el dcido hialurénico; este ultimo
es el tnico GAG no sulfatado [8]. Los principales
HSPG son los sindecanos, los glipicanos y los per-
lecanos. Estructuralmente, los HS son polisacaridos
formados por la repeticiéon de un residuo disacari-
dico de base constituido por una glucosamina y un
dcido urénico, ya sea acido glucurénico o acido
idurédnico. El encadenamiento de estos disacaridos
forma largas cadenas lineares de tallas variables,
que van de algunos a cientos de kilodaltons (Fig. 1).
Los HS presentan una gran diversidad estructural
debido a la presencia de grupos sulfato distribuidos
variablemente a lo largo de la cadena glicdnica, lo
que da lugar a un gran nimero de secuencias que
varian entre los diferentes tipos celulares y los dife-
rentes tejidos [8]. Debido al importante contenido
en cargas negativas de los grupos sulfatos posicio-
nados a lo largo de sus cadenas glicdnicas, los HS
pueden interaccionar con un gran ntimero de pro-
teinas conocidas con el nombre genérico de protei-
nas de unién a heparina —heparin binding proteins
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(HBP)-, las cuales incluyen varios factores de creci-
miento, citocinas y todas las proteinas capaces de for-
mar agregados amiloides, incluyendo el péptido af,
la a-sinucleina, la proteina prion y la proteina tau [9].

Tabla. Amiloidosis humanas y las respectivas proteinas amiloides implicadas, sus precursoras, y la locali-
zacion de sus depdsitos amiloides (cont.).

Proteina Pro_tel_na Enfermedad/sindrome Localizacién
precursora amiloide
Polipéptido amiloide de  AIAPP  Diabetes de tipo Il Pancreas
los islotes pancredticos
(IAPP, amilina)
Los HS se caracterizan por almacenar una gran can- - pygjactina APro  Prolactinomas de glandula pituitaria  Glandula pituitaria
tidad de informaciones biolégicas diferentes. Estas
informaciones se relacionan con la gran variedad  ABriPP/ADanPP ABri/ADan Demencia familiar de Cerebro
de secuencias de sulfatacién diferentes, las cuales tipo britanico y danés
son capaces de regular la accién de proteinas parti- o
1 los teiid 1 f 1 Proteina prionica APrP  Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, Cerebro
cu are.s en los e]l. 08 .en 08 que s€ forman 1as $€-  y ;antes sindrome de Gerstmann-Straussler-
cuencias [8]. La diversidad estructural en los HS se Scheinker, insomnio familiar letal, kuru
debe a un proceso de biosintesis complejo, pero ex-
tremadamente bien regulado [10]. En particular, la Proteina receptora Amioatrofia bulboespinal Cerebro, saco escrotal,
.z ; . p .. de andrégeno o enfermedad de Kennedy dermis, rifién, corazon,
expresién especifica en las diferentes células y teji- . : :
R A testiculos, médula espinal
dos de una variedad de sulfotransferasas (HSST), in-
cluyendo las HS2ST (HS2STvar 1y var 2), las HS3ST  queratoepitelina AKer  Amiloidosis localizada Cérnea
(HS3ST1, 2,3A1, 3B1,4, 5y 6) ylas HS6ST (HS6ST1, familiar, distrofia corneal
2varL, 2varS, 3), genera secuencias de HS especifi- ) ) )
cas a esas células y tejidos [8-10]. Después de su Proteina tau Tau Enfermedad de Alzheimer, demenga Cerebro
| . ) frontotemporal, enfermedad de Pick,
sintesis, los HSPG son transportados desde el Golgi parélisis progresiva supranuclear
ala membrana externa de la célula o son secretados
en la matriz extracelular. Los HS pueden entonces Transtiretina natural ATTR  Amiloidosis sistémica senil, Varios érganos y tejidos,
ser reinternalizados por endocitosis y llevados al li- amiloidosis cardiaca senil incluyendo corazén,
dond d d d | glandulas, arterias, huesos,
sosoma, en donde se degradan, o procesados en e higado, tracto digestivo, etc.
espacio extracelular por la heparanasa o por las sul-
fatasas Sulfs. Estas ultimas son enzimas que elimi-  Variantes de ATTR  Polineuropatia amiloidética Sistema nervioso periférico
nan los grupos sulfato en C6 de las unidades de glu— transtiretina familiar de tipo | y auténomo, corazén, 0jos
cosamina de los HS. Recientemente, se ha demos- : , L , o , W
d del lul imal la inhibi f3,-microglobulina AB2M  Amiloidosis asociada a dialisis Sistema musculoesquelético,
ttja o en modelos celulares y animales que la inhibi- sistema nervioso periférico,
cién de la biosintesis de los HS provoca directamente tracto gastrointestinal, lengua,
la inhibicién de la deposicién amiloidea [11,12]. corazdn, tracto urogenital
Los HSPG son correceptores celulares de un o o o .
ran nimero de factores de crecimiento v citocinas Quimiotaxina-2 ALECT2  Amiloidosis renal Principalmente rifién
8 . u ) . Y N derivada de células asociada a LECT2
de tipo HBP. Los HS permiten la interaccién de es-  [eycocitarias (LECT2)
tas proteinas con sus receptores de alta afinidad en
la Superﬁcie de las células. Asi, los HS son elemen-  Proteina Cdel ASPC  Enfermedad pulmonar difusa Pulmén
tos indispensables que permiten la asociacion re- surfactante (SP-C) asociada a mutaciones de SP-C
Ceptor-liga.ndOf ,Su ausencia causa la ,lnterrupaon Galectina 7 AGal7  Amiloidosis cutanea localizada Piel
de la senalizacion celular [8,9]. Ademads de esta ac-
tividad ‘correceptor; los HS potencian los efectos  comeodesmosina ACor  Hipotricosis simple Epitelio cornificado
biolégicos de los factores de crecimiento, quimioci- del cuero cabelludo y foliculos pilosos
nas o proteinas de tipo HBP con quien interaccio-
.z ‘7 res Proteina odontégena AOAAP  Tumor odontégeno Tumores odontégenos
nan, protegiéndolas de la degradacién proteolitica . L o
)} S L asociada a ameloblastos epitelial calcificante
y acentuando asi sus biodisponibilidades [8,13]. De
manera similar, los HS pueden también estabilizar Semenogelina 1 ASem1  Amiloidosis localizada Vesiculas seminales
los agregados de proteinas amiloideas y protegerlos de las vesiculas seminales
de la degradacidn proteolitica, favoreciendo su acu-
Enfurvitida AEnf  Amiloidosis cutdnea por latrégena

mulacién patolégica [14]. Asi, los HS pueden coor-
dinar los procesos bioldgicos fundamentales o pa-
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Figura 1. Estructura esquemdtica de una cadena de heparan sulfato (HS). Se representan las regiones NA
(no sulfatadas), NA/NS (caracterizadas por portar grupos N sulfato y N acetilo) y NS (ricamente sulfata-
das). Se representa la estructura de un disacdrido caracteristico de HS; hay que notar que los grupos en-
marcados son susceptibles de portar grupos sulfatos.
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tolégicos con importantes consecuencias en la ho-
meostasis tisular y en la reconstruccién de tejidos
danados [9,10].

Agregacion proteica

Todas las fibras amiloideas comparten ciertas ca-
racteristicas estructurales comunes a pesar de la
considerable diversidad en las secuencias primarias
de sus proteinas constitutivas. Los depédsitos ami-
loideos extraidos de los tejidos se componen tipica-
mente de fibras no ramificadas ensambladas a par-
tir de dos a tres filamentos (protofilamentos) enro-
llados entre si. Estos filamentos son ricos en estruc-
turas de tipo hoja (o ldmina) plegada p que forman
una estructura f cruzada (cross-beta) en la cual los
filamentos individuales se organizan perpendicu-
larmente al eje largo de la fibra por medio de enla-
ces paralelos [1,15]. En solucién, la formacién de la
fibra amiloidea ocurre generalmente bajo un proce-
so de polimerizacién en dos fases; una primera fase
de nucleacién, llamada también fase de latencia (lag
phase), y una segunda fase de extension o polimeri-
zacion (o fase de crecimiento) (Fig. 2). La etapa ini-
cial de la formacién de un nidcleo implica la asocia-
cién lenta y reversible de mondmeros. Se supone
que la fase de latencia corresponde al tiempo nece-
sario para que los ‘nucleos’ se formen. Este proceso
es termodindmicamente desfavorable y constituye
la etapa limite que define la velocidad del proceso
de fibrilacién. Una vez que un ndcleo se ha forma-
do, la adicién de mondmeros al ntcleo llega a ser

termodindmicamente favorecida, y esto da lugar a
una extension rapida y a la formacién de fibras ami-
loideas [16]. En el modelo de conversion conforma-
cional nucleada, se supone que se forman comple-
jos oligoméricos esféricos que se convierten lenta-
mente en fibras [17]. Estos oligdmeros median la
transicién conformacional del polipéptido a partir
de una estructura sin conformacién a una confor-
macioén hoja plegada B, seguida de la formacién del
amiloide. Este mecanismo se ha propuesto para los
péptidos amiloidégenos humanos, como el poli-
péptido IAPP y el péptido AP [18,19]. Otro meca-
nismo propuesto implica una conversién dirigida
por un monémero en la cual su transicién estructu-
ral de un estado nativo a un estado prefibrilar influ-
ye en otros mondmeros nativos que experimentan
la misma transicién; esto provoca la formacién de
una estructura fibrilar amiloidea intermedia, que en-
tonces puede crecer para formar la fibra [20] (Fig. 2).
Actualmente, es dificil elegir cual de los mecanis-
mos propuestos interviene en patologia, puesto que
hay poca informacién disponible sobre las estruc-
turas intermedias presentes en las vias de creci-
miento amiloideas in vivo [21]. Asi, la trayectoria
de la formacién de las fibras comienza con precur-
sores cinéticos prefibrilares, las protofibras o los
oligébmeros solubles intermediarios, los cuales pre-
sentan una tendencia intrinseca a organizarse y a
formar estructuras fibrilares. El interés por estos
intermediarios prefibrilares ha crecido, pues se han
asociado a una mayor citotoxicidad que la de las fi-
bras maduras, consideradas menos téxicas o ino-
fensivas [22]. Esto ha llevado a la idea de que la base
molecular de las patologias amiloides puede estar
relacionada con la aparicién transitoria de los agre-
gados prefibrilares. Sin embargo, el mecanismo es-
pecifico por el cual estas especies parecen mediar
sus efectos téxicos ain no se entiende completa-
mente. Numerosos trabajos han sugerido que los
HS pueden participar en practicamente todas las
fases de formacién de amiloides, y se han propues-
to vias de crecimiento amiloides alternativas que
compiten con la via dependiente de nucleacién y en
las diferentes fases del proceso de agregacién pro-
teica [6,7,23,24].

Heparan sulfatos y amiloidosis

Varios estudios han demostrado que los procesos
de agregacién proteica se catalizan, aceleran o po-
tencian, o las cinéticas de agregacion se modifican,
en presencia de moléculas polianionicas, como la
heparina y los HS [6,7,23,24]. La importancia de los
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HS en la agregacién de proteinas se ha documenta-
do en varios casos. Por ejemplo, in vitro, la hepari-
na estabiliza el estado agregado de la acilfosfatasa,
modelo clasico para el estudio de la amiloidosis
[25]. El amiloide sérico A es una proteina que pro-
duce agregados amiloides; los HS catalizan este
proceso al promover la conversion de las proteinas
nativas en amiloides [26]. Ademads, estudios recien-
tes han demostrado que los HS inducen cambios en
el proceso de agregacion proteica, favoreciendo un
camino paralelo mds rdpido [24]. Asi, los HS han
mostrado afectar a los procesos de fibrilacion de
proteinas, modificando considerablemente sus ci-
néticas de agregacion in vitro.

In vivo, los 6rganos afectados por las amiloidosis
son diversos; las amiloidosis del sistema nervioso
central son las mas conocidas, pero existen también
amiloidosis sistémicas importantes que afectan a
diferentes 6rganos (Tabla). La amiloidosis primaria
es generalmente agresiva y afecta al rifién, el higa-
do, el aparato digestivo, las glaindulas suprarrenales
y el corazén. La amiloidosis secundaria es mds limi-
tada, y afecta al rinén, el higado, el bazo y las glan-
dulas suprarrenales. Por ejemplo, la amiloidosis aso-
ciada a didlisis, una enfermedad relativamente re-
ciente, implica principalmente la agregacién y de-
posito de la B,-microglobulina en tejidos osteoarti-
culares en donde el HSPG perlecano se acumula
durante las fases tempranas de la enfermedad [27].
El examen cuidadoso de los tejidos afectados por
trastornos amiloideos, incluyendo la enfermedad
de Alzheimer, la diabetes del tipo II, la amiloidosis
de cadena ligera y las enfermedades pridnicas, en-
tre otras, ha revelado la presencia en los depésitos
amiloides de una cantidad significativa de HS [28-
30]. Por otra parte, fuertes evidencias indican que
estos polisaciridos desempefian un papel activo fa-
voreciendo la formacién y la estabilizacién de las fi-
bras amiloides en los tejidos enfermos [7,31].

Aungque diversas hipétesis se han propuesto para
explicar los mecanismos por los cuales los HS po-
drian facilitar la formacién de las fibras amiloides
in vivo, hay atin muy poca informacion disponible,
y el mecanismo exacto por el cual los HS aceleran la
amiloidogenia en los tejidos todavia estd en discu-
sion. En ese sentido, se ha presumido que los HS
favorecen la nucleacién, la agregacién y la forma-
cién de fibras amiloides por intermedio de un me-
canismo sustancialmente diferente al que ocurre en
solucién [32]. Los datos disponibles sugieren que
los HS pueden a la vez influir y promover el plega-
miento de polipéptidos formando estructuras pre-
amiloideas y actuar como base estructural para un
autoensamblaje, aumentando asi el nimero de se-
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Figura 2. Esquematizacién del modelo de conversién conformacional de
nucleacién favorecido por los heparan sulfatos (HS) durante la cinética
de formacién de fibras amiloides. Este modelo en dos fases supone la
formacion inicial de complejos oligoméricos esféricos que se convierten
lentamente en protofibras, sequida de la formacién de fibras amiloides.
Las cadenas de HS pueden participar al proceso de amiloidosis en la
fase de latencia o nucleacién, y en la fase de polimerizacién o de creci-
miento. En la primera etapa permiten la formacién de un ndcleo de mo-
némeros seguida por la sequnda etapa que incluye una extension rapi-
da de protofibras y la formacién de fibras amiloides [6,7,17,81].
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millas de nucleacién (Fig. 3). En las ultimas etapas
del proceso de amiloidosis, los HS podrian también
catalizar la agregacion lateral de pequenas fibras
promoviendo su insolubilidad y resistencia contra
la protedlisis [23,33]. Estas y otras observaciones su-
gieren que los HS pueden efectivamente desempe-
fiar un papel central en el proceso de amiloidosis in
vivo. Sin embargo, sus efectos podrian ser sobre to-
do protectores, gracias a su implicacién en la con-
version de las particulas proteotdxicas solubles en
fibras amiloides menos toxicas [6]. Las diferentes
posibles acciones de los HS durante la agregacion
proteica se resumen en la figura 3.

Aunque los HS son macromoléculas por defini-
cion extracelulares, es interesante notar que estos
polisacdridos forman parte de la mayoria, si no de
todos, los tipos de amiloides que se acumulan no
solo fuera, sino también dentro de las células enfer-
mas [4,7,31]. Debido a su conocida localizacién ex-
tracelular, los HS se descartaron por largo tiempo
en la reflexién sobre la formacién de agregados
amiloideos intracelulares, como los observados en
las enfermedades de Alzheimer (ovillos neurofibri-
lares de tau) y de Parkinson (agregados de a-sinu-
cleina) hasta la reciente demostracién que revela
que, en condicién patoldgica, los HS se acumulan
intracelularmente, en donde pueden interaccionar
con las proteinas propensas a la agregacién [4]. Esta
observacién concuerda con previos estudios que
muestran una acumulacién de HS intracelulares en
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Figura 3. Posibles mecanismos que implican los heparan sulfatos (HS) en la formacién de fibras amiloi-
des in vivo. Los HS pueden inducir un mal plegamiento (o conformacién) de la proteina nativa (a), indu-
ciendo su nucleacion y agregacion (b), o permitiendo el ataque por cinasas responsables de la fosforila-
cién anormal (c) y su agregacién en su estado anormalmente fosforilado o en combinacién con la
proteina mal plagada (d). Los HS podrian también favorecer directamente el proceso de nucleacién sin
pasar por un estado de mal plegamiento (e), provocando directamente la formacién de estructuras prea-
miloideas y aumentando asi el nimero de semillas de nucleacién que pueden actuar como base estruc-
tural para un autoensamblaje.
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células sometidas a estrés [34,35]. Estas observacio-
nes sugirieren que, in vivo, no sélo los HS extra-
celulares, sino también los intracelulares, pueden
modificar las cinéticas de agregacién de proteinas
intracelulares y la estabilidad de los agregados ami-
loides. La distribucién de diferentes tipos de HS ge-
nerados por una biosintesis especifica en cada teji-
do o tipo de célula provoca la existencia de diferen-
tes ambientes bioldgicos que pueden igualmente
afectar la extensién y la distribucién tisular de la
deposicion amiloidea in vivo.

Heparan sulfatos y enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es una patologia fatal
de evolucidn lenta que ataca el cerebro y principal
causa de demencia en las personas mayores en el
mundo; hasta hoy no se ha encontrado un trata-
miento efectivo que permita evitar su aparicién o
detener su evolucién [36]. La enfermedad se ca-
racteriza por dos tipos de lesiones cerebrales, las
placas seniles y los ovillos neurofibrilares, formados
respectivamente de agregados de péptido AP o de
proteina tau anormalmente fosforilada (P-tau) [37].
La acumulacién del péptido AP en la matriz extra-
celular, o de P-tau en el interior de las neuronas,
son eventos criticos en el desarrollo y evolucién de

la enfermedad. Los HS se han asociado a estos agre-
gados proteicos no sélo en los espacios extracelula-
res, sino igualmente en los intracelulares [4,28,38].

Heparan sulfatos y patologia Ap

La implicacion de los HS en la agregacién y forma-
cién de depésitos de péptidos AP en la enfermedad
de Alzheimer fue sugerida por Snow et al [28], quie-
nes encontraron estos polisacaridos en las placas
amiloides de los cerebros afectados por la enferme-
dad. En los afios siguientes, otros estudios mostra-
ron la capacidad de los HSPG de interaccionar con
los péptidos AP y de inducir su agregacién [38,39].
Los péptidos AP son fragmentos proteicos de prin-
cipalmente 40 (Ap40) o 42 (AB42) aminoécidos. Es-
tos fragmentos resultan del corte secuencial de la
proteina precursora de amiloide por la -secretasa
y la y-secretasa, complejos enzimédticos que inclu-
yen las presenilinas 1y 2. La presencia de mutacio-
nes autosémicas dominantes en los genes que codi-
fican para la proteina precursora de amiloide, las
presenilinas 1 o 2, causan la enfermedad de Alzhei-
mer familiar (< 5% de casos). Un aumento en la
proporcién AB42/AB40 en el cerebro enfermo se ha
asociado con la forma genética y precoz de la enfer-
medad. De acuerdo con estas observaciones, el pép-
tido AP42 presenta una cinética de agregacién y una
toxicidad mas importante que el AB40 [40].

Se ha documentado la importancia de los HS en
la formacién de los agregados amiloides AP. Por
ejemplo, los ratones transgénicos que sobreexpre-
san la heparanasa, enzima que degrada los HS ex-
tracelulares, muestran una disminucion significati-
va de placas amiloides AP, aunque la produccion y
la proporcién de AB40 y AP42 no se altera [41]. Es-
tructuralmente, ciertos estudios muestran que los re-
siduos 12-18 (Ac-VHHQKLV-NH2) en AB40 y AB42
constituyen el sitio de interaccién con los HS [42].
Sin embargo, una interaccién especifica entre Ap42
y los HS parece participar en la ruptura de un puen-
te salino existente entre la lisina 28 y la alanina 42
en este péptido [43]. En ausencia de la interaccion
con los HS, este puente estabiliza una estructura en
forma de S formada por tres hojas  plegadas; su
alteracién por posibles interacciones con los HS
provocaria la aceleracién de la agregacion [43]. Esto
no ocurrirfa con el péptido AB40, cuya estructura
es de tipo pasador y estd formada dnicamente por
dos hojas [ plegadas, menos susceptibles al proceso
de precipitacién inducido por los HS, lo que justifi-
carfa una cinética de agregacion diferente [43].
Concerniendo los HS, se ha mostrado que las se-
cuencias con un alto contenido en grupos sulfato
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colocalizan con los depdsitos de AP40 y de AP42,
mientras que los HS con bajo contenido en sulfatos
solo interaccionan con las placas formadas por
AP40 [44]. Ademas, los grupos N-y 2-O-sulfatos en
los HS parecen ser indispensables para su interac-
cién con las fibras amiloides, mientras que la inte-
raccion con los monémeros A requiere ademads la
presencia de grupos 6-O-sulfato [45]. Asi, se ha de-
mostrado que las interacciones de los HS con el
péptido AP afectan efectivamente a la estructura
secundaria de este ultimo, y que el contenido y la
posicién de los grupos sulfatos, asi como la longi-
tud de las secuencias sulfatadas, en las cadenas de
HS pueden estar implicados en esos efectos [46].
Esto conforta la idea de que la estructura fina de los
HS puede condicionar su interaccién con los dife-
rentes péptidos AP in vivo [47].

Dada la importancia que se ha dado a la forma-
cién del péptido AP y a su oligomerizacion y acu-
mulacién en forma de fibras amiloides durante el
desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, la elimi-
nacion de oligémeros solubles se ha considerado
como blanco terapéutico para reducir la citotoxici-
dad de los péptidos AP, ya sea mediante la preven-
cién de su formaciéon o promoviendo su incorpo-
racidn en fibras. En consecuencia, se han propuesto
diversas estrategias terapéuticas dirigidas a preve-
nir la oligomerizacién, la formacién de fibras o la
eliminacién de agregados fibrilares de AB. Sin em-
bargo, aunque el efecto neuroprotector de diferen-
tes GAG naturales o de sus andlogos contra el efec-
to téxico de los oligémeros AP se ha demostrado en
cultivos de células neuronales [48-50], esta estrate-
gia, al igual que otras basadas en el uso de molécu-
las anti-Ap, anticuerpos anti-Ap especificos u otras
moléculas que mostraron inhibir eficazmente la
formacion y acumulacién de oligémeros AP neuro-
téxicos y la formacién de fibras amiloides, no ha lo-
grado mostrar ninguna modificacién en la evolucién
de la patologia [51]. Esto sugiere que la formacién
del péptido AP, su oligomerizacion, agregacién o
acumulacién, asi como la toxicidad de las particulas
proteopaticas derivadas, no parecen ser los elemen-
tos centrales responsables de la patologia, y pone en
duda el papel hasta ahora considerado central de la
cascada amiloide en la enfermedad de Alzheimer.
Sin embargo, otros eventos, como los que implican
la proteina tau, pueden ser los factores criticos en el
desarrollo de la enfermedad.

La proteina tau es una proteina asociada a los mi-
crotdbulos responsables de la formacién y de la es-
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tabilidad del citoesqueleto neuronal y del transpor-
te axonal; la tau contribuye a su dinamismo, a su
estabilidad y a su funcién [52]. En condicidn fisiol6-
gica, la tau es una proteina altamente soluble que
no muestra practicamente ninguna tendencia a
agregarse. Sin embargo, en el cerebro de los pacien-
tes afectados por la enfermedad de Alzheimer, esta
proteina se encuentra fuertemente agregada bajo
una forma anormalmente fosforilada (P-tau). En el
cerebro enfermo, estos agregados de tau forman los
filamentos helicoidales apareados que se acumulan
en el interior de la célula neuronal, en donde evolu-
cionan hasta formar ovillos neurofibrilares, carac-
teristicos de la enfermedad de Alzheimer y de otras
taupatias [52]. In vitro, el proceso de agregacion de
tau no es posible sin la incorporacién de moléculas
polianiénicas, como la heparina o los HS. El entor-
no anidénico necesario para inducir la agregacién de
tau in vitro sugiere que las moléculas cargadas ne-
gativamente, como los HS, pueden desempefar un
papel crucial en la maduracion de las fibras de tau
in vivo y, por lo tanto, podrian ser un determinante
de la formacién de los agregados de tau en el cere-
bro enfermo [53]. Esta suposicion se encuentra re-
forzada por los estudios de Snow et al, que mues-
tran que en las células neuronales enfermas los ovi-
llos neurofibrilares colocalizan con HS altamente
sulfatados [28,38]. Los ovillos neurofibrilares estan
formados de P-tau, la cual resulta de la fosforilacién
de tau por una bateria de cinasas [54] cuyas activi-
dades in vitro requieren la presencia de heparina
[4,55]. Esto sugiere que en el cerebro con enferme-
dad de Alzheimer, los HS presentes en el espacio
intracelular de las neuronas pueden participar no
sblo en los procesos de agregacion, sino también de
fosforilacion anormal de tau [4]. Este es un aspecto
importante que hay que considerar, pues reciente-
mente la agregacion de tau o de P-tau en el cerebro
enfermo constituye una de las principales dianas
terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer y de otras taupatias [56].

La participacion de los HS en los procesos de
agregacion o de fosforilacidon de tau in vivo ha sido
un sujeto poco abordado. Sin embargo, las constan-
tes cinéticas de la formacién de fibras de tau en
presencia y en ausencia de heparina se han evalua-
do in vitro [57]. Esos estudios muestran que la he-
parina puede participar en el proceso de agregacion
durante las primeras etapas de nucleacién (fase de
latencia), interaccionando con dos moléculas de tau
y formando asi un dimero propenso a la agregacién y
capaz de generar fibras cortas y finas, posiblemente
de naturaleza téxica. En otro trabajo, la interaccién
de tau con la heparina se estudié usando el fragmen-
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to tau (244-372) y una heparina de 7 kDa. Las ciné-
ticas de fibrilacién mostraron que la heparina en
exceso retarda la fase /ag [58]. Aunque la importan-
cia de grupos 3-O-sulfato en la cadena de la hepari-
na se mostré en modelos celulares y animales [4],
un trabajo reciente utilizando fragmentos de tau y
heparinas modificadas mostré que los grupos 6-O-
sulfato en los HS son necesarios para establecer la
interaccidn, lo que sugiere un papel importante de
esta sulfatacion precisa en la interaccién HS-tau in
vivo, y posiblemente en su agregacion [59].

Aparte del papel que los HS parecen desempe-
far en los procesos de fosforilacién y de agregacién
de tau in vivo, estos polisacaridos mostraron un pa-
pel central en el proceso de propagacién de parti-
culas proteopdticas de tau de una célula a otra, fe-
némeno conocido como spreading. La existencia de
este proceso de propagacién de particulas proteo-
paticas de tau entre células y regiones en el cerebro
de pacientes con enfermedad de Alzheimer se de-
dujo a partir de estudios que mostraron que, al ini-
cio, la taupatia se detecta en ciertas regiones del
cerebro y que, al avanzar la enfermedad, la taupatia
se extiende a otras regiones. Aunque aun no se sa-
be exactamente cdmo se produce esta propagacion,
Diamond et al han propuesto una hipétesis en la
que el mecanismo seria similar al que opera duran-
te la propagacion de los priones [60]. La implica-
cién de los HS en el proceso de spreading se demos-
tré en estudios recientes en los que mostramos que
los HSPG presentes en la membrana celular desem-
pefan un papel central en la internalizacién de los
agregados de tau por las células sanas, y que esta
internalizacion es mediada por la interaccién de las
cadenas de HS con particulas proteopdticas de tau
[61]. Mas recientemente también mostramos que,
en las células enfermas, los HS se localizan intrace-
lularmente, e interaccionan con la tau nativa indu-
ciendo su fosforilacién anormal y posiblemente su
agregacion [4]. Estos eventos pueden tener impor-
tantes implicaciones en la comprensién de los me-
canismos celulares relacionados con el mal plega-
miento de tau, su agregacion y propagacion.

La enfermedad de Parkinson es un tipo de trastor-
no del movimiento que ocurre cuando las neuronas
dopaminérgicas no producen suficiente dopamina
debido a su entrada en un proceso de muerte neu-
ronal [62]. Algunos casos son genéticos, pero la ma-
yoria se considera esporddica. Patoldgicamente, la

enfermedad de Parkinson estd caracterizada por la
presencia de agregados proteicos en las células neu-
ronales, que han sido llamados cuerpos de Lewy.
Los cuerpos de Lewy estan principalmente forma-
dos por una proteina, la a-sinucleina, anormalmen-
te fibrilada [63]. Aunque los papeles fisioldgicos de
esta proteina no se han clarificado, se ha mostrado
su implicacién en la fisiopatologia de la enfermedad
de Parkinson y de otras patologias llamadas a-sinu-
cleinopatias [64]. Asi, los cuerpos de Lewy se han
observado en modelos transgénicos en donde una
mutacion en el gen de la a-sinucleina reproduce la
forma dominante autosémica observada en las for-
mas hereditarias de la enfermedad de Parkinson
[63]. Sin embargo, estos cuerpos existen también
en las formas esporadicas de la enfermedad en las
que no se ha identificado ninguna mutacién y, por
lo tanto, el origen de la agregacién de a-sinucleina
sigue sin determinarse.

La a-sinucleina es una proteina de 14 kDa muy
conservada y abundante en las neuronas de diver-
sas regiones del cerebro, notablemente en el com-
partimiento presindptico. En el humano se conocen
tres isoformas de a-sinucleina, de 112, 126 o 140
aminoécidos, producidas por corte y empalme al-
ternativo [65,66]. La region central de la a-sinuclei-
na, formada por los residuos 61-95, comprende una
zona altamente propensa a la agregacion, mientras
que el dominio C-terminal (residuos 96-140) prote-
ge de la agregacion. Este dominio contiene tres re-
siduos de tirosina altamente conservados y consi-
derados como la firma de la familia sinucleina. La
a-sinucleina posee una gran plasticidad estructural
que le permite adoptar diversas conformaciones, y
una gran tendencia a desplegarse y a agregarse, lo
que le permite formar oligémeros profibrilares y fi-
bras amiloides [66].

La a-sinucleina es el componente principal de
los cuerpos de Lewy [63]. Sin embargo, se ha en-
contrado también que otras moléculas, como los
GAG, y particularmente los HS, estan presentes en
estos agregados proteicos de a-sinucleina, lo cual
sugiere que los HS pueden desempeiiar un rol en el
proceso patoldgico de agregacién de esta proteina
[67]. Dependiendo de su nivel de sulfatacién y de la
posicién de los grupos sulfatos, los GAG han mos-
trado estimular diferencialmente la formacién de
fibras de la a-sinucleina por intermedio de interac-
ciones con la secuencia consenso KTKEGV en el
dominio N-terminal de la proteina [67]. Aunque in
vitro e in celulo los GAG enddgenos aceleran la ci-
nética de agregacion de esta proteina [34], su parti-
cipacién en la agregacion de a-sinucleina in vivo es
aun objeto de controversia. En 2004, van Horssen
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et al, utilizando técnicas inmunohistoquimicas, no
lograron detectar HSPG en los cuerpos de Lewy en
tejidos de cerebro afectados por la enfermedad de
Parkinson [68]. Sin embargo, esto lo contradijeron
Liu et al, quienes en 2005 mostraron que la HSPG
agrina colocaliza con la a-sinucleina en los cuerpos
de Lewy de las neuronas dopaminérgicas de la sus-
tancia negra pars compacta en el cerebro de sujetos
con enfermedad de Parkinson [69]. Esta discrepan-
cia puede explicarse por la utilizacién de anticuer-
pos anti-HS poco especificos. Por otra parte, se ha
mostrado un efecto indirecto de los HS sobre la ci-
nética de agregacion y la toxicidad de la a-sinucleina
a partir de su interaccién con la enzima glucolitica
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
[70]. Mediante una interaccién especifica con esta
enzima, la heparina es capaz de inducir, in vitro, un
cambio conformacional del homotetramero consti-
tuyente de la GAPDH, promoviendo su agregacion.
Ciertos intermediarios tempranos en este proceso
de agregacion, clasificados como protofibras de
acuerdo con sus caracteristicas estructurales, fue-
ron capaces de modular la cinética de agregaciéon
de la a-sinucleina, reduciendo la fase de latencia y
favoreciendo la rdpida formacién de fibras amiloi-
des. Aunque estas observaciones sugieren la posi-
ble participacién de los HS en el proceso de agrega-
cién intracelular de la a-sinucleina en la enferme-
dad de Parkinson, se necesitan atiin muchos otros
estudios para mejorar el conocimiento sobre el pa-
pel de los GAG en general, y de los HS en particu-
lar, en esta patologia.

La proteina prion es una glicoproteina implicada en
un tipo de enfermedades conocidas como encefa-
lopatias espongiformes transmisibles, también lla-
madas enfermedades pridnicas [71]. Las encefalo-
patias espongiformes transmisibles son enfermeda-
des neurodegenerativas mortales que pueden desa-
rrollarse en la mayoria de las especies de mamife-
ros. Incluyen la tembladera ovina, la encefalopatia
espongiforme bovina, el sindrome de Gerstmann-
Stréaussler-Scheinker, la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob y su variante iatrogénica en el humano [72].
Esta ultima es una forma infecciosa que se puede
transmitir a través de trasplantes de érganos o teji-
dos, o por ingestién de productos biolégicos con-
taminados. Actualmente, no hay tratamiento eficaz
para este tipo de patologia.

El evento clave en la biologia de las enfermeda-
des pridnicas es la conversion de la proteina prion
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normal, o proteina prion celular (PrPc), presente en
la membrana externa de las células, en una forma
de conformacién anormal (PrPres). El cambio de
conformacién PrPc en PrPres provoca la agrega-
cién y acumulacion patoldgica de la forma mal ple-
gada y resistente al ataque de proteasas. Los agrega-
dos de PrPres se llaman priones [71]. Varios estu-
dios han demostrado multiples estados de agrega-
cién (oligoméricos, prefibrilares y fibrilares) de la
PrPres y varias arquitecturas de las fibras formadas.
Sin embargo, ambos, los oligémeros solubles y las
fibras insolubles, se originan a partir de la forma
mal conformada de la proteina y, aunque las fibras
son caracteristicas de la enfermedad, las especies
mas infecciosas parecen ser sus formas oligoméri-
cas. Se han revisado los mecanismos subyacentes a
la agregacion de la proteina prion y la relevancia de
cada forma agregada en los diferentes tipos de en-
fermedades pridnicas [73].

La conversién de la PrPc en PrPres ocurre en el
espacio extracelular, en proximidad de la membra-
na celular, y requiere la presencia de HSPG en la
membrana [74]. Los priones asi generados se agre-
gan y forman las placas amiloides caracteristicas
de la enfermedad. Como otras placas amiloides, los
amiloides de las enfermedades priénicas contienen
GAG [28]. De acuerdo con un rol posible de los
HSPG en la transconformacién de la PrPc en PrPres,
ciertos polianiones polisulfatados han demostrado
tener efectos profilacticos en la progresién de la
neurodegeneracién en modelos celulares y anima-
les de la patologia, presumiblemente gracias a su
capacidad de unirse a los priones y de inhibir asi su
interaccién con los HSPG en la membrana de la cé-
lula [74]. Ciertos polisacaridos aniénicos, particu-
larmente la heparina, algunos HS miméticos y el
polisulfato de pentosano, han demostrado inhibir
directamente la fibrilacién de PrPres in vivo e in vi-
tro [75,76]. Es interesante remarcar que, depen-
diendo de la concentracién usada, por un lado, la
heparina protege contra la agregacion de la PrPres,
y, por otro lado, la induce [77,78]. Esto aclaré cier-
tos conflictos anteriores sobre el efecto anti o pro-
amiloid6geno de la heparina [79], y mostré que su
efecto inhibidor o inductor de la agregacion depen-
de de la concentracién utilizada. Este también pue-
de ser el caso de los GAG enddgenos o de los ana-
logos propuestos para el tratamiento de este tipo
de enfermedades [80,81]. Estas observaciones indi-
can que, ademds del grado de sulfatacién, la con-
centracion de los GAG en los diferentes comparti-
mentos celulares pueden modificar de manera dife-
rente los procesos de agregacion de proteinas ami-
loid6genas.
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Los GAG sulfatados, particularmente los HS, han
mostrado que modifican las cinéticas de agregacion
de proteinas implicadas en los procesos neurodege-
nerativos, incluyendo las enfermedades de Alzhei-
mer, de Parkinson y pridnicas. Formas enddgenas
de estos polisacéridos complejos se han encontrado
asociadas a los agregados proteicos caracteristicos
de estas enfermedades en las regiones del cerebro
afectadas. In vitro, la posicién y la cantidad de sul-
fatos en las cadenas de HS han mostrado influir en
las cinéticas de agregacién, mientras que sus con-
centraciones locales parecen influir en sus papeles
anti o proamiloidégenos. Aunque algunas pistas so-
bre la importancia de la estructura de los HS en los
procesos de agregacién comienzan a surgir, ain no
estd claro si la estructura fina de estos polisacéridos
complejos influye de una manera central en los
procesos celulares que conllevan a la agregacion
patolégica in vivo. Sin embargo, la mayor parte de
los estudios realizados a fin de comprender el posi-
ble papel de los GAG y particularmente de los HS
en estas patologias ha considerado principalmente
la presencia de estos azticares en el espacio extrace-
lular y en la membrana celular, y muy pocos estu-
dios comienzan a considerar su importancia en el
espacio intracelular en caso de patologia [4]. Cabe
imaginar que los HS estructuralmente alterados en
los procesos neurodegenerativos pueden promover
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Introduction. A number of neurodegenerative disorders have been linked directly to the accumulation of amyloid fibres.
These fibres are made up of proteins or peptides with altered structures and which join together in vivo in association with
heparan sulphate-type polysaccharides.

Aims. To examine the most recent concepts in the biology of heparan sulphates and their role in the aggregation of the
peptide Abeta, of tau protein, of alpha-synuclein and of prions. The study also seeks to analyse their implications in neuro-
degenerative disorders such as Alzheimer’s and Parkinson’s disease and prion diseases.

Development. In vitro, heparan sulphates have played an important role in the process of oligomerisation and fibrillation
of amyloidogenic proteins or peptides, in the stabilisation of these bodies and their resistance to proteolysis, thereby
participating in the formation of a wide range of amyloid fibres. Heparan sulphates have also been related to the
internalisation of pro-amyloid fibres during the process of intercellular propagation (spreading), which is considered to be
crucial in the development of proteinopathies, the best example of which is Alzheimer’s disease.

Conclusion. This study suggests that the fine structures of heparan sulphates, their localisation in cells and tissues,
together with their local concentration, may regulate the amyloidosis processes. The advances made in the understanding
of this area of glyconeurobiology will make it possible to improve the understanding of the cell and molecular mechanisms
underlying the neurodegenerative process.

Key words. Abeta. Alpha-synuclein. Alzheimer’s disease. Glycosaminoglycans. Heparan sulphates. Neurodegeneration.
Parkinson’s disease. Prion. Protein aggregation. Tau protein.
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