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1. Resumen

La Glucogeno Sintasa Quinasa 33 (GSK3p) es una serin/treonin quinasa, identificada como
piedra angular en el tratamiento de la Enfermedad de Alzheimer (EA) debido a su relacion
con el mecanismo fisiopatoldgico de las proteinas tau y p-amiloide, sefias de identidad de la
enfermedad.

Los diversos inhibidores de GSK3pB han surgido en la Gltima década como futuras promesas
para el tratamiento de la enfermedad, destacando el Tideglusib, molécula que mas lejos ha
llegado en los ensayos clinicos, aunque segun los ultimos estudios no haya demostrado
ningun beneficio clinico.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, estrés oxidativo, proteina tau, quinasa GSK3p,
inhibidores GSK3p, proteina [3-amiloide.

2. Introduccion y antecedentes

2.1. ¢ Qué es la enfermedad de Alzheimer?
La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa perteneciente al
grupo de patologias denominadas generalmente como demencias , descrita por primera vez
por el psiquiatra aleman, Alois Alzheimer, en 1906.
El término demencia hace alusién a una perdida irreversible de capacidades cognitivas
(memoria, capacidad de expresar, calculo, comunicacion...etc), lo que conlleva la aparicion
de un estado de dependencia total para el desarrollo de actividades cotidianas, sociales y
laborales por parte del paciente y finalmente a la muerte*. Como no todas las demencias son
debidas a esta enfermedad, se debe de definir por tanto la EA como una demencia que se
caracteriza por cambios citohistoldgicos e inmunohistoquimicos caracteristicos®. En los
estadios iniciales, los pacientes suelen tener intactas sus capacidades intelectuales y de
conciencia, hecho que da lugar a que esta enfermedad sea infradiagnosticada.
La EA, como cualquier otro tipo de demencia, es una enfermedad propia de las edades
avanzadas y aunque las hay precoces que comienzan en torno a los 50-60 afios e incluso
antes, no son las mas comunes?.

2.1.1. Etiopatogenia

La EA, como demencia degenerativa, es considerada tambien como una proteinopatia, en
concreto, del metabolismo anormal de tres proteinas?: B-amiloide, o-sinucleina y proteina tau,

que nos va a permitir explicar el 90% de este tipo de demencias (aunque no siempre existe



correlacion entre manifestaciones clinicas predominantes y la anatomia patologica y de ahi, la

existencia de las formas atipicas y tipicas de la enfermedad.

La pérdida de funciones cerebrales es producida por una degeneracion progresiva de

neuronas corticales y estructuras subcorticales, siendo los responsables de este deterioro la

formacion de placas extracelulares de proteina B-amiloide (BA) y ovillos neurofibrilares

intracelulares como consecuencia de la hiperfosforilacion de la proteina tau?. Ademas se

observa una hipofuncién de la neurotransmision colinérgica que es compensada con una

hiperfuncion glutamatérgica. Como consecuencia de estas alteraciones celulares, se origina la

activacion de procesos de apoptosis y muerte neuronal.

» Proteina g-amiloide (BA) y precursora amiloide (APP): En casos de inicio precoz de la

EA, se encuentra asociada a una
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Figura 1. Via de sintesis de BA y acumulacién neuronal.

actividad de B y y secretasas dando como producto una sobreproduccion de fragmentos g-

amiloide?, los cuales se agregan y depositan dando lugar a la formacion de las placas

caracteristicas de esta enfermedad (BAa4, isoforma neurotoxica y componente mayoritario

de las placas seniles®)(Fig.1).

» Apolipoproteina P (APOE): La APOE es una glicoproteina que tiene funciones

fundamentales en la reparacion neuronal, asi como propiedades antiinflamatorias y de

crecimiento dendritico®. En pacientes afectados por la forma tipica de la EA, el principal

factor de susceptibilidad genética® se ha observado en la afectacion de uno de los

cromosomas del gen de la APOE, en concreto el alelo E4 el que esta involucrado con la
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Figura 2. Formacion y acumulacion de ovillos neurofibrilares.
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» Proteina Tau: La proteina tau en

condiciones normales se



encuentra asociada a los microtibulos, que tiene un papel fundamental para el correcto
funcionamiento y supervivencia de las neuronas a nivel estructural y comunicacion
neuronal, ya que estan implicadas en la estabilizacion del citoesqueleto neuronal®. La
hiperfosforilacion de la proteina tau por diversas quinasas y fosfatasas, va a dar lugar a la
degradacion de estos microtibulos y a su acumulacion originando los ovillos
neurofibrilares (Fig. 2).

» Acetil colina: El sistema colinérgico presenta un papel esencial en el proceso de la
memoria®. En pacientes con EA se ha observado una hipofuncion de la actividad
colinérgica a nivel del SNC, en especial en el hipocampo y corteza cerebral debido al
déficit de la enzima acetilcolinesterasa y de receptores colinérgicos, lo que da lugar a la
afectacion de la transmision sinaptica y favorecimiento de procesos inflamatorios®.

> Inflamacion vy alteraciones vasculares: La inflamacion es un factor de indudable

relevancia en la EA, pero existe controversia sobre si es causa 0 consecuencia de la

enfermedad?, ya que la aparicion de depdsitos BA provoca la expresion de mediadores

inflamatorios y a su vez la inflamacion favorece la regeneracion de BA*.

2.1.2. Tratamientos

Debido a que actualmente no existe ningun tratamiento para curar o frenar el avance de la
EAZ?, los objetivos del tratamiento a dia de hoy se enfocan a varios niveles: (a) Control de
sintomas psicologicos y conductuales. (b) Mantener la capacidad funcional del paciente lo
méaximo posible. (c) Control de patologias comorbidas. (d) Apoyo activo del cuidador.
Para alcanzar esta serie de objetivos, se utilizan de manera complementaria actuaciones
farmacoldgicas y no farmacoldgicas®. Las primeras se basan en dos aproximaciones(Fig. 3):
(@) Inhibidores de acetilcolinesterasa: Rivastigmina, galatamina y donepezilo para el
tratamiento de los sintomas de la EA causados por la hipofuncién colinérgica. (b) Inhibidores
NMDA (memantina): Para disminuir la hiperfuncion glutamatérgica como consecuencia de la

hipofuncion colinérgica.
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Figura 3. Tratamiento sintomatico para la EA.

3. Objetivos
Este trabajo va enfocarse en la descripcion de las caracteristicas estructurales de la quinasa
GSK3p. Implicacion y mecanismos de la enzima en la EA, enumeracion y descripcion de

moléculas inhibidoras con potencial efecto para el tratamiento de la enfermedad.



4. Metodologia
Para la realizacion de este trabajo, se ha llevado a cabo una revision bibliografica mediante la
utilizacién de diversas bases de datos como Pubmed, Science Direct, revistas en formato

fisico, online y direcciones web oficiales.

5. Resultados y discusiones
5.1. Quinasa GSK3p
5.1.1. Glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK3)

La Glucogeno Sintasa Quinasa 3 (GSK3) lleva estudiandose desde hace décadas debido a su
implicacion en numerosas vias de sefializacion, ademas de su papel en el metabolismo del
glucdgeno, como su implicacién en el ciclo celular, expresion de genes, el proceso de
apoptosis, proliferacion y supervivencia celular®. Ademas presenta un papel crucial a nivel
de desarrollo neuronal al estar involucrada en el control de la morfogénesis, sinaptogénesis y
polaridad axonal®. Muestra de esta implicacion ha sido la identificacion de en torno a 100
proteinas nucleares y citoplasmaticas como sustrato de GSK3'.
5.1.2. Isoformas GSKS3.
Una vez secuenciada GSK3 se observd que se encuentra codificada por dos genes

independientes en mamiferos que dan lugar a las isoenzimas GSK 3o y GSK3p, con una masa
molecular de 51.000 Da (483 amino&cidos) y 47.000 Da (433 aminoacidos) respectivamente®.
Ambas isoenzimas presentan caracteristicas bioquimicas y de sustrato muy similares, hasta
tal punto de compartir el 85% de su secuencia global y el 98% de su secuencia de
amino&cidos dentro de sus bolsillos de union a ATP, aunque difieren en los dominios Ny C
terminal®. Este hecho da lugar a que la discriminacion de ambas isoformas para la elaboracion
de farmacos inhibidores basados en la estructura de ATP sea muy dificil.’

El impacto de estas dos isoformas con respecto a la funcion cerebral, como se ha comentado
en el punto anterior, ha sido establecida por un gran nimero de estudios en ratones
transgénicos, dando lugar a diferentes efectos dependiendo de la isoforma implicada’®. Por
ejemplo, la delecion de GSK3p es letal mientras que la de la isoforma a no, asi como la
sobrexpresion de GSK3p se ha propuesto como modelo de enfermedades mentales de tipo
maniaco y, como se comentara en un punto posterior, en enfermedades neurodegenerativas
tau-dependiente como es la EA.

GSKa3 se encuentra en todo el reino animal, pudiéndose encontrar ambas isoformas en todos
los tejidos de mamiferos pero en particular se encuentra extensamente expresada en el

cerebro®®,



5.1.3. Caracteristicas estructurales de GSK3

La estructura tridimensional de GSK3p ha sido establecida gracias o
a numerosos estudios de Cristalografia. GSK3p posee el pliegue C Y

con dos dominios tipico de quinasas®, con un dominio tipo hebra  sasue ——1 &

ENGLICINA < ‘l BUCLE DE

| ACTIVACION

beta (residuos 25-138) en N terminal (formado por 7 laminas beta A N i

y curvado sobre si mismo formando una estructura tipo barril beta

cerrado ortogonal)!* y un dominio alfa helicoidal en C  Figura 4. Estructura de GSK3p
terminal (Fig.4). El sitio de union a ATP esta situado entre los dominios alfa y beta y se
encuentra bordeado por un bucle rico en glicina y una region bisagra. Con respecto al
bolsillo/bucle de activacién (residuos 200-226) se localiza en la superficie del lugar de unién
al sustrato'2. Finalmente, GSK3p posee dos lugares de fosforilacion que influyen en la
actividad catalitica de la proteina!?: Ser-9 es fosforilada por la enzima AKT (posteriormente
se hablara de dicha enzima) lo que da lugar a la inactivacion de GSK3p mientras que la
fosforilacion de la Tyr216 localizada en el bucle de activacion, aumenta la actividad
catalitica.

5.1.4. Mecanismo de fosforilacion

GSK3p como serin-treonin quinasa necesita que sus dominios hebra-beta y alfa-helicoidal se
encuentren en una conformacion catalitica activa'?. Para ello, los residuos Lys205, Arg96 y
Arg180 (conservados en todas las isoformas de la enzima) de dichos dominios, unen el grupo
fosfato del residuo fosforilado del bucle de activacién, permitiendo la correcta alineacion de
ambos dominios con el sustrato para una dptima actividad catalitica®(Fig.5).

GSK3p muestra una eleccion Unica de sustrato en comparacion con otras quinasas debido a
que presenta una preferencia de 500 a 100 veces mayor’ por aquellos sustratos que se
encuentran previamente fosforilados (prime phosphorylation),

en una serina/treonina localizada en C terminal proxima al

residuo objetivo de GSK3p antes de que pueda fosforilar ain -

mas el sustrato. De esta manera GSK3p va a fosforilar a sus e,

sustratos de diferente manera y eficacia. Algunos de los ‘
i . i Y216 "
sustratos de GSK3B como Axina, p-catenina y la proteina Tau,
N
no necesitan de esa fosforilacion previa'2, \

La secuencia de fosforilacién reconocida por GSK3p se
Figura 5. Bolsillo con la triada catalitica.

esquematiza como pS/TiXXXpS/T2 ’ donde pS/T1 es el



residuo objetivo que puede ser Serina o Treonina, XXX son aminoacidos (en general Prolina)
y pS/T2 es el sitio de la fosforilacion previa.
5.2. GSK3p y la Enfermedad de Alzheimer

En los ultimos afios, GSK3pB ha emergido como una de las piezas claves en la etiopatogénesis
de diversas enfermedades neurodegenerativas debido a su enorme presencia en un gran
numero de vias de sefializacion, como se ha mencionado a lo largo del punto 5. La relevancia
en concreto de esta enzima con respecto a la EA reside en su participacion en dos de los
principales mecanismos fisiopatoldgicos descritos
en la literatura, hasta tal punto de describirse como
“la hipdtesis de GSK3 en la EA™: Por un lado, la
acumulacién de péptido p-amiloide y la formacion
de ovillos neurofibrilares (sefias clasicas de

identidad de la enfermedad) y por otro lado, mucho

mas reciente, la participacion de GSK3p en el estrés

oxidativo e inflamacion , el cual se ha demostrado

Figura 6. Participacion de GSK3p en EA.
que juega un papel mayor tanto en la patogénesis como en el progreso de la EA3.(Fig.6)

Por esta razon, se ha propuesto GSK3[3 como pieza clave en la cascada de eventos que
culminan en la aparicién de la EA, convirtiéndose en una diana terapéutica muy prometedora.
A continuacion van a describirse ambos mecanismos y las correspondientes vias en las que
esta implicada GSK3p en la EA.

5.2.1. Mecanismo B-amiloide e hiperfosforilaciéon de tau

Diversos estudios>***® han evidenciado la importancia de la desregularizacion de GSK3 como
enlace molecular entre la sobreproduccion de péptido B-amiloide y la hiperfosforilacion de
tau. Tras observarse que los ovillos neurofibrilares estaban principalmente compuesto por
formas hiperfosforiladas de la proteina tau, se decidid investigar aquellas quinasas y
fosfatasas con mayor relevancia que pudieran participar en ese proceso de hiperfosforilacion,
lo que dio lugar a la identificacion de GSK3f como una de las quinasas principalmente
involucradas en el control postraduccional de dicha proteina®. Este hecho se evidencia al
observar que de los 85 sitios de fosforilacion (de los cuales 40 han sido relacionados con la
EA), 23 de ellos son fosforilados por GSK3p y 3 de ellos no necesitan una fosforilacion
previa (priming)*°.

Por otro lado, y llevado también de la mano con lo anterior, se ha evidenciado la influencia de
GSK3p para la regularizacion del procesamiento de la Proteina Precursora Amiloide (APP),
aumentando la produccion de péptido p-amiloide®. Ademas, se ha demostrado que la



exposicion a nivel neuronal de dicho péptido regula positivamente la actividad de GSK3p a
través de la via insulina/factor | de crecimiento relacionado con insulina®, como se explicara
a continuacion, generandose un bucle de retroalimentacion positiva.

52.1.1. VialGF-lyWnt
Las vias IGF-I (insulina/factor | de crecimiento relacionado con insulina) y Wnt han sido
designadas * como las vias de sefializacion extracelular mas relevantes en la regulacion de la
actividad de GSK3p a nivel cerebral, y por ello, un nuevo camino para comprender mejor los

mecanismos fisiopatoldgicos de la EA.

INHIBICION GSK-3p ACTIVACION GSK-p Ambas vias van a regular
jul e AN negativamente  a  GSK3
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Figura 7. Regulacion de GSK3p por las vias IGF-1'y Wnt. AKT, siendo esta ultima la

responsable de fosforilar GSK3p en los residuos 9 y 21 y con ello la inactivacion de la enzima
al bloquear el sitio de activacion®. Por otro lado, Wnts (familia de 19 glicoproteinas con
numerosas funciones)!’, mediante el mecanismo B-catenina dependiente, se une al receptor
transmembrana FzR que induce la desestabilizacion del complejo proteico Axina-proteina
APC-Ck1-GSK3%, Esto permitira que p-catenina migre al nicleo, se una a TCell/LEF (factor
de transcripcion) y comience la transcripcion de genes diana'®. Cuando la via WNT se
encuentra no activa, el complejo proteico no esta inhibido y B-catenina es fosforilada por
GSK3p y degradada por el proteosoma.

La desregularizaciéon de ambas vias ha

e demostrado estar implicadas en la EA: En
. ambas vias su desregularizacion ha sido
P 3 / relacionada con la alteracion de la
™ / o potenciacion a largo plazo (LTP), que da a
lugar a la alteracion de la plasticidad

Figura 8. Implicacion de IGF-I y Wnt en la relacion p-amiloide- L
Proteina tau. neuronal, proceso de aprendizaje Yy

memoria > '°. Méas importante ain y en relacion a la desregularizacion de la via Wnt es el
modelo propuesto de activacion de GSK3p por p-amiloide(Fig.8) ya que da explicacion a la

relacion B-amiloide-Proteina tau 2°. El péptido B-amiloide va a unirse tanto al receptor de



Insulina como a Wnt, lo que va a impedir la fosforilacion en ambas vias de GSK3p, la cual va
a favorecer la fosforilacion de la proteina taul®. A su vez disminuye la B-catenina, cuyos
niveles son esenciales para la homeostasis neuronal y modulacion sinaptica, y cuya reduccién
da lugar a pérdida sinaptica, favorece la deposicion de péptido amiloide, muerte neuronal y
neuroinflamacion?’.
5.2.2. Mecanismo estrés oxidativo /inflamacion

Se denomina estrés oxidativo al estado redox producido como consecuencia de un
desequilibrio entre la generacion y detoxificacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)* y
especies reactivas de nitrégeno (RN)?! como son: el anién radical stper oxido (O2™), peréxido
de hidrégeno (H20>), radical hidroxilo (OH"), éxido nitrico (NO®) y el anidn nitrito (NOO").
Las especies reactivas son subproductos del metabolismo que actian como un arma de doble
filo, debido a que presentan un papel crucial en la sefializaciébn molecular pero a su vez, en
situaciones en las que su generacion este favorecida o su detoxificacion por especies
antioxidantes este disminuida, dan lugar a dafio en el sistema bioldgico!® debido a su
potencial oxidante, ya que son capaces de oxidar la gran mayoria de moléculas incluido el
material genético (ADN, ARN), proteinas y lipidos.
Teniendo en cuenta el papel crucial que tiene el
estrés oxidativo derivado de la iniciacion y

propagacion anormal de ROS sobre EA?22 (Fig.9),

y que se ha propuesto que no solo es una (

reactive oxidative
species (ROS) 4 -

consecuencia primaria de EA, sino que est4 también

involucr n las f ma mpran I
olucrado en las fases mas tempranas de la o]

16
enfermedad™, es fundamental hablar de la Figura 9. Estrés oxidativo y EA.

respuesta antioxidante y de su regulacion.
5.2.2.1. Viade regulacion transcripcional Nrf2-ARE.

En nuestro organismo existen tres vias celulares principales implicadas en la regulacion
(del 1% al 10% de nuestros genes) de la respuesta antioxidante?*: factor Keap 1, ARE y factor
Nrf2 (Factor de transcripcion 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2), convirtiéndose
Keapl-Nrf2-ARE en la mayor via de sefializacién que regula una bateria de proteinas
citoprotectoras a nivel transcripcional. Por ello en los Gltimos afios ha sido esta via muy
estudiada, ya que se ha demostrado que la activacion de dicha via genera un efecto protector

contra la toxicidad inducida por BA y reduce los niveles de proteina tau hiperfosforilada®.




En condiciones basales, Nrf2 se encuentra localizada
en el citoplasma, controlada negativamente por Keap

1 que impide su translocacion al nucleo y que sea —_— & o

degrada por el proteosoma. En condiciones de estrés / ” ® (; Do o
oxidativo (ROS, ARE) se produce un cambio o Nﬂ Nt /
conformacional en Keap 1, lo que permite la ° 1 Lo o JNE

Cytoplasm Protective gene

migracion de Nrf2 al nucleo y alli unirse a ARE y

dar lugar a la transcripcion de genes antioxidantes.

En los Gltimos afios se ha demostrado la implicacion Figura 10. GSK3p y la Via NRF2-ARE

de GSK3p en la regulacion de dicha via®®. Ya que GSK3p parece regular la distribucion de
Nrf2 a favor de su estado citosélico, impidiendo la transduccion de genes antioxidantes®. Por
ello se ha propuesta la creacion de nuevas formas terapéuticas que inhiban GSK3[ para

conseguir una correcta respuesta antioxidante (Fig.10).

5.3. Inhibidores de GSK3p para el tratamiento de EA.

Debido al papel clave que presenta la hiperactivacién de GSK3p en los diversos mecanismos
fisiopatolégicos de la EA y otras enfermedades neurodegenerativas/psiquiatricas, y a la
incapacidad de nuestro organismo de regularla a la baja mediante mecanismos endégenos?’,
surge el interés de iniciar diversas vias de investigacion para la busqueda de moléculas que
tengan la capacidad de regular negativamente GSK3B y con ello restaurar los niveles
fisiologicos de dicha enzima. Ademéas de su papel clave, su importancia como diana
terapéutica reside en la seguridad potencial que presentan los inhibidores, ya que aunque en
primer lugar se pensé que la inhibicion de GSK3[ podria acarrear la aparicion de efectos
adversos graves como hipoglucemia o carcinogénesis (debido a su papel clave en el
metabolismo de glucosa y en la transcripcion de ciertos oncogenes)?’ la utilizacion de litio
para el tratamiento de trastorno bipolar durante mas de 60 afios, descrito como el primer
inhibidor de GSK3p%, y que no se ha informado/relacionado ningutn caso de hipoglucemia y
muerte por cancer, ha dado lugar a que esa hipotesis sea descartada y que los inhibidores de
GSK3p se conviertan en un objetivo muy atractivo para el tratamiento de EA.

Todo ello no implica que el desarrollo de inhibidores de GSK3[ sea un proceso facil, ya que
el principal desafio al que se enfrentan los investigadores es que estos presenten una alta
especificidad por el tejido cerebral, siendo la barrera hematoencefalica el primer obstaculo a

superar?’. Esta tarea no es particularmente facil en el proceso de elaboracion de cualquier tipo



de farmaco, pero en este caso la dificultad es mayor debido a la preferencia porque los
farmacos anti EA sean administrados por via oral?’.
Otra caracteristica importante es que los inhibidores de GSK3p, a pesar de su enorme
diversidad quimica, comparten unas caracteristicas generales?: a) Bajo peso molecular (<600
Da), b) son heterociclos hidrofobicos de geometria plana, ¢) la gran mayoria (no todos)
compiten con ATP para unirse a GSK3 d) Las interacciones con la quinasa son
principalmente de tipo hidrofobico y de Van der Waals.
5.3.1. Cationes metalicos
Como se ha comentado, el cation litio (en concreto, Cloruro de litio (LiCl)) fue el primer
inhibidor de GSK3 en ser descubierto. EI mecanismo exacto de inhibicion no se sabe con
certeza, aunque se postulan dos hipotesis®: a) Li* es un inhibidor competitivo de los iones
magnesio (Mg*) y b) inhibe la carencia de potasio.
Durante muchos afios fue utilizado para el tratamiento de trastornos bipolares pero, debido a
la aparicion de efectos adversos, su uso para el tratamiento de la EA ha sido descartado®. Aun
asi, ha sido objeto de diversos estudios con resultados muy dispares; por un lado, estudios en
ratones transgénicos que presentan hiperproduccion de proteina tau humana afirman que el
tratamiento con Litio aumenta los niveles de B-catenina, reduce la fosforilacion de la proteina
tau, favorece la formacion sinaptica, disminuye los niveles de BA y bloquea la APP3L. Sin
embargo, otros estudios no han podido confirmar esos efectos®!
Ademas de litio, otros cationes como mercurio, berilio, zinc y cobre, destacando de entre ellos
el cation zinc han demostrado ser potentes inhibidores de GSK3 (incluso mas que litio)®L.
5.3.2. Competidores de ATP
Las moléculas pertenecientes a este grupo van a unirse a GSK3 por el bolsillo de unién a
ATP. El principal problema que presentan los inhibidores de GSK3 ATP competitivos es la
falta de selectividad frente a las isoformas a y B de GSK3% y otras enzimas de la misma
familia como las CDKs ya que, como se ha comentado en el punto 5.1.2. Isoformas GSK3,
ambas isoformas (como es comun en el resto de enzimas de la familia) presentan un bolsillo
de unién a ATP muy conservado lo que da lugar a que la inhibicion de una de las isoformas
sea muy dificil. Por ello es importante en este grupo de inhibidores realizar analisis de
selectividad frente a una amplia gama de protein quinasas bien caracterizadas, consiguiendo
de esta manera disminuir cualquier interaccion fuera de nuestro objetivo terapéutico®. Por
otra parte, una total selectividad tampoco seria adecuada debido a la multifuncionalidad de

GSK3 en diversas vias, ya que podria dar lugar rapidamente a la aparicion de resistencias®.



5.3.2.1. Naturales
El ecosistema marino esta mostrando desde hace tiempo ser una fuente muy valiosa para la
obtencion de diversas estructuras quimicas (Fig.11) con actividad bioldgica muy prometedora

para el tratamiento de
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M 6 o LT diversas enfermedades

4 . I b N\ neurodegenerativas,
7 ,I - N
i ~o" Meridiomine A entre ellas la EA3
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il "
R=Br Hymenialdisine Staurosporine Numerosos derivados de

R=H Debromohymenialdisine

Figura 11. Inh. competitivos de ATP de origen natural. indol estan siendo
actualmente patentados por diversas farmacéuticas como inhibidores de GSK3 2°.Ejemplos de
este grupo son los analogos de indirubina, con actividad inhibitoria hacia GSK-3 y CDKs .
La 6-bromoindirubina, obtenida del molusco Murex brandaris, presenta cierta selectividad
hacia GSK3 en vez de CDKs pero un derivado sintético, la 6-bromoindirubin-3-oxima (6-
BIO), con la adicion del grupo oxima dio lugar a una selectividad 16 veces mayor por
GSK3%. Diversos estudios han demostrado que la
administracion de 6-BIO disminuyé los niveles de

proteina tau hiperfosforiladas a nivel cortical®. Los

andlisis por cristalografia de Rayos X*° han mostrado la
unién entre 6-BIO y el bolsillo de unién a ATP de GSK3

GIn185
3\' (Fig. 12): El nitrégeno va a interactuar con el oxigeno

Glo7f” ¥ . e . ,
\rf( e Lys183 carbonilico del residuo Asp133 y el oxigeno con el
nitrogeno del residuo Vall35. Ademas, se observan

Figura 12.Interaccion entre 6-B10 y GSK3*.
interacciones de Van der Waals entre el atomo de Bromo vy el residuo Leul32 e interacciones

entre los oxigenos de Val135 y Pro136.
Otro de los derivados de la 6-bromoindorubina, la indirubina-3-monoxima ha demostrado con

su administracion la atenuacion de diversos sintomas como inflamacion, acumulacion BA 'y

de fosforilacion de tau, aunque existe controversia con
Asp133

respecto a estos resultados ya que en otros estudios no han

A%
;ﬁ;\;ﬂc‘ sido claros®, debido quizés al problema de solubilidad que
A
= ¢ - T . p
Lysss s presentan la familia de las indirubinas, problema que esta
ﬁ“‘"“" siendo resuelto por otros grupos de investigacion mediante

=
¢ z,w S]m la sintesis de nuevos analogos®*’.
Glu97

: Por ultimo, la estaurosporina, molécula obtenida de la
Figura 13.Interaccion entre

estaurosporina y GSK3%.
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bacteria Streptomyces staurosporeus de la que se han descrito potentes propiedades
inhibidoras de GSK3p3* (junto a propiedades antimicrobianas, hipotensora y citotoxicas)®,
cuyos estudios cristalograficos®® (Fig.13) han mostrado su union a GSK3 mediante
interacciones del grupo maleimida con el oxigeno carbonilico del residuo Aspl133 y con el
nitrogeno de Val135.
5.3.2.2.  Sintéticos.
e Los analogos de purina, las

TN

N

g N

/@(\CJ\/\’T\NI )\' " aminopirimidinas, son de los
Cl )\N/\/n N

RoH  CHIR98023 L primeros inhibidores de GSK3p

Cl " cHIR99021

o N _o obtenidos de forma sintética (Fig.
2 cl ozN_(\
**«@ Q—\C? 14); CHIR98014, CHIR98023 vy

Ve se216763 cl ARARIAES R=Br X=CH Kenpaullone z
5 reno, x-cr amerpauione  CHIR99021.  Son  moléculas que
fe) N o R=CN X=N Cazpaullone
O2N - -, - -
HNQ-OH A [ n/ N poseen una potente accion inhibidora
— LY aosmea e entre 500 a 10000 veces mayor
H

Figura 14. Inh. competidores de ATP de origen sintético. selectividad por GSKa3 frente a otras
quinasas estudiadas®. Es importante mencionar que en estudios con ratones transgénicos han
reducido enormemente los valores de proteina tau fosforilada (en concreto en Ser396 de dicha
enzima)®°, también ha demostrado influir en el mantenimiento de la depresion a largo plazo
(DLP) por receptores NMDA®® y de reducir la muerte neuronal®.

Los derivados de Paullone (compuestos tetraciclicos fusionados) como kenpaullone y

alsterpaullone, han sido descritos como potentes inhibidores ATP competitivos de GSK3p y

~ Wk O CDKs. La Alsterpaullone es descrito como uno de los
/f W v inhibidores de GSK3 mas potente creado®® y su
Prol136 o, a . L
- \ mecanismo de union a GSK3 lo conforma dos enlaces
Glu137 "\ e Glu97

de hidrogeno con el residuo de Vall35 y una

Asp200

interaccién entre el grupo nitro y el grupo amino del

et GIn185

residuo Lys85 de la cadena lateral de la enzima, segun
Lysig3 estudios Cristalograficos®®(Fig.15). Estudios “in vivo”

Figura 15. Interaccéc;r:( e3r;g.re alsterpaulloney  con esta molécula han demostrado prevenir la muerte
neuronal por estrés oxidativo e inhibir la fosforilacion de tau®. Una molécula con estructura
similar, 1-azakenpaullone, ha demostrado prevenir también la muerte neuronal ademés de

disminuir los niveles de BA*L,

14



Las arilindolmaleimidas SB-216763 y SB-415286, son inhibidores altamente selectivos que
- han demostrado inhibir GSK3 a bajas concentraciones
U nanomolares®!. Con respecto al mecanismo de union de
/{ este grupo con GSK3 se han descrito® las interacciones
A LY ) Asp200 entre el nitrogeno del  maleimido y el oxigeno

) (N‘ | \\“&/ carbonilico del residuo Aspl33, el oxigeno del

b .
A(f X maleimido central con Vall35 y dos interacciones

£ adicionales entre el oxigeno carboxilico y los residuos

Figura 16. Interaccién (;esnl?:;c:oarilindolmaleimidasy Argl41 y GIn185(Fig.16).
Diversos estudios *“* han demostrado su accion neuroprotectora al intervenir en la inhibicion
de la via IGF-1 , toxicidad de BA y disminucion de proteina tau hiperfosforilada (esta ultima
demostrada en estudios con ratones transgénicos *°), ademas al igual que los CHIR, afectan en
el mantenimiento del DLP*. Es importante mencionar que en uno de los estudios con ratones
sanos*? se observd que la administracion de SB21673 daba lugar a efectos parecidos a los de
la neurodegeneracion y déficits de comportamiento, lo que demuestra que una inhibicion
excesiva de GSK3p afecta al normo funcionamiento neuronal, por tanto, los inhibidores de
GSK-3 solo estarian indicados en patologias con actividad GSK-3 elevada. Actualmente se
estan desarrollando nuevos compuestos inhibidores de GSK3 competidores de ATP con
resultados prometedores para el tratamiento de la EA como pirano[2,3-c]pirazol y
dihidropirazolo[3,4-b]piridinas, derivados de quinazolina-2-carbonitrilo, tiazolo[5,4-

flquinazolinas o las Aloisinas (6-fenil[SH]pirrolo[2,3- b]piracinas).

5.3.3. No competidores de ATP
Debido a la gran homologia de todas las protein quinasas humanas y sus bolsillos de unién a
ATP vy el desafio que supone por tanto disefiar inhibidores de GSK3 ATP competitivos,
surgen los inhibidores de GSK3 no competidores de ATP, los cuales tienden a ser mas
selectivos en el momento en el que se unen a regiones especificas, lo que proporciona una
modulacion mas delicada que el simple bloqueo de entrada a ATP. Este hecho da lugar a que
estas moléculas muestren en general mayor potencia “in vivo” y en lineas celulares (con
propiedades ADME (absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion) similares)?” y al no
unirse a la region de union a ATP, los valores de ICso (Concentracion maxima inhibitoria 50)

son menores, lo que conlleva menor toxicidad?’.



5.3.3.1. Naturales (Fig.17)

La manzamina A y sus derivados, alcaloides

o HO . . -
" Palinurin B carbolinicos complejos, aislados de la

= N Z 0

esponja indonesia Acanthostrongylophora

< o N7 han sido identificados como inhibidores de

= N % 0

Mansamine A : GSK3 al poder inhibir dicha enzima en

ensayos “in vitro” mas de un 70% a bajas

Figura 17. Inh. No competitivos de ATP de origen natural.  concentraciones micromolares®.

Segun el estudio realizado por Hamman et al “%, la manzamina inhibe especificamente GSK-3
y CDKS5, siendo inefectivas para el resto de quinasas ensayadas. Mediante estudios de
docking®’ se mostr6 que Manzamina A encaja bien en el bolsillo no ATP competitivo; Los
residuos Arg96 y Ala204 interaccionan con un hidroxilo en 8 de la molécula mediante
interacciones electrostaticas. El oxigeno aceptor de
ese mismo grupo hidroxilo interactu6 con el
nitrégeno donador de Arg96 y el H donador
interaccionaba con el carbonilo de Ala204 y con

una molécula de agua intermedia, la cual genera

enlaces de hidrogeno con el grupo amino de Arg96
Figura 18. Interaccién ylt)g)g}t(lgftaentre manzaminaA  (Fig.18). Por tanto la manzamina se ha convertido
en un punto de partida muy prometedor para el disefio de nuevos inhibidores de GSKS3.
Recientemente se han aislado dos compuestos nuevos con
estructura de furano-sesquiterpenoide de esponjas
mediterraneas del genero Ircinia; Palinurina y un
metabolito llamado tricantina.. La palinurina ha sido objeto
de simulaciones de dindmica(Fig.19) molecular en los que se
ha propuesto un nuevo mecanismo alostérico*® de inhibicion
de GSK3pB por union a un bolsillo del 16bulo N-terminal.

Lys86, mediante interacciones electrostaticas y un enlace de

hidrogeno, interactia con el hidroxilo desprotonado del Figura 19.!nteracciéngrg(p3m;ge_sta entre palinurina y
anillo tetronico, y el residuo de Tyr56 mediante enlace de hidrogeno con el grupo carbonilo

del anillo.

Tricantina junto a Palinurina ha demostrado en estudios con cultivos celulares disminuir la

proteina tau hiperfosforilada por inhibicion de GSK3p3L.
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5.3.3.2.  Sintéticos. (Fig. 20)
La familia de las Tiadiazolidinadionas (TDZD) fueron los primeros inhibidores de GSK3 no
° ATP competitivos descritos en la
(© 7 N»\NAQ Bl literatura. Aunque su mecanismo
Shag o ST L3
_N-8 Q o

de acciéon no ha sido todavia

Me TDZD-8 TIDEGLUSIB HMK-32

confirmado experimentalmente,

Figura 20. Inh. No competitivos de ATP de origen sintetico. se ha propuesto un mecanismo
posible en el que los residuos Arg96, Lys205 y Tyr216 serian claves® (Fig.21). Las TDZD no
mostraron inhibicion en un gran ndmero de quinasas, incluido PKA y CK-2%, Ensayos en
cultivos neuronales demostraron reducir los niveles de proteina tau hiperfosforilada®.

La optimizacion de la familia de TDZD ha dado lugar actualmente a la caracterizacién de dos

@15 moléculas en concreto. La primera, TDZD-8, muy utilizada
L\/& G como herramienta en ensayos para estudiar el rol de GSK3 en
ys 205, HO ﬂ
Heth (,)/U modelos celulares y animales, y en segundo lugar, con un gran
X Ly
N —o--H . . .
R \}‘?H,AV\ impacto para un posible tratamiento real para la EA y
Figura 21. Interaccién propuesta entre . ~ . ;. ~
TDZD y GSK3%. patrocinado por una compafiia biotecnologica espafiola, el

compuesto NP031112 (NP12) o Tideglusib.
En estudios de fase preclinica®, NP12 mostro durante el tratamiento en ratones mejoras a
nivel cognitivo, disminucion de la proteina BA, hiperfosforilacion de tau, gliosis y, con
mencion especial, la disminucion de neuronas muertas tanto en cortex como el hipocampo.
Sin embargo, y a pesar de haberse obtenido resultados positivos en ensayos en fase I1a%, las
conclusiones obtenidas en los resultados de la fase 11b°%, publicados en 2015 son: “Tideglusib
es practicamente seguro pero no produjo ningun beneficio clinico en este ensayol[...]”, por lo
que se ha propuesto el realizar nuevos ensayos en fase Ilb pero con pacientes con estadios de
EA maés tempranos y periodos de ensayo mas largos.
Por ultimo, la familia de las halometilcetonas (HMK) y sus derivados también han sido
identificadas como inhibidores de GSK3. Este grupo presenta de especial que han sido
identificados como los primeros inhibidores irreversibles de esta enzima®.La inactivacion de
GSK3 es debida a la formacion de un enlace covalente azufre-carbono entre el residuo
Cys199 que se localiza en la entrada del sitio de ATP de GSK3%3. Estas molécula son capaces
de disminuir los niveles de proteina tau hiperfosforilada®2.

5.3.4. Inhibidores similares a péptidos
Los péptidos han sido los ultimos compuestos en ser descritos como inhibidores potenciales

de quinasas, los cuales pueden convertirse en una prometedora via de inhibicion selectiva de



protein quinasas, ya que, al contrario que los ATP competitivos, el reconocimiento del
sustrato por parte de las quinasas varia bastante entre ellas, por lo que presenta una ventaja de
selectividad®’. La especial afinidad que presenta GSK3 por los sustratos que estan
previamente fosforilados hace que surjan los péptidos fosforilados como inhibidores sustrato-
competitivos® como L803-mts péptido fosforilado basado en el sustrato Factor de Choque-1
(HSF-1). Las interacciones identificadas en la unién entre enzima sustrato son los residuos
Phe67, GIn89, Phe93 y Asn95 pertenecientes al centro catalitico ademas del Asp181 como
lugar adicional en el N terminal®®. Aunque ambos interacttian con el bolsillo de unién a ATP,
el inhibidor interactta con una Phe93 y una superficie hidr6foba alejada del sitio de unién a
ATP, por lo que identificar estos puntos de interaccion serdn claves para la elaboracion de
inhibidores. Estudios con este péptido ha demostrado tener potencial efecto neuroprotector, en

la depresion y lesion cerebral®?.
6. Conclusiones

Durante los ultimos 10 afios ha surgido una gran variedad quimica tanto sintética como
natural de inhibidores de GSK3p, lo que demuestra el gran interés y expectacién por esta
linea de investigacion por parte de la comunidad cientifica.

Los resultados en modelos murinos e in vitro de los diversos estudios mostrados en general
son esperanzadores para un futuro tratamiento efectivo de la enfermedad de Alzheimer,
aungue debida a la complejidad de la fisiopatologia de la enfermedad y las complicaciones
per se de la elaboracion de inhibidores selectivos de GSK3, hace que muchos de ellos no
superen las fases preclinicas, siendo a dia de hoy el Tideglusib el que mayor expectativas de
éxito tiene (aun con los resultados desfavorables del Gltimo estudio).

En definitiva, para una exitosa elaboracion de farmacos anti-EA es necesario un enfoque
multidiana que sea capaz no solo de actuar sobre GSK3pB, sino sobre los ovillos

neurofibrilares, placas seniles y el resto de sefias de identidad de la EA.
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