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RESUMEN

Rho — quinasa, mas conocida como ROCK, es una Ser/Tre quinasa perteneciente al grupo de
proteinas pequefias con actividad GTPasa que participan en la cascada de sefializacion
intracelular (via Rho/ROCK). Tiene dos isoformas: ROCK | y Il, expresadas desde la
embriogénesis y con diferentes localizaciones en los tejidos adultos. A nivel del sistema nervioso
central (SNC) ejerce un papel importante en la retraccién y el bloqueo del crecimiento axonal y
dendritico, por lo que su accion dificulta la regeneracion de las células nerviosas tras un dafio
neuronal. ROCK se convierte en una posible diana terapéutica para tratar la neurodegeneracion,
por lo que moléculas inhibidoras de ROCK pueden constitutir una terapia coadyuvante frente a
estos desordenes. Uno de los primeros farmacos de esta familia, aprobado para tratar el
vasoespasmo cerebral, es el fasudil, a partir del cual se han realizado modificaciones
estructurales a fin de llegar a compuestos mas potentes y selectivos. Gracias a las técnicas
cristalograficas y de docking se consigue elucidar las interacciones con el sitio activo de la
proteina y facilitan el camino sintético de moléculas esperanzadoras para tratar estas

enfermedades neurodegenerativas.

Palabras clave: via Rho/ROCK, ROCK, fasudil, enfermedades neurodegenerativas.

1. INTRODUCCION

Rho vy su actividad GTPasa.

Existe un grupo de proteinas agrupadas en una superfamilia conocida como Ras, al que
pertenecen proteinas pequefias con actividad enzimatica GTPasa (trifosfatasas del nucledtido
guanina). La proteina Rho, cuyo principal papel catalitico es la hidrolisis de GTP (guanosina
trifosfato, del inglés guanosine triphosphate) y transformarlo en GDP (guanosina difosfato, del
inglés guanosine diphosphate) pertenece a esta superfamilia; a su vez, se clasifican otras
subfamilias como la de proteinas pequefias GTPasas Rho, donde se incluyen a Rho, Rac y
Cdc423. Estas proteinas pueden presentar isoformas, como por ejemplo RhoA, RhoB, RhoC de
la proteina Rho; Racl, de Rac, entre otras. En relacion a las isoformas de Rho, RhoA y RhoC
son de las que mas conocimiento se tiene respecto a su funcion y actividad. Todas van a
desencadenar la activacion de otros factores participantes en la cascada de sefializacion. Se
conoce a RhoB como inhibidor de la expresidn génica mediada por RhoA, es decir, su funcion es

la opuesta @ RhoA®.
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Las moléculas de naturaleza proteica que presentan la actividad enzimatica GTPasa son
proteinas G heterotriméricas o monomeéricas, ambas interaccionando con los &cidos grasos de
la membrana celular. Se van a diferenciar por el nimero de subunidades, asi como en el
mecanismo de activacion. Las proteinas G heterotriméricas se activan por la union directa de un
sustrato a su receptor, mientras que las monomericas, se activan por otras proteinas intermedias.
Rho pertenece a las proteinas G monoméricas que intervienen en vias de sefializacion
intracelular®”), activadas gracias a una interaccion primaria de factores de crecimiento con sus
receptores correspondientes®. En cuanto a la actividad GTPasa, permite el intercambio de GDP
por GTP, lo que faculta a la proteina para poder encontrarse en dos conformaciones: Rho
inactivada, unido a GDP, y Rho activada, unido a GTP®®. A su vez, la activacion de la proteina
estd regulada por factores de intercambio de nucleétidos de guanina (GEF, Guanine nucleotide
Exchange Factors), al permitir el intercambio de GDP a GTP desplazando al factor inhibidor de
la disociacion de GDP (GDI, Guanosine nucleotide Dissociation Inhibitor). Finalmente, la
proteina es liberada del residuro isoprénico de los fosfolipidos de la membrana plasmatica al cual
permanece unida en situacion de reposo. Para inactivar a la proteina (GTP ->GDP) se debe
producir la estimulacion de la actividad GTPasa intrinseca mediante proteinas activadoras de
GTPasa (GAP, GTPase Activing Proteins), lo que permite una hidrolisis intrinseca del GTP,
transformandola en la conformacién inactiva unida a GDP y GDI (Figura 1)®®®_ El tiempo que
los efectores permanezcan activos dependera de los mecanismos de inactivacion de la via de

sefializacion®.

Rho participa en una via de transduccion de sefiales

Plasma membrane

que desembocan en el control y regulacién de la

forma celular, movilidad, adhesién celular,

RhoGDI . ., . . .,
- proliferacion, apoptosis, crecimiento y retraccion
Rho-GDP @ ¢
o o axonal, entre otras‘”. Esta actla sobre su principal
Rho-GTP efecto, Rho — quinasa o0 ROCK, la cual continda
| interaccionando por fosforilaciones con otras
Effectors

Fig. 1— Ciclo de activacion-inactivacion proteinas efectoras de la cascada de sefializacion.

de las proteinas pequefias GTPasas®.

Papel de ROCK en neurobiologia y enfermedades neurodegenerativas.

En las células nerviosas, la dinamica de polimerizacion-despolimerizacion a la que se someten
los filamentos de actina, juega un papel esencial para el crecimiento neuronal. La activacion por
fosforilacion de ROCK produce un incremento en la contractilidad de las fibras actina-miosina

que conduce a generar fuerzas de retraccion axonales y a formar fibras de estrés mediante LIMK
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(LIM Kinase), dando lugar, entre otros efectos, a un fallo en la regeneracion neuronal. En el
individuo adulto, el crecimiento neuronal estd limitado por la baja capacidad intrinseca de
regeneracion que poseen las neuronas. Ademas, la situacion in vivo se ve mas afectada por
factores del entorno neuronal que impiden el crecimiento y regeneracion ante un dafio ejercido
en las neuronas. En estudios con roedores, donde habia un grupo con dafios en la médula espinal
y otros, con dafio en el nervio 6ptico, se ha visto que el tratamiento con inhibidores de la Rho —
quinasa (ROCK), favorece una regeneracion y recuperacion mas rapida y efectiva. No obstante,
para poderse alcanzar este efecto no participa una sefial Unica, sino que deben complementarse
con otras sefiales promotoras del crecimiento y supervivencia celular®.

A nivel del tejido nervioso, por otra parte, ROCK participa en el proceso de muerte celular por:
estimulacién de vias apoptoticas (via Fas, p38/MAPK y PTEN) e inhibicién de la via Akt,
silenciador de la via de las caspasas, la cual inducen apoptosis. Esto se ha visto en estudios con
ratas con dafio isquémico debido a la supresion de oxigeno y glucosa a la que se sometieron,
donde se ve un aumento de la supervivencia celular al ser tratados con inhibidores de la
ROCK®),

En relacion con las células de la glia (células de soporte neuronal) y microglia (sistema inmune
intrinseco del sistema nervioso con capacidad fagocitaria), hay estudios en los que se ve que un
aumento de la actividad de la via RhoA/ROCK que conduce a fallos en la diferenciacién de las
células precursoras de oligodendrocitos (células de la glia que intervienen en la formacion de la
mielina) y aumento de la liberacion de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias (IL-14, IL-6,
TNFa). Por lo tanto, al inhibir ROCK en microglia cultivada con Y-27632 (Fig. 7a) o H-1152-P
(Fig. 5c), ambas moléculas inhibidoras de ROCK, se observa que hay una disminucion en la
liberacion de factores proinflamatorios facilitando la actuacion de factores antiinflamatorios
como IL-10. Estos autores realizaron estudios sobre ratones con esclerosis amiotrofica lateral
(ELA), se trataban con fasudil (Fig. 5a) como inhibidor de ROCK. Se observa una disminucion
en la infiltracion de astrocitos (células gliales mas abundantes del sistema nervioso) y
astrogliosis (pérdida de astrocitos por una parte dafiada del cerebro), lo que se traduce en una
respuesta de superviviencia®. Por otro lado, los mismos investigadores hablan de que una menor
activacion de la via RhoA/ROCK esta relacionada con una mayor resistencia a las especies
radicales de oxigeno (ROS), lo cual, en cierta medida, consiguen incrementar la supervivencia y
regeneracion neuronal®. En vista a algunas de las acciones de ROCK en el sistema nervioso
(SN), cabe destacar la posibilidad de su accion en algunos procesos que pueden desencadenar

trastornos neurolégicos y neurodegeneracion:
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o Enfermedad de Alzheimer (AD, Alzheimer’s Disease). La enfermedad neurodegenerativa se
caracteriza por la acumulacion extracelular de placas seniles de B-amiloide y neurofibrillas
intracelulares compuestas por proteina Tau hiperfosforilada. El péptido B-amiloide se produce
por escision proteolitica de la proteina precursora de amiloide (APP) con accion de B- y -
secretasas. A diferencia de éstas, a-secretasa va a escindir APP por el dominio $-amiloide y no
resulta en este compuesto toxico. La activacion de la via Rho/ROCK va a favorecer también la
produccion del péptido B-amiloide®®, mediada por una forma derivada de CRMP-2 (CRMP-
2A). Esta pertenece a una familia de fosfoproteinas CRMP (proteinas mediadoras de respuesta a
colapsinas) expresadas principalmente en el SN. CRMP-2 se ha descrito como mediador
intracelular que sefializa e induce bloqueo del extremo distal de axonal y dendritico™. Los
inhibidores de ROCK pueden suponer una posible terapia complementaria para esta
enfermedad por reducir la produccion de péptido p-amiloide. Por otro lado, los AINES
(inhibidores de la COX) y estatinas (inhiben a proteinas pequefias GTPasas como Rho, activan la
a-secretasa e inducen la degradacion lisosomal de APP) contribuyen también a reducir la

produccion de B-amiloide®.

e Enfermedad de Parkinson (PD, Parkinson’s Disease). La patogenia de esta enfermedad
radica en la degeneracion axonal de neuronas dopaminérgicas®®. En un estudio realizado tanto
con células mesencefélicas cultivadas (in vitro) como con ratones (in vivo), con los neurotdxicos
catecolaminérgicos MPP (1-methyl-4-phenylpyridinium) y MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine) respectivamente,®® se pretendia investigar la supervivencia de las neuronas
dopaminérgicas ante estas toxinas, asi como evaluar la longitud de los axones y dendritas de las
neuronas supervivientes®. En él, se observé que al incorporar fasudil como inhibidor de ROCK
de la microglia se producia un efecto neuroprotector ya que disminuia la pérdida de células
dopaminérgicas y un efecto estabilizador axonal de las neuronas dopaminérgicas dafiadas, con lo
que se evitaba la retraccién neuronal de las supervivientes. Con ello se deduce que la via
Rho/ROCK esta implicada en la degeneracion dopaminérgica®® y que inhibidores de ROCK
pueden ser una estrategia contra la degeneraciéon de neuronas dopaminérgicas,

combinandose con otras terapias antiparkinsonianas®.

e Epilepsia. La translocacion de Rho a la membrana plasmatica esta incrementada en los
ataques epilépticos, lo que se traduce en que la via Rho/ROCK esta activada. Estos hallazgos
sugieren que esta via de sefializacion tiene un papel importante en esta enfermedad, y que los

inhibidores de ROCK pudieran ser una esperanza en tratamiento de la epilepsia®.
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e Dafio en la médula espinal (SCI, Spinal Cord Injury). Ante la lesiéon de algin punto de la
médula espinal, la regeneracion axonal del SNC es inferior y mas lenta que en el Sistema
Nervioso Periférico (SNP). En esta regeneracion influyen las moléculas inhibidoras del
crecimiento axonal, que van a activar la via Rho/ROCK. Por este motivo, hay estudios en
modelos de animales con algun dafio medular, donde respaldan que la neuroproteccion y

regeneracion axonal es mas eficaz con el empleo de inhibidores de ROCK®®),

e Ictus. Es una de las enfermedades del SNC con mas morbimortalidad. Se ha observado que el
tratamiento con inhibidores de la via Rho/ROCK protege frente al dafio cerebral isquémico ya
que disminuye la fuerza contractil de las células musculares lisas de los vasos, por inhibicion de
la fosforilacion de MLCK (Myosin Light-Chane Kinase). Esta inhibicion regula positivamente la
expresion de dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS), con la consecuente produccion de éxido
nitrico (NO); hay una dilatacion de los vasos cerebrales por el bloqueo intracelular de canales de
calcio®. Se produce asf vasodilatacion y aumento del flujo de la microcirculacion, lo que se
traduce en neuroproteccion®®. En un estudio con roedores de la especie Mongolian gerbil, se
ha confirmado la prevencion de la muerte neuronal inducida por isquemia en la region CA1 del

hipocampo®.

e Hemorragia subaracnoidea (SAH, Subarachnoid hemorrhage). Ocurre cuando hay una
rotura de una arteria cerebral por una fuerte constriccion que genera vasoespasmo. Puede derivar
en ictus hemorragico y, en el peor de los casos, en la muerte. ROCK presenta un papel
importante ya que media en la actividad contractil de los filamentos actina-miosina por
fosforilacion de la cadena ligera de miosina (MLC) y su correspondiente fosfatasa, a la que
inhibe. Con inhibidores de ROCK, se consigue disminuir el espasmo del musculo liso por

vasodilatacion de vasos cerebrales®.

e Encefalomielitis  autoinmune  experimental (EAE, Experimental  Autoimmune
encephalomyelitis). Presenta una clinica similar a la esclerosis multiple, donde hay una
desmielinizacion axonal provocada por células del sistema inmune (macréfagos y linfocitos
Th1). Estas células activan la cascada inflamatoria provocando un dafio neuronal y pérdida de la
mielina. En estudios realizados con fasudil sobre médula espinal de ratas, se ve una reduccion en
la liberacion de factores proinflamatorios (7NFa, IL-6, IL-1b), en la expresion del interferon-
gamma (IFN-y) y en la proliferacion y migracion de las células T. En definitiva, ROCK esta
implicada en la migracién y penetracion cerebral de células inflamatorias y produccion de

factores que activan la cascada inflamatoria, generando un cuadro neuroinflamatorio®.
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2. OBJETIVO

Se pretenden estudiar las funciones fisioldgicas desencadenadas por la Rho — quinasa 'y la via de
transduccion de sefiales en la que se encuentra implicada, haciendo hincapié en su papel en la
neurobiologia humana. Poder explicar algunas implicaciones que posee la Rho — quinasa en
enfermedades neurodegenerativas. Analizar la actividad farmacoldgica de los inhibidores de la

Rho — quinasa (ROCK) como posibles dianas terapéuticas en las mismas.

3. MATERIAL Y METODOS

El estudio consiste mayoritariamente en una revision bibliografica, donde se ha recopilado
informacion de publicaciones en inglés y castellano de revistas cientifico-médicas, y una
pequefia parte experimental en la cual se ha llevado a cabo la sintesis del fasudil (esquema 1).
Esta busqueda bibliografica se ha realizado principalmente en bases de datos como PubMed,
Google Scholar, National Center of Biotechnology Information, SciFinder, ScienDirect y
ResearchGate. También se ha consultado el libro ‘Bioquimica. Conceptos generales’ y para
dibujar algunas de las figuras moleculares se ha utilizado el programa ChemDraw. Los
marcadores de busqueda empleados mas relevantes en las bases de datos son ‘Rho pathway’,
‘Rho kinase’, ‘Rho and CNS’, ‘ROCK and neurodegenerative desease’, ‘ROCK and
neurobiology’, ‘ROCK inhibitors’, ‘Fasudil and analogues’, ‘Synthesis of ROCK inhibitors’ y
‘chemistry of ROCK inhibitors’.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Estudiando la proteina ROCK y sus funciones en la via de sefializacion celular, se analizan
diferentes moléculas que van a inhibir la funcion de dicha proteina, con el objeto de visualizarlas

como posibles dianas terapéuticas en enfermedades neurodegenerativas.

Rho — quinasa (ROCK) v sus principales funciones.

Rho participa en una via de transduccién de sefiales que desembocan en el control y regulacion
de la forma celular, movilidad, adhesion celular, proliferacion, apoptosis, crecimiento y
retraccion axonal, entre otras®. Rho — quinasa, o bien conocida como ROCK, es una
serina/treonina quinasa y uno de los mayores efectores de RhoA de la cascada de sefializacion de

la familia Rho de proteinas pequefias GTPasas®®. Se caracterizan dos isoformas de la misma:



S
S
N
=
“
=
~
)
a
)
S
~
S
a
)
=
=
=
S
Q
<
S
S
=

acia no se hace responsable de la in

~
S
)
~
S
~
S
xR
S
=
=
Q
xR
S
=~
S
~N
)
=
s
N
Q
=
S
~
S
~
S
~
S
>
=
S
~
=
N
S
N
3
v
)
=
=
-
Q
=
S
LS
=
N
~
&
)
=
)
SN

ROCK | (ROKpB) y ROCK Il (ROKa), con ciertos aspectos comunes pero pequefias
particularidades que les diferencia® (Figura 2A)®.
76 338 949 1014 1120 1318

ROCK1 ——| Kinase Domain } | RBD jmm—| PH|CRD }—1354
Coiled-coil region

92 354 979 1047 1152 1345
ROCK2 ——| Kinase Domain } | RBD jm=—o| PH[cRD] }—1388
Coiled-coil region

Fig. 2A.— Dominios funcionales de las proteinas ROCK | y ROCK 1€,

ROCK se activa por RhoA, RhoB o RhoC, pero también puede interactuar con otras proteinas,
como: RhoE, que interacciona con ROCK | inhibiendo su actividad quinasa; GEM (proteina de
unién a GTP) o Rad-1, que conectan respectivamente con ROCK | y ROCK Il, ocasionando una
inhibicién de la fosforilacion®. RhoA, una vez activada, interacciona con otras proteinas de la
cascada de sefializacion estimulandolas. Estos protagonistas intermediarios son proteinas
quinasas dependientes de Rho, pertenecientes a la familia de proteinas quinasas (PK) AGC
(PKA, PKB, PKC y PKG)P®10  Ambas se expresan con la composicion de 33 axones, aunque
la secuencia genética que codifica ROCK | presenta su localizacion génica en el cromosoma 18
y codifica para 1354 aminoacidos, mientras que ROCK |1 la presenta en el cromosoma 2 y
codifica para 1388 aminoéacidos. Existe un 64% de homogeneidad entre ambas en cuanto a la
estructura primaria, es decir, en la secuencia lineal de aminoacidos que conforman la proteina.
Entre ambas isoformas, la region que presenta mayor homologia corresponde al dominio quinasa
con la actividad catalitica, bajo un 92% de semejanza. En contraposicion, la fraccion proteica
con una homologia més diversa, del 55%, corresponde a la estructura en espiral (coiled-coin
region). En cuanto a los dominios funcionales que conforman la proteina, destacan la regién
amino terminal (N-terminal), donde se encuentra la actividad quinasa, y la region carboxilica
terminal (C-terminal), donde recae la actividad de auto-inhibiciéon funcional, por la propia
proteina. Seguido del dominio quinasa del extremo N-terminal, hay una region anfipatica de
unos 600 aminoacidos con una conformacion en a-hélice que corresponde con la region en
espiral ‘coiled-coin’. En el otro extremo, a continuacion del extremo carboxilico, existe un
dominio conocido como ‘pleckstrin homology’, el cual se encuentra escindido por una region
interna rica en cisteina (CRD, Cysteine Rich Domain). La region donde se permite el contacto
con Rho es conocida como el dominio RBD (Rho — Binding Domain). En la activacion
enzimatica, interacciona con RhoA y RhoC en la regién de unién a GTP y se forma un dimero
en espiral (Figura 2B)*". En estudios cristalograficos de estas proteinas se ha visto que varios

dominios de la proteina interaccionan y regulan la funcion de la proteina; unos residuos
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aminoacidicos cargados en la region helicoidal (‘coiled-coil’) funcionan como bisagra
permitiendo el contacto entre el dominio quinasa del extremo N-terminal con el extremo C-
terminal, consiguiendo asi la auto-regulacion negativa de la funcion catalitica. Se conoce que la
region auto-inhibitoria esta en el extremo C-terminal ya que si se suprime esta porcion, se activa
la proteina tanto in vivo como in vitro. La activacion de Rho — quinasa puede producirse por el
mecanismo Rho — dependiente, cuando se une Rho-GTP (activa) al dominio RBD, o bien, por
una via Rho — independiente, cuando otras proteinas actuan escindiendo la fraccion inhibitoria
del extremo C-terminal. Este efecto se demuestra con proteinas con actividad apoptotica
liberadas por algunas células inmunitarias: linfocitos T citotdxicos (LT CD8+) y las células NK
(Natural Killers). Estan diferenciadas para inducir la muerte celular como respuesta a una sefial
amenazante procedente del interior celular y segregan proteinas que escinden en el extremo
carboxilico de la ROCK, siendo caspasa-3 y granzima-B las que acttan sobre ROCK | y ROCK

I, respectivamente®.

Fig. 2B — Estructura tridimensional del dimero de la proteina ROCK activada®®.

Se ha visto que ROCK se expresa desde la embriogénesis y cada isoforma sigue un patrén de
distribucion tisular diferente. Asi, en higado, rifion, testiculos, sangre, glia y pulmones
predomina ROCK I, mientras que ROCK Il lo hace en musculo esquelético liso y del miocardio
y tejido nervioso®®. A nivel subcelular la distribucién es diferente, donde ROCK 1, a pesar de
no tener muy elucidada su posicion intracelular, hay estudios con anticuerpos que la localizan en
el citosol. La localizacién de ROCK Il parece conocerse mejor, estando en nucleo y citosol. No
obstante, por sobreactivacion de RhoA, ROCK puede traslocarse a la membrana plasmatica u
otras membranas internas®. Se puede observar una asociacién de ROCK Il con microfilamentos
de actina y, segun otros estudios, una acumulacion en el surco del anillo contractil celular
formado durante la citocinesis y en los centrosomas (organulo desprovisto de membrana
formado por dos centriolos dispuestos ortogonalmente que organiza los microtubulos), entre
otros®. La funcién de ROCK es fosforilar a otras proteinas que terminan desempefiando una
funcion bioldgica (Figura 3)™. Dado la gran similitud en el dominio quinasa de las dos

isoformas, tienen sustratos comunes y la reaccion se lleva a cabo en regiones de la molécula
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diana con una secuencia aminoacidica del tipo: RIKXXS/T 6 R/IKXS/T (R: Arg, K: Lys, S: Ser,
T: Thr, X: cualquier otro)®.

LPA, S-1P,
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Fig. 3.- Via de sefializacion de ROCK®?,

Entre las funciones donde ROCK se encuentra implicada por vias de sefializacion intracelular y

las dianas con las que interacciona, podemos destacar:

e La organizacion de filamentos de actina-miosina del citoesqueleto. ROCK tiene como una
posible diana la cadena ligera de miosina (MLC), a la cual fosforila en Ser-19 y Thr-18, en el
mismo punto donde lo hace su quinasa correspondiente (MLCK). Esto permite que se
incremente la actividad ATPasa (ATP->ADP) de la miosina y pueda interaccionar con actina-F,
generando la contraccion entre actina-miosina que produce una fuerza contractil de las fibras
musculares y consecuente vasocontraccién. A este efecto se contribuye de forma indirecta por
la fosforilacion de ROCK a la fosfatasa de MLC (MLCP, myosin light chain phosphatase) en los
residuos de Thr-695 y Thr-850, inhibiendo la desfosforilacion de MLC, lo que incrementa su
periodo de activacion. En la misma linea, ROCK fosforila y activa LIM — 1 y II quinasa (LIMK,
LIM Kinase) en los residuos Thr-508 y Thr-505 que, consecuentemente, fosforila e inactiva la
proteina cofilina. Esta pertenece a la familia de proteinas que despolimerizan los
microfilamentos de actina provocando su desestabilizacion.
Con estos tres puntos de actuacion, se consigue un aumento neto de la fuerza contractil de las
fibras musculares lisas gracias a la interaccion de filamentos de actina-miosina y lleva al
ensamblaje de fibras de estrésP®® a activacion de esta ruta en las células del musculo liso se

consigue por accién de angiotensina 11 sobre su receptor®.
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e Migracion y adhesion celular. Tras la activacion de Rho/ROCK, las fibras de actina-miosina
pueden generar un vinculo con puntos concretos del interior de la membrana plasmética donde
existen complejos proteicos dindmicos de quinasas, a los cuales ROCK fosforila; son puntos
focales de adhesion celular®. Es un punto importante pues pueden permitir la adhesion de
células cancerosas que migran a otros tejidos. En un estudio con el inhibidor de ROCK, Y-27632
(Fig 7a), se evita la migracion de células hepaticas cancerigenas de rata a otros tejidos. Por esto
se puede atribuir cierta actividad de ROCK a migracion y adhesion de células cancerigenas, por

lo que su inhibicién puede evitarlo™,

e Apotosis y superviviencia celular. Ante las sefiales apoptdticas desencadenadas por la
caspasa-3 0 granzima-B, se va a producir la escisién del dominio autoinhibitorio (C-terminal) de
ROCK | y de ROCK I, respectivamente, lo que provoca su activacion. Actia sobre MLC
desembocando en fuerza contractil mediante filamentos de actina-miosina. Esto lleva a la
contraccion de las células y formacion de vesiculas membranosas, disgregacion de la integridad
nuclear, fragmentacion del aparato de Golgi, fragmentacion de la célula y generacién de cuerpos
apoptdticos que seran fagocitados posteriormente por células del sistema inmune como
macrofagos. Hay que destacar que para que surja esta accion, han de confluir otras sefiales que
induzcan apoptosis (por ejemplo, liberacion de citocromo C), ya que la sefial individual de la
activacion de ROCK seria insuficiente. No obstante, en un determinado tipo de células
(epiteliales de las vias respiratorias, hepéticas y pancreéticas estrelladas o células del glioma —
neoplasia cerebral o de médula 6sea —) se ha visto que al inhibir ROCK, se produce la muerte de
dicha célula. Por esto, en funcion de las condiciones externas y propiedades intrinsecas de la

célula, puede actuar como un factor pro- o antiapoptético®.

e Inhibicion del crecimiento y desarrollo dendritico. Se ha observado en varios tipos de
células neuronales, que la actividad de la via RhoA/ROCK altera las dendritas de las neuronas.
Estudios en los que se inhibe la ROCK se puede comprobar que hay un progreso en el
ensamblaje de las dendritas asi como de la red que conforman en las neuronas“®. Moléculas
inhibitorias del crecimiento dendritico como Nogo (A,B,C), glicoproteinas inhibidoras asociadas
a mielina (MAG, myelin-associated glycoprotein) u otra conocida recientemente como molécula
de direccion repulsiva (RGM, repulsive guidance molecule), secretadas por células de la glia del
entorno neuronal, van a interactuar con receptores celulares y activando la via RhoA/ROCK. Se
desencadena en la mielina el efecto de aumentar la contractilidad de las fibras actina-miosina vy,
con ello, retraccién axonal e inhibicién del crecimiento®. El receptor implicado es un complejo

formado por el receptor de Nogo-1 (NgR-1), una proteina asociada llamada LINGO-1 y el
10
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correceptor p75, que se encarga de enviar la sefial intracelular. También puede intervenir otro
factor en el complejo conocido como TROY. Asi, se provoca la inhibicién del crecimiento y

expansion del extremo distal de axones y dendritas de las células nerviosas®®.

Inhibidores de ROCK.

El primer farmaco desarrollado y aprobado con actividad inhibitoria de Rho — quinasa fue el
fasudil, también conocido como HA-1077 o AT877. Fue aprobado en 1995 en Japon para el
tratamiento del vasoespasmo cerebral, una patologia potencialmente peligrosa que puede
desencadenar complicaciones como una hemorragia subaracnoidea e, incluso, la muerte. A fecha
de hoy, no existen muchas moléculas mas con esta accion que hayan sido aprobadas para su uso

humano, aunque muchas se encuentran en estudio y en etapas avanzadas de ensayos clinicos‘?.

Las moléculas estudiadas que han demostrado tener actividad frente a la ROCK, pueden
clasificarse en funcion de la estructura quimica de la que derivan. Aquéllas que han sido méas
objeto de estudio, son derivados de isoquinolinas o aminopiridinas. No obstante, hay otros
desarrollados a posteriori que presentan un esqueleto indazol, pirimidina, pirrolopiridina,
pirazol, benzimidazol, benzotiazol, benzatiofeno, benzamida, aminofurazan o quinazolinas, o

bien, boro derivados®.

Las moléculas como HA-1077 6 fasudil (Fig. 5a), Y-27632 (Fig. 7a) y H-1152P (Fig. 7c) van a
interaccionar con la region de unién del ATP, compitiendo con éste. Es un sitio altamente
conservado en el dominio catalitico de las proteinas quinasas; esto significa que presentan una
secuencia aminoacidica muy similar, por lo tanto, las interacciones quimicas con las moléculas
que actlen en ese punto estdn igualmente conservadas. La regidén que presenta la actividad
quinasa es diferente en los dominios cataliticos de las diferentes quinasas, siendo mas semejante
entre agquéllas de la misma familia. Por este motivo, los inhibidores de ROCK van a presentar
afinidad también por otras quinasas, pudiéndose unir a la region de unién del ATP con mayor o
menor potencia®. La situacion ideal serfa contar con inhibidores de ROCK selectivos por la
isoforma 1l, ya que es la predominante en SNC. Hasta la fecha, parece que s6lo existe un
H inhibidor de ROCK altamente selectivo por la ROCK II:
‘ KDO025 (SLx-2119) (Fig. 4). Es un derivado del esqueleto

HN
aminoindazolequinazolina y presenta hasta cien veces mas

g
o Q J\ . . .
N/L : o\)LH selectividad por la isoforma Il de ROCK (Ki = 41 nM) y el

valor referido a potencia inhibitoria de 1Cso = 60 nM®.

Fig. 4. — KD025 (SLx-2119). 2-[3-[4-
(1H-indazol-5-aminoil)quinazolin-2-

ilfenoxi]-N-propanoil-2-acetamide®®. N
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Mediante estudios con la técnica de docking, se puede ver como podria interaccionar la molécula
con los residuos aminoacidicos que componen la proteina. Asi, en la Fig. 5A, tanto en 2D como
en 3D, se representan las interacciones ejercidas entre los residuos del sitio de unién en ROCK 1
con el inhibidor fasudil. Existen dos tipos de interacciones que son las principales responsables
de las fuerzas de union: enlace de hidrdgeno y fuerzas hidrofébicas o apolares. En este caso, el
nitrogeno del anillo isoquinoleinico del fasudil interacciona con su par de electrones libre con
Met172, generando un enlace de hidrégeno. Por otro lado, hay interacciones hidrofébicas del
tipo Van der Waals con los residuos 11e98, Vall06, Alall9, Metl69, Metl72, Leu22l y
Phe384™),

@
................... Ce® ,
i e

@@999

218,

‘ \erm_aq

Fig. 5A. - Interacciones de Fasudil con los residuos de ROCK 11 en 2Dy 3D%.

Hay estudios con docking donde se comparan las interacciones entre diferentes moléculas con el
sitio activo de la diana; asi, se puede comprobar el grado de selectividad hacia la proteina, asi
como la fuerza de unién (potencia) de una respecto a otra. En la Fig. 5B se muestra el docking en
2D donde se comparan las interacciones entre el compuesto mas activo (a) y el menos activo (b)
sobre ROCK II. En el compuesto ‘a’ se establecen siete interacciones hidrofébicas (1198,
Vall06, Alall9, Metl69, Metl72, Leu221 y Ala231) respecto a tres en el ‘b’. Estas
interacciones, salvo Ala231, también se observan con fasudil, descrito anteriormente. Ambos
compuestos (a y b) forman un enlace de hidrégeno con la Lys121 en la region catalitica que es
importante para la actividad. La razon por la cual ‘a’ es mas activo que ‘b’ radica en un enlace

de hidrégeno adicional entre el grupo amino y Glu170®%.

G'v \as/

J

)

Qn

Fig. 5B.- Interaccion con ROCK II del compuesto mas activo (a) y el menos activo (b)®*.
12



S
S
N
=
“
=
~
)
a
)
S
~
S
a
)
=
=
=
S
Q
<
S
S
=

acia no se hace responsable de la in

~
S
)
~
S
~
S
xR
S
=
=
Q
xR
S
=~
S
~N
)
=
s
N
Q
=
S
~
S
~
S
~
S
>
=
S
~
=
N
S
N
3
v
)
=
=
-
Q
=
S
LS
=
N
~
&
)
=
)
SN

Otros estudios de docking, muestran la alta afinidad en la unién de los inhibidores derivados del

1H-indazol, en comparacion con los derivados isoquinoleinicos
mas tradicionales. Se debe a la presencia de sustituyentes electron-
S ¢ donadores en la cuarta posicion del fenilo y grupos voluminosos
v ¢ apolares que interaccionan con un bolsillo hidrofobico del sitio
p activo. No obstante, las moléculas en estudio con mayor potencia
se ve que presentan unos enlaces de hidrégeno comunes en el sitio
de union de ATP: dos con el dominio bisagra (Glu154 y Met156) y
»%q | Otro con Lys105 en el dominio catalitico. Ademas pueden existir
otros adicionales como ocurre con la molécula de la Fig. 5C que
interacciona por enlace de hidrogeno con Asp216, siendo

posiblemente la mas potente de todas las moléculas de estudio hoy

drophobic

dia™®,

avolved in hydrophobic contact(s

Fig. 5C.- Interaccion con el sitio de unién de ATP de la ROCK y la molécula derivado del 1H-indazol usando el
programa LIGPLOT®.

El derivado de la isoquinolina, fasudil (HA-1077, hexahidro-1-(5-isoquinolilsulfonil)-1H-1,4-
diazepina)® (Fig. 6A.a), es el primer inhibidor de la ROCK (ICso = 0,158 uM®) comercializado
cuya indicacion es el tratamiento del vasoespasmo por producir una relajacion de las células del
musculo liso. Esta relajacion es una consecuencia de la no activacion de MLCK al producirse la
inhibicion de su fosforilacion por ROCK. In vivo, también es capaz de inhibir en menor grado
otras proteinas — quinasas, como PKA, PKC, PKG o MLCK® con valores de Ki (uM) de 1,6;
1,6; 3,6 y 36 respectivamente®. Existen varias referencias en las que se muestra que el fasudil
muestra también actividad inhibitoria sobre otras quinasas como MSK1, PRK2 y S6K1, lo que
indica que carece de exclusiva selectividad por ROCK™®. No obstante, con un valor de Ki =
0,33 UM, se considera una actividad mas potente hacia la Rho - quinasa que por las anteriores®;
cabe destacar que no selecciona entre ambas isoformas de la misma®. En la Fig. 6B se muestra
de forma grafica con la selectividad y potencia de algunos inhibidores sobre diferentes

quinasast®®.

Su estructura quimica consta de un anillo de isoquinoleina y un anillo de
homopiperazina, unidos por un grupo sulfonilo que actlia de puente. Se considera que, in vivo, el

metabolismo que sufre la molécula es a nivel hepatico.

Un metabolito activo de este HA-1077 es el hidroxifasudil (Fig 6A.b), que actia sobre ROCK

con un valor de Ki = 0,17 uM vy se considera ligeramente mas potente que su precursor. Aun asi,

13
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no tiene alta selectividad por ROCK, sino que inhibe otras quinasas, como PKC y MLCK con
valores de Ki = 18 y 140 uM®,

Se han realizado ciertas modificaciones sobre el esqueleto de HA-1077, dando lugar a otros
inhibidores méas potentes como el dimetilfasudil (Fig 6A.c), que permite una inhibicién correcta
de la proteina diana con concentraciones del orden de nanomolar (Ki = 1,6 nM®; ICs, = 12 nM
para ROCK 11®)). El ripasudil (Fig. 6A.d) es otro derivado que, con valores de 1Csq = 51 nM
para ROCK | y 19 nM para ROCK Il, ha sido aprobado recientemente en Japén para el

tratamiento del glaucoma®.

ONRGEROE RIS

\ _&_ )
0=8=0 0=8=0 0=5=0 0=8=0 cHs o:slzo F
O ) A @fﬁ )
NH
=N Z =N ~N
o) OH

Fig. 6A.— a. Fasudil (HA-1077), b. Hidroxifasudil, c. Dimetilfasudil (H-1152P) y d. Ripasudil®.
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10

ROCK1 ROCK2 PKA PKC MLCK

Fig. 6B.— Selectividad y potencia de inhibidores de ROCK sobre diferentes quinasas®®.

La sintesis del clorohidrato de fasudil se indica en el esquema 1“7, Se representa el esquema que
se ha tenido en cuenta para su sintesis de forma experimental. Cabe destacar que la amina
secundaria es susceptible de formar enlace con otras estructuras para generar compuestos con
actividad multidiana, los cuales se estan disefiando con el fin de ser Utiles en tratar alteraciones

neuroldgicas. /\NH
HN\J Homopiperazina = Fasudil

2
(HNH

—R2 .
SOsH 0,5-Cl WA OZS,N\) Sfe pue_de generar el_analogo co_n la
SOCl N/ piperazina, con el mismo mecanismo
) e N = D d i6n. En este punto, se pone

N Reflux, 2h = N-HcI 1/ Et:N . N-HCI € reaccion. _p ! p_
N eXCceso para que reaccione una amina

-5°C. OVERNIGHT Clorhidrato .. )
de fasudil con el cloruro sulfénico y evitar

Esquema. 1.— Sintesis de clorhidrato de fasudil®”.

disustituciones.
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A pesar de las diferencias, tanto fasudil como hidroxifasudil presentan una alta velocidad de
metabolizacion, débil lipofilia y, con ello, baja aptitud para penetrar la barrera hematoenceféalica
(BHE). Para intentar subsanar esos puntos criticos, se han realizado cambios estructurales en la

molécula que han permitido el desarrollo de profarmacos (Fig. 7A). Todos ellos se convertiran

en el hidroxifasudil, gracias al efecto aceptor de

a. NH b. NH C. NH
electrones del nitrégeno isoquinolinico y a la conjugacion (J () (/7
. , . " N N
con la sulfonamida a través del anillo aromatico. Otras 30, :

N
S0, SO,
estrategias para mejorar la estabilidad y poder vehiculizar = @ @;\
N _N _N
facilmente la molécula in vivo son la formulacion en o
OY O. 57 (ONg

forma liposomal o la administracion por inyeccion o HO" “oH

mielinica®. Fig. 7A.- a. Hidroxifasudil acetato, b.

Hidroxifasudil fosfato, c. 1- metoxifasudil.

El compuesto c es el de mayor estabilidad™?.

A partir del fasudil, se han preparado otros derivados por modificacion de su estructura, con los
que se han realizado estudios de su capacidad inhibitoria, afinidad y selectividad. En el anillo de
homopiperazina se afiadieron grupos metilo, observandose que en la posicion 2 se conseguia
mayor actividad y selectividad que con el fasudil (H-1152P). En cambio, las metilaciones en 3, 5
y 6 ocasionaban uniones mas débiles con la proteina. Al acetilar el grupo amino de este anillo en
la molécula H-1152P, se ha visto que se pierde la actividad, ya que este grupo permite la
formacion de un enlace de hidrogeno  importante  con la  enzima.
Al introducir grupos en la posicion 4 en el anillo de isoquinolina, la actividad varia: con un
metilo (H-1152P) se consigue més actividad inhibitoria que con el fasudil; con un cloro o flGor

también se favorece la interaccidn con el sitio activo, pero a medida que

O
aumenta el tamafio del halégeno va disminuyendo su fuerza de union a la VLO/\CHS
CN

diana; con un grupo etil cianoacrilato (Fig. 7B) se reduce la actividad y

con el grupo vinilo (-CH=CH,;) aumenta mucho la potencia y Fig.7B.- Etilcianoacrilato

especificidad. Si se sustituye el puente sulfonilo por su isdstero carbonilo, se pierde actividad

sobre ROCK, por lo que se supone este grupo es

H
. e e g . ., _N H
esencial en la inhibicion. La introduccion de 0,5 \/’\N/\/\/\WN‘(D-AFQJGCONHz
péptidos ricos en D-arginina en un analogo abierto o
: : . |
de piperazina (Fig. 7C), da lugar a compuestos >N
més selectivos por la ROCK 11®. Fig. 7C.- N-(2-aminoetil)-5-isoquinolinsulfonamida

con péptido rico en Arg®.
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Estudios con fasudil y uno de sus derivados, conocido como FSD-C10 (esquema 2), han
demostrado que inducen la expresion de tres factores neurotréficos: BDNF, GDNF y NT-3, que
crean un microambiente en el entorno Util para la reparacion y regeneracion neuronal, marcado
por la supervivencia, diferenciacion, plasticidad dendritica y crecimiento axonal. El crecimiento
neuronal no consiste Unicamente en la expansion y proliferacion, sino también en la plasticidad
neuronal; existen factores mielinicos que inhiben el crecimiento y otros que lo facilitan.
Estudios con ratones modificados genéticamente para que haya una expresion minima de BDNF
se comprueba que los ratones fallecen en pocas semanas con dicho déficit. En aquel grupo de
ratones heterocigoticos, donde la expresion se reduce al 50%, se atribuye la deficiencia a la
hiperfagia, obesidad, agresividad e hiperactividad. El factor NT-3 estd concretamente
especializado en la proliferacion del precursor de oligodendrocitos, reduccion de astrogliosis y
remielinizacion, lo que hace tener especial interés en enfermedades como la EAE o EM. Fasudil
y FSD-C10, producen por igual efectos terapéuticos en ratones con estas enfermedades con el
crecimiento axonal y dendritico, asi como la remielinizacién y neurproteccion. En este estudio,
tras administrar 800 g de fasudil y FSD-C10 a dos grupos de ratones (a y b) respectivamente, al
cabo de 30 y 60 minutos de la inyeccidn, se aprecia un menor enrojecimiento en las patas del
grupo ‘b’, que se traduce como un menor efecto vasodilatador; este efecto toma un segundo
plano cuando se focaliza en la regeneracion axonal, que es el efecto primordialmente deseado en
esta situacion. Del mismo modo, el porcentaje de mortalidad dosis dependiente en el grupo ‘a’ se
hace cada vez mas relevante al incrementarla, siendo nula en el grupo ‘b’. Este estudio confirma
una mayor seguridad y tolerancia in vivo de FSD-C10 en los estudios pre-clinicos frente a
fasudil®®),

, sat. NaHCO, (aq) N N B0k, .
0=8=0 0=S=0 —_— 0=8=0
S (@) (b),DCM ©
+ - N RN
_NHCI _N _N
Fasudil Hydrochloride FSD-C10

Esquema 2.- Sintesis de FSD-C10 a partir de un intermedio de la sintesis de clorhidrato de fasudil®?.

Entre otras posibles indicaciones terapeuticas del fasudil, se ha estudiado junto con el ozagrel, un
inhibidor de la tromboxano A, (TXA,) sintasa, para mejorar el flujo de sangre cerebral en un
foco isquémico, inducido por oclusién de la arteria cerebral media del raton. La combinacion de
un inhibidor de ROCK, que consigue una mayor regeneracion neuronal y vasodilatacion, junto

con un inhibidor de la agregacion plaquetaria puede llegar a producir dicho efecto. Con dosis

16
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que, individualmente no son efectivas (3 mg/Kg de fasudil junto con 10 mg/Kg de ozagrel) se
alcanza un efecto terapéutico mas rapido, a los 5 minutos tras administracion. También, se
consigue un incremento de la produccion de NO, pues se inhibe la via Rho/ROCK que regula
negativamente a la via Pl3 - quinasa/Akt la que, a su vez, activa la expresion de eNOS. Ademas,
de forma indirecta, ozagrel también incrementa la produccién de NO, aunque su mecanismo adn

no esta del todo clarificado®®?,

Y-27632 (Fig. 8a) es una molécula inhibidora la ROCK y se desarrollé posteriormente al fasudil.
Pertenece al grupo de las 4-aminopiridinas y presenta unas 200 veces mas selectividad por
ROCK que por otras quinasas (PKC, PKA, S6K1, MSK1 o MLCK) respecto al fasudil, con
valores de Ki = 140 y 300 nM para ROCK | y ROCK I respectivamente®®@”. Se considera més
potente que el fasudil (ICso = 800 M) ya que su ICso es 1900 nM©@?. Este farmaco es uno de los
que mas se ha utilizado en los estudios de investigacion y se han observado efectos favorables en
enfermedades neurodegenerativas sobre animales de experimentacion (in vivo), aln con
predicciones de tener baja capacidad de atravesar BHE®. Al igual que ocurre con fasudil,
disminuye la pérdida de motoneuronas en los estudios donde se emplean estas moléculas,
presentdndose como un candidato para tratar enfermedades como EM o EAE que conllevan la
pérdida de motoneuronas y sus axones, debilidad muscular e incluso la muerte por un episodio
final de fallo respiratorio®®. A partir de este compuesto surgen Y-32885 (Fig. 8b) e Y-39983
(Fig. 8c); més potentes aun e involucrados en la estabilizacion del crecimiento del cono axonal y
en promover la regeneracién del nervio éptico dafiado®. La molécula Y-39983 especificamente

se ha ensayado para tratar el glaucoma®.
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Fig. 8.-a. Y-27632®; b.Y-39983®): c.Y-32885¢,

Recientemente se ha estudiado otro inhibidor de ROCK, FPND (Fig. 9). Una molécula que
presenta actividad a concentraciones del orden de micromolar y con una alta selectividad frente a
ROCK I. En estudios de docking se ha observado que con ROCK 1 existen interacciones apolares
por fuerzas de Van der Waals mayoritariamente con los residuos enzimaticos de dicha isoforma
(lle 82, Arg84, Gly85, Gly88, Val90, Alal03, Lys105, LeulQ7, Metl53 y Metl56), en
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comparacion con ROCK Il, donde apenas existen. Se ha comprobado en animales de
experimentacion que es un farmaco mucho més seguro, ya que sus datos de LDsg (Letal Dose 50)
son muy superiores a 5 mg/Kg y 0.5 mg/Kg por via oral e intravenosa, respectivamente.
Comparandolo con H-1152P, se vio que tenia efectos mucho mas potentes y beneficiosos para
las hemorragias cerebrales inducidas por consumo de estatinas. Se ha visto que el consumo de

estos farmacos afecta a las interacciones entre las células, provocando que colapsen y no se

mantenga la integridad estructural. Debido al mecanismo de

F
inhibicion de ROCK 1, se ve afectado la estructura del \Q
. , : i HaN N
citoesqueleto de las células, lo que permite una mejor )\N f
/4
- | A N )
plasticidad y una mejora en las uniones célula-célula de las )Q ﬁ\/N
N
celulas endoteliales. Por esta razon, este farmaco se considera HN
neuroprotector en estas condiciones, siendo mas potente que OO

cualquiera de los anteriores mencionado®?. _ 5
Fig. 9.- FPND

5. CONCLUSION

La via de Rho/ROCK se encuentra implicada en numerosas funciones fisioldgicas, entre las que
se encuentra la organizacion de filamentos de actina, apoptosis o supervivencia celular. En el
sistema nervioso, Rho — quinasa se encuentra en las células nerviosas, glia y microglia y presenta
efectos inhibitorios del crecimiento axonal y dendritico. Ademas, también contribuyen al efecto
pro-inflamatorio por induccion en la liberacion de citoquinas proinflamatorias. Estas
circunstancias agravan la situacion de las células del SNC, por lo que contribuyen a ocasionar
problemas neurodegenerativos por alteraciones funcionales. Contando con otros muchos
procesos en los que esta implicada, se puede decir que ROCK es una buena diana terapéutica
para tratar enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson, EAE o EM, asi como
para ejercer neuroproteccion ante cuadros de ictus hemorragicos o isquémicos. Los resultados
esperanzadores en estudios in vitro y con animales de experimentacion, animan al desarrollo de
farmacos inhibidores de ROCK, que sean mas selectivos por la isoforma ROCK II, ya que
predomina en el cerebro, con objeto de poder llegar a ser tratamientos coadyuvantes para

circunstancias de neurodegeneracion.
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