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en la enzima DPPIV/CD26
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cos de compuestos con grupos hidroxilo.

INTRODUCCION. ¢QUE ES UN PROFARMACO?
Y ¢POR QUE DISENAR UN PROFARMACO?

Un profiarmaco es un precursor inactivo de un farmaco,
que una vez administrado requiere una biotransformaciéon
metabolica (quimica o enzimatica) para liberar el firmaco
(agente biolégicamente activo).!"?! El concepto profarma-
co fue introducido por Albert en el afio 1958.5!

Los avances experimentados en las nuevas tecnologias
tales como la quimica combinatoria, la quimica compu-
tacional asi como los amplios programas y plataformas
de cribado de alta eficacia han dado lugar al rdpido des-
cubrimiento de un nimero cada vez mas numeroso de
compuestos muy potentes in vitro (cabezas de serie) pero
que desafortunadamente no presentan un buen perfil far-
macoloégico, in vivo, lo que impide su progresion en el
desarrollo tanto preclinico como clinico hacia su comer-
cializacion.*”! Ademads, muchos de estos cabezas de serie
presentan elementos estructurales tan restringidos que
no esposible preparar analogos incorporando a la molé-
cula ninguna propiedad “drug-like” sin comprometer su
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Resumen: En el presente articulo se describe una novedosa aproximacion profarmaco, consistente en el desarrollo de conjugados péptido-
farmaco, de compuestos portadores de grupos amino de distinta naturaleza o de grupos hidroxilo también de distinta naturaleza que son es-
pecificamente hidrolizados por la enzima endégena DPPIV/CD26. La aproximacion es viable, versatil y 1itil no s6lo para mejorar la solubilidad
en agua tanto de moléculas lipofilas, como polares, sino también para producir aumentos muy notables de la biodisponibilidad oral in vivo.

Palabras clave: Profarmacos, enzima DPPIV/CD26, conjugados péptido-fairmaco, profairmacos de compuestos con grupos amino, profarma-

Abstract: In the present paper a novel prodrug approach is described. The approach consists on the development of peptide-drug conjugates
of compounds bearing amine groups of different nature or hydroxy-groups, also of different nature, which are specifically cleaved by DPPIV/
CD26. This prodrug approach is viable, versatile an useful not only to ameliorate the water solubility of lipophilic or polar molecules, but also
to highly increase the in vivo oral bioavailability of therapeutic agents.

Keywords: Prodrugs, DPPIV/CD26 enzyme, peptide-drug conjugates, amine-containing prodrugs, hydroxy-containing prodrugs.

afinidad por el receptor/diana. Es en este punto donde
el diseno de profarmacos cobra una gran importancia, ya
que permite modificar propiedades del candidato clini-
co de forma temporal. El desarrollo de profarmacos esta
siendo muy eficaz para resolver muchos de los problemas
de dichos compuestos mejorando sus propiedades fisico-
quimicas y farmacolégicas, tales como: la solubilidad (se
estima que aproximadamente un 40% de los cabezas de
serie candidatos a farmaco obtenidos mediante las téc-
nicas antes mencionadas presentan una baja solubilidad
en agua), la estabilidad quimica y metabdlica (vida me-
dia), las malas propiedades organolépticas (mal sabor u
olor) con la consiguiente baja aceptacion por parte de
los pacientes, los perfiles farmacocinéticos desfavorables
como una biodisponibilidad oral deficiente (aumentando
la absorcién oral del farmaco y/o disminuyendo el meta-
bolismo presistémico), la falta de permeabilidad a través
de la barrera hematoencefilica, etc.[*¥ Ademas, muchas
de las propiedades desfavorables mencionadas estan in-
terrelacionadas, con lo que modificando una se pueden
variar otras, lo que le confiere al proceso de diseno de un
profarmaco una mayor complejidad. Asi, por ejemplo, el
aumento de la solubilidad acuosa de una molécula puede
facilitar su absorcién oral, mientras que mejorar la estabi-
lidad quimica puede permitir su transporte selectivo a un
6rgano o tejido, etc.!>*P!

Actualmente, entre un 8 y un 10% de los farmacos
aprobados en todo el mundo son profarmacos, y aproxima-
damente un 15% de los nuevos firmacos aprobados perte-
necen a este grupo-™! Los profarmacos se utilizan en diver-
sas areas terapéuticas y tratamientos como anti-influenza
(oseltamivir), antihipertensivos (enalapril), ulcera péptica
(omeprazol), antitumorales (capecitabina), antivirales (va-
laciclovir), etc.[%!

Un paso clave en el diseno de profarmacos es la incor-
poraciéon de un mecanismo de activaciéon que convierta el
profarmaco en sus especies activas de manera eficiente y/o
controlada hasta alcanzar una aplicaciéon médica determi-
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nada. Dicha activacion puede ser promovida por enzimas
hidroliticas o por procesos de oxido-reducciéon, aunque la
activacion de algunos profarmacos puede transcurrir asi-
mismo a través de procesos quimicos no enzimaticos. Exis-
ten, no obstante, muy pocos ejemplos de profarmacos ac-
tivados exclusivamente mediante procesos no enzimaticos,
posiblemente debido a la dificultad que supone descartar
completamente una participaciéon de alguna enzima en la
activacion de los mismos. !>

En resumen, el disefio racional de profarmacos de mo-
léculas activas, por tanto, tiene como fin el superar las ba-
rreras farmacocinéticas, farmacodinamicas o psicolégicas,
que limitan su desarrollo como farmacos comercializables
(Figura 1). Cabe destacar que la mayoria de los profar-
macos comercializados, o que se encuentran en fase de
desarrollo clinico, han sido disenados con dos objetivos
principales: mejorar su biodisponibilidad y conseguir su
accioén en lugares especificos.*6¢

Trans(portador) W—-——)ww

Hidrélisis quimica
0 enzimatica

Figura 1. llustracion del concepto de profdrmaco para superar o minimizar las barreras
en el desarrollo de un farmaco

Un tipo de profarmaco, ampliamente estudiado, es
aquel donde el agente activo (el farmaco) se une a un
transportador mediante un enlace covalente labil (ca-
rrier-linked prodrugs), cuya activacion en el organismo
puede ser por via quimica o por via enzimatica (Figu-
ra 2).[2452101 Dicho enlace debe ser lo suficientemen-
te labil, y al mismo tiempo lo suficientemente estable,
para permitir la liberacioén efectiva del farmaco in vivo.
El transportador no debe ser t6xico una vez liberado el
farmaco. Dentro de este tipo de profarmacos, aquellos
que utilizan como transportadores aminoacidos y pépti-
dos unidos al farmaco, a través de un enlace covalente
de tipo éster facilmente hidrolizable por esterasas han
sido bastante estudiados para mejorar la solubilidad y
biodisponibilidad oral de farmacos. Como ejemplo de
este grupo podemos citar los profarmacos utilizados en
clinica valaciclovir"?! y valganciclovir"® (Figura 1), és-
teres de l-valina de los agentes antiherpéticos aciclovir
y penciclovir, respectivamente, con los que se ha conse-
guido un aumento de 3 a 5 veces en la biodisponibilidad
oral del farmaco.™ Este aumento se explica por la afi-
nidad de estos profarmacos por el transportador pepti-
dico hPEPT-1, localizado en la membrana del intestino
delgado, debido a la presencia del residuo de Val.'" Sin
embargo, estos profarmacos poseen una baja estabilidad
quimica debido a la labilidad del enlace éster.!*

Por otra parte, los profarmacos que emplean ami-
nodcidos o péptidos unidos a firmacos mediante enlaces
amida han sido mucho menos utilizados debido a la gran
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estabilidad metabdlica del enlace amida. A menos que
exista una enzima especifica, las velocidades de hidrolisis
de estos profarmacos suelen ser bajas y no tiene lugar la
liberacién in vivo de niveles suficientes del firmaco.!*1%
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Figura 2. Profarmacos de Aciclovir (Valaciclovir) y Ganciclovir (Valganciclovir)

A pesar de que se han descrito un gran numero de es-
trategias profiarmaco, aun existe la necesidad de nuevas y
mejores aproximaciones. En el presente articulo se des-
cribe una nueva aproximaciéon profarmaco, enteramente
desarrollada por nuestro grupo de trabajo, consistente en
la unién de secuencias oligopeptidicas a farmacos, que pre-
sentan perfiles farmacocinéticos y/o famacodinamicos des-
favorables, a través de enlaces amida, mas estables que los
enlaces de tipo éster, que son reconocidas especificamente
por la enzima endégena dipeptidil-peptidasa IV (DPPIV/
CD26) liberando asi la forma activa del farmaco. A con-
tinuacion, se recogen algunos aspectos generales de esta
enzima que nos han ayudado en el diseno racional de los
nuevos profarmacos.

LA ENZIMA DIPEPTIDIL-PEPTIDASA TIPO IV (DPPIV/CD26)

La glicoproteina CD26 de la superficie de los linfocitos T
pertenece a una clase unica de peptidasas asociadas a mem-
branay es idéntica a la dipeptidil-peptidasa tipo IV (DPPIV,
EC 3.4.14.5).1819 La enzima DPPIV/CD26 es miembro de
la familia de las prolil-oligopeptidasas, un grupo de serin-
proteasas atipicas que hidrolizan secuencias dipeptidicas
de péptidos naturales que contienen una prolina (Pro), o
en menor medida una alanina (Ala), en la pentultima posi-
cién de su extremo N-terminal. 2"

DPPIV/CD26 se encuentra ampliamente distribuida en
el organismo. En su forma asociada a membrana, se ex-
presa principalmente en células epiteliales y endoteliales,
localizandose, en concentraciones altas, principalmente en
el rin6én y en el higado, asi como en células leucociticas del
sistema inmunitario como los ya mencionados linfocitos T
o los macrofagos, entre otros. Ademas, DPPIV/CD26 existe
en forma soluble (sCD26),19+2% ocalizandose niveles mas
bajos de sCD26 en fluidos seminales, y niveles de mode-
rados a bajos en el plasma y en el fluido cerebroespinal,
respectivamente. #2001

La enzima DPPIV/CD26 muestra una especificidad de
sustrato Gnicay relativamente restringida (Figura 3).[18:21-22]
Asi, en cuanto a la penultima posicion del extremo
N-terminal del oligopéptido, como ya se ha mencionado,

110 (3), 2014, 195-203



197 DISENO Y DESARROLLO DE UNA NOVEDOSA ESTRATEGIA PROFARMACO BASADA EN LA ENZIMA DPPIV/CD26

& Anales de
a% Quimica

DPPIV/CD26

27 3

HIDROFOBO Pro Pro
BASICO Ala Hyp
NEUTRO (Giy)
(Ser)
(val)
(Leu) q
H N .........
2 1 2 \ 3 70 residuos

Figura 3. Especificidad de sustrato de la enzima DPPIV/CD26

la enzima reconoce especificamente los aminodcidos Pro
o en menor medida Ala. Sin embargo, péptidos que po-
seen residuos de Pro o Hyp en la antepenultima posicién
(P1’) no son sustratos de DPPIV/CD26, comportandose
como inhibidores de la enzima. En cuanto a la ultima po-
sicion del extremo MN-terminal, la enzima reconoce una
mayor variedad de aminodacidos. Asi, sustratos con resi-
duos hidréfobos (ej. Val, Ile, Ala, Phe) o basicos (ej. Lys,
Arg, His) son hidrolizados mejor que los sustratos con
residuos neutros o polares neutros (ej. Gly, Ser, Gln) o
acidos (ej. Asp) en dicha posicion. En todos los casos, los
aminodcidos de esta posicion deben presentar el grupo
amino terminal libre para ser reconocidos por la enzima.

UNA NOVEDOSA ESTRATEGIA PROFARMACO

En el ano 2005 se demostr6 por primera vez que la enzima
DPPIV/CD26 jugaba un papel regulador e indispensable
en la actividad antirretroviral de una molécula sintética
pequena Gly-Pro-Gly-NH, (profirmaco inactivo), libe-
rando Gly-NH,, (que es el firmaco activo) (Figura 4).*"
En este estudio se demuestra que una molécula pequena
(Gly-Pro-Gly-NH,)) puede ser transformada en un firmaco
antirretroviral (Gly-NH,) por la accion especifica de esta
enzima. Este estudio fue la primera demostraciéon de que
CD26, abundantemente expresada en lifocitos-T, actia
como activador obligatorio y altamente especifico de un
profarmaco antiretroviral sintético (Gly-Pro-Gly-NH,) que
es inactivo como tal. Estos resultados nos sirvieron como
base para explorar el empleo de la actividad dipeptidil-

NG
0 DPPIV/CD26 0
0 —— 3 HN
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2

GPG-NH, G-NH

Figura 4. Activacion de GPG-NH, a G-NH, por DPPIV/CD26
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peptidasa de DPP-IV/CD26 como herramienta para el di-
seno racional de una nueva estrategia profarmaco.

En nuestros laboratorios disenamos y desarrollamos
una nueva aproximacioén profarmaco consistente en la
unién de secuencias oligopeptidicas a farmacos, a través
de enlaces amida, que son reconocidas especificamente
por la enzima endogena dipeptidil-peptidasa IV (DPPIV/
CD26), liberando asi la forma activa del firmaco.!?*2%
Para ello, se disenaron conjugados de féormula general I
de moléculas bioactivas con péptidos de secuencia (Xaa-
Pro) desprotegidos en el extremo N-terminal (Figura 5).

'(/Xéa-Pro)" CONH

4 DPP-IV/CD26
__ farmaco b B farmaco

Figura 5. Profarmacos basados en la enzima DPPIV/CD26

Esta novedosa aproximacion profarmaco presenta la
ventaja frente a otras aproximaciones, en que el péptido
se une al farmaco mediante un enlace amida (mas estable
que el enlace ester, sensible a esterasas e incluso inestable
a pH fisol6gico en algunos casos), que es hidrolizado espe-
cificamente por DPPIV/CD26. Ademas la presencia de un
residuo de Pro en la pentltima posicion del extremo N-ter-
minal protege a los compuestos frente a una degradacion
proteolitica no especifica (exopeptidasas no especializadas
no reconocen dichas secuencias), aspecto importante en la
estabilidad del profarmaco. Por altimo, el hecho de utilizar
como transportadores oligopéptidos presenta la ventaja de
que, tras la regeneracion del farmaco patrén, se libera un
producto natural (un di- u oligopéptido) que no es téxico
para el organismo.

PRUEBA DE CONCEPTO Y APLICACION DE LA ESTRATEGIA
A FARMACOS PORTADORES DE GRUPOS AMINO

Como prueba de concepto (proof-of-concept) de esta nueva
estrategia profarmaco elegimos la familia de derivados
TSAO (compuestos muy lipéfilos) que inhibe potente y
selectivamente la replicacion del virus de inmunodefi-
ciencia humana tipo 1 (HIV-1).27*1 Este retrovirus HIV-1
infecta principalmente a los linfocitos T, células que ex-
presan abundantemente DPP-IV/CD26 en su membrana
celular. Ademads, el hecho de que los derivados TSAO
sean moléculas extremadamente lipofilas, y por tanto,
muy insolubles en agua, nos permitié estudiar si esta
nueva aproximacion profarmaco podria dar lugar a mo-
léculas TSAO que presentaran una mejor solubilidad en
agua. En concreto, elegimos el N-3-aminopropil deriva-
do portador de un grupo amino primario, donde anclar
las secuencias peptidicas, denominado NAP-TSAQ.!*!
(Figura 6).

En primer lugar se prepar6 el conjugado modelo [Val-
Pro]-[NAP-TSAO-T] portador de la secuencia dipeptidica
Val-Pro, facilmente hidrolizada por la enzima en péptidos
naturales.”?" Los ensayos biolégicos sobre este conjugado,
tanto en presencia de la enzima purificada DPP-IV/CD26
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como en otros medios biol6gicos tales como suero humano,
suero bovino o células linfociticas T, mostraron que la enzi-
ma lo reconoce especificamente como sustrato, liberando
de manera eficaz el compuesto activo NAP-TSAO-T.[2+21
Los estudios de estabilidad enzimatica del profarmaco en
presencia de un inhibidor de DPP-IV/CD26 (Vildaglipti-
na) mostraron que la liberacién del farmaco a partir del
conjugado se debe, exclusivamente, a la accion de DPP-IV/
CD26. Por tanto, se demuestra, por primera vez, que la en-
zima reconoce sustratos “artificiales” diferentes a los pépti-
dos naturales, hidrolizando secuencias peptidicas unidas a
moléculas orgdnicas no peptidicas.

Se prepararon una gran variedad de conjugados de
dipéptidos y tetrapéptidos, desprotegidos en su extremo
N-terminal (Figura 7), variando la naturaleza y la longi-
tud de la secuencia peptidica del profarmaco con el fin
de estudiar su influencia tanto en la velocidad de hidroé-
lisis, y por tanto en su vida media, asi como en sus pro-
piedades fisicoquimicas. En primer lugar, se prepararon
conjugados (serie 1, Figura 7) en los que se mantenia el
residuo de Pro como penultimo aminodcido (para ser
reconocido por la enzima) y se introdujeron en la ulti-
ma posicion (Xaa) aminodcidos de distinta naturaleza:
hidréfobos (Ala, Phe y Tyr), basicos (Lys), neutros (Gly
y Asn) y dcidos (Glu y Asp). Todos los conjugados fue-
ron hidrolizados por la enzima liberando NAP-TSAO-T,
observandose que la velocidad de hidrélisis variaba con
la secuencia peptidica. La tasa de conversién respecto a

DPPIV/CD26 DPPIV/CD26
! t /
H—Xaa—Yaai‘[NAP—TSAO-'I] H-Xaa-Yaai'Xaa1-Yaag‘[NAP-TSAO-ﬂ
4 4 4
Xaa Yaa Xaa Yaa Xaa Yaa Xaa, Yaa,
Val Pro val Ala Val Pro Val Pro
/S:]ae gg ¥a: Elv Val Ala Val Pro
al Leu
Tyr Pro val Phe Val Ala Val Ala
Lys Pro Val D-Pro Lys Pro Asp Pro
Gly Pro Val Hyp ]
Asn Pro Serie 3
Glu Pro Serie 2
Asp Pro
Serie 1

Figura 7. Profarmacos dipeptidicos y tetrapeptidicos de NAP-TSAO-T activados
por la enzima DPPIV/CD26

DPPIV/CD26 N S0
» <
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Figura 6. Activacion del profarmaco modelo [Val-Pro]-[NAP-TSAQOT] a NAP-TSAO-T por la enzima DPPIV/CD26

la secuencia modelo Val-Pro es mayor para aminodcidos
basicos, seguida de residuos hidréfobos y neutros, mien-
tras que aminodcidos dcidos dan lugar a hidrélisis mucho
mas lentas. 2%

Por otro lado, se prepararon conjugados (serie 2, Fi-
gura 7) en los que se sustituyé la Pro de la pentltima
posicion por otros aminoacidos. Al igual que en los pép-
tidos naturales los conjugados portadores en dicha posi-
cién de una Pro o una Ala fueron eficientemente recono-
cidos por la enzima. Asimismo fue activado por la enzima
el profarmaco portador de una hidroxiprolina en esa
posicion. Los resultados de los estudios indican que, la
naturaleza de los aminoacidos en el extremo N-terminal,
asi como la presencia de una prolina, una hidroxiprolina
o una alanina en la penultima posicién de la secuencia
peptidica del profarmaco permite modular la vida media
del mismo en el plasma. %!

Asimismo, la vida media puede modularse modifican-
do tanto la naturaleza como la longitud de la secuencia
peptidica. Los conjugados tetrapeptidicos (serie 3, Figu-
ra 7) liberaron eficientemente en dos etapas sucesivas el
compuesto patréon (NAP-TSAO-T). La velocidad de con-
version varia con la naturaleza de dicha secuencia pepti-
dica, siendo el conjugado [ValProValPro]-[NAP-TSAO-T]
el que se hidroliza mds rapidamente (a las 4 h de incu-
bacién con CD26 se observa un 80 % de conversién a
NAP-TSAO-T), no detectandose el conjugado interme-
dio [ValPro]-[NAP-TSAO-T] y el [LysProAspPro]-[NAP-
TSAO-T] el que se libera mas lentamente (a las 48 h se
observa un 50% de conversién al compuesto patrén). En
este segundo caso a los 15 min se detecta el intermedio
[AspPro]-[NAP-TSAO-T].

Finalmente, la secuencia peptidica, y en particular la
naturaleza del aminodcido terminal, permite modular tam-
bién la lipofilia (cLogP entre 3.88 y -0.69) y aumentar la
solubilidad acuosa de los profirmacos con respecto a los
farmacos correspondientes, lo que podria permitir una for-
mulacién mas eficiente y optimizada.

En resumen, la naturaleza y la longitud de la secuen-
cia peptidica empleada en los profarmacos sintetizados
[(Xaa-Yaa) ]-[NAP-TSAO-T] permite modular tanto la ve-
locidad de hidro6lisis del profarmaco, y por tanto su vida
media, como mejorar las propiedades fisicoquimicas de
los compuestos preparados, lo que permitiria modular la
liberacion del farmaco en funcién de las necesidades.
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EXTENSION DE LA ESTRATEGIA A OTROS COMPUESTOS
PORTADORES DE GRUPOS AMINO

Una vez demostrada la validez de la aproximacion pro-
farmaco en los derivados TSAQO, ésta se extendio a otros
compuestos portadores de grupos amino de distinta na-
turaleza donde se ancl6 la secuencia peptidica modelo
(Val-Pro). Se prepararon conjugados de compuestos
con grupos amino primarios unidos a anillos aromaticos
(6-aminoquinolina), a carbohidratos (doxorubicina) y a
nucleésidos de pirimidinas (TSAO-m’C, ara-C) o purina
(ara-A) (Figura 8).!%" Todos los profarmacos liberaron
eficientemente los firmacos respectivos, por accion de la
enzima DPPIV/CD26, tanto en su forma purificada como
soluble (presente en suero humano y suero bovino). Ade-
mas, los profairmacos de 6-aminoquinolina, de vidarabina
y de aciclovir mostraron un aumento muy considerable
de su solubilidad acuosa con respecto a sus farmacos
correspondientes.

Hay que destacar, sin embargo, que cuando el gru-
po amino, en el que anclar la secuencia peptidica, esta
presente en un anillo de pirimidina o de purina, los
conjugados dipeptidicos son quimicamente inestables
en disolucion, liberando el farmaco por la formacién de
dicetopiperazinas (Figura 9).%" Sin embargo, los conju-
gados tetrapeptidicos [H-Xaa-Pro-Xaa -Pro]- [TSAO-m*C,
ara-C o ara-A] son mucho mas estables en disolucion y li-
beran eficientemente sus correspondientes farmacos por
la accion de DPPIV/CD26.

Por tanto, nuestros estudios indican que esta aproxima-
cion profarmaco es viable en compuestos con grupos ami-
no primarios de distinta naturaleza (alifaticos, aromaticos,
carbohidratos, etc.) y puede ser aplicada para modular el
tiempo de vida media y la lipofilia, asi como para mejo-
rar la solubilidad de una gran variedad de farmacos. Los
heterociclos de naturaleza purica o pirimidinica pueden
ser derivatizados con dipéptidos (inestables) o tetrapépti-
dos (estables) comportandose estos tltimos como sustratos
eficientes de la actividad dipeptidil peptidasa de DPPIV/
CD26. Estos resultados avalan el gran potencial de esta
nueva aproximacioén profarmaco.

analogos de

pirimidinas o
purinas

inestable

H,N N

|
N
6-aminoquinolina
(6-AQ)

-0 0 OH

:

Doxorubicina (Dox)
l \ NH,
NH, N N N

TBDMSO N ”
HN
° b
S,o OTBDMS w
0"

ara-C (citarabina)

TSAO-m°C ara-A (vidarabina)

Val-Pro]-[TSAQO-m°C, ara-C ¢ ara-A] profarmacos inestables

Xaa-Pro-Xaa,-Pro]-[TSAO-mC, ara-C 6 ara-A] profarmacos estables

Figura 8. Profarmacos activados por DPPIV/CD26 de compuestos portadores de grupos
amino de distinta naturaleza

PROFARMACOS DE COMPUESTOS PORTADORES DE GRUPOS
HIDROXILO

En base a los buenos resultados obtenidos con los pro-
farmacos de compuestos portadores de grupos amino
de distinta naturaleza consideramos interesante profun-
dizar en el potencial de nuestra estrategia profarmaco
y extender su estudio a firmacos portadores de grupos
hidroxilo. %1

A la hora de aplicar nuestra estrategia profarmaco a
este tipo de compuestos hay que tener en cuenta que la se-
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Figura 9. Inestabilidad de profarmacos dipeptidicos de purinas y pirimidinas debido a la formacién espontanea de dicetopiperazinas
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cuencia peptidica hidrolizable por la enzima no puede ser
unida directamente al grupo hidroxilo del farmaco, ya que
el enlace formado de tipo éster no seria reconocido por
la enzima y, por tanto, el firmaco no seria liberado. Asi, a
diferencia de lo que ocurre en el caso de fairmacos porta-
dores de grupos amino, en los que la unién de la secuen-
cia peptidica al firmaco se realiza directamente mediante
un enlace amida, ahora la secuencia peptidica reconocida
por DPPIV/CD26 debe ser anclada al grupo hidroxilo del
farmaco a través de un espaciador adecuado. Dicho espa-
ciador debe poseer naturaleza heterobifuncional, es decir,
debe contener un grupo amino primario terminal al que
anclar la secuencia peptidica hidrolizable por la enzima,
y en su otro extremo un grupo carboxilo que permita la
unién al hidroxilo del firmaco mediante un enlace cova-
lente que pueda ser hidrolizado bien por via quimica o
bien por via enzimatica. EI mecanismo mediante el cual
se liberaria el fairmaco a partir del conjugado propuesto
constaria de dos etapas (Figura 10): (1) hidrdlisis de la
secuencia peptidica por accion de DPPIV/CD26 y (2) eli-
minacion del espaciador por via quimica o enzimatica li-
berando finalmente el farmaco.

La viabilidad de la estrategia se estudié sobre com-
puestos portadores de grupos OH de distinta naturaleza
y que presentaban propiedades farmacocinéticas poco fa-
vorables como farmacos (baja solubilidad, baja biodispo-
nibilidad oral, penetracién limitada a través de la barrera
hematoencefilica, etc). Como modelo de compuestos se
eligieron: el nucleésido anti-retroviral didanosina (ddI)
y el antiherpético aciclovir como modelo de compuestos
portadores de un OH primario; el paracetamol (analgé-
sico, antipirético) como compuesto aromadtico portador
de un OH; el propanolol (bloqueante B-adrenérgico) y
la camptotecina (antitumoral) como farmacos portadores
de OHs secundario y terciario, respectivamente (Figu-
ra 11).5%31 Como secuencia peptidica reconocida por DP-
PIV/CD26 se eligié Val-Pro, hidrolizada satisfactoriamen-
te por la enzima en los conjugados portadores de grupos
amino. Como espaciador (conector) heterobifuncional se
eligi6 la valina, que permite, anclar la secuencia peptidi-
ca (Val-Pro) a través de su grupo amino, y a través de su
grupo carboxilo la unién al grupo hidroxilo del farmaco
mediante un enlace covalente de tipo éster susceptible de
hidrolisis por esterasas.

'Eéptido CONH4| espaciador |—COO

) ' DPP-IV/CD26

HZNA‘ espaciador I»COO

2 . hidrélisis quimica o enzimatica

~ farmaco

>~ farmaco

HO = farmaco

Figura 10. Mecanismo en dos etapas propuesto para la liberacion del farmaco a partir
del profarmaco
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Figura 11. Profarmacos activados por DPPIV/CD26 de compuestos portadores
de grupos hidroxilo de distinta naturaleza

En general, y a excepcion del profairmaco de propa-
nolol, todos los profarmacos tripeptidicos sintetizados
resultaron estables quimicamente en PBS. Se observaron
diferencias importantes en la estabilidad quimica del en-
lace éster, generado entre el espaciador valina y el grupo
hidroxilo del fairmaco, de los valil intermedios que depen-
den, no s6lo de cada tipo de hidroxilo, sino de la estructu-
ra quimica de cada farmaco en particular, aumentando la
estabilidad quimica en el orden: propanolol < paracetamol
< didanosina < aciclovir. Independientemente de la natu-
raleza del grupo hidroxilo, DPPIV/CD26 hidroliz6 eficaz-
mente los profarmacos liberando los farmacos respectivos.
La velocidad de hidrolisis y la estabilidad de los conjugados
tripeptidicos depende de la naturaleza de los OH a los que
se ancla la secuencia. Asi, los profarmacos de compuestos
con OH primarios (ddl, Aciclovir), o unidos a un anillo
aromatico (paracetamol) fueron los conjugados que li-
beraron mas eficazmente los correspondientes farmacos.
El conjugado sobre un OH terciario (camptotecina), fue
liberado mas lentamente. Todos los profiarmacos experi-
mentaron aumentos en su solubilidad acuosa notables con
respecto a sus farmacos correspondientes.

PROFARMACOS DEL ANTIVIRAL CF1743. UN ESPECTACULAR
AUMENTO DE SOLUBILIDAD Y BIODISPONIBILIDAD ORAL

Finalmente destacar la aplicacion de esta estrategia, con
notable éxito, a una familia de andlogos biciclicos de nu-
cleosidos de furanopirimidina (BCNAs) que muestran una
gran potencia y una inusual selectividad como inhibidores
del virus varicela zéster (VZV).®? El compuesto mds po-
tente es el que se ha identificado como Cf1743, muestra
actividad en el rango nanomolar bajo y no es toxico. Sin
embargo, su elevada lipofilia limita su potencial clinico, de-
bido a su biodisponibilidad oral muy baja (inferior al 10%)
y a una solubilidad en agua muy baja.[**
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Figura 12. Profarmacos de Cf1743

Con el fin de mejorar sus propiedades fisicoquimicas y
farmacocinéticas, disennamos y sintetizamos una amplia va-
riedad de profarmacos de Cf1743 (Figura 12), en los que se
mantuvo la valina como espaciador heterobifuncional y se
estudio tanto el lugar de anclaje (5’-OH, 3’-OHy 3’,5’-OH)
y el nimero de péptidos transportadores (1 6 2), como la
naturaleza del residuo N-terminal de la secuencia dipepti-
dica reconocida por DPPIV/CD26.

Se estudiaron asimismo, profarmacos de Cf1743 en
los que se modific6 también la naturaleza del espaciador,
empleando otros aminodcidos (Val, Ala, Phe, Leu). Estas
modificaciones han permitido modular el tiempo de vida
media de los correspondientes conjugados en los ensayos
de estabilidad realizados, asi como un aumento en la so-
lubilidad de los mismos.'* La naturaleza del aminodcido
empleado como espaciador influye enormemente en la
estabilidad quimica del enlace éster formado entre el tri-
péptido y el grupo hidroxilo del nucleésido, siendo el en-
lace mas estable cuando el espaciador es una Val, seguido
de Alay Leu, y el mds inestable una Phe.™ Asimismo, se
emplearon espaciadores auto-hidrolizables (self-cleaving):
dipéptidos, diaminas, aminobencilos (Figura 13),! que

DPPIV/CD26

“self-cleaving”
H-Xaa-Pro 1 espaciador
|2

Ciclacion
espaciador

a) c)

Val Pro
Val Val
Val Ala

etapas, una primera de hidroélisis enzimatica, catalizada
por DPPIV/CD26, seguida de una ciclacién-eliminacion
espontdnea eliminando el conector “self cleaving” median-
te la formacion de ureas [diaminas a)] dicetopiperacinas
[dipéptidos b)] o por un mecanismo de cascada electréni-
ca (eliminacién 1,6) [aminobencilos ¢)].[57%!

Respecto a estos espaciadores “self-cleaving”, el em-
pleo de diaminas alquilicas unidas al grupo hidroxilo de
Cf1743 a través de un enlace carbamato, condujo a profar-
macos que, aunque fueron buenos sustratos de DPP-IV/
CD26, dieron lugar a profarmacos intermedios que resul-
taron demasiado estables y no regeneraron el compuesto
patréon mediante un mecanismo de ciclacion-eliminacion.
El empleo de espaciadores de tipo aminobencilico, uni-
dos al grupo hidroxilo del nucleésido, a través de un enla-
ce carbonato, di6 lugar a conjugados de Cf1743 muy ines-
tables quimicamente y que no pudieron ser aislados. Sin
embargo, el empleo de espaciadores dipeptidicos condu-
jo a buenos resultados liberando el fairmaco patréon efi-
cientemente. De ellos el profarmaco tetrapeptidico [Val-
Pro-Val-Pro]-[Cf1743] resulté ser estable quimicamente y
liber6é Cf1743 de manera rdpida y efectiva tanto en ensa-
yos enzimaticos directos como en suero humano y suero
bovino. Sin embargo se observé una liberacién mucho
mas lenta con el profirmaco [ValProValVal]-[Cf1743].

Todos los conjugados preparados mostraron un es-
pectacular aumento de la solubilidad en agua respecto
al farmaco patrén (Figura 14), de naturaleza altamente
lipofila, siendo especialmente notables los profarmacos
3’,5°-[Val-Pro-Val]-[Cf1743] y 5’-[Lys-Pro-Val]-[Cf1743],
que fueron 4.000 y 3.000 veces mas solubles que Cf1743,
respectivamente. Esta gran mejora de la solubilidad en
agua podria deberse tanto a la introduccién de grupos
polares e ionizables en los profarmaco, como a la dismi-
nucién del empaquetamiento cristalino de los conjugados

Degradacion
espontanea

—~—0— Cf1743
¥

— (1743

Cascada-electronica
espaciador

1,6-eliminacion
O T

Figura 13. Profarmacos de Cf1743 activados por CD26 portadores de espaciadores “self-cleaving”
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Figura 14. Solubilidad acuosa experimental de los profarmacos de Cf1743

respecto al farmaco patrén. Cabe senalar que los corres-
pondientes profirmacos tetrapeptidicos (“self-cleaving”)
vieron incrementada su solubilidad con respecto al far-
maco patrén entre 434-y 1.800 veces.>%!

Finalmente, se llevaron a cabo ensayos en ratones
con los conjugados mas prometedores (Figura 15) que
mostraron, por primera vez, una liberacién eficiente in
vivo del farmaco patrén a partir de los profarmacos. Asi-
mismo, en estos estudios se ha observado un aumento
muy significativo de los niveles de Cf1743 en el plasma
de los ratones respecto al compuesto patrén, alcanzan-
dose los niveles maximos con los profarmacos 5’-[Val-
Pro-Val]-[Cf1743] y [Lys-Pro-Val]-[Cf1743], en los que se
detectan dreas bajo la curva 20 veces superiores a las del
compuesto patréon Cf1743 y 4 veces superiores a las del
valil intermedio de Cf1743. La biodisponibilidad oral in
vivo del derivado tetrapeptidico [Val-Pro-Val-Pro]-Cf1743
(“self-cleaving”) result6 15-20 veces superior a la del farma-
co patrén y unas dos veces mayor que la de los derivados
tripeptidicos comentados. %

Por tanto, los profirmacos tri y tetrapeptidicos de
Cf1743 representan dos nuevos tipos de profirmacos ac-
tivados por DPPIV/CD26 que aumentan de manera espec-
tacular la solubilidad en agua y la biodisponibilidad oral
respecto al farmaco patrén (Cf1743).
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Figura 15. Niveles de Cf1743 en plasma de raton tras administracion oral
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CONCLUSIONES

En este articulo se recoge una aproximacion profarma-
co novedosa, enteramente desarrollada en nuestro grupo
de trabajo del Instituto de Quimica Médica (IQM-CSIC)
en colaboracion con el equipo del Prof. Jan Balzarini
del Rega Institute for Medical Research (KU Leuven)
en Bélgica, consistente en el desarrollo de conjugados
péptido-farmaco que son especificamente hidrolizados
por la enzima endégena DPPIV/CD26. Nuestra aproxi-
macion profarmaco ha mostrado su utilidad en la mejora
de propiedades desfavorables fisicoquimicas y/o biofar-
macetticas de fairmacos. Nuestros estudios han permitido
de demostrar que: @) La enzima DPP IV/CD26 reconoce
sustratos artificiales diferentes a los péptidos naturales,
hidrolizando secuencias peptidicas que estan unidas a
moléculas orgdnicas no peptidicas. ») La naturaleza y la
longitud de la secuencia peptidica en los conjugados per-
mite modular tanto la velocidad de hidrélisis, y por tanto
la vida media de los profarmacos, como las propiedades
fisicoquimicas y farmacolégicas (solubilidad en agua vy
biodisponibilidad oral) de los mismos.

Los resultados expuestos avalan que la aproximacion
profarmaco basada en la enzima DPPIV/CD26 es viable,
versatil y aplicable a farmacos tanto con grupos amino
como con grupos hidroxilo. Se ha demostrado por primera
vez que esta estrategia es ttil no s6lo para mejorar la solubi-
lidad en agua tanto de moléculas lip6filas (TSAO, Cf1743,
etc.) como polares (ara-A, aciclovir, etc.) sino también para
producir aumentos muy notables de la biodisponibilidad
oral (por ¢j. del antiviral CF1743) en ensayos in vivo.
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