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1. RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por ser una enfermedad neurodegenerativa cuya
prevalencia cada vez es mayor. Los signos patoldgicos de esta enfermedad son,
principalmente, el acimulo y agregaciéon de proteinas fosforiladas, la degeneracidon axonal y
la disminucion de niveles cerebrales de determinados neurotransmisores como la acetilcolina.
A pesar de la caracterizacion de estos mecanismos patoldgicos, no se han desarrollado
terapias que los modifiquen hasta ahora. Los tratamientos actuales se centran en la mejora
de los sintomas cognitivos y funcionales como el aprendizaje y la memoria. La busqueda de
nuevas terapias que se centren en la modulacién de rutas moleculares y celulares implicadas
en estos procesos y que combatan la muerte neuronal, ha descubierto el papel de ciertas
proteinas quinasas en la fosforilacion y posterior agregacién de diversas proteinas en el
cerebro. Entre las proteinas quinasas relacionadas con esta patologia se encuentra la Rho
quinasa (ROCK). Se ha descrito una relevante participacién de la via de sefalizacién celular
ROCK, lo que la convierte en una diana prometedora para nuevos enfoques terapéuticos. En
este trabajo se hace una revision del conocimiento que existe hasta ahora sobre el papel de
ROCK en la enfermedad de Alzheimer, asi como la utilidad de su inhibicion. Se detallan las
caracteristicas tanto estructurales como funcionales de ROCK y sus interacciones moleculares,
las diferencias entre las dos isoformas ROCKI y ROCKIl y se comparan los niveles de expresién
tanto de ROCK como de sus productos en situaciones fisioldgicas y patoldgicas. A
continuacion, se hace una revisidon del desarrollo de los inhibidores de ROCK que podrian
aplicarse en el tratamiento del Alzheimer. Se describe el mecanismo de accién de los
compuestos inhibidores, su estructura e interacciones moleculares con ROCK y los resultados
obtenidos de los estudios que se estan llevando a cabo con ellos. Comenzando por los que ya
han sido aprobados en clinica como el fasudil y el Y-27632 hasta los que se estdn ensayando
en modelos animales y que se postulan como mas prometedores que los comercializados,
debido a su elevada selectividad frente a ROCK y, por tanto, a la menor aparicién de efectos
adversos. La obtencidon de compuestos con una selectividad elevada podria dar lugar a
tratamientos eficaces y seguros que podran utilizarse de manera crénica para tratar el proceso
neurodegenerativo en esta enfermedad.

ABSTRACT

Alzheimer’s disease is neurodegenerative disorder that is affecting an increasing population.
The main pathological marks are protein accumulation and aggregation, axonal degeneration
and decrease of some neurotransmitter such as Acetylcholin. Despite these pathomechanisms
have been described, no disease-modifying therapies have been developed so far. Current
treatments focus on functional and cognitive symptoms, enhancing learning and memory. The
search of new therapies based on modifying molecular and cellular pathways that are involved
in these pathological processes has discovered the roll of some protein kinases in the brain
protein phosphorylation and later aggregation. Among such kinases, is the Rho kinase (ROCK).
A significant involvement of ROCK signaling pathway has been described in these pathological
marks making it a promising target for new therapeutic approaches. This essay reviews the
knowledge of the involvement of ROCK in Alzheimer’s Disease and the utility of its inhibition.
Its functional and structural characteristics and its molecular interactions are described in
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detail, also the differences between both isoforms ROCKI and ROCKII and the differences of
ROCK and its downstream targets’ expression under physiological and pathological conditions
are compared. Then, a review of the pharmacological ROCK- inhibitors that could be applied
to Alzheimer’s Disease treatment is carried out. In this review, it is analyzed their mechanism
of action, molecular structure and molecular interactions with ROCK. Moreover, the results of
the current studies with these drugs are discussed. The review begins with those that have
already been approved for clinical use such as Fasudil and Y-27632 and continues revising all
available data from those that are being tasted in different animal models. Owing to the high
selectivity of the latter, the adverse effects are decreased. Therefore, these new highly
selective ROCK-inhibitors present more promising prospects for the chronic treatment of
Alzheimer’s Disease.

2. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas son un grupo de patologias caracterizadas por una
disfuncién progresiva del Sistema Nervioso Central. Los trastornos neurodegenerativos tienen
en comun, ademads del proceso de muerte neuronal progresiva, procesos de inflamacion,
niveles bajos de determinados neurotransmisores, y modificaciones post-translacionales en
diferentes proteinas que conllevan a su plegamiento anémalo y/o acumulacién en forma de
agregados tanto a nivel intracelular como extracelular, dando lugar a la muerta celular!. Cada
enfermedad se caracteriza por afectar una zona concreta del SNC produciendo los sintomas
caracteristicos de degeneracidon de esa area, tratdandose estos sintomas principalmente de
problemas en el movimiento (ataxias) o en el funcionamiento cognitivo (demencias). Otra
caracteristica comun es que son de etiologia idiopatica, es decir, se desconoce la causa que
las produce. Ademas, muchas de estas patologias tienen como factor de riesgo comun la edad.
Por lo que el aumento de la esperanza de vida y con ello el progresivo envejecimiento de la
poblacién en paises desarrollados ha supuesto un aumento de la prevalencia en este tipo de
enfermedades?.

Un estudio de la Organizacidon Espafola Neuroalianza incluye en las principales enfermedades
neurodegenerativas a: la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis
lateral amiotrdfica, esclerosis multiple y enfermedades neuromusculares3.

Enfermedad de Alzheimer

Centrandonos en la primera, la enfermedad de Alzheimer es el tipo de demencia mds comun.
La demencia es una enfermedad neurodegenerativa que conlleva a una pérdida progresiva de
las capacidades cognitivas. El Alzheimer, supone entre un 50 % y 70 % de los casos de

demencia, presentando una prevalencia mundial de 400 afectados por cada
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100.000habitantes3. Este trastorno, se caracteriza por una disminucidon de los niveles
cerebrales de determinados neurotransmisores, acetilcolina principalmente, dando lugar a
una pérdida gradual de memoria hasta la completa incapacidad de los afectados para poder
llevar una vida auténoma. También estdn implicitos otros sintomas como cometer errores
semanticos al hablar y/o cambios tanto en el caracter como en la personalidad. A dia de hoy
se desconoce su etiologia por lo que llevar a cabo una prevencién efectiva es un objetivo
complicado. Se sabe que su principal factor de riesgo es la edad, afectando mayoritariamente
a personas mayores de 65 afios. La enfermedad de Alzheimer también parece ser mas comun
en las mujeres que en los hombres®.

Actualmente, los farmacos que existen para el tratamiento del Alzheimer se centran en
mejorar los aspectos cognitivos y funcionales de la enfermedad pero no tienen efecto sobre
la progresion de esta. Se utilizan dos tipos de medicamentos para tratar los sintomas
cognitivos:

1. Inhibidores de la colinesterasa: donezepilo, rivastigmina y galantamina. Estos
farmacos incrementan los niveles de acetilcolina al inhibir la enzima que
cataliza su hidrdlisis. Este neurotransmisor estd involucrado en el aprendizaje
y la memoria. La mejora es moderada ya que la eficacia de estos farmacos dura
aproximadamente un afio y funciona en solo la mitad de personas a las que se
les prescribe.

2. Memantina. Se trata de un antagonista del receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA), el cual regula la actividad del glutamato en el cerebro. Este
neurotransmisor también estd involucrado en el aprendizaje y la memoria. La
union del glutamato a su receptor en la superficie celular permite que el calcio
pase al interior de la célula. Este proceso es importante tanto para la
sefializacion celular como para el aprendizaje y la memoria. Sin embargo, si se
produce una liberacién masiva de glutamato por parte de las células, como
ocurre con las células dafadas en el Alzheimer, se produce una
sobreexposicién de calcio crénica que acelera el dano celular. La memantina
ayuda a evitar esta cascada al bloquear los receptores NMDA®.

Estos tratamientos farmacoldgicos se combinan con tratamientos no farmacolégicos
consistentes en la estimulacion cognitiva, terapias conductuales, de rehabilitacién funcional,
lddicas y de adaptacion al entorno y uso de productos de apoyo?.

Los marcadores histopatoldgicos que caracterizan al Alzheimer son los depdsitos
extracelulares que se encuentran en las placas seniles, que estdn compuestas de péptidos B —
amiloide y ovillos neurofibrilares de proteinas tau hiperfosforiladas. Estos depdsitos

contribuyen al deterioro de la memoria y del aprendizaje que se producen como consecuencia
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de la degeneracion neuronal y la disfuncidn sinaptica caracteristicas de esta enfermedad. Los
péptidos ABi-40 y AB1-42 se producen por enzimas proteoliticas que rompen a la proteina
precursora del péptido amiloide (APP). Estas enzimas se conocen con el nombre B- vy y-
secretasa. La enzima a-secretasa también presenta actividad proteolitica, sin embargo, como
rompe a la APP dentro del dominio BA, no da lugar a péptidos BA como productos de esta lisis.
Resultados de distintos estudios en mutaciones genéticas y neurotoxicidad sugieren que tanto
los péptidos BA, especialmente las fracciones solubles, como la proteina APP juegan un papel
central en la enfermedad de Alzheimer’. Las mutaciones en el gen APP también han sido
identificadas en el Alzheimer familiar (EAF). Los casos de EAF muestran un mecanismo
neuropatoldgico muy similar a los casos esporddicos de EA. La reduccidon bien de la produccion
de BA o de su acumulacién es fundamental en las estrategias terapéuticas dirigidas a la
modificacién de la enfermedad?®.

La busqueda de nuevas terapias farmacolégicas que combatan los trastornos
neurodegenerativos sigue dos vertientes. La primera se centra en prevenir, retardar o paliar
la sintomatologia que aparece cuando se produce el déficit de los neurotransmisores. La
segunda se centra en el estudio de los procesos de muerte neuronal y en la busqueda de
farmacos que modulen las rutas moleculares y celulares implicadas en estos procesos®.
Recientemente, ha sido demostrado que ciertas proteinas quinasas se encuentran
sobreactivadas e implicadas en la fosforilaciéon y posterior agregacion proteica caracteristica
de este trastorno. Por ello, se ha planteado la eleccién de dichas proteinas quinasas como
dianas farmacolégicas para el tratamiento de estas enfermedades asi como intentar
descubrir, sintetizar y optimizar sus inhibidores selectivos como candidatos a farmacos
eficaces’.

Las quinasas son una familia de proteinas que llevan a cabo la fosforilacidon de residuos de
serina, treonina y tirosina mediante la transferencia de un grupo fosfato del ATP al residuo
correspondiente. Estas enzimas se diferencian en dos grandes grupos. Su clasificacidon se basa
en la especificidad de sustrato por parte de la proteina durante la reaccién de fosforilacidn. El
primer grupo esta compuesto por proteinas Ser/Ther quinasas. Mientras que el segundo lo
conforman proteinas que realizan la fosforilacidn sobre residuos de tirosina, Tyr quinasas. El
factor comun de esta familia proteica es la presencia de una regién, denominada dominio

catalitico quinasa, sobre la cual reside la actividad de fosforilacion. Este dominio presenta un
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plegamiento bilobulado, donde se puede diferenciar una regién de pequeno tamafio amino
terminal separada de la region de mayor tamafio carboxilo terminal mediante un segmento
bisagra de corta longitud. Entre ambos |dbulos existe una profunda cavidad en la que se situa
el centro activo de la enzima el cual presenta el sitio de unién tanto al ATP como al sustrato
especifico que va a ser fosforilado?°.

Dada la similitud estructural que comparten en su dominio catalitico, es muy importante
centrarse en el concepto de selectividad a la hora de desarrollar inhibidores concretos de una
de estas quinasas ya que, de lo contrario, se produciria la inhibicién de varias quinasas al
mismo tiempo apareciendo numerosos efectos secundarios como consecuencia?®.

Los estudios de estas proteinas quinasas y su relacion con el Alzheimer nos muestran que este
grupo de enzimas estd implicado en el proceso de formacion del péptido B-amiloide a partir
de la proteina precursora amiloidea (PPA), la fosforilacién de la proteina tau, la
neuroinflamacién y la neurotoxicidad. Entre las proteinas quinasas relacionadas con esta
patologia, se encuentra la Rho quinasa que esta relacionada directamente con el crecimiento
neuritico vinculado al proceso de la PPA y la toxicidad de su metabolito B-amiloide?.

Rho quinasa

La Rho quinasa, mas conocida como ROCK, es una serina/treonina quinasa perteneciente al
grupo de proteinas quinasa AGC (c-AMP-dependent protein kinase/protein kinase G/protein
kinase C)°. Han sido identificadas dos formas homdlogas de ROCK en los mamiferos, ROCKI,
también conocida como ROKp, Rho-kinasaP3 o p160ROCK y ROCKII, también llamada ROKa.
Las dos isoformas comparten un 64% de identidad en su secuencia aminoacidica primaria,
siendo la homologia en el dominio quinasa aun mayor, 92%?1.

Su dominio catalitico estd localizado en la regién N-terminal. En el centro de la molécula se
encuentra una estructura a-hélice antipatica formando una regidn espiral que contiene el sitio
de unidn de la proteina Rho. A este ultimo se unen exclusivamente las formas de GTP-RhoAy
RhoC. La regién C-terminal comprende dos dominios en forma de dedos de zinc ricos en
cisteina y un dominio de homologia pleckstrina. La elevada similitud entre ambas isoformas
dificulta el disefio de inhibidores selectivos para cada una de estas estructuras?!?.

ROCK, en su forma nativa se encuentra inactivada, debido a una autoinhibicién llevada a cabo
por la regién C-terminal. La activacién de la quinasa se produce por una deplecidn de esta

regidon C-terminal. Otra manera de activar a ROCK es mediante la ya mencionada unién de
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GTP-RhoA™. La proteina Rho es un miembro de la subfamilia Rho de las GTPasas, presenta
una masa molecular relativamente pequefia y pertenece a la superfamilia de proteinas Ras*2.
Puede ser activada mediante la unién a una molécula GTP por factores de intercambio de
nucledtidos de guanina (GEF). Cuando se une a GTP, RhoA activa a ROCK dando lugar a
cambios conformacionales que irrumpen la funcién auto-inhibidora de la regién C-terminal.

Una vez activa, ROCK va a fosforilar una gran variedad de substratos?3.
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En ocasiones, la region auto-inhibitoria puede ser permanentemente eliminada mediante la
accién de unas proteinas llamadas caspasas para la ROCKI y mediante granzima-B para
ROCKII,

La via de sefalizacion Rho/ROCK, es un sistema de transduccion de sefales
considerablemente importante en el sistema nervioso central. Esta via esta involucrada en
procesos como el crecimiento celular, diferenciacion, migracién y desarrollo. Se trata de una
de las principales vias de transduccidon de sefiales inhibitorias. Se ha comprobado que
suprime la regeneracidn del sistema nervioso central en vivo. Por lo tanto, una comprension
de esta via es esencial para poder avanzar en los estudios de regeneracion. Esta via consta de:

- Proteinas supresoras: glicoproteina asociada a la mielina, factor inhibitorio
decrecimiento neuronal (Nogo A, B, C) y glicoproteina oligodentrocitica de mielina.

- Receptores de estas proteinas inhibitorias: receptor Nogo, PIR-B y receptor p75.

- La proteina Rho.

- ROCK.

- Sustratos que van a ser fosforilados por ROCK cuando se activa'?.

Regulacién upstream

La cascada de sefializacion Rho/ROCK puede ser activada por varios receptores de membrana
como por ejemplo por receptores acoplados a la proteina G, por receptores tirosina quinasa
y por receptores intracelulares. En el sistema nervioso central existen, principalmente, tres
factores inhibitorios asociados a mielina que son: la glicoproteina asociada a mielina, la
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glicoproteina oligodentrocitica asociada a mielina y Nogo. Estos factores ejercen efectos
inhibitorios frente al crecimiento neuronal. También se ha visto que varias citoquinas y
mediadores inflamatorios son capaces de transformar a Rho en su forma activa GTP-Rho y por
tanto, activando la cascada Rho/ROCK!?. ROCK también puede ser activada
independientemente de Rho a través de transfosforilacién en el extremo amino terminal*.
Regulacion downstream

Rho/ROCK, una vez activada, interacciona con moléculas efectoras downstream,
desencadenando cascadas de sefalizacidén especificas. Muchas de estas moléculas juegan
papeles principales en la regulacién de la forma celular y la movilidad asi como en la
supervivencia y la apoptosis.

Uno de los efectos mas importantes de la ROCK activada es la regulacidn del citoesqueleto
de actina-miosina. ROCK fosforila a LIM quinasa, activandola. LIM quinasa, una vez activada,
fosforila a la cofilina. La cofilina es un factor despolimerizante de actina que lleva a cabo la
ruptura de miofilamentos, despolimeriza las cadenas de actina y promueve el crecimiento de
las neuritas. Cuando la cofilina es fosforilada se inactiva, por lo que la fosforilacion de ROCK
da lugar a un aumento en el nimero de filamentos estables de actina y en la formacion de las
espinas dendriticas.

Otra via clasica en la que interviene ROCK
es la fosforilacién de la cadena ligera de
miosina (MLC). ROCK puede fosforilar a
MLC de manera directa o bien de manera

indirecta fosforilando a MLC fosfatasa. La

Contraccion
p-Miosina mem———=

MLCK Actina

fosforilacion de MLC fosfatasa la deja
inactivada y por tanto ya no lleva a cabo
la defosforilacion de MLC. A través de ambas vias, ROCK aumenta los niveles citoplasmaticos
de MLC fosforilada, promoviendo por lo tanto la interaccién entre miosina y actina. Esta
interaccién incrementada da lugar a una reorganizacion citoesquelética que conlleva a un
colapso del cono de crecimiento y una retraccién de las neuritas!!.

La proteina mediadora de la respuesta a colapsina (CRMP-2) es otro efector downstream de
ROCK. Esta proteina promueve el ensamblaje de los microtubulos. También regula la polaridad

de la célula y su diferenciacién y contribuye notablemente en la regeneraciéon axonal. La
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fosforilacion de CRMP-2 por ROCKII, inhibe sus funciones y da paso al colapso del cono de
crecimiento®!.

Otra diana importante de ROCK es PTEN, que es directamente activado tras ser fosforilado
por ROCK. PTEN activado inhibe fosfatidilinositol(3,4,5)-trifosfato, que se trata de un activador
importante de la actividad Akt/PKB. A través de esta via, ROCK no solo es capaz de inhibir Akt
sino también mTORC; (diana de rapamicina en células de mamifero del complejo 1 o
mammalian target of rapamycincomplex1), que son ambos reguladores positivos de la sintesis
de proteinas, del crecimiento celular y de la regeneracion celular!l. ROCK puede ser

autofosforilada, modulando su funcién4.

o
G
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En su conjunto, la activacion de ROCK conlleva a la fosforilacion de diversas proteinas que
presentan un papel central en la regulacién, obteniéndose como resultado final, un descenso
en el crecimiento celular, formacién de fibras de tensién, colapso del cono de crecimiento,

retraccidn de las neuritas e induccién de la apoptosis!?.
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Ambas isoformas se expresan a lo largo de la embriogénesis y estdn presentes en tejidos
humanos adultos. Sin embargo, hay diferencias destacables en cuanto a los niveles de
expresion de cada isoforma en los distintos tejidos. Mientras ROCKI predomina en érganos no
neuronales como en el higado, pulmones, testiculos, sangre y en el sistema inmune, ROCKII,
se encuentra mayoritariamente en neuronas, corazén y células de la musculatura lisa®®.

Sin embargo, un estudio de Lizuka®®, ha proporcionado un mapa esquematico de los niveles
de expresidon de ambas isoformas en los distintos tejidos de ratones adultos. Se ha observado
gue ROCKI estaba presente en las células de la glia mientras que ROCKII se restringia a las
neuronas. También se observd que la expresion de ROCK en el cerebro iba aumentando a
medida que dichos ratones iban envejeciendo, pudiéndose considerar la edad como un factor
de riesgo®!. En linea con estas observaciones, un mayor numero de células positivas para ROCK
fueron cuantificadas en cerebros humanos de sujetos de mayor edad compardndolos con
controles mas jovenes!!, Sin embargo, a pesar de que las dos isoformas presentan una
distribucién tisular claramente distinta, pocas diferencias funcionales se han caracterizado
entre ellas. Una de estas diferencias funcionales entre ROCKI y ROCKII se observa durante el
proceso de eliminacion de genes de ROCKI o de ROCKII en experimentos con ratones. En la
mayoria de ratones con deficiencia de ROCKIl ocurre muerte embrionaria debido a un defecto
en la trombosis placentaria. Mientras que en los ratones a los que se les hizo un silenciamiento
de la proteina ROCKI se detectaron fallos en el cierre de los parpados y defectos en la pared
ventral. Tras un analisis detallado se observd que los fallos fenotipicos asociados al
silenciamiento de ROCKI también se producian si se silenciaba ROCKII, lo que sugiere que
ambas isoformas participan en algunos aspectos de determinadas funciones bioldgicas de la
misma manera. Es importante destacar que después de superar los problemas perinatales
tanto los ratones con deficiencia de ROCKI como los que presentaban deficiencia de ROCKII se
desarrollaron sin sufrir ningun tipo de anormalidad funcional o anatémica. Estos datos indican
que ROCK actuia de manera esencial durante el estado de desarrollo’.

Inhibidores de ROCK

Durante los ultimos afios se han desarrollado un gran nimero de inhibidores de ROCK. Los
inhibidores de la familia de las quinasas, a la que pertenece Rho quinasa se clasifican en cuatro
clases basandose en su mecanismo de accidn. La mayoria, pertenecen a la clase | tratandose

de inhibidores competitivos de ATP. Es decir, bloquean la transferencia del grupo fosfato
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terminal desde el ATP hasta el residuo aceptor. De la clase Il, se conocen nueve inhibidores
que estabilizan una conformacidn inactiva de la quinasa. La clase lll la forma, de momento,
una sola molécula, que se trata de un inhibidor alostérico altamente selectivo. Su nombre es
trametinib. Y por ultimo, los compuestos de clase IV se trata de inhibidores covalentes.

Hasta la fecha, solo dos inhibidores de ROCK han sido aprobados para su uso clinico, tanto en
Japén como en China. El fasudil fue aprobado en 1995 para el tratamiento de vasoespasmo
cerebral y el ripasudil fue aprobado en 2014 para el tratamiento del glaucoma?*3.

La principal desventaja de los inhibidores de ROCK es su incompleta especificidad frente a su
diana, lo que implica una regulacién de otras quinasas, dando lugar a la aparicion de otros
efectos debido a esa regulacidn adicional de otras vias celulares y que, como consecuencia,
enmascaran los efectos sobre la quinasa original. Por este motivo, el desarrollo de inhibidores
selectivos frente a ROCK estd siendo uno de los principales enfoques para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas.

Relacidn de la via de seializacion Wnt y la enfermedad de Alzheimer.

Los ligandos Wnt son una familia de glicoproteinas constituida por 19 miembros. La unién de
estos ligandos a sus distintos receptores o co-receptores produce la transduccidn de sefiales.
Las proteinas Wnt modulan dos vias de sefializacién: La via candnica/B-catetina y la via no
candnica/PCP. Se ha demostrado que esta familia de proteinas participa tanto en el desarrollo
del SNC como en la fisiologia de éste una vez desarrollado. Sus distintos componentes regulan
procesos como la neurogénesis, la sinapsis o el mantenimiento de la barrera
hematoencefdlica. Distintos experimentos apuntan a una relacién entre las alteraciones de las
vias de sefalizacion Wnt y la aparicion y/o progresién de distintas enfermedades neuroldgicas
como el Alzheimer?®.

Durante la sinapsis fisioldgica, las vias de sefializacion Wnt-beta-catetina (o via candnica) y
Wnt-PCP (o via no candnica), que presentan funciones antagonistas, actluan de manera
coordinada para asi mantener la homeostasis sindptica. Se ha visto que APP participa en la
regulacion de la sefializacion Wnt. APP es un co-activador tanto de la via Wnt-beta-catetina
como de Wnt-PCP a través de su interaccidn especifica con las proteinas co-receptoras de Wnt
LRPD-6 (LDL-receptor related protein6) y Vangl2 (van Gogh-like2) respectivamente. Cuando
se dan las condiciones que promueven la sefializacién Wnt por beta-catetina, se estimula la

estabilidad sinaptica y se reduce la produccion de AB. Sin embargo, la activacion de la
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sefializacion Wnt-PCP conlleva a la retraccidn sinaptica y a su vez se produce un aumento de
la producciéon de AB. Ademads, se ha identificado como pieza clave en la enfermedad de
Alzheimer a la proteina Dickkopf-1 (Dkk1), observandose niveles elevados de esta proteina en
muestras cerebrales post-mortem de pacientes con EA. Dkk-1 dirige multiples aspectos de la
neurotoxicidad mediada por AB, a través de su efecto sobre la via de sefializacion Wnt?'’.
Dkk1 actua como un inhibidor de la via Wnt-beta-catetina e induce ademas la activacion de la
via Wnt-PCP. Este dato muestra una clara relacidn entre la pérdida sinaptica y el incremento
de la produccién AB, ambos procesos inducidos por Dkk1. Existe por lo tanto, un bucle de
retroalimentacion positiva entre Dkk1 y ABY’.

Para confirmar todo esto se hicieron ensayos de genes en las células HEK293A, donde
efectivamente, se afirmo la participacién de APP en la regulacién de la seializacién Wnt. En
estos ensayos se vio como la proteina APP estimula a Wnt3a (precursor de la via candnica) o
a Wnt5a (precursor no candnico) en funcién de las necesidades sindpticas.

Se han evaluado los efectos que produce APP sobre la modulacion de Dkk1 en las dos vias de
sefializacion Wnt. La sobreexpresién de APP potencia los efectos de Dkk1l sobre ambas vias
Wnt. Por lo tanto, se plantea que la sinaptotoxicidad de Dkkl depende de APP. Para
confirmarlo se trataron con Dkk1 exdgeno cultivos neuronales primarios de ratones APP+/+y
APP-/-. Los cultivos APP+/+ mostraron una clara reduccion del nimero de espinas dendriticas,
mientras que el déficit de APP protegio a las neuronas APP-/- frente a la toxicidad mediada
por Dkk11'®, La clara participacién de APP en la sefializacion Wnt cuestiona si las mutaciones
familiares de la EA en APP podrian afectar a su funcidn en la sefializaciéon Wnt y por lo tanto a
su funcién en la regulacién de la formacién y estabilidad sinaptica. Se utilizaron los ensayos
de los genes en las células HEK293A y se compararon los efectos de la APP tipo silvestre
(APPggs) con los efectos de la forma mutante (APPswe). Esta uUltima, no potenciaba ambas vias
sino que se comportaba como antagonista de la via candnica y como agonista de la via no
candnica de forma mas potente que la forma silvestre!”:

3. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es llevar a cabo una revisidn bibliografica sobre los avances que ha
habido en la investigacion y desarrollo de nuevas estructuras de inhibidores selectivos y no
selectivos de ROCKII. De tal modo, que el desarrollo de nuevos farmacos selectivos se puedan

emplear como terapia en enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
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Alzheimer, sin que se vean afectadas otras quinasas y por tanto evitando la aparicion de
efectos adversos.

2. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién de este trabajo se ha llevado a cabo una revisién bibliografica de distintos
articulos cientificos a través de diferentes bases de datos como Pubmed,y Sciendirect y
GoogleScholar.

Se escogieron los articulos mads relevantes durante los ultimos afios, escritos tanto en inglés
como en castellano. Mediante el analisis de estos articulos se ha tratado de seleccionar la
informacién mas actual para analizar los distintos tipos de inhibidores de Rho quinasa.

Las palabras clave utilizadas en dicha busqueda fueron: “ROCK and neurodegenerative
disease”, “Alzheimer Disease, “Rho kinase inhibitors”, “fasudil’’.

5. RESULTADOS Y DISCUSION.

Inhibidores de Rho quinasa como potenciales farmacos en el tratamiento de la enfermedad
de Alzheimer.
Como ya se ha comentado anteriormente, no se han observado grandes diferencias entre las

dos isoenzimas de ROCK, ni a nivel funcional ni a nivel estructural. Ademas de la elevada
similitud que presentan en la secuencia aminoacidica del dominio al que se une el ATP (92%),
ambas isoformas han demostrado cristalizar de la misma manera, formando una estructura
de dimero N-terminal cabeza a cabeza (N-terminal head-to-head dimer)*8.

Dadas todas las similitudes entre ambas estructuras, es importante la busqueda de aspectos
que las diferencien. De esta manera se podria llevar a cabo la sintesis de inhibidores selectivos
de cada isoforma, ya que disponiendo de inhibidores selectivos de ROCKII, se podrian aplicar
a un amplio rango de trastornos del sistema nervioso central. Esta selectividad permitiria que
la actividad de estos farmacos se desarrollara sin preocupaciones de seguridad por actuacion
frente a ROCKI o frente a otras quinasas'®.

Los inhibidores de ROCK se dividen en distintos grupos: derivados de isoquinolina, derivados
de aminopirimidina, derivados del indazol, derivados de la pirazol, derivados de la urea y
otros®®.

Los derivados de isoquinolina y de aminopirimidina son inhibidores clasicos de ROCK. La
mayoria de los inhibidores que pertenecen a estos dos grupos son de tipo |, compiten con el
ATP para unirse. El bolsillo de union del ATP esta rodeado por los l6bulos C-terminal y N-
terminal. En la interfaz de ambos Iébulos aparece un sitio de unién en forma de ranura.
Ademas, estd rodeado de la regidn bisagra, el bucle rico en glicina y el bucle de activacion. El

sitio de unién del ATP tiene tres regiones: la regién adenina (A), region furanosa (F) y regiéon
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distal (D). La regidn adenina es hidrofdbica y se localiza en la parte inferior del bolsillo. En ella
se forma un enlace de hidrégeno entre la regidn adenina y la adenina del anillo del ATP. Sobre
la regidn adenina esta la regién de furanosa, con forma esférica. También es una zona
hidrofébica y a ella se une al anillo de furanosa del ATP. La regién distal interacciona con el

grupo acido fosférico del ATP®.

Dominio de dimerizacior

Cola de quinasa

Fasudil

Dominio C-terminal

Inhibidores derivados de isoquinolina: fasudil

Los inhibidores basados en la estructura de la isoquinolina tienen como representante
al fasudil.

El fasudil no solo fue el primer Inhibidor de ROCK en desarrollarse sino también el
primer inhibidor de quinasa aprobado para su uso clinico en el vasoespasmo cerebral
en China y Japon.

La estructura quimica del farmaco fasudil consiste en un anillo de isoquinolina que se
conecta a través de un grupo sulfonilo a un anillo de homopiperazina. Este farmaco se
une a la regién bisagra de ambas isoformas, ROCKI y ROCKII*L, En la siguiente figura,
se observa como el anillo isoquinolinico del fasudil se asemeja al anillo de adenina del
ATP. El nitrégeno isoquinolinico del fasudil forma un enlace de hidrogeno con el
nitrégeno del grupo amida del aminoacido Met!>®. El resto de la estructura del farmaco
ocupa el sitio de unién de la ribosa donde se produce un enlace de hidrégeno entre el
carbonilo de la cadena lateral del residuo Asp*®®y la amina secundaria del anillo de
homopiperazina del fasudil®.

N SN s

ATP Fasudil .,
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Los valores de Clso frente a ROCKI y ROCKIl son de 0,26 uM y 0,32 uM
respectivamente’. Pero también afecta a otras quinasas.

En vivo, el fasudil estd sujeto a metabolismo hepdtico, donde se metaboliza a
hidroxifasudil. Su metabolito activo es ligeramente mas potente, sin embargo,
tampoco presenta selectividad frente a ROCK actuando frente a otras quinasas como
PKC o MLCK. Una mayor optimizacién de la estructura del fasudil dio lugar al desarrollo
de un inhibidor de ROCK mas potente que los anteriores, el dimetilfasudil (H-1152P)
con valores de Ki= 1,6 nM. En 2014, ripasudil otro analogo de fasudil, fue aprobado
para el tratamiento del glaucoma. Este ultimo presenta actividad frente a ambas
isoformas, aunque presenta mayor actividad frente a ROCKIL.

a b c d
HN) HNv HNv HN)
y y ’QN y
0=?=0 0=|5=Cl Hs(li 0=|5=0 I|= 0=?=0
|
OH
fasudil hydroxyfasudil dimethylfasudil ripasudil

En la enfermedad de Alzheimer, ademads de la muerte neuronal y la acumulacién anémala de
proteinas, se produce una evidente alteracién de las espinas dendriticas. La degradacion
dendritica y la disminucidn de la densidad espinosa se han observado principalmente en la
corteza y en el hipocampo?°.

La via de seializacion PCP-Wnt actla también a través de la actividad de ROCK y puede ser
inhibida farmacolégicamente con fasudil. Se ha comprobado que el fasudil en concentracién
de 10 uM sobre células HEK293A es suficiente para revertir los efectos de Dkk1l y de Vangl2
sobre la senalizacion Wnt-PCP. También se ha podido comprobar, mediante cuantificacién de
los niveles de ABi-40 por el método Elisa, como el fasudil puede revertir los efectos que
producen Dkk1l y Vangl2 en las mismas células sobre el incremento de la produccién y
acumulacion de ABY’.

Se ha observado que el tratamiento de cultivos de neuronas corticales de rata con Dkk1
exodgeno provocaba una disminucién de la densidad espinosa (DE). Ademas, Dkk1 es capaz de
producir un incremento de la secrecidn de las tres especies de AB (ABi-3s, AP1-a0y AB1-42) en

estas neuronas. Se ha comprobado que el tratamiento de estos cultivos con fasudil 10 uM
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bloquea la accién de la proteina Dkk1. El fasudil, ademas de demostrar su efecto protector en
la sinapsis mediante el bloqueo de la reducciéon de la DE, revirtié los efectos estimulantes que
presentaba Dkk1 sobre la produccién de AP en estas neuronas. Sin embargo, en ausencia de
Dkk1 exdgeno los efectos protectores de fasudil sobre la secrecion del péptido AR fueron
insignificantes en este experimento?”’.
Después de demostrar la actividad protectora de fasudil frente a la pérdida sinaptica y el
deterioro cognitivo in vitro, se investigod si el fasudil podria producir los mismos estos efectos
in vivo. Para ello se utilizé un modelo de ratones transgénicos 3xTGAD, que expresaban
APPswe. Al cabo de 12 meses comenzaba a detectarse la carga AB, que iba aumentando hasta
producirse abundantes depdsitos de amiloide en los cerebros de estos ratones a los 18 meses.
En ese momento, se tratd a un grupo de estos ratones con 10 mg/Kg de fasudil. Estos
animales, tras los 14 dias que durd el experimento, mostraron una clara reduccién del péptido
respecto a los controles. Ademas, se demostré que la administracion de fasudil durante 14
dias disminuia la carga de la placa amiloide en todas las regiones corticales del cerebro que se
examinaron?’.

Inmunidad y enfermedad de Alzheimer
En la enfermedad de Alzheimer se ve afectado principalmente el sistema nervioso central, sin
embargo, distintas comunicaciones entre el SNC y el sistema inmune periférico demuestran
jugar un papel importante en esta enfermedad. Se ha planteado que la patologia de esta
enfermedad implica una disfuncidn inmunitaria. Los ratones transgénicos APP/PS1 (APP/PS1
Tg), que se han empleado en estudios de este trastorno, comienzan a mostrar deterioro de
aprendizaje y memoria a los ocho meses de edad y placas significativas a los 9 meses 2.
Las inyecciones de células del estroma de la médula 6sea humana (BMSCs), que presentan
funciones inumunomodulatorias, en los ratones modelo reducen la neurotoxicidad mediada
por BA. Se ha comprobado que la combinacién del inhibidor de la proteina ROCK, fasudil y
BMSCs presenta una mayor eficacia en el tratamiento del Alzheimer. Los bazos de los ratones
cuyo tratamiento habia consistido en la inyeccion de células BMSCs mostraban expresion de
ROCKIl mientras que los ratones tratados con fasudil presentaban una reduccion en la
expresion de esta proteina. Se encontrd que la expresién de ROCKII estaba considerablemente
reducida en los ratones que recibieron terapia combinada de fasudil y células estromales de

médula ésea humana ya que el fasudil, como inhibidor de ROCKII, reduce la expresion de esta

-16 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

quinasa en el bazo de estos ratones y las células estromales potencian el efecto inhibitorio del
fasudil sobre ROCKII a través de una inmunoregulacion del sistema inmune periférico®. En
2009, se informd que la administracion periférica de su metabolito, el hidroxifasudil, también
demostraba mejorar el aprendizaje del espacio y trabajaba la memoria en los modelos de
roedores con los que se llevo a cabo el experimento?®.

La Unica diferencia a nivel estructural entre ambos compuestos es el grupo hidroxilo unido al
anillo de isoquinolina del hidroxifasudil. Sin embargo, a pesar de que exista solo una ligera
diferencia entre ambas estructuras, el nitrégeno y el C-1 de la isoquinolina se enlazan de
manera invertida con los residuos del sitio de unién del ATP de ROCKII con respecto a la unién
de esta con el fasudil. De esta manera, el nitrégeno isoquinolinico del hidroxifasufil reacciona
con el carbonilo del grupo amida del aminoacido Glu*>* en lugar de hacerlo con el residuo
Met?°6, Mientras que el oxigeno del grupo hidroxilo forma un enlace de hidrégeno con el
nitrégeno de la amida de la cadena principal de Met*°®, Otra diferencia’® con respecto a los
patrones de union del fasufil es que la amina secundaria del anillo de homopiperazina del

hidroxifasudil interactta con la cadena lateral del Asp?'® en lugar de con Asp*®°,
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A pesar de que el fasudil muestra efectos beneficiosos en esta enfermedad, se observan
diversas limitaciones para establecer su uso clinico a largo plazo. Estas limitaciones
imposibilitan su uso en una enfermedad crénica como es el Alzheimer. Entre estas limitaciones
se encuentran una baja biodisponibilidad oral, la toxicidad celular que provoca como
consecuencia de su baja selectividad, asi como la vasodilatacién y la fluctuacién que produce
en la presidn arterial, proceso que se correlaciona con la inhibicién de la isoforma ROCKI.

Debido a todas estas limitaciones se ha impulsado el estudio de nuevos inhibidores selectivos
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de ROCKIl que presenten una mayor biodisponibilidad oral, una menor citotoxicidad, que
comprometan en menor grado a la fluctuacidn de la presidn sanguinea, y que permitan por lo
tanto un tratamiento de larga duracion. Estos esfuerzos en el desarrollo de nuevos
compuestos han permitido el disefio de un nuevo inhibidor selectivo de ROCKIl FSD-C10. En
el ano 2004, Tamaki comunicé un modelo de unidn ligado ligando al bolsillo de unién del ATP
de ROCK. Este modelo se dividié en tres partes: regiéon A, Fy D. Se especuld que el nitréogeno
del anillo de homopiperazina, que pertenecia a la region D del fasudil, podria formar un enlace
de hidrogeno con el ATP, lo que podria aumentar la actividad del compuesto. Por lo tanto,
teniendo como objetivo la region D del fasudil se disefid y sintetizé este nuevo compuesto

derivado de la isoquinolina??.

[\ OH \
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Fasudil Hydrochloride FSD-C10

El FSD-C10 ha demostrado su potencial terapéutico en modelos de ratones transgénicos con
proteina precursora del amiloide/presilina-1.APP/PS1. El FSD-C10 mejord el deterioro de la
memoria y el aprendizaje y mostro la capacidad de reducir la expresion del péptido BA1-42, de
la fosforilacion de la proteina Tau y de la enzima B-secretasa (BACE1) en las dreas cerebrales
del hipocampo vy la corteza de estos ratones transgénicos. Ademas, el FSD-C10 potencié la
expresion de proteinas asociadas a la sinapsis. En el Alzheimer, como ya se ha comentado, hay
una clara correlacién entre la disfuncion cognitiva que se observa y la pérdida de la sinapsis
gue se va produciendo a lo largo de la enfermedad. La proteina sinaptica PSD-95 organiza al
resto de proteinas sindpticas, media en la plasticidad funcional y estructural de la sinapsis
excitatoria y mantiene la homeostasis sindptica. Los ratones que fueron tratados con FSD-C10
presentaron una elevacién de la expresiéon de PSD-95 y de otras proteinas asociadas a la
sinapsis en sus cerebros. Estos resultados indican que la mejora en el deterioro del aprendizaje
y de la memoria gracias al tratamiento con FSD-C10 podria estar relacionada con el aumento

de la expresion de estas proteinas en el hipocampo y la corteza.
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Los factores neurotréficos también destacan en el Alzheimer por su importancia en la
supervivencia, diferenciacion, crecimiento y regeneracidon de las neuronas asi como en la
plasticidad y transmisién sindptica. El compuesto FSD-C10 presentd un efecto neuroprotector
a través de la produccidon de factores neurotréficos en los ratones que se sometieron al
experimento?3. Todos estos resultados demuestran que el nuevo inhibidor selectivo de
ROCKII, FSD-C10, presenta una esperanza mas prometedora y segura que el fasudil en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer?2,

Inhibidores derivados de la aminopiridina: Y-27632 NH,

Los inhibidores clasicos de ROCK basados en la estructura de 4-

aminopiridina fueron desarrollados por primera vez por Yashitomi

Pharmaceutical. El representante de este grupo es el Y-27632%L. Este H?‘éo

compuesto presenta una mayor actividad frente a ROCK con J H

respecto al fasudil, con una constante de inhibicién (Ki) de 140 nM y

frente a ROCKIy de 300 nM frente a ROCKII. El Y-27632 se considera e

selectivo frente a ROCK ya que presenta una selectividad de 200 veces mayor sobre

ROCK que sobre otras quinasas, entre las que se incluyen PKC, MLCK, PKA y la proteina

guinasa dependiente de AMPc. Al principio se pensaba que los niveles de Y-27632 que

llegaban al cerebro eran demasiado bajos como para que éste fuera capaz de ofrecer

efectos terapéuticos en las enfermedades del sistema nervioso central, sin embargo,

distintos estudios in vivo han demostrado que el tratamiento con Y-27632 en modelos

de animales que presentan enfermedades neurodegenerativas produce efectos

beneficiosos 1. La interferencial® de la via Rho/ROCK por el compuesto Y-27632 ha

demostrado reducir la prevalencia del Alzheimer mediante la reduccién de los niveles

del péptido  B-amiloide en concreto del péptido B-amiloidei.s.
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El compuesto Y-27632 también se trata de un inhibidor competitivo del ATP, por lo que actua
sobre ROCK a través del sitio de unidn del ATP. Se ha examinado la union del compuesto Y-
27632 con Rho quinasa. En la estructura del complejo que forma el Y-27632 con ROCKI?4, se
observa que el grupo piridina de Y-27632 interactia con el aminoacido Met!'*® de ROCK
mediante un enlace de hidrégeno entre el nitrégeno piridinico y el nitrégeno de la amida de
Met®°®, El carbonilo de la cadena principal de Glu'>* forma otro enlace de hidrogeno con el
nitrogeno del grupo piridina. Es necesaria la presencia de una molécula de agua para que haya
interaccion entre el nitrégeno del grupo amida de la cadena principal del aminoacido Asp?®y
el carbonilo de la amida del Y-27632. Por ultimo?®, el grupo amino de la cadena alquilica
interacciona con las cadenas laterales de los aminodacidos As?' y Asn?%3,

Na))
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Para determinar como la actividad de ROCKI y de ROCKII influye en el proceso de formacién

s
]
if

de AB a partir de APP, se midieron en células SH-SY5Y de neuroblastoma, los niveles de
proteina APP entera, sAPPa secretado y de AB40. Los niveles secretados de AB40 habian
aumentado un 65 % en las células donde se habia producido un silenciamiento de ROCKI
mientras que en las que se llevd a cabo una depleciéon de ROCKII se produjo un descenso del
50 %. Con estos resultados tan opuestos, se concluye que al inhibir las dos isoformas se
obtiene un efecto limitado en la reduccion del péptido por lo que se propone la inhibicién
selectiva de ROCKII para reducir significativamente el procesamiento amiloidogénico del APP2,
Inhibidores derivados de la pirazol: SR3677

Para abordar el papel de ROCKII en la produccién de AB, se llevé a cabo la transduccion en
unas neuronas corticales primarias murinas (de un modelo de rata o de ratén) con AB40 y

AB42. Seguidamente, estas neuronas fueron expuestas a Y-27633 o a SR3677. Este ultimo es

o@ un inhibidor selectivo de ROCKII que también pertenece a la clase
SR3677
0 I, es decir, se trata de un inhibidor competitivo del ATP. De acuerdo

g

N
I

HN™ "0 con lo anterior mientras que el tratamiento con Y-27632 tuvo un
efecto limitado sobre BA, el compuesto SR3677 redujo los niveles
/

de AB40 Y AB42 en mas de un 75 %. Para determinar si SR3677

7z
HN-N . . .
presentaba el mismo efecto sobre el BA enddgeno de las células
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humanas, se examinaron las células SH-SY5Y del neuroblastoma, donde el BA enddgeno
disminuyd en un 68 %. Para hacer una mayor caracterizacion de los efectos de SR3677 sobre
el procesamiento de APP a AR, las neuronas primarias que expresaban APPgos fueron
expuestas a dosis mayores de SR3677, y tanto sAPPB como AB40 mostraron una clara
reduccion dosis dependiente. En este estudio SR3677 fue comparado con el fasudil, el cual a
una concentracion 220 pM redujo tan solo un 17-22 % la acumulacién de AB40 en dichas
neuronas primarias que expresaban APPsgs. Ademas, el tratamiento con SR6377 no afectd a
la viabilidad celular, lo que demuestra que se trata de un inhibidor selectivo de ROCKIl y que
la inhibicién de ésta suprime el procesamiento amiloidogénico de la APP de manera dosis
dependiente®.

B-Amiloide se produce por la acciéon proteolitica de B-secretasa (BACE1), que rompe a la
proteina APP por el sitio B. Cuando se caracterizé que la mutacion Swedish de la APP se
producia justo en el sitio de accién de BACE1 sobre la proteina APP, se resalté la importancia
de modular esta actividad enzimatica para regular la produccion BA. Distintos estudios
genéticos que se hicieron en Islandia demostraron como las sustituciones que se producian
en APP, y que como consecuencia causaban una anulacién de la actividad proteolitica de B-
secretasa, protegian frente al desarrollo de la enfermedad. Basdndose en la considerable
reduccion de sAPPB por la exposicidon al compuesto SR3677, se postuld si la inhibicidn de
ROCKII suprimiria la actividad de BACE1 sobre APP. Un analisis de los cerebros de ratones con
Alzheimer 5XFAD que fueron tratados con SR3677 demostré que la actividad de BACEL se
habia reducido en un 31% en comparacion con los ratones control. Se hicieron ensayos con
las células SH-SY5Y que fueron expuestas a dosis cada vez mayores de SR3677, en los que
finalmente se demostré que la actividad de B-secretasa estaba significantemente reducida,
mientras que los niveles de la proteina se mantenian intactos. Este resultado sugiere que la
reduccion de la conversion de la APP en BA debido a la disminucién de la actividad de BACE1
es en parte debido a la inhibicion de ROCKII. Esto se explica porque la actividad enzimatica
de B-secretasa depende de la fosforilacidon de su cadena citoplasmatica en la posicidn S498.
ROCKII lleva a cabo dicho proceso de fosforilacidn, por lo que B-secretasa es un sustrato de
ROCKII. Por tanto, la reduccidn que se observa en la actividad enzimatica de [B-secretasa tras

la exposicion al SR3677 se relaciona con la incapacidad de ROCKII de fosforilar a dicho enzima?®.
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Otro proceso que se ha visto que juega un papel importante en el procesamiento de la APP a
BA es la fosforilacidn de la cola citoplasmatica de la proteina APP. Al conocerse la capacidad
gue tiene el dominio quinasa de ROCK de fosforilar a APP se planted la hipdtesis de si ROCKII
fosforila el dominio catalitico de la APP y si esta accién influye en la produccién de AB. Se
observé que en presencia de ROCKII se identificé un solo fosfopéptido a lo largo de toda la
cadena citoplasmatica de APP que corresponde con la fosforilacién en la posicidon T654. Se
planted si la fosforilacion en T654 influia en la produccion de AB ya que esta presente en el
cerebro, y para estudiarlo, se llevd a cabo el intercambio de T654 por una alanina, lo que da
lugar a una nueva APP mutante a la que se nombra T654A. Para evaluar los efectos de esta
mutacion en la produccién de AB, unas neuronas corticales primarias son transfectadas con
lentivirus que expresaba APP T654A. Estas neuronas reducen la secrecion de ABao y ABa2 en
un 40 % y 26 % respectivamente, lo que indica que la fosforilacién en la posicidon T654 de la
APP por ROCKII es un proceso critico en la generacién de AB. Este descubrimiento indica que
el acoplamiento del tratamiento SR3677 con la mutagénesis de APP en T654 reduciria
sinérgicamente los niveles de BA. Ademads, SR3677 es capaz de alterar el transporte del APP
gue se encuentra en los endosomas, y dirigirlo de manera temprana hacia los lisosomas,
promoviendo su degradacién e impidiendo asi la formacién del péptido BAZ.

Relacidén entre la administracion de farmacos y la enfermedad de Alzheimer

Estudios epidemiolégicos demuestran que el riesgo de desarrollar EA se reduce en personas
qgue consumen ciertos farmacos como los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) o estatinas.
Determinados tipos de AINEs reducen selectivamente la produccién de BAi-a2 tanto in vitro
como in vivo. El R-flurbiprofeno reduce los niveles de este péptido y mejora los déficits de
memoria y aprendizaje en modelos de animales transgénicos con EA. Se sugiere que el efecto
inhibitorio de determinados AINEs sobre la produccién del péptido BA1-42 se relacionan con la
inhibicién de la via Rho-ROCK’.

La accidn inhibitoria de las estatinas sobre la produccién de AP se lleva a cabo a través del
mecanismo reductor de colesterol, pero también a través de un mecanismo de accién
independiente. Este mecanismo independiente consiste en la inhibicién de GTPasas entre
ellas Rho, por tanto, en la inhibicion de la via Rho/ROCK. La inhibicion de esta via de

sefializacion celular sugiere que se desencadenen dos procesos, la activacion de la enzima
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proteolitica a-secretasa y un aumento de la degradacién de APP por los lisosomas. Ambos
procesos conllevan a una inhibicién de la produccién de BA’.

7. CONCLUSIONES

La principal limitacién de los tratamientos actuales para el Alzheimer viene determinada por
el caracter crénico de la enfermedad, ya que, para conservar a largo plazo el balance
beneficio-riesgo estos tratamientos deben ser altamente selectivos. La sintesis de nuevos
compuestos inhibidores de ROCK, en los que se busca una mayor selectividad frente a ROCKII,
suponen una gran esperanza en la terapia efectiva para esta enfermedad. En los estudios
descritos hasta el momento, se pone de manifiesto que los nuevos compuestos sintetizados
presentan un aumento de la biodisponibilidad oral asi como la disminucién de efectos
adversos a medida que aumenta la selectividad del farmaco. La mayor eficiencia de estos
farmacos puede facilitar su administracion al reducirse el nUmero de dosis diarias, suponiendo
todas estas caracteristicas una posible mejora de la adherencia al tratamiento por parte de
los pacientes.
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