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Disefno in silico de inhibidores selectivos de la
GSK-3p con actividad quelante para el
tratamiento de la enfermedad Alzheimer

MANCILLA DIAZ HECTOR, GUZMAN DE LOS RIOS JOSE

Resumen— EI Alzheimer es una enfermedad cerebral que
ocasiona problemas relacionados con la memoria, el pensamiento
y el comportamiento. Las investigaciones suelen asociar la
enfermedad con la aparicion de placas seniles y ovillos
neurofibrilares. La GSK-3 es una serina/treonina cinasa que
interviene en muchos procesos fisiologicos, el cofactor maés
importante de esta cinasa es el Mg?*. Los principales sustratos
gue relacionan esta cinasa con el Alzheimer son la proteina Tauy
la proteina amiloide. Se ha demostrado presencia de GSK3activa
en neuronas con cambios pre-entrelazados y hay un incremento
en la actividad de la GSK3 en la corteza frontal. Estas
observaciones han llevado a la teoria de que la GSK-3 tiene un
papel muy importante en el desarrollo del Alzheimer. Las cinasas
tienen un sitio de fosforilaciéon similar, pero las pequefias
diferencias que tienen nos permiten disefiar moléculas selectivas.
Con esta evidencia decidimos proponer una serie de moléculas
selectivas hacia la GSK-3 y con potencial quelante para el Mg?*.
En este trabajo se propone una serie de moléculas con disefio de
novo basado en estructuras privilegiadas que fueron evaluadas in
silico con el programa Molegro Virtual Docker y diferentes
filtros quimioinformaticos. Se obtuvieron moléculas selectivas
para cinasas que son blancos farmacolégicos y una molécula
selectiva para la GSK-3.

L. INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (AD), es la enfermedad mas
comuln de las demencias, dando un 60 a 80% de los casos
[1,2]. Los sintomas de esta enfermedad pueden variar
extensamente, el primer problema que la gente con esta
enfermedad nota es la pérdida de memoria, afectando a su
trabajo, vida social o hobbies. Algunos otros sintomas
incluyen la confusion, organizar y expresar sus ideas presentan
un problema, ponen cosas en lugares equivocados, se pierden
en lugares familiares y presentan cambios de personalidad y
comportamiento [2].

Los signos neuropatoldgicos clasicos del AD son las
placasamiloides y los entrelazamientos neurofibrilares [3]. Las
placas amiloides son depdsitos de un fragmento de proteina
llamado beta amiloide que se empieza a formar en espacios
entre las neuronas [4]. Estas placas estan formadas por el corte
de las prenisilinas PSEN a la proteina amiloide (APP), y el
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complejo y-secretasa determina la forma de la placa que se
genera, por lo tanto es muy probable que indique su
acumulacion en el tejido cerebral [5], es por esto que
recientemente se han buscado inhibidores de estas enzimas,
asi como farmacos que prevengan la agregacion de estas
placas. Existe una hipotesis que habla que la acumulacion de
las placas amiloides en el cerebro y con el paso de los afios
desata el declive cognitivo, neurodegeneracién asi como la
agregacion de placas seniles asociadas con el AD [4].

La GSK-3 es una serina/treonina quinasa que interviene en
muchos procesos fisioldgicos, desde el metabolismo del
glucogeno hasta la transcripcién de genes [7]. La GSK-3 esta
muy conservada en el reino animal. En los mamiferos, la
GSK-3 se encuentra en dos isoformas: GSK-3a. (483 aa) y la
GSK-3p (433 aa), estan localizados en el cromosoma 19 y 3
respectivamente. Existe una variante alternativa de la GSK-3p,
la GSK-3p2 [6-8]

La glucogeno sintasa cinasa 3 (GSK-3) est4 catalogada en
un grupo de cinasas llamado CMGC, este grupo incluye a las
cinasas dependientes de ciclina (CDKSs), las protein cinasas
mitdgeno activada (MAP kinases), glucégeno sintasa cinasa
(GSK) y las CDKs parecidas. Todas estas cinasas son
esenciales y se pueden encontrar en todos los eucariontes [9].

La GSK-3p es un regulador crucial en muchos factores de
transcripcion que pueden repercutir en el control de la
expresion de muchos genes. Se ha implicado a la actividad
desregulada de la GSK-3B en enfermedades psiquiatricas
como el trastorno bipolar y enfermedades neurodegenerativas,
tales como la enfermedad del Alzheimer. [10]

Las isoformas de la GSK-3 son précticamente idénticas
(98%) en el bolsillo de union a ATP pero difieren en sus
dominios N- y C- terminal. La GSK-3p2 es una isoforma
especifica para las neuronas que tiene una insercion de 13 aa
en el dominio de unién de sustrato. El bolsillo de unién a ATP
esta localizado entre los dos I6bulos y a pesar de que tiene una
gran similitud con otras cinasas, es posible obtener inhibidores
selectivos tomando ventaja de las pequefias diferencias que
existen entre las diferentes cinasas. [8, 11]
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La figura 1 muestra como la GSK-3B se asocia con los
signos neuropatolégicos encontrados en la AD. Por ejemplo,
cuando la GSK-3B es activada por el péptido B amiloide,
fosforila la APP. Otros estudios han demostrado que la GSK-
3p fosforila tau, lo que contribuye a la formacion de
entrelazamientos neurofibrilares. También esta cinasa fosforila
la piruvato deshidrogenasa, esto se traduce en el decremento
de la sintesis de acetilcolina. Por ultimo, se observo que la
GSK-3B inhibe muchos factores de transcripcion de
supervivencia, que generan estrés celular facilitando la muerte
de las neuronas. Todo junto, sugiere que la GSK-3p
contribuye a algunas caracteristicas neuropatoldgicas de la
AD. [10]
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Figura 1: Relacion entra la GSK-3p y signos neuropatoldgicos del
Alzheimer [10]

La GSK3 se ha considerado como diana terapéutica desde
que se descubri6 que actuaba fosforilando la glucégeno
sintasa, por esto, al principio, su inhibicion se dirigi6 como
tratamiento contra la diabetes mellitus, pero cuando se
descubrié la asociacién que tenia con el Alzheimer, los
esfuerzos se centraron en esta enfermedad. Y la cristalizacion
de la estructura favorecié su conocimiento, haciendo viable el
disefio de diferentes moléculas para su inhibiciéon [8].

Los inhibidores de la GSK-3 son de diversos tipos y tienen
diferentes mecanismos de accion. Entre los inhibidores de la
GSK-3, se encuentran productos aislados de recursos
naturales, cationes y pequefias moléculas sintéticas. Podemos
encontrar inhibidores ATP-competitivos, ATP-no
competitivos y sustrato-competitivos. EI mayor reto de estos
inhibidores es alcanzar la especificidad, para esto se ocupan
programas computacionales para mejorar la especificidad de
los inhibidores de la GSK-3 [6].

Ademas de la GSK-3 se eligieron otras cinasas en donde se
estudiara el comportamiento de las moléculas con el fin de
observar si presentan selectividad sobre la GSK-3. Las cinasas
se escogieron debido a la cercania que tenian a la GSK-3 en la
familia de las CMGCs, a continuacion se mencionaran las
funciones de cada cinasa en el cuerpo.

CDKL3: Ausente en pacientes leucémicos con delecion del
cromosoma 5¢. Esta pérdida puede ser un determinante
importante de la dismielopoyesis. La inactivacion de esta
enzima contribuye al retraso mental [12].
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CDKLS5: Es esencial para el desarrollo normal del cerebro.
Puede jugar un papel en la regulacién de la actividad de otros
genes [13].

CDKL1: Miembro de los controles de division celular. Esta
sobreexpresada en el cancer de mama. La pérdida de funcién
de esta enzima decrementa la proliferacion celular e
incrementa la apoptosis [14].

CDKL2: Se acumula principalmente en el citoplasma, con
niveles mas bajos en el nicleo. Involucrado en la funcién
cognitiva. Tiene relacion con el cancer de mama [15].

CLK1: Fosforila la serina y arginina del complejo
spliceosomal (SR) y puede ser un componente de una red de
mecanismos de regulacién que permiten a las proteinas SR
para controlar el empalme de ARN. Regula el corte y
empalme alternativo del factor tisular (F3) pre -mRNA en las
células endoteliales y adenovirus E1A pre- mRNA.
Involucrada en la fisiopatologia del Alzheimer [16].

CLK2: Puede ser un componente de una red de mecanismos
de regulacién que permiten a las proteinas SR controlar el
empalme de ARN. Actia como un supresor de la
gluconeogénesis hepatica y la produccién de glucosa por la
represiéon de la actividad transcripcional de los genes
PPARGC1A gluconeogenicos a través de su fosforilacion
[17].

CLK3: Tiene efecto en la regulacion de RNA spilicing. Se
puede producir en niveles muy bajos debido a un codén
prematuro en el ARNm, lo que lleva a la descomposicién de
ARNmM [18].

Il. OBJETIVO

Disefar y evaluar in silico inhibidores selectivos de la GSK-3p
con actividad quelante para el tratamiento de la enfermedad
Alzheimer.

1. METODOLOGIA

1. Disefio de las moléculas

El disefio de las moléculas propuestas fue de tipo novo,
tomando como base estructuras privilegiadas de moléculas
existentes capaces de inhibir selectivamente la GSK-3. Para
ello se analizaron las cavidades de los diferentes sitios activos
de las cinasas y se afiadieron distintos grupos funcionales que
pudiesen presentar interacciones con los aminoéacidos que
conforman la cavidad; entre las distintas modificaciones, se
encontraban grupos voluminosos con potencial quelante.

2. Estudio de docking
Proteina. Las estructuras cristalogréficas de GSK-3p,
CDKL3, CDKL5, CDKL1, CDKL2, CLK1, CLK2 y CLK3
fueron descargadas del banco de datos de proteinas (PDB,
cddigos 4ACD, 3ZDU, 4BGQ, 4AGU, 4AAA, 2VAG, 3NR9
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y 2WUB, respectivamente). Las moléculas cristalograficas de
agua fueron removidas manualmente, las cargas se asignaron
de forma automatica por el software. Se realiz6 la blsqueda
automatica de cavidades, seleccionando aquella conteniendo
el ligando co-cristalizado como la zona de busqueda.
Ligandos. Se propusieron 270 moléculas diferentes con un
rango de LogP entre 2 y 4, calculado en Molinspiration y
OSIRIS. Los compuestos fueron dibujados en formato 2D y
optimizados a 3D en el programa ChemSketch y se exportaron
al programa Molegro Virtual Docker 6.0.2 en formato .mol
Docking. Los célculos de docking se llevaron a cabo usando
el programa Molegro Virtual Docker 6.0.2 . Se us6 un grid
spacing de 0.30 Ay el algoritmo MolDock Optimizer.
Selectividad. Para obtener la selectividad de las moléculas
propuestas, se realiz6 un porcentaje de diferencia entre la
cinasa que resulté con un mejor valor en el Rerank y los
resultados de las otras. La formula utilizada fue la siguiente:

Rerank a comparar- mejor Rerank
Selectividad = x100
mejor Rerank

3. Estudio de las moléculas con los programas de filtros
quimioinformaticos.

Las moléculas que mostraron selectividad frente a las otras

cinasas  probadas, se estudiaron en los filtros
quimioinforméticos OSIRIS, PASS, Molinspiration 'y
AdmetSAR.

IV. RESULTADOS
1. Moléculas méas prometedoras

2. Estudio de docking

CUADRO |
RERANKS OBTENIDOS POR EL PROGRAMA MOLEGRO VIRTUAL
DOCKER DE LAS MOLECULAS MAS PROMETEDORAS

|cokis  cokis lck3 ok
-03.87| -124.50| -106.80| -106.69] -95.85| -90.16] -96.29| -101.31

-76.20| -81.11| -76.45| -78.58| -76.45| -98.48| -80.24| -82.91
-84.40| -115.76| -100.51| -86.52| -93.04| -90.21| -105.05| -105.05
-96.82| -66.26| -111.80| -117.51| -138.61 -93.62| -110.29| -99.03
-115.30| -94.78| -95.54| -96.85| -96.57| -113.07| -110.88| -93.25
-97.59| -133.09| -107.18| -65.83| -92.59| -111.58| -100.04| -100.04
-102.08| -87.02| -88.74| -110.08| -121.36| -149.40| -120.11| -100.64
-91.20| -74.76] -61.06| -98.21| -100.45| -120.41| -94.90| -83.51
-96.45| -117.21| -86.03| -105.60| -138.77| -109.41| -85.86| -82.72
-84.37| -121.42| -108.12| -102.53| -101.70| -114.85| -102.15| -100.84
-98.29| -113.83| -116.60| -106.40| -99.48| -132.23| -93.80| -103.31

Los resultados en amarillo muestran los mejores Reranks. Las cinasas mostradas
en rojo presentan efectos negativos en el cuerpo humano cuando se inhiben.

CUADRO I

SELECTIVIDAD DE LAS MOLECULAS MAS
PROMETEDORAS

-24.61 0.00| -14.22 -14.30| -23.01 -27.58| -22.66| -18.63

| 2262 -17.64] -2237] -2021] -22.37 0.00] -1852| -15.81

| 27.09] 000 -13.17] -25.26] -19.63] -22.07] 9.26] -9.26

-30.15| -52.20| -19.34 -15.22 0.00| -32.46| -20.43| -28.56

0.00| -17.79 -17.14 -16.01| -16.25 -1.93 -3.84| -19.12

| 2667|000 -19.47| -5054] -30.43| -16.16] -24.83] -24.83

-31.67| -41.75 -40.60 -26.32| -18.77 0.00( -19.61| -32.63

-24.26| -37.91 -49.29 -18.44| -16.58 0.00f -21.19| -30.65

| 3050 -15.53] -38.00] -23.90] 000 -21.16] -38.13] -40.39

| 3051 000/ -10.95| -15.56| -16.24| -5.41| -15.87| -16.95

-25.67| -13.91 -11.82 -19.54| -24.77 0.00( -29.07| -21.88

Los resultados en amarillo muestran las moléculas con selectividad hacia alguna
cinasa. Las cinasas mostradas en rojo presentan efectos negativos en el cuerpo
humano cuando se inhiben. A medida que el nimero baja, la selectividad incrementa.

] CDKL3  CDKL5 | CLK3  CLK2
|1

3. Estudio realizado por los filtros quimioinformaticos
CUADRO IlI
RESULTADOS OBTENIDOS CON EL PROGRAMA
MOLINSPIRATION

1.44| 3.3 | 3.85 | 4.36 | 1.79 | 3.81 | 2.44 |3.55| 3.09

0.18| 0.25 | 0.27 | 0.16 | 0.3 | 0.23 | 0.22 |0.29 | 0.48

0.02| -0.3 | -0.3 |-0.36|-0.36 | -0.37 | -0.36 | 0.15 | 0.44

0.45| 0.04 | 0.05 | -0.08|-0.13 | -0.03 | -0.07 | 0.2 | 0.85

0.1 | -0.5 |-0.36 | -0.39 |-0.48 | -0.53 | -0.38 | -0.5 | 0.27

0.16 (-0.01 | -0.01 | -0.04 | -0.2 | 0.03 |-0.13|0.19 | -0.01

0.25| 0.11 | 0.13 | 0.08 | 0.03 | 0.04 | 0.13 (0.17 | 0.43

1 1 1 1 1 1 1 1 o]
CUADRO IV
RESULTADOS OBTENIDOS CON EL PROGRAMA

OSIRIS

El color rojo indica que la molécula podria presentar ese peligro en el cuerpo.

CUADRO V

RESULTADOS OBTENIDOS CON EL PROGRAMA
ADMETSAR

0.793 | 0.783 | 0.908 | 0.832 | 0.787 | 0.856 | 0.779 | 0.867 | 0.767 | 0.644 | 0.676

El color rojo indica que la molécula no presenta esta caracteristica. El color verde
indica que la molécula presenta esta caracteristica.
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ANALSIS DE RESULTADOS

Las 270 moléculas propuestas por disefio novo basado en
estructuras privilegiadas, se estudiaron con el uso del
programa Molegro Virtual Docker, en ocho cinasas distintas,
entre ellas la GSK-3. Las cinasas diferentes de la GSK-3
fueron seleccionadas por la cercania que presentaban en el
grupo de las CMCGs. Las cinasas CDKL2, CDKL1 y CLK1
estan reportadas como dianas farmacologicas por los efectos
negativos que conlleva su sobreexpresion, mientras que las
otras 4 tienen efectos positivos en el cuerpo, por lo que su
inhibicion causaria efectos secundarios negativos. Debido a
que la selectividad por las cinasas CDKL2, CDKL1 y CLK1
es de interés, las moléculas que presentaron una alta
selectividad a ellas se resaltaron en el trabajo.

La selectividad fue calculada usando una férmula de
porcentaje de diferencia entre los reranks obtenidos por el
progama Molegro Virtual Docker, los resultados de reranks y
selectividad se presentan en las tablas 1 y 2. La selectividad
fue el pardmetro fue el usado para seleccionar las moléculas
mas prometedoras de las disefiadas, las moléculas se
consideraban selectivas cuando presentaban un valor de

tyentes qualantey 7
vohmnosos n
R Grupes volum ncaos uridos por cetona 6 por "
*iae aToa

porcentaje de diferencia de alrededor 10 0 mas sobre las otras
cinasas. Finalmente, 11 moléculas fueron elegidas para
estudiarlas en los filtros quimioinformaticos propuestos, con
la finalidad de escoger moléculas, que segun los filtros, no
muestren peligros para la salud, cumplan las reglas de Lipinski
y muestren caracteristicas importantes en un farmaco, por
ejemplo su capacidad de absorcién, LogP cercano a 3 y en

CUADRO VI

TOTAL DE MOLECULAS POR FARMACOFORO Y LA SELECTIVIDAD
QUE PRESENTARON HACIA LAS DIFERENTES CINASAS

CDKL3 | CDKL5 CLK3 | CLK2

0 5 4 0 1 0 0

0 2 1 0 0 0 0 este caso, atravesar la barrera hematoencefalica.

0 0 2 0 0 0 0

0 9 3 0 0 0 0 i 3 .

0 0 0 2 2 1 2 Los resultados del estudio de las 11 moléculas seleccionadas
8 1 1 3 g g g con el uso de los filtros quimioinformaticos OSIRIS,
0 1 8 0 1 0 1 AdmetSAR y Molinspiration se presentan en las tablas 3,4 y
(1) i 1‘; ii g 12 1‘21 g 5. Después de analizar los resultados se eligieron dos
o 0 s 18 21 6 6 0 moléculas, la 5 y la 11. La molécula 5 es sin duda la mas

importante para este trabajo, ya que es la Unica que muestra
selectividad hacia la GSK-3, mientras que la molécula 11 es la
que muestra los mejores resultados en los filtros
quimioinforméticos, ademas de una gran selectividad por la
cinasa CDKL2, estudiada por la relacion que tiene su
sobreexpresion con el cancer de mama. Los filtros
quimioinforméticos mostraron que las dos moléculas
seleccionadas podrian tener ciertas caracteristicas que
representan a un farmaco, entre ellas se destacan la capacidad
atravesar la barrera hematoencefélica, buena
permeabilidad, absorcion en el intestino humano, LogP
cercano a 3 y pocas violaciones a la ley de Lipinski. Las otras

Las cinasas mostradas en rojo presentan efectos negativos en el cuerpo humano
cuando se inhiben.

5. Interacciones de dos moléculas con susrespectivas
cinasas

Figura 2: Muestra las posibles
interacciones por puentes de hidrogeno
de la molécula 11 con la enzima
CDKL?2 segun los calculos obtenidos
por el programa Molegro Virtual de
Docker.

Figura 3: Muestra las pos&bles
interacciones por puentes de hidrogeno
de 1a molécula 5 con la enzima GSK-3
segun los calculos obtenidos por el
programa Molegro Virtual Docker.

nueve moléculas no presentaron todas estas caracteristicas o
las presentaron en menor proporcién, cabe destacar que el
estudio de estos filtros se basa en una base de datos de
moléculas de las que ya se sabe su comportamiento en el
cuerpo, entonces por semejanza estructural define cuales
podrian ser sus caracteristicas en el organismo.
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Se disefiaron 11 farmacéforos diferentes buscando tener
buena afinidad, selectividad y una fuerte unién al sitio de
fosforilacion de la GSK-3 por medio de interacciones tanto
estéricas como por puentes de hidrégeno. En el disefio de
farmacos se buscd que los farmacos no fueran completamente
planos, si no con varios sustituyentes para tener moléculas
voluminosas porque las cavidades de las cinasas con las que
compite la GSK-3 son estrechas y largas, mientras que el sitio
de accidn de la GSK-3 es ancho. Aunque no se logré inclinar
la balanza hacia la GSK-3, tenemos unos resultados de
selectividad por famac6foro muy importantes en la tabla 6
porque cada farmacdforo mostr6 inclinarse hacia una o dos
cinasas.

Los farmacoforos 1, 2, 4 y 7 se inclinaron a la CLK1 y
CDKL3, la CLK1 se considera como blanco farmacolégico
porque estd involucrada con la fisiopatologia del Alzheimer,
mientras que la CDKL3 no se puede inhibir porque la
inhibicion de esta cinasa contribuye al retraso mental. El
farmacéforo 5 no muestra inclinarse por ninguna cinasa en
especial, esto no quiere decir que el farmacéforo no se le
pueda dar un uso, solo que los sustituyentes se tienen que
modificar para promover que las moléculas se inclinen por
una cinasa. El farmacéforo 6 muestra la mayoria de su
poblacion en la CDKLS5, esta cinasa esta relacionada con el
desarrollo normal del cerebro por lo que su inhibicién no es
recomendable, aunque con inhibidores selectivos de esta
cinasa se podria conocer con mayor detalle la funcién que
tiene en el cuerpo. Las moléculas disefiadas con el
farmacdéforo 8 se inclinan por la CDKL2 y la CDKL3, se sabe
que la CDKL2 esta sobreexpresada en el cAncer de mama, por
lo que este farmacdforo se podria ocupar para disefiar
inhibidores de esa cinasa. El farmac6foro 9 presenta tres
cinasas principales, la CDKL5, CDKL1 y CLK3, la CDKL1
se ha estudiado porque su inhibicidn incrementa la apoptosis
celular, por lo que inhibidores de esta cinasa podrian ser
usados contra el cancer. Por otro lado, el farmacoforo 10
presenta varias moléculas en las cinasas CDKL3, CDKLS5,
CDKL1 y CDKL2. Finalmente el 11 presenta una vasta
poblacion en las cineastas CDKL5 y CDKL1. Como se
observa con los resultados de este proyecto se pueden
proponer varias moléculas para inhibir diferentes cinasas y
tratar diferentes enfermedades.

VI. CONCLUSIONES

En conclusidn se lograron identificar algunas estructurascomo
potenciales moléculas base para posteriores estudios sobre
disefio de inhibidores selectivos de cinasas.

En particular, la selectividad hacia GSK-3b se logré de modo
parcial, aunque se disefiaron moléculas que presentan
selectividad sobre otras cinasas que son consideradas como

CS-5
dianas bioldgicas y que presentan buenos valores en los
diferentes filtros quimioinformaticos.
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