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RESUMEN

Las enfermedades neurodegenerativas (NDDs) seran el mayor problema de salud en este
siglo y la segunda causa de muerte en el ano 2050. El principal factor de riesgo de estas
enfermedades es el envejecimiento, a medida que aumenta la esperanza de vida de la poblacion
la prevalencia aumenta exponencialmente. A pesar de los esfuerzos para encontrar una cura,
los tratamientos actuales, en los casos en que existen, son uUnicamente tratamientos
sintomaticos. Las evidencias mas recientes apuntan al estrés oxidativo, la disfuncion
mitocondrial y la neuroinflamaciéon cronica como posibles mecanismos patologicos
subyacentes a la neurodegeneracion. El factor de transcripcion Nrf2 regula la expresion de
numerosos genes que codifican enzimas antioxidantes y detoxificantes mediante su union a las
secuencias del ADN conocida como ARE. La induccién de Nrf2 puede suponer un efecto
preventivo y terapéutico para enfermedades relacionadas con el aumento del estrés oxidativo e
inflamacion como la enfermedad de Alzheimer. La respuesta antioxidante regulada por Nrf2 se
puede activar mediante la inhibicion del represor natural, la proteina Keapl, asi como la
modulacion de diferentes proteinas que regulan su actividad siendo GSK-3f la més estudiada
actualmente.

1. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa del sistema
nervioso central que actualmente supone la principal causa de demencia en personas mayores
de 65 afios, siendo responsable del 60-70 % de los casos, segtn la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS)." Se define como un trastorno cerebral progresivo e irreversible que
paulatinamente afecta tanto a la memoria como a las habilidades de pensamiento y, finalmente,
a la capacidad para llevar a cabo tareas simples.” Este sindrome presenta una muerte neuronal
progresiva que afecta principalmente al sistema colinérgico.’

Esta enfermedad se caracteriza por un conjunto de alteraciones cognitivas y
neuropsiquiatricas, se produce la pérdida de la capacidad para pensar, recordar o razonar hasta
el punto de interferir con la vida y las actividades diarias. En el transcurso de la enfermedad se
asocian cambios en el estado de animo con alteraciones psicologicas y de la conducta. Los
sintomas de conducta mas relevantes son apatia, depresion, conductas motoras sin finalidad,
alteracion del suefio, ansiedad, agresividad y alucinaciones. Ademads, se produce la pérdida
progresiva de la memoria, atencion, capacidad comunicativa, orientacion visoespacial y el
ejercicio de funciones ejecutivas.”

El principal factor de riesgo de la EA es el envejecimiento, por lo que las sociedades con
mayor esperanza de vida son las que més estan sufriendo su impacto.” En 2019, la Asociacion
Internacional de EA estim6 que mas de 50 millones de personas sufren EA en todo el mundo y
valord que en 2050 esta cifra podria aumentar hasta los 152 millones. Los factores de riesgo
mas importantes, por un incremento de la prevalencia, son la edad, sexo femenino, factores
hereditarios (genes implicados en la proteina precursora amiloide (APP), presenilina 1y 2 ¢
Apoliproteina E-4 (ApoE-4) y depresion. Por el contrario, se relaciona un efecto protector frente
ala EA el consumo de dieta mediterranea o ejercicio fisico moderado.’
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1.1 Tratamiento actual de la EA

A pesar de los grandes avances cientificos y clinicos sobre la EA en los Gltimos 30 afos,
los tratamientos disponibles actualmente son solo sintomaticos, es decir, palian los sintomas de
la enfermedad, actuando en diferentes niveles del proceso neuropatologico. Aunque mejoran la
calidad de vida de los pacientes, ninguno consigue realmente prevenir o detener el progreso de
la enfermedad.” Las estrategias terapéuticas para el tratamiento farmacologico de la EA
presentan cuatro objetivos: retrasar el deterioro, mantener las funciones cerebrales y mejorar la
calidad de vida del paciente.”

Actualmente, los inhibidores de colinesterasas (ChE) constituyen los firmacos de
primera linea que se utilizan en los casos leves o moderados de la EA con el objetivo de
aumentar la transmision colinérgica. Para ello se utilizan tres medicamentos: donepezilo,
rivastigmina y galantamina (Figura 1). La tacrina fue el primer fArmaco aprobado por la FDA
(Food and Drug Administration of the United States) para el tratamiento de la EA, no obstante,
fue retirado debido a su hepatotoxicidad.®

El tltimo tratamiento en ser aprobado fue la memantina (Figura 1). Este se caracteriza
por ejercer un bloqueo no competitivo y reversible del receptor de glutamato de tipo NMDA
(N-metil-D-aspartato), en funciéon de su concentracion, evitando la activacion excesiva.’ La
memantina aminora de manera significativa el ritmo y la intensidad del deterioro clinico en
pacientes de Alzheimer moderados o graves, aunque unicamente durante un corto espacio de
tiempo al inicio del tratamiento.”
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Figura 1. Farmacos actuales para el tratamiento de la EA

En las primeras etapas de la enfermedad, el tratamiento se realiza con un inhibidor de
colinesterasa y, a medida que la enfermedad evoluciona, se puede anadir memantina. Por otro
lado, los sintomas conductuales suelen ser tratados con antidepresivos serotoninérgicos o, si
son lo suficientemente intensos, con un antipsicético atipico.”

1.2. Fisiopatologia de la EA

Actualmente se desconoce la etiologia de la EA, aunque se han propuesto diferentes
hipotesis que permiten comprender el complejo proceso neurodegenerativo de esta enfermedad.
En su fisiopatologia destaca la atrofia de la corteza cerebral con pérdida de neuronas a nivel
cortical y subcortical, la formacién de “placas seniles”, formadas principalmente por péptido
B-amiloide (BA), y la degeneracion neuritica por formacion de ovillos neurofibrilares,
compuestos por la agregacion de filamentos helicoidales de proteina tau hiperfosforilada.
Ademas, existen otras alteraciones histopatologicas como la disfuncién mitocondrial, que
induce dafio oxidativo, la neuroinflamacion, el metabolismo de la insulina o la desregulacion
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del homeostasis del calcio (Ca®"), entre otros. Todo ello confirma la complejidad de esta
enfermedad.

1.2.1. Hipotesis amiloide e hiperfosforilacion de tau

La hipdtesis amiloide sugiere que el proceso neurodegenerativo se produce como
consecuencia de los eventos citotoxicos desencadenados por la formacion, agregacion y
depdsito del péptido BA.

Se han descrito dos procesos de proteolisis de la proteina precursora de amiloide (APP).
En condiciones fisioldgicas tiene lugar la via no amiloidogénica, en la que la enzima
a-secretasa escinde la APP, liberando el fragmento soluble a-APPs y un fragmento C-terminal
asociado a membrana de 83 residuos (C83). Posteriormente, C83 es procesado por y-secretasa
dando lugar a p3 y al dominio intracelular de la APP (AICD). Sin embargo, en condiciones
patologicas, tiene lugar la via amiloidogénica, donde APP es procesada por la enzima
B-secretasa para formar B-APPs y un fragmento carboxiterminal de 99 residuos asociado a la
membrana (C99). Finalmente, la y-secretasa escinde el fragmento C99 para formar a AICD y
el péptido BA (BA140/PAi.42) capaz de formar oligomeros, agregados insolubles y finalmente
las placas seniles extracelulares, caracteristicas de la EA (Figura 2).*

La funcién de la proteina APP no estd completamente dilucidada, no obstante, se
relaciona con la regulacion de la supervivencia neuronal, la proteccion frente a estimulos
externos toxicos, el crecimiento de neuritas, la plasticidad sinaptica y la adhesion celular. En
condiciones patoldgicas, su procesamiento aberrante da lugar a los péptidos BA;.40/BA1.42 que
interfieren en la sinapsis, disminuyen la plasticidad neuronal, alteran el metabolismo energético
y el de la glucosa, inducen estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, perturban la homeostasis
del Ca®" celular e inducen la activacion glial.’

...ISEVKM LVFFAED...LMVGGVVIA

B-secretasa «a-secretasa
y-secretasa

Proteina precursora del amiloide (APP)

1. Via no amiloidogénica a-secretasa
usAPP
P3 y-secretasa AICD
2. Via amiloidogénica B-secretasa
BsAPP co9
Placas seniles AByy AICD
% AB,, AICD
y-secretasa

Figura 2. Protedlisis de APP. 1) Via no amiloidogénica en situacion fisiologica 2) Via no amiloidogénica en
situacion patologica®
Por otra parte, en la EA se produce un aumento en la cantidad de tau total y tau
fosforilada, tanto en el cerebro como en el liquido cefalorraquideo. Sin embargo, el mecanismo
que desencadena su agregacion y sus consecuencias no estan totalmente establecidas. Tau se
encuentra en el sistema nervioso central y periférico, participando en la estabilizacion de los
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microtubulos, imprescindibles para mantener la estructura del citoesqueleto, asi como un
.. . 10
correcto transporte axonal y plasticidad sinaptica.

El estado y la funcidon de tau se encuentran regulados por diferentes modificaciones
postraduccionales mediadas por multiples quinasas y fosfatasas, siendo GSK-3f (glucdégeno
sintasa quinasa-3f) las mas importante. GSK-3f se encuentra aumentada en la EA, produciendo
una mayor hiperfosforilacion de tau y desestabilizando de los microtibulos, dando lugar a la
disfuncion del transporte axonal y, en Gltimo término, a la muerte neuronal por apoptosis.’

1.2.2. Hipotesis de estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrogeno (ERN) participan en funciones
esenciales de la sefializacion celular, la homeostasis celular, la autofagia y la division celular.
En condiciones fisioldgicas, se mantienen niveles bajos de ERO por una estricta regulacion
denominada “homeostasis rédox”. El envejecimiento, factores genéticos o ambientales pueden
alterar esa homeostasis, generando una situacién de estrés oxidativo por una acumulacion
excesiva de ERO/ERN. Este aumento puede ser debido al incremento de su produccion o por
un fallo en los sistemas de detoxificacion. Esta situacion permite que estas especies altamente
reactivas puedan interaccionar y alterar componentes celulares como ADN, proteinas y lipidos
contribuyendo al dafio celular "'

La sefalizacion rédox estd involucrada en la consolidacién de la memoria, diferenciacion
neuronal y plasticidad. Las neuronas son particularmente sensibles al estrés oxidativo debido a
su alto consumo de oxigeno, bajos niveles de antioxidantes y altos niveles de hierro y lipidos
poliinsaturados, entre otros. El incremento de ERO conduce a la muerte neuronal y con ello a
una funcion cerebral alterada. Entre los factores de transcripcion que se activan por ERO y ERN
destaca el factor nuclear k B (NF-xB), la proteina activadora 1 (AP1) y el factor nuclear
eritroide-2 (NF-E2) conocido como Nrf2 (nuclear factor E2- related factor 2). Nrf2 es un factor
ubicuo que modula la respuesta antioxidante de fase II a estrés oxidativo a través de su union a
los Elementos de Respuesta Antioxidante (ARE), secuencia presente en las regiones
reguladoras de genes antioxidantes y anti-inflamatorios.'

En la EA, se ha observado que el péptido BA induce una alteracion del potencial de
membrana mitocondrial, lo que produce un aumento del dafio oxidativo. Ademas, el fragmento
BAi.4; es capaz de coordinar Cu™" y este complejo, PA1.4-Cu’’, puede reducir el oxigeno
molecular produciendo H,0,, incrementando de forma notable el dafio oxidativo."

1.2.3. Neuroinflamacion cronica

La sobreproduccion de radicales libres se asocia a un proceso inflamatorio desregulado
que activa de forma anémala la vias de sefializacion pro-inflamatorias.'’ La neuroinflamacién
cronica produce dafo celular y destruccion de tejidos, se encuentra regulada tanto por la via de
seﬁalizaclig')n activada por los receptores “toll-like receptors” (TLR) entre otros, asi como por la
via Nrf2.

La sefalizacion inducida por la activacion de TLRs conduce a la expresion de numerosas
citoquinas inflamatorias (TNF-a, IL-6), quimioquinas (IL-8, MIP2), asi como interferones (tipo
I) con el objetivo de reparar el tejido danado y restaurar la homeostasis. Sin embargo, la
activacion descontrolada de la sefalizacion mediada por TLRs produce una respuesta
inflamatoria exacerbada y trastornos inflamatorios cronicos.
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Por otro lado, la via de sefializacion de Nrf2-ARE es un importante sistema regulador que
controla la expresion de enzimas antioxidantes y anti-inflamatorias que modulan la activacion
—
glial.

1.2.4 Hipotesis colinérgica

En la EA se produce una disminucion del nimero de neuronas colinérgicas y de
diversos marcadores como las enzimas colina-acetiltransferasa (CAT) y acetil-colinesterasa
(AChE) en la corteza cerebral y el hipocampo, relacionandose con los sintomas mas
caracteristicos de la EA, especialmente con las alteraciones de la memoria y el aprendizaje'’

La acetilcolina (ACh) es el neurotransmisor del sistema colinérgico. La funcionalidad
del sistema colinérgico se asegura mediante la sintesis de ACh a partir de acetil coenzima A 'y
colina por accion de la enzima CAT, quedando almacenada en vesiculas sinapticas. Mediante
un proceso de exocitosis dependiente de Ca”" se libera ACh al espacio sinaptico, produciéndose
su union a los receptores muscarinicos y nicotinicos presentes en la membrana pre-sinaptica y
post-sinaptica (Figura 3).*

Acetil CoA

Ca”

.
= Colina

'cn

ACh

Figura 3. Sinapsis colinérgica: 1) Sintesis a partir de colina y acetil Coa catalizado por la enzima CAT 2)
Almacen en vesiculas que son liberadas a la sinapsis por la entrada de calcio 3) Accion de la Ach en receptores
postsindpticos y presinapticos 4) Degradacion y recaptacion 4

La activacion de los receptores muscarinicos post-sinapticos M1 se relaciona con
procesos de aprendizaje, mientras que la activacion de receptores muscarinicos pre-sinapticos
M2 tiene un efecto de retroalimentacion negativa, reduciendo la liberacion de ACh."* La unica
estrategia farmacoterapéutica que ha demostrado cierta eficacia para mejorar la sintomatologia
del paciente es aquella dirigida a evitar la degradacion de ACh, con el fin de contrarrestar su
déficit cerebral.’

La acetilcolina (ACh) es inactivado por la enzima acetilcolinesterasa (AChE) en la
hendidura sinéptica. La AChE contiene dos sitios de uniéon para la ACh: la region anidnica
periférica, donde se fija el grupo amonio cuaternario, y la region catalitica, que hidroliza el
enlace éster. Los farmacos donepezilo y galantamina se unen en el sitio anidénico de forma
reversible, mientras que la unidon de rivastigmina es pseudorreversible, por lo que se disocia
lentamente. La unién de estos fArmacos a la AChE interrumpe la unién de ACh y con ello su
degradacion. La galantamina, ademds de su accidon inhibidora sobre AChE, acta como
modulador de receptores nicotinicos, potenciando asi su accion.”
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Algunos datos indican que también los niveles del neurotransmisor glutamato se
encuentran disminuidos contribuyendo a aumentar la gravedad del deterioro cognitivo y
funcional, puesto que el sistema glutamatérgico estd implicado en los mecanismos de
potenciacion a largo plazo de aprendizaje y la memoria, asi como en la supervivencia
neuronaal.”

1.3. Nrf2-Keapl

El factor de transcripcion Nrf2 pertenece a la familia de factores de transcripcion con
estructura de tipo cremallera bésica de leucina (bZIP: basic region leucine zipper). Nrf2 regula
la expresion de aproximadamente 250 genes precedidos por secuencias ARE, estando
implicado en procesos de respuesta a inflamacion y daiio tisular.'* Estos genes participan en
reacciones de detoxificacion de fase I, II y III, metabolismo de glutation, produccion de
NADPH, oxidaciéon de acidos grasos, metabolismo del hierro y procesos autofagicos, entre
otros. Nrf2, una vez se trasloca al nuicleo, heterodimeriza con proteinas SMAF para unirse a las
secuencias ARE y activar un amplio rango de procesos defensivos celulares mediante proteinas
antioxidantes, desintoxicantes y anti-inflamatorias. Asi, Nrf2 puede coordinar una respuesta
eficaz bajo condiciones de estrés como envejecimiento celular o estrés oxidativo.'>'®

La proteina Keap1 es el principal represor de Nrf2, un adaptador de la ubiquitina ligasa
E3 que actia como sensor de estrés oxidativo en el interior de la célula. Keapl y la proteina
B-TrCP (B—Transducin Repeat Containing) son los dos mecanismos de control principales que
brindan la oportunidad para regular farmacologicamente Nrf2.

1.3.1. Estructura Nrf2

Nrf2 contiene 605 aminoacidos que se encuentran formando siete dominios homologos
Nrf2-ECH (NEH: Nrf2-ECH homology) (NEH) (Figura 4),'* cada uno de los cuales realiza
una funcion especifica:

e NEHI incluye las siguientes estructuras:
— bZIP, crucial para la dimerizacion de Nrf2 con proteinas SMAF y su union al ADN.
Puede interactuar con UbcM2, enzima conjuradora de ubiquitina E2, responsable de
regular la estabilidad de Nrf2.
— Sefial de localizacioén nuclear esencial para la translocacion nuclear de Nrf2 que se
descubre tras su liberacion de Keapl.
e NEH?2 implicado en la union a Keap1 y la conjugacion con ubiquitina,'* siendo responsable
de la degradacion por el proteosoma mediada por Keapl.
e NEH3, NEH4, NEH5 son responsables de activacion transcripcional de genes con
secuencia ARE en su promotor.
e NEHG6 tiene una region rica en serina involucrada en la regulacion negativa independiente
de Keapl.
e NEH?7 interactia con el receptor X retinoico o (RXRa) que actia como represor de Nrf2.
Los péptidos 545 y 554 presentan una sefial de exportaciéon nuclear.1*
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Figura 4. Representacién de los dominios estructurales de Nrf2.'*

1.3.2. Estructura Keapl

Estudios por microscopia electronica muestran que Keapl presenta una estructura de
tallo bifurcado que comprende dos grandes esferas donde se encuentran los dominios IVR
(intervening regién), Kelch y carboxiterminal.”” El dominio IVR contiene los residuos de
cisteina que actuan como sensores del estatus redox de la célula. La dimerizacion de Keapl se
encuentra mediada por el dominio BTB. Este homodimero Keapl se une al factor de
transcripcion Nrf2 dos motivos uno de baja afinidad y otros de alta afinidad, para dirigir a éste
a la ubiquitinizacion y degradaciéon por el proteasoma (dominio DRG) (Figura 5). Las
estrategias terapéuticas actuales para interrumpir la interaccion Nrf2-Keapl incluyen
compuestos electrofilos que modifican quimicamente los grupos tiol de las cisteinas C151,
C273 y C288, cruciales para la ubiquitinacion de Nrf2 mediada por Keapl, y compuestos
inhibidores de la interaccion proteina-proteina (iIPP) entre Nrf2 y Keapl.
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Figura 5. Representacion estructural por microscopia electronica del dimero Keap
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1.3.3. Regulacion Nrf2-Keapl

En condiciones basales, en ausencia de estrés oxidativo, Nrf2 se localiza en el
citoplasma en concentraciones bajas, con una vida media de entre 15-40 min a través de su
rapida degradacion proteasomica mediada por Keapl. Keapl se une al complejo ubiquitina
ligasa E3 (Rbx-1) a través de cullin-3 que acttia como subunidad de reconocimiento y unién al
sustrato, facilita la ubiquitinizacion eficaz y especifica de Nrf2 y su posterior degradacion por
el proteosoma 26S (Figura 6A)."

En condiciones de estrés oxidativo, las especies oxidantes y electrofilas modifican las
cisteinas presentes en Keapl induciendo un cambio conformacional que libera Nrf2,
impidiendo finalmente su degradacion. Nrf2 también puede liberarse por la inhibicion directa
de la uniéon de Keap1-Nrf2 a través de moléculas pequeias. Posteriormente Nrf2 se transloca
al nucleo donde forma heterodimeros con proteinas sMAF o JUN, induciendo genes que
contengan las secuencias ARE (Figura 6B). Ademads, se produce un proceso de
retroalimentacion donde Nrf2 regula la transcripcion de Keapl, Cullin-3 y Rbx-1 y estos a su
vez la degradacion de Nrf2. También induce la expresion de genes que codifican subunidades
del proteasoma 20S y 198."?
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Nrf2 también esta estrechamente regulado por otros mecanismos como es el caso de la
activacion mediada por el receptor nicotinico a7 de ACh (nAChR- a7). La activacion de este
receptor conduce a la activacion de PI3K y posterior activacion de Akt, quinasa capaz de
fosforilar a GSK-3, inhibiendo su actividad. GSK-3f actiia como regulador negativo de Nrf2,
fosforilando su dominio NEH6, lo que genera un dominio de degradacién reconocido por
B-TrCP. Una vez unida este complejo une la E3 ubiquitina ligasa a través de cullinl. Asi, se
produce la ubiquitinacion de Nrf2, dirigiéndolo a la degradacion proteosémica.'® Por tanto, al
inhibir GSK-3p, se detiene una de las vias de degradacion de Nrf2, que se acumula en el citosol
y se transloca al nicleo para activar la expresion de genes de fase II. Nrf2 también puede
activarse mediante la proteina ERK (extracelular signal-regulated kinase), que se activa
mediante sefializacion desencadenada por la activacién de nAChR-07 (Figura 6C)."*

En condiciones de inflamacion cronica, muchas quinasas se activan o se sobre-expresan
continuamente como GSK-3f y la P38-MAPK (mitogen-activated protein kinase). Esta ultima
estabiliza la interaccion entre Keapl y Nrf2 evitando asi la translocacion de Nrf2 al ntcleo. En
estas condiciones, GSK-3f activa directamente a la enzima Fyn, que a su vez fosforila a Nrf2
y hace que se transloque fuera del nucleo, induciendo su degradacion (Figura 6D) y deteniendo
la expresion de genes antioxidantes y anti-inflammatorios."*
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Figura 6. Regulacion de la via Nrf2-ARE. A) condiciones normales, b) estrés oxidativo, ¢) receptor nicotinico, d)
inflamacion cronica.'

Por tanto, la deficiencia en la actividad de Nrf2 puede agravar el dafio oxidativo y la
neuroinflamacion, por lo que el desarrollo de activadores de la via Nrf2-ARE como agentes
preventivos y terapéuticos para la EA han recibido gran interés en los altimos afios.'® No
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obstante, la sobrexpresion descontrolada de Nrf2 se asocia con una variedad de tumores, y
confiere una ventaja selectiva a las células cancerosas ya que presentan un exceso de
mecanismos de defensa antioxidantes, retardo de la apoptosis y multiplicacion de la
proliferacién y metabolismo celular. Por lo tanto, es necesario controlar de forma efectiva la
potencia de los inductores de Nrf2 para evitar los potenciales efectos secundarios derivados de
su sobreactivacion.

2. OJETIVOS

La EA representa un problema sociosanitario, siendo una de las causas mas habituales
de discapacidad durante el envejecimiento. Debido al aumento de la esperanza de vida en los
paises mas desarrollados, se prevé un aumento exponencial de la incidencia de esta enfermedad.
Ademas, las limitaciones actuales de su tratamiento ponen de manifiesto la necesidad de
desarrollar una terapia modificadora que detenga el avance de esta terrible enfermedad. El
objetivo de este trabajo consiste en el estudio y andlisis de los principales inductores de la via
Nrf2 como estrategia terapéutica para el tratamiento de la EA, desarrollando ejemplos de cada
tipo.

3. METODOLOGIA

Para el presente trabajo se ha llevado a cabo una amplia revision bibliografica empleando
buscadores cientificos como: NCBI-Pubmed, Elsevier, Neurologia y SciFinder-Chemical. Las
palabras clave empleadas en la busqueda han sido: “Nrf2”, “Alzheimer disease”, “Keapl”,
“elemento de respuesta antioxidante (ARE)”. Ademas, se consultaron libros especializados de
farmacologia y se realizd6 una busqueda de ensayos clinicos en la pagina web
“clinicaltrials.gov”. El programa Chemdraw fue utilizado para representar estructurar quimicas
de los compuestos en estudio.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El factor de transcripcion Nrf2 es critico en el mantenimiento del estado rédox, el
metabolismo y la homeostasis proteica, asi como la regulacion de la inflamacién. Por lo tanto,
la activacion de Nrf2 proporciona citoproteccion contra numerosas patologias. Tanto Keapl
como GSK-3 y B-TrCP son objetivos farmacologicos que proporcionan un medio para inducir
Nrf2. Los inhibidores de GSK-3f se han desarrollado hace un par de décadas principalmente
en el contexto de EA, ya que GSK-3f se ha identificado como una de las quinasas mas
importantes en la hiperfosforilacion de tau. Por otro lado, la regulacion del sistema Nrf2-Keap1
se ha convertido en una diana muy util siendo el dimetilfumarato (DMF) 1, el sulforafano (SFN)
2 y los triterpenoides sintéticos (Figura 7), los compuestos que presentaron los resultados mas
prometedores.'®

4.1 Inductores de Nrf2

4.1.1 Compuestos modificadores de Keapl

La via Nrf2-ARE puede ser inducida por productos quimicos, especialmente
compuestos que contienen grupos electréfilos en su estructura. Estos agentes pueden suprimir
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la ubiquitinacion de Nrf2 al reaccionar con los grupos tioles de las cisteinas reactivas de Keap1
para inducir, posteriormente, la expresion de enzimas antioxidantes y citoprotectoras. '

Esteres de acido fumarico.

El caso mas exitoso hasta ahora es DMF 1, aprobado en 1994, para el tratamiento de
psoriasis. Mas recientemente, fue aprobado en el ano 2013 para el tratamiento de la esclerosis
multiple. DMF cruza la barrera gastrointestinal y se metaboliza a monometilfumarato (MMF),
3 (Figura 7), en poco tiempo, por lo que DMF se considera un profarmaco que se escinde en
MMF y fumarato a través de las esterasas del intestino delgado. Ambos ésteres de 4cido
fumarico modifican covalentemente Keapl a través de la formacién de aductos con C151
liberando Nrf2, y activando la expresion de genes de fase I1.'>'

Diferentes estudios in vivo han mostrado que DMF actiia como activador de Nrf2,
activando la expresion de enzimas implicadas en la sintesis de glutation como glutation S-
transferasa (GST) y la detoxificacion de especies electrofilas como la NAD(P)H
deshidrogenasa quinona 1 (NQOI1)."” Sin embargo, no todos los efectos de DMF estan
mediados por la inhibicion de Keapl, ya que se ha encontrado que su valor de CD, la
concentracion necesaria para duplicar la actividad de NQO1, es superior a 10 pM, lo que indica
que existe activacion de Nrf2 independiente de Keapl y evidencias de que algunos efectos
antinflamatorios del DMF podrian ser debidos a ella.'®'®

En cuanto a la EA, Paraiso e al.'’ comprobaron que DMF suprime la activacién
inflamatoria de la microglia a través de mecanismos dependientes e independientes de Nrf2 en
modelos in vivo de la enfermedad. Durante el tratamiento se redujo la toxicidad neuronal, asi
como la supresion de las citoquinas inflamatorias, lo que deduce el efector supresor de DMF
sobre la neuroinflamacion. Ademas, el tratamiento con DMF alivio los déficits de memoria a
largo plazo.

En cuanto a su uso clinico, DMF exhibi6 un perfil favorable de seguridad y tolerabilidad
(109MS301, 109MS302 y 109MS303),”'" aunque presenta algunos efectos adversos como
dolor abdominal, sofocos y diarrea.'* Debido a esta conversion metabolica, se estan
desarrollando compuestos con liberacion lenta y sostenida de DMF que mostrarian una
biodisponibilidad mejorada y menores efectos secundarios.'>'® Ejemplos avanzados de estos
nuevos analogos de DMF son:

e Fumarato de diroximel, profirmaco de DMF con efectos gastrointestinales reducidos
que se encuentra en ensayo clinico de fase III para EM (NCT03093324)."

e Fumarato de tepilamida, profirmaco de DMF que presenta mayor solubilidad,
permeabilidad y absorcion tras la administracion oral, mejor eficacia y menores efectos
secundarios gastrointestinales en modelos preclinicos.”” Actualmente se encuentra en
ensayo clinico de fase II para la psoriasis en placas (NCT02173301)

e Conjugado de DMF y acido docohexanoico con potencial para una mejor especificidad,
eficacia, seguridad y tolerabilidad en comparacion con el efecto de las moléculas
bioactivas por separado. Enzimas especificas liberan los dos componentes dentro de la
célula, donde modulan simultdneamente multiples dianas farmacoldgicas, incluidos
Nrf2 y NF-xB. En células y modelos animales son prometedores para el tratamiento de
NDDs como la ataxia de Friedrich o la esclerosis lateral amiotréfica.'

Compuestos polifenolicos
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Los compuestos polifendlicos son la familia de productos naturales ampliamente
estudiados como inductores de Nrf2.

La curcumina (4, Figura 7), un compuesto natural derivado de la curcuma longa, es uno
de los inductores de Nrf2 polifendlicos mas estudiados para el tratamiento de la EA. A nivel
molecular, 4 contiene dos grupos carbonilo o,B-insaturados que le confieren un alto caracter
electrofilico capaces de reaccionar con nucleofilos como los grupos tiol de las cisteinas
presentes en Keapl liberando asi Nrf2. El compuesto 4 presenta un valor de CD de 2.7 uM.*°
El interés de 4 para el tratamiento de la EA radica en la interacciéon con Keapl y en la
desestabilizacion de las fibrillas del péptido PA, sus propiedades antioxidantes y
antinflamatorias. Los estudios epidemioldgicos han demostrado que las poblaciones con alto
consumo de este producto natural mostraron menor incidencia de EA y un mejor rendimiento
mental.” Sin embargo, los resultados de estos ensayos clinicos para la EA han sido limitados
debido a la insolubilidad de este compuesto en agua y su escasa biodisponibilidad por via oral,
por lo que el desarrollo de nuevas estrategias de administraciéon esta siendo investigada.''
Actualmente existe un estudio observacional en China que esta evaluando la eficacia adicional
de la combinacion del tratamiento clasico de EA (donepezilo, galantamina) con complementos
alimenticios basados en 4 (NCT00164749).

El resveratrol (5, Figura 7) es un compuesto polifendlico natural identificado en mas de
70 especies de plantas, que ha demostrado capacidad inductora de la via Nrf2-ARE, con un
valor de CD de 21 pM.?° Du et al.*' demostraron en modelos preclinicos de EA inducidos por
estreptozotocina, que la administracion de 5 (30 mg/kg/dia intraperitoneal durante 8 semanas)
redujo los niveles de tau hiperfosforilada, y mejoré la capacidad de aprendizaje espacial. El
compuesto 5 es capaz de atravesar la barrera hematoencefilica, aunque se metaboliza
rapidamente, disminuyendo asi su biodisponibilidad. Para mejorar la biodisponibilidad se han
desarrollado varios derivados, como el pterosetilbeno, que presenta una mayor eficiencia para
modular el estrés celular y la cognicién.'? Actualmente existe un estudio clinico como medida
de prevencion secundaria donde se trata de evaluar la utilizacion de 5 en personas con deterioro
cognitivo leve que tienen riesgo significativo de sufrir EA (NCT02502253).

Galato de epigalocatequina (EGCG, 6, Figura 7) ha demostrado efecto neuroprotector
en estudios celulares y experimentales en animales,"” basado en la modulacion de varias vias
de transduccion de sefales, la influencia en la expresion de genes que regulan la supervivencia
celular, asi como la modulacion de la funcion mitocondrial. Aunque su valor de CD es superior
a 50 uM, presenta perfil antioxidante en diferentes modelos de EA e induce a-secretasa y la
enzima convertidora de endotelina. Ademas, previene la agregacion de PA para formar
oligomeros toxicos al unirse directamente al péptido desplegado. Estudios in vivo mostraron
que el tratamiento con 6 a una dosis de 2-6 mg/dia durante 4 semanas redujo los niveles
de PAi4, en el hipocampo, favoreciendo el aprendizaje y la memoria.”> Actualmente, dos
ensayos clinicos estan reclutando participantes para dilucidar si 6 puede retrasar el deterioro
cognitivo tanto en pacientes en estadios tempranos de la EA como en personas con sindrome
de Down (NCT01699711).

Finalmente, Ozarowski et al® mostraron que la administracion de extractos de
Rosmarinus officinalis mejor6 la memoria a largo plazo en ratas. Sus componentes principales,
el carnosol (7) y su derivado el acido carnosico (CA, 8, Figura 7) son diterpenos fenolicos,
pro-electrofilicos que se convierten en su forma activa en condiciones de elevado estrés
oxidativo.'? Estos compuestos son capaces de aumentar la translocacion nuclear de Nrf2 y la
sobreexpresion de las enzimas de fase II (cisteina-glutamato ligasa, CGL, y hemo-oxigenasa-
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1, HO-1). El compuesto 8 muestra una mayor solubilidad, disminucién de la toxicidad y un
mejor efecto neuroprotector que 7, capaz de activar Nrf2 en células ARE* con un valor de ECso
superior a 50 pM.** En relacion con la EA, el compuesto 8 ha mostrado resultados interesantes
en modelos in vivo de EA, reduciendo la muerte neuronal y mejorando el rendimiento en la
prueba de aprendizaje.'

Sulforafano y sus derivados

Sulforafano (SFN, 2, Figura 7) es un isotiocianato activador de Nrf2 debido a su potente
caracter electrofilo. SFN es un compuesto natural aislado de vegetales cruciferos como el
brocoli. Es un potente inductor de Nrf2 con un valor de CD de 0.2 pM.*” Su mecanismo de
accion se basa en la reaccion covalente de su grupo isotiocianato con el grupo tiol del residuo
CI151 de Keapl, evitando su union a Nrf2 y asi su protedlisis. SFN es capaz de atravesar la
barrera hematoencefilica y tiene efectos protectores en numerosos modelos preclinicos de
afecciones neurologicas. El compuesto 2 ejerce proteccion contra la toxicidad inducida por A
mediante la activacion de la respuesta antioxidante de fase II in vitro.”** Ademas, es capaz de
mejorar el déficit cognitivo en dos modelos animales de EA, inducida por D-galactosa y
aluminio, reduciendo el numero de lesiones, los niveles de aluminio en cerebro y los déficits
de memoria espacial y placas amiloides. *"**

Sin embargo, SFN es inestable a temperatura ambiente por lo que se ha desarrollado una
nueva formulacioén farmacéutica mediante su encapsulacion en una ciclodextrina, el principio
activo sulforadex® SFX-01, para crear una pildora o cépsula estable de forma sélida con
biodisponibilidad mejorada. Actualmente se estd llevando a cabo un ensayo clinico en China
con 160 pacientes para evaluar tanto su efectividad en sintomas clinicos bésicos como su
seguridad (NCT0421339).

El compuesto ITH12674 (9) fue desarrollado recientemente como hibrido de SFN y
melatonina (10, Figura 7) disefiado para ejercer un mecanismo de accion de tipo dual
“farmaco-profdrmaco. El compouesto ITH12674 fue capaz de incrementar 1.4 veces la
induccion de Nrf2 respecto a las condiciones basales a una concentracion de 1 pM. Ademas,
mostré un perfil neuroprotector mejorado, en comparacion con el de SFN y melatonina, en
diferentes modelos in vitro de estrés oxidativo relacionados con isquemia cerebral. El
compuesto 9 presenta un efecto protector en neuronas corticales sometidas a estrés oxidativo,
disminuyendo la producciéon de ERO, y aumentando la viabilidad celular con valores de
proteccion del 40 — 44 % de manera dependiente a la concentracion (a 100 nM se observo una
proteccion del 20 % y a 0,3 pM, un 41 % de proteccidon). Ademas, respecto a las condiciones
basales, obtuvieron niveles de GSH del 17 % y el 20 % para 10 y 2, respectivamente, mientras
que 9 aumentd estos valores al 22 y el 25 % a 0,3 y 1 pM, respectivamente.*

Melatonina

Melatonina (10, Figura 7) es una hormona natural que regula los ciclos de suefio, ademas
de ejercer un potente efecto antioxidante y neuroprotector. Los trastornos del suefio son
caracteristicos de los pacientes con EA y, ademads, la secrecion de melatonina disminuye
drasticamente en estos pacientes, por lo que se ha propuesto como tratamiento potencial para
la EA. Melatonina es capaz de inducir Nrf2 con un valor de CD de 66.4 uM.>*' El metabolismo
de la melatonina podria contribuir a generar una linea de defensa contra los xenobioticos y el
estrés oxidativo a través de componentes de desintoxicacion de fase [ y de la induccion de genes
relacionados con la fase I1.>* La terapia con melatonina a largo plazo proporciona beneficios
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cognitivos en ratones, e implica la supresion de la agregacion de AP, la expresion de enzimas
antioxidantes y la reduccion de las citoquinas pro-inflamatorias.’*>

Actualmente se estan realizando varios ensayos clinicos para evaluar una mejora en la
funcion cognitiva en pacientes con deterioro cognitivo leve. En el ensayo clinico NCT00940589
se evaluaron los efectos del complemento de liberacion prolongada (PRM) (2 mg) respecto a la
terapia estandar sobre el funcionamiento cognitivo. Se observo que los paciente tratados con
PRM tuvieron un rendimiento cognitivo mejor que los tratados con placebo segin el IADL
(Intrumental activity of daily living) (P = 0.004) donde se mide la capacidad de una persona
para ser independiente en las actividades de la vida diaria, y MMSE (Mini-Mental de Folstein)
(P = 0.044) que, a través de una escala de puntuacion, evalta el deterioro cognitivo. La
evaluacion con ADAS-cog (escala cognitiva para evaluar la EA) no difirié entre los grupos.

Triterpenoides

Los triterpenoides pentaciclicos desarrollados a partir del producto natural acido
ursolico, extraido de Salvia officinalis, y el acido oleanodlico, se han estudiado ampliamente
como agentes protectores debido a sus propiedades inductoras de Nrf2. Wang et al*
demostraron in vitro que el acido oleandlico mejora la pérdida de memoria inducida por A
donde los animales tratados con acido oleanolico presentaron menor tiempo de latencia(P =
0.0001) al realizar el recorrido.

Dumont et al.”> comprobaron que los triterpenoides sintéticos facilitan la respuesta
antioxidante y reducen la inflamacion en varios modelos. El 4cido triterpenoide 2-cyano-3,12-
dioxooleana-1,9-dien-28-oic-methylamida (CDDO-Me, 11, Figura 7) se evalu6 en ratones con
alteraciones de la memoria y placas amiloides. El anélisis de estructura-actividad demostr6 que
los grupos carbonilo o,B-insaturados de la molécula son esenciales para sus propiedades
inductoras de Nrf2 ya que reaccionan mediante adicion de Michael con los grupos tiol presentes
en residuos de cisteina de Keapl.'” Presenta un valor de CD de 0,0033uM, por lo que es un
potente inductor. El compuesto 11 mejoro significativamente la retencion de memoria espacial
y redujo la carga de placas amiloideas, los niveles de PAj.42, la microgliosis y el estrés
oxidativo.’® A pesar de los buenos resultados in vitro todavia no existen estudios clinicos con
triterpenoides en la EA.

Terbutilhidroguinona (tBHQ)

En modelos in vivo de EA se ha demostrado que una dieta rica en antioxidantes fenolicos
como tBHQ (12, Figura 7) redujo drasticamente la cantidad de AP cerebral y aumento la
produccion de GSH ayudando asi la detoxificacion contra el dafo oxidativo. El compuesto 12
es un potente inductor de Nrf2 con un valor de CD de 0.6 uM.>' Nouhi ez al.*® mostraron que la
formacion de placas AP en respuesta a H,O,/FeSO4 y/o 4-hidroxi-2-nonenal puede inhibirse en
presencia de 12 y producir un aumento de los niveles de glutation necesarios para la
detoxificacion. Este estudio comprobod que 12 induce Nrf2 aumenta los niveles de glutation de
forma significativa. No obstante, actualmente no existen ensayos clinicos activos para la
investigacion de 12 en la EA ni otra patologia.

Ademas, algunos estudios han demostrado que otros compuestos activadores de Nrf2,

como el B-hidroxibutirato, orientina, antroquinonol, la metisticina y el azul de metileno (cloruro
de metiltiononio) tienen efectos positivos en los modelos de EA, reduciendo los déficits
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cognitivos, la inflamacion y el estrés oxidativo o protegiendo contra la toxicidad mediada por
. -, . Ny 11
AP con un mecanismo de accion dependiente de la activacion de Nrf2.

[0}
/ON - 9
o S~
NCS
o
DMF (1) SFN (2) MMF (3) Curcumina (4)
OH
OH oH
T ey o
HO. NN ) HOOC
) 9
OH OH
OH © B
OH
OH
Resveratrol (5) EPGG (6) Acido carnésico (8)
NCS {
HN o OH
o
- \ -0 A HO
N
H N
ITH12674 (9) Melatonina (10) CDDO-Me (11) tBHQ (12)

Figura 7. Compuestos inductores de Nrf2 — modificadores de Keap1

Recientemente, se han desarrollado compuestos no electrofilos que evitan la union
covalente a Keapl como mecanismo de accion. Estos nuevos derivados interfieren la IPP entre
Keapl y Nrf2, o Keapl y CuL3." Hasta el momento se han descrito varios tipos de inhibidores
de la IPP: los compuestos de naftaleno bis-sulfonamida; 4cido bis-carboxilico o compuestos de
plomo que contienen sulfonamida. Ademds, existen hibridos de tetrahidroisoquinolina-
bencimidazol como agentes multifuncionales con aplicacion en la EA por su inhibicion de la
neuroinflamacion y la disminucién de AP al inhibir B-secretasa. Para determinar la capacidad
neuroprotectora de distintos hibridos se trataron células con glutamato en presencia o ausencia
de los diferentes compuestos observando un aumento de la viabilidad de entre el 71.1 - 98,8 %
respecto al toxico perse.”’

Actualmente, el disefio y sintesis de inhibidores de IPP que posean propiedades
farmacocinéticas y de metabolismo farmacologico adecuadas sigue siendo un desafio
importante en aplicaciones del sistema nervioso, puesto que se requieren activadores Nrf2 con
un fuerte perfil de seguridad para su administracion cronica.

4.1.2 Induccion Keapl-independiente de Nrf2

Nrf2 exhibe multiples formas de regulacion, ademés de la ejercida por Keapl, a nivel
post-transcripcional, epigenético, degradacion del proteosoma de manera independiente de
Keapl y regulacion a través de la union a secuencias ARE. De manera indirecta, también se
puede inducir la actividad del factor de transcripcion Nrf2 a través diferentes enzimas como las
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quinasas (p38 PKC, GSK-38 o MAPK) y NF-kB, siendo GSK-3p y la ruta implicada
PI3K/Akt/GSK-3f las mas estudiadas.

La formacion de ovillos neurofibrilares intracelulares, el estrés oxidativo y la
neuroinflamacion se han convertido en objetivos clave para el tratamiento de la EA. Estas
alteraciones se encuentran estrechamente relacionadas con la actividad excesiva de GSK-3.
Ademas, como se ha comentado anteriormente, GSK-3f estd involucrada en la regulacion de
Nrf2 a través de la fosforilacion de los residuos Ser’>**** de Nrf2, lo que lleva a su degradacion
de una manera independiente de Keap1.*' En cerebros de pacientes con EA, se ha comprobado
que se produce una sobrexpresion de GSK-3f, que conduce a pérdida neuronal y déficit de
memoria.*""* La inhibicion de GSK-3f produjo un retraso en la acumulacién de Ap,* por lo
que se trata de una posible estrategia terapéutica para el tratamiento de la EA que ha sido
ampliamente estudiada.

En este sentido, distintos inhibidores de GSK-3f estan siendo reevaluados para estudiar
su efecto sobre la respuesta de fase II. El litio, un inhibidor de GSK-3f, promueve la actividad
de transcripcion de Nrf2 en células de neuroblastoma N2A** y disminuye la acumulacion de
AB in vivo.” Ademés, también se demostrd que el ditiocarbamato de pirrolidina (PDTC, 13,
Figura 8), una molécula pequefia con propiedades antioxidantes que inhibe GSK-38, induce la
activacion de Nrf2-ARE y previene el deterioro cognitivo en ratones APP / PS1.* El compuesto
1 inhibio la actividad de GSK-3B en el hipocampo de un modelo de tauopatia de ratdn,
modulando la fosforilacion de tau, el deterioro neuronal y procesos inflamatorios involucrados
en la astrogliosis, la microgliosis y la produccion de citocinas proinflamatorias.*°

Ademas, la via PI3K/Akt, que regula negativamente a GSK-3f y favorece la actividad
de Nrf2,*’ se encuentra reducida en los cerebros de pacientes con EA. El aumento de la
activacion de la via PI3K/Akt por el compuesto Gypenoside XVII (GP-17, 14, Figura 8), inhibio
la actividad de GSK-38 y aument6 la translocacion de Nrf2 al nucleo con la consiguiente
activacion de las expresiones de genes diana en células PC12 tratadas con Ap,s.3s."° Ademas,
se obtuvieron resultados similares con sulfuretina en neuronas del hipocampo tratadas con
ABas3s. Hesperidina y el acido vanilico mostraron resultados similares tras la inyeccion
intraretroventricular de AB; 4, en el cerebro del raton.*°

Debido al caracter multifactorial de la EA se han desarrollado compuestos multidiana,
que los que una sola estructura quimica es capaz de ejercer su accion sobre dos o mas dianas
terapéuticas. Actualmente se ha estudiado una nueva familia de compuestos quimicos, 2,4-
dihidropirano[2,3-c]pirazoles capaces de inhibir GSK3f e inducir Nrf2 simultaneamente a nivel
micromolar.”’ La asociacion de ambas actividades bioldgicas ha proporcionado un perfil
neuroprotector frente al estrés oxidativo, una disminucion de la fosforilacion de tau y reduccion
de la neuroinflamacién cronica, siendo el derivado p-bromo sustituido 15 el compuesto que
presentd un mejor perfil farmacologico, con un valor de CD de 9.37 uM. El porcentaje de
proteccion significa el aumento de la supervivencia celular, mostrando una actividad
neuroprotectora superior al 50 % en todos los compuestos respecto al control (melatonina o el
inhibidor de GSK-33 SB216763)
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Figura 8. Compuestos inductores de Nrf2 — modificadores de Keap1
4.2 Desafios y consideraciones. Selectividad de los farmacos

La identificacion de cisteinas altamente reactivas en Keapl es crucial para la
comprension del mecanismo por el cual los compuestos electrofilicos interactian
covalentemente con este adaptador de substrato de ubiquitina ligasa. La informacion estructural
sugiere que los farmacos que actiian sobre C151 pueden interrumpir la interaccion con Cul3-
Rbx1 dejando asi el conjunto Keap1 saturado con Nrf2, permitiendo que Nrf2 recién sintetizado
evite la degradacion. Otros compuestos pueden modificar Keapl para que no sea capaz de
interactuar con Nrf2.

Una ventaja potencial importante de los inhibidores de IPP Keap1-Nrf2 es que presentan
una mejor selectividad. Sin embargo, los efectos secundarios no se pueden desestimar por
completo. Ademas, Keapl también esta involucrada en el procesamiento de proteinas distintas
de Nrf2 para la ubiquitinazion, y éstas también podrian verse afectadas."

5. CONCLUSIONES

El dafio oxidativo y la neuroinflamacion da lugar al desarrollo de patologias severas
como la EA. La inducciéon de enzimas detoxificantes a través de Nrf2 es una estrategia
interesante como diana terapéutica y/o preventiva para el tratamiento de la misma. Se han
desarrollado inductores de Nrf2 a través de diferentes mecanismos como la inhibicioén de su
principal represor Keapl. Los compuestos mas estudiados son 1, 2 y sus derivados para una
mejora de la biodisponibilidad. A pesar de los buenos resultados y aunque muchos de los
compuestos ya presentan estudios clinicos, actualmente ninguno de estos compuestos se ha
aprobado para la EA.
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