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1. RESUMEN

Se ha demostrado que los analogos de nucle6sidos son ampliamente Gtiles como antivirales y
antineopléasicos ya que, al ser andlogos de bases del ADN y ARN son reconocidos por las
correspondientes polimerasas sobre las que pueden ejercer una funcién inhibitoria. Para poder
ser reconocidos por estas polimerasas el nucle6sido debe estar en su forma bioactiva, el
nucledtido trifosforilado. Generalmente, la primera fosforilacion es el paso limitante de esta
bioactivacion. Por lo tanto, se pensé en usar en lugar del nucledsido su nucleétido monofosfato,
pero este Ultimo presenta mala biodisponibilidad oral debido a varios factores: la gran polaridad
de su grupo fosfato, ya que carece a diferencia de los nucledsidos de un sistema de transporte
al interior de la célula, y ademas es metabolizado por las fosfatasas intestinales.

Este Gltimo factor se podria obviar con el empleo de fosfonatos o de profarmacos tipo éster o
amida de nucle6tido monofosfato que adicionalmente permiten aumentar la lipofilia para
facilitar su paso a través de las membranas. En este sentido ya hay muchos ejemplos de diésteres
y de fosforamidas que se emplean con éxito en terapéutica.

Un nuevo campo lo constituyen los alcoxialquil monoésteres de fosfatos y fosfonatos, los cuales
permiten mejorar la biodisponibilidad oral aprovechando los mecanismos de transporte de
fosfolipidos en el intestino y en la célula diana y contribuyen a disminuir la nefrotoxicidad de
muchos de estos farmacos.

1.1 ABSTRACT

Nucleoside analogues have been found to be readily useful as antivirals and antineoplastic
agents, and they are recognized as basic DNA and RNA analogues by the corresponding
polymerases where they have an inhibitory function. To be recognized by these polymerases,
the nucleoside must be in its bioactive form, the triphosphorylated nucleotide. Basically, the
first phosphorylation is the limiting step of this bioactivation. Therefore, it was considered to
use the nucleotide monophosphate in place of the nucleoside, but the monophosphate has poor
oral bioavailability due to several factors: the high polarity of its phosphate group, not having
a specific transport system inside the cell, and also being metabolized by intestinal
phosphatases.

This last drawback could be avoided with the use of nucleotide phosphonates or monophosphate
esters or amide-type prodrugs that additionally will increase lipophilicity to facilitate its passage
through the membranes. In this regard, there are many examples of diesters and
phosphoramides that are used successfully in therapy.

A new group of prodrugs in this field is constituted by the alkoxyalkyl monoesters of
phosphates and phosphonates, which improve oral bioavailability by taking advantage of the
phospholipid transport mechanisms in the intestine and in the target cell contributing
additionally to reduce drug nephrotoxicity.
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2. OBJETIVOS

En este trabajo se analizaran los alcoxialquil monoésteres de fosfato y fosfonato como
profarmacos de nucledtidos monofosfato, sus posibles aplicaciones como antivirales y
antineoplasicos y sus ventajas frente a otros profarmacos ya existentes.

3. METODOLOGIA

Se ha hecho una revision bibliografica sobre los profarmacos de nucledtidos monofosfato y
fosfonato de tipo alcoxialquil monoéster y su consiguiente aportacion terapéutica como
antivirales y antineoplasicos. La informacién ha sido sacada de bases de datos informatizadas
como PubMed, Science Direct y SCIELO.

4. INTRODUCCION

El disefio de analogos de nucledtidos y nucledsidos de las bases puricas y pirimidicas que
componen los &cidos nucleicos ha constituido un antes y un después para el tratamiento de
infecciones viricas y enfermedades oncologicas. El posterior desarrollo de los profarmacos de
sus correspondientes nucleotidos monofosfato y de derivados de tipo fosfonato ha abierto un
abanico de nuevas posibilidades terapéuticas.

Como se indica en la figura 1 los analogos de nucle6sidos no son compuestos activos, son
profarmacos que en la célula diana tienen que transformarse en sus correspondientes
nucleotidos trifosfato para poder interaccionar con las correspondientes polimerasas e
integrarse en muchos casos en los acidos nucleicos para ejercer su efecto biolégico. Sin
embargo, los nucleosidos trifosfato no pueden considerarse candidatos a farmacos viables. Por
lo general, tienen poca estabilidad quimica, que, junto con alta polaridad, les impide el paso a
través de las membranas celulares. Dentro de las fosforilaciones necesarias realizadas por
quinasas para la bioactivacion del nucleosido, la primera fosforilacion es la que a menudo se
ha identificado como el paso limitante. Este hecho, llevd a los investigadores a disefiar
nucleotidos de tipo monofosfato "protegidos™ capaces de liberar los nucledsidos monofosfato
intracelularmente. (1)

La administracion por via oral de nucledtidos monofosfato no es factible debido a su
inactivacion en el lumen intestinal por la fosfatasa alcalina. Esta limitacion se puede solventar
sustituyendo el grupo fosfato por un fosfonato no hidrolizable. Por otra parte, como se ha
indicado anteriormente, los nucle6tidos monofosfato no pueden atravesar membranas lipidicas
debido a la alta polaridad del fosfato, sin embargo, si se procede a la esterificacion de este grupo
funcional se logran obtener compuestos estables frente a fosfatasas que adicionalmente tienen
la suficiente lipofilia para poder atravesar las membranas celulares (figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de accién nucle6tido monofosfato®

La necesidad de una alternativa para aumentar la biodisponibilidad oral de los monofosfatos de
algunos analogos de nucleosidos, ha llevado a desarrollar distintos tipos de profarmacos. Estos
profarmacos se pueden dividir en dos grandes grupos: profarmacos de tipo fosfato o fosfonato
y profarmacos de tipo fosforamidato. Este trabajo se va a centrar en los profarmacos tipo fosfato

o fosfonato derivados de alcoxialquil monoésteres (HDP, ODE...). (figura 2)
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Figura 2: Clasificacion profarmacos de nucleotidos®

Lo ideal es que la bioactivacion del profarmaco no se realice hasta que éste haya llegado a su
diana, es decir, a la célula infectada o a la célula cancerigena. En la mayoria de los casos los
primeros pasos de esta bioactivacion ya se realizan por diversas enzimas en su trayecto hacia
el higado (efecto de primer paso) o en el torrente circulatorio lo que conlleva efectos

secundarios y efecto toxicos para el organismo.
-5-
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Al liberarse el nucle6tido monofosfato en el interior de la célula, las quinasas celulares lo
convierten en su nucledtido trifosfato activo, responsable del efecto bioldgico. (1)

4.1 Mecanismo de accién

Una vez que se una con su diana es capaz de inhibir competitivamente las diversas DNA y RNA
polimerasas (figura 3). En muchos casos ademas de producirse una inhibicion de la polimerasa
correspondiente, también se produce un efecto sobre la biosintesis del correspondiente &cido
nucleico. Este proceso se explica gracias a que por ejemplo algunos de estos farmacos pueden
carecer del hidroxilo de la posicion 3" lo que impide el anclaje de un nuevo nucleétido y el
farmaco actle como terminador de cadena impidiendo la replicacién de DNA y RNA. (2)(3)
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Figura 3: inhibicién y terminacién de cadena(®)

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha indicado anteriormente, se ha disefiado una gran variedad de profarmacos de
nucledtidos monofosfato, pero nos vamos a centrar en los profarmacos de nucleétidos
monofosfato de tipo de alcoxialquil monoésteres, asi como en sus analogos fosfonato que
recientemente han vuelto a acaparar el interés de los investigadores por una serie de propiedades
fundamentales:

e Gracias a su estructura lipofila caracteristica todos estos profarmacos pueden usar el
transporte especifico de la lisofosfatidilcolina (LPC) para aumentar su
biodisponibilidad, esto se puede observar, por ejemplo, en el caso de HDP-CDV que se
explicara més adelante.

e Al ser un fosfato o fosfonato evitan la primera fosforilacion intracelular, la cual suele
ser la limitante. Por lo tanto, su bioactivacion solo depende de dos fosforilaciones por
cinasas celulares.

e Se reduce drasticamente su nefrotoxicidad, dado que estos profarmacos no son
reconocidos por los mecanismos de transporte, que causan la acumulacion de sus
nucledsidos en las células tubulares del rifion.

-6-
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e Se aumenta la concentracién y la vida media del farmaco dentro de las células, lo que
permite una menor dosificacion y una posologia menos frecuente.

e Este ultimo factor ha permitido en muchos casos ampliar el espectro de accion del
farmaco original y ha afiadido nuevas posibles aplicaciones terapéuticas para este
profarmaco que no tenia su analogo.

El disefio de este tipo de profarmacos se basa en la lisofosfatidilcolina, un fosfolipido de la
membrana celular humana. Este fosfolipido se caracteriza por atravesar con facilidad
membranas celulares.

A diferencia de los diacilfosfolipidos como la fosfatidilcolina, los lisofosfolipidos
(lisofosfatidilcolina) carecen del éster acilico en el sn-2 hidroxilo de glicerol, son en forma de
cono y pueden alterar la estructura de la membrana facilmente, permitiendo tasas rapidas de
difusion dentro la célula. En cambio, la fosfatidilcolina tiene una estructura cilindrica que le
impide una rapida difusion a traves de menbranas celulares.

Por este motivo se va a partir de la estructura de la lisofosfatidilcolina para desarrollar
profarmacos con buena biodisponibilidad oral como es el caso del HDP-CDV.(figura 4)

Diacyl PC Lyso PC HDP-CDV
cylindrical cone-shaped cone-shaped

v

SABALLE  AMBLLE AAMAAEY
i very slow ¢ Jast ¢ Sast
8 S é

Figura 4: Interacciones de fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina y HDP-CDV con la bicapa de

fosfolipidos.(

Para obtener estos profarmacos, se sustituye el resto de colina de la lisofosfatidilcolina por el
nucle6sido, obteniendo un producto con caracteristicas similares a los lisofosfolipidos e
incrementando su absorcién intestinal ya que utiliza la via de captacion natural de LPC en el
intestino para llegar a los tejidos especificos y lograr un alto nivel de biodisponibilidad oral. (4)

En el intestino es absorbido por los enterocitos y una vez que el profarmaco ha cruzado hasta
el final de la membrana apical, es recogido por uno de los varios sistemas de transporte
intracelular de fosfolipidos y pasara al reticulo endoplasmico. EIl profarmaco de alcoxialquil
monoéstere se incorpora a los quilomicrones, y estos lo liberaran en el sistema linfatico y
finalmente en la sangre venosa, como si fuera una molécula mas de lisofosfatidilcolina.

-7-
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Si el imitador lipidico no fuera lo suficientemente hidr6fobo, podria difundir al citosol del
enterocito y atravesar la cara antiluminal de la membrana del enterocito. Este camino le llevaria
a la vena porta y finalmente al higado donde una pequefia parte seria metabolizada sin ejercer
ninguna accion, pasando el resto del profarmaco al torrente sanguineo.(1)(2)

Una vez que el profarmaco llega a la célula

diana, enzimas intracelulares como la -1 Ho-£-Nu

' . . ) Osorig O PO
fosfolipasa C escinden el lipido para liberar el " "* 15
nucledtido monofosfato en el citoplasma de la Tissue penetration | Lysophosphoiiase C
célula, mejorandose de esta  forma ”
considerablemente la concentracion intracelular HO—IIIDI—Nu
del farmaco. (figura 5) HO

Figura 5: Paso a través de la membrana ™

El desarrollo de estos profarmacos se realizé por modificacion de la estructura inicial de la
lisofosfatidilcolina, para evitar reacciones metabolicas indeseadas (reacciones de hidrolisis de
grupos fosfato o esterificacion de funciones alcoholicas libres) y conseguir de esta forma un
profarmaco mas estable y activo. Asi se sustituyd la funcién éster en la posicion sn-1 del
esqueleto de glicerol por una funcidn éter para evitar la escision por lisolecitinasa y el grupo
hidroxilo en posicion sn-2 del glicerol se sustituyd por otros agrupamientos funcionales,
hidrogeno o radicales alquilo, para evitar un segunda acilacion por acil transferasas de esta
posicion.(4) (figura 6)

Modulate stability, distribution,
and activation

(o]
O(‘Z“R OR
OHw»——=H ? »X>‘<H ?
Ofl"*O*CHOLINE Oflr’* ANP
OH OH
Lysophosphatidylcholine Cleavage inside cells
(a natural lipid metabolite) releases ANP

Figura 6: modificaciones de la LPC(4)

La estrategia de usar alcoxialquil monoésteres surgié gracias a la necesidad de mejorar las
propiedades del Ara-C (citarabina), farmaco contra la leucemia. El problema es, que Ara-C es
degradado por la citidina desaminasa que transforma el Ara-C en Ara-U su metabolito inactivo.
Sus alcoxialquil monoésteres permiten enmascarar la polaridad del fosfato y evitar esta
metabolizacion.

A continuacién se describen varios ejemplos de profarmacos de alcoxialquil monoésteres de
nucle6tidos monofosfato y de fosfonatos.
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5.1 Profarmacos del Tenofovir

5.1.1 Tenofovir

El tenofovir (figura 7) es un fosfonato, analogo aciclico

del &cido desoxiadenilico (d-AMP) con un efecto NH;
antiviral contra el virus de la inmunodeficiencia humana N =N
. . - o

tipo 1 (VIH-1) y el virus de la hepatitis B (VHB). El < | J)
VIH utiliza una transcriptasa inversa (una enzima del HO, _0 N N

VIH) para convertir su ARN en ADN virico que es HG“’P\T/O
incorporado al material genético de la célula infectada.
Esta transcriptasa inversa viral sera la diana del
tenofovir y sus andlogos. En el caso de la hepatitis B,
el tenofovir inhibira la DNA polimerasa con actividad
de transcriptasa inversa del VHB. En ambos casos su actividad es el resultado de un efecto
competitivo con el sutrato natural desoxiadenosina-5'-trifosfato en el sitio de union a la
polimerasa. Por otra parte el farmaco activo tenofovir difosfato, una vez incorporado al ADN
naciente, inhibe la elongacion de la cadena de ADN. (5)

HaC

Figura 7: Tenofovir®)

El tenofovir en su aplicacion como farmaco presenta dos deficiencias, su baja biodisponibilidad
oral que esté entre el 25 y el 40% y su nefrotoxicidad que viene dada por la acumulacién de su
dianion en los tubulos proximales del rifién (5)(6) Ello ha hecho necesaria la busqueda de
profarmacos del tenofovir.

5.1.2 Profarmacos del Tenofovir

Actualmente se emplean dos profarmacos del tenofovir en terapéutica que permiten aumentar
su biodisponibilidad oral y reducir en parte su nefrotoxicidad.

El primero es el éster bis(isopropoxicarboniloximetilo) del tenofovir en su forma de sal soluble
(fumarato de disoproxilo de tenofovir o TDF), (figura 8) que, aunque aumenta la absorcion
intestinal, sigue siendo sustrato de esterasas plasmaticas con lo que no se evita su

nefrotoxicidad.
NH,

. N
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. "H—0—C—0—CH,—0 0
(CHy),CH R s HC_
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Figura 8: TDF("

El segundo es el profarmaco tenofovir alafenamida [(2S)-2-[[[(1R)-2-(6-aminopurin-9-il)-1-
metil-etoxi]metil-fenoxi-fosforilJamino]propanoato de isopropilo] también utilizado como
fumarato, un profarmaco del grupo de los protide desarrollados por Chris McGuigan, (figura 9)

-9-
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de mayor actividad antiviral, mejor distribucion en el sistema linfatico y menor nefrotoxicidad
que el profarmaco anterior. (5)(6)

Figura 9: Tenofovir alafenamida(”

5.1.3 Tenofovir exalidex (CMX157)

Un tercer profarmaco del tenofovir que actualmente estd en estudio es el tenofovir exalidex
(CMX157) [((((R)-1-(6-amino-9H-purin-9-il)propan-2-il)oxi)metil)fosfonato ~ de  3-
(hexadeciloxi)propilo e hidrogeno]. Aqui interesa su esterificacion con un analogo de
lisofosfolipido que aprovecha las vias de absorcion de lisolecitina natural en el intestino y en la
membrana celular, lo que resulta en una alta disponibilidad oral con la ventaja de no estar sujeto
a la escision en el plasma por esterasas inespecificas, permanecer intacto en el plasma y facilitar
adicionalmente la captacion por las células hepaticas. (4)(5)

Gracias a este método, podemos obtener un profarmaco analogo al tenofovir de segunda
generacion, el CMX157 (figura 10) que ha obtenido buenos resultados tanto in vitro como in
vivo ensayandose en ratas y en voluntarios sanos. (5)

NH;

D

k“N N Q
L‘\/OVI?‘O{CHE)ao(CHg)wCHg

i OH

CH,

Figura 10: CMX157(%)

Se ha disminuido la CE50 aparente (mejor absorcion celular de CMX157) con respecto al
tenofovir, ademas no tiene toxicidad aparente cuando se administra por via oral a ratas durante
7 dias a dosis de 10, 30 0 100 mg / kg / dia revelando que se ha conseguido disminuir el potencial
de nefrotoxicidad. (8)

Se ha estudiado in vitro que el éster hexadeciloxipropilico de tenofovir, CMX157, es
267 veces mas activo que tenofovir contra el VIH-1y 4.5 veces mas activo contra el VHB. (8)

Ademas, ha demostrado actividad contra cepas de VIH resistentes a los farmacos
antirretrovirales (Zidovudina), haciéndolo un buen candidato para la realizacion de mas

-10 -
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estudios clinicos, ya que Ultimamente esta habiendo problemas con mutaciones en el virus que
lo hace resistente a varios antiviricos de eleccion. (8)

Por dltimo, se evalué la actividad anti-VIH-1 de CMX157 en combinacion con otros
medicamentos antirretrovirales aprobados por la FDA. Se buscé algin tipo de interaccion
antagodnica en células CEM-SS infectadas con VIH-1I1IB, sin embargo, no se observaron
interacciones antagdnicas dentro de los rangos de concentracion examinados para la eficacia
antiviral entre CMX157 y antiviricos contra VIH aprobados por la FDA. (5)

Los ensayos en voluntarios sanos han demostrado que el tenofovir exalidex presenta niveles
mas bajos del metabolito tenofovir en torrente sanguineo que el TDF por lo que causa menor
toxicidad en rifidn y huesos. Se ha observado una gran concentracion de tenofovir en las células
hepaticas lo que permite combatir al VHB con eficacia. (9)

5.2 Profarmacos del cidofovir

5.2.1 Cidofovir

El cidofovir es un antiviral empleado en infecciones por adenovirus. Las infecciones por
adenovirus producen elevadas tasas de morbilidad y mortalidad en los hospedadores
inmunodeprimidos cursando con enfermedades respiratorias como neumonias, gastroenteritis,
infecciones oculares, hemorragias, cistitis y enfermedad diseminada. Se conoce un total de 51
serotipos relacionados con infecciones humanas. El problema radica en que estas infecciones
(mayoritariamente oculares) no tienen tratamiento aprobado. (10)

El cidofovir (figura 11) es un analogo aciclico de Ila
desoxicitidina monofosfato. Inhibe la ADN polimerasa viral de
numerosos virus ADN. Se utiliz6 durante un tiempo para el
tratamiento por via intravenosa de retinitis producida por
citomegalovirus en pacientes HIV inmunodeprimidos. Es
también un farmaco analogo al [S]-HPMPA (antiviral de amplio
espectro). El cidofovir presenta actividad contra muchos
serotipos de adenovirus (AdV), pero también contra muchos
herpesvirus, papovavirus y poxvirus (viruela). (10)

Figura 11: cidofovir(D

Las limitaciones en su aplicacién terapéutica debido a su toxicidad, ha impulsado el desarrollo
de diversas clases de profarmacos lipidicos. Los primeros profarmacos disefiados fueron
potencialmente propensos a sufrir reacciones de oxidacion en el resto alquilo, lo que podia
conducir a &cidos carboxilicos de cadena corta que carecen de actividad antiviral. Para abordar
este problema, se sintetizaron una serie de ésteres de alcoxialquilo los cuales tienen
modificaciones en la estructura del residuo alquilo. (11)

Como los estudios del cidofovir para el tratamiento y profilaxis de enfermedades oculares en
animales, han mostrado baja eficacia, se aplicaron los profarmacos de tipo alcoxialquil
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monoésteres a su estudio, destacando entre todos el ODE-CDV (CMX002) y el HDP-CDV
(CMX001), debido a que tienen las longitudes optimas de cadena. (10)

Para determinar la longitud Optima para la cadena de alcoxialquilo, se sintetizaron series de
analogos de CDV con cadenas de alcoxialquilo que van de 12 a 24 a&tomos viendo que la eficacia
Optima esta en torno a 20 4&tomos de carbono, como sucede en los profarmacos HDP-CDV y
ODE-CDV. Se ha demostrado que ésteres de alcoxialquilo con cadenas mas cortas (12-16
atomos) o cadenas largas (24 atomos) exhiben menos actividad. Sin embargo, no solo el nimero
de carbonos de la cadena condiciona la actividad, sino que también hay que tener en cuenta, el
resto conector, y la presencia de un doble enlace en la cadena lateral vinculada al resto
fosfonato.

Estos descensos de actividad son debidos al aumento de la solubilidad en agua de las cadenas
cortas, mientras que el compuesto de 24 atomos tiene una fluidez mas baja y puede verse
obstaculizada su capacidad para atravesar membranas o sufrir una hidrdlisis lenta por
fosfolipasa C. (10)

5.2.2 Brincidofovir (HDP-CDV) (CMX001)

El HDP-CDV (figura 12) es un profarmaco de
cidofovir producido por la conjugacion mediante
un enlace covalente del CDV a un compuesto N [
lipidico analogo a la fosfatidilcolina para que O)\N
pueda utilizar la via natural de captacion de LPC K/O\/E’—O(CH 1O(CHa)1sCH
(lisofosfatidilcolina) en el intestino y lograr una : Snatr R
alta disponibilidad oral disminuyendo su toxicidad HO”

y aumentando la captacion por las células diana.

(11)

NH;

Figura 12: HDP-CDV®)

El HDP-CDV, al igual que otros profarmacos de este grupo tiene mayor estabilidad quimica
que el CDV unido a una molécula de LPC sin modificar. La modificacion se basa en un cambio
de un hidroxilo de LPC reemplazandolo por un atomo de hidrégeno con el fin de evitar la
reacilacion por accion de la lisofosfatidilcolina aciltransferasas a diacilfosfatidil nucleésidos
que atraviesan con dificultad y lentitud las membranas celulares. (4) (11)

Una vez que el HDP-CDV ha alcanzado el compartimento intracelular de la célula diana, se
escinde la parte lipidica por la accion hidrolitica de la fosfolipasa C y se transforma en el
cidofovir difosfato por accion de cinasas. Este Gltimo efectda su accion como inhibidor de la
DNA polimerasa. (11)

Para el brincidofovir se ha observado un incremento notablemente de la actividad antiviral
contra los ortopoxvirus (viruela) en comparacién con el CDV (4) y no solo esto, sino que
también es activo contra virus de doble cadena de ADN como: citomegalovirus (CMV), herpes
simple (HSV-1 y HSV-2), epstein barr (EBV), virus del papiloma humano y adenovirus. (11)
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Su actividad contra la viruela esta ganando importancia ya que se estd produciendo una
disminucién de la de la inmunidad residual de la vacuna. Ademas, los enfermos
inmunodeprimidos no son buenos candidatos para la vacuna por lo que es adecuada otra
alternativa terapéutica como podria ser HDP-CDV. Por eso estd bajo consideracion como un
agente para su inclusién en la Reserva Estratégica Nacional para uso de emergencia en caso de
liberacion del virus de la viruela o por complicaciones de la vacuna contra la viruela. (4)

Para el CMX001 se han completado actualmente los ensayos clinicos de fase | en voluntarios
y estan en curso ensayos de fase Il en infecciones por CMV en pacientes con trasplante de
células madre y en infecciones por el virus BK en pacientes con trasplante de rifion. Ademas,
se ha utilizado con éxito en varias aplicaciones de emergencia (E-IND, Emergency
Investigational New Drug) en pacientes con infecciones por CMV, HSV, adenovirus y virus
BK. (11)

Es mas, se utilizd este farmaco en investigacion con una nifia de nueve afios con citopenia
refractaria de la infancia dependiente de transfusiones (CCR). La nifia después de recibir un
trasplante de celulas hematopoyéticas de su padre, sufrié infeccidn por varios procesos virales
entre ellos el adenovirus. El tratamiento con brincidofovir (HDP-CDV) fue un éxito
demostrando su eficacia en nifios inmunodeprimidos tras recibir un trasplante. (12)

5.2.3 HDP-cycCDV

estrategia con un derivado ciclico del brincidofovir, la
HDP-cycCDV (figura 13) que ha dado excelentes =2y

actividades en los estudios antivirales. ke /p(/o
0" "0(CH2)10(CH2)15CH3

NH;
Es importante destacar que se ha seguido esta misma )N\)b)
o

Se ha demostrado que su eficacia frente a poxvirus es
varias veces superior al HDP-CDV. Para explicar este
hecho, se ha estudiado la capacidad de captacion de las
células de estos profarmacos en fibroblastos de pulmén humano MRC-5, demostrandose que la
diferencia de actividades es resultado a una mayor captacion celular de HDP-cycCDV. Una vez
ha entrado en la célula ambos profarmacos seran metabolizados por fosfolipasas a CDV que
sera fosforilado hasta obtener el metabolito activo, el nucledtido difosfato.

Figura 13: HDP-cycCDV®)

5.2.4 ODE-CDV (CMX002)

Se ha estudiado el efecto de ODE-CDV (figura 14) NHz
sobre la proliferacion de fibroblastos primarios en NZ
lineas celulares de cancer cervical humano in vitro. |

ODE-CDV demostr6 tener una mayor actividad o N Q

inhibitoria de la proliferacion de células cancerigenas K;/Ovlf—O(CHz)zO(CHz)wCHs
de cuello uterino que el CDV, incluso mas que el HDP- P O™Na*

CDV, mostrando una selectividad de 2.5 a 140 veces HO Figura 14: ODE-CDV®
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mayor para las células de cancer de cuello uterino frente a las células normales de fibroblastos
humanos. (8) (13)

Ademas, se ha demostrado in vitro que ODE-CDV es aproximadamente 50 a 200 veces mas
activo que CDV contra viruela bovina (CV) y vaccina virus (VV) en células de fibroblastos
humanos. (14)

Sin embargo, se ha visto que el ODE-CDV si bien tiene una actividad notable contra CMG
(13), también tiene una elevada toxicidad siendo el profarmaco de CDV que ha dado los valores
mas altos de toxicidad. (10) (14)

5.3 Profarmacos del (S)-HPMPA

5.3.1 (S)-HPMPA

Como hemos dicho anteriormente el cidofovir es un farmaco analogo al (S)-HPMPA. El (S)-
HPMPA es un antiviral de amplio espectro, es mas activo contra poxvirus que CDV,
concretamente de tres a diez veces mas. Ademas, se esta estudiando la actividad de sus
profarmacos contra el virus del herpes humano.

NH,

Los virus del herpes humano son un tipo de virus de ADN NZ N

bicatenarios, que comprenden varios tipos como el virus del QN N\>

herpes simple tipo 1y 2 (HSV-1 y HSV-2) y el virus varicela-

zoster (VZV) o el citomegalovirus humano (HCMV). (15) (16) OH
O.__P(O)OH),

Figura 15: (S)-HPMPA(15)
El (S)-HPMPA (figura 15) es un farmaco con una gran capacidad antiviral abarcando un amplio
espectro de virus de ADN. Sin embargo, se ha demostrado in vitro que tiene una mayor
toxicidad.

De los estudios realizados para intentar reducir esta toxicidad en profarmacos de tipo
alcoxialquilo han surgido dos profarmacos HDP-(S)-HPMPA y ODE-(S)-HPMPA. (16) (10)

5.3.2 HDP-(S)-HPMPA y ODE-(S)-HPMPA.

El ensayo con HDP-(S)-HPMPA (figura 16) y ODE-(S)-HPMPA (figura 17) dio como
resultado un fuerte aumento en la actividad contra poxvirus siendo 160 a 270 veces superior al
HPMPA en células infectadas y ademas se consiguié disminuir la toxicidad renal. (16) Se han
encontrado diferencias en la actividad de ambos profarmacos segun la patologia. Asi, por
ejemplo, en células infectadas por adenovirus, ODE-(S)-HPMPA fue significativamente mas
activo que HDP-(S)-HPMPA. Incluso se han encontrado nuevas actividades antivirales, ya que
por ejemplo el (S)-HPMPA se mostro inactivo contra el VIH-1, sin embargo, sus ésteres HDP
y ODE mostraron tener actividades notables. (16) (17)
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NH,

NH.
N/ N
I o0
NN @ N O R—O(CHy),0(CHz)17CH
" o
O~ P~O(CH2)s0(CHa)1sCHs - \A D0 mCHs
= O Na* .-
o HO
Figura 16: HDP-(S)-HPMPA(10) Figura 17: ODE-(S)-HPMPA(10)

También se han probado estos profarmacos en cepas de VIH que tienen mutaciones en la
transcriptasa inversa que las hace resistentes a farmacos como Zidovudina (AZT) o Lamivudina
(M184V), demostrando tener una actividad casi completa. (17)

El gran aumento en la actividad antiviral in vitro de estos profarmacos fue inesperado. Se ha
visto que CDV y (S)-HPMPA inhiben la replicacion de todos los virus de ADN, sin embargo,
la actividad observada para los profarmacos de alcoxialquilo no parece ser especifica para un
tipo particular de virus. Esto sugiere que la estrategia de alcoxialquil éster puede aumentar el
rango de actividad antiviral de un compuesto en algunos casos. (16) (17)

5.4 Profarmacos del PMEG

5.4.1 PMEG

Los virus del papiloma humano (VPH) son un grupo de virus de transmision sexual. Es un
problema actual debido a que diversos genotipos significativamente mas peligrosos como como
el VPH-16 y el VPH-18 son causantes de la mayoria de los carcinomas en el tracto ano genital,
incluyendo el cancer cervical, el segundo de mas comun malignidad en mujeres de todo el
mundo. El problema radica en que actualmente no hay aprobados agentes antivirales contra él.
(18) Esto se debe a que el HPV no codifica para una DNA polimerasa y para realizar la
replicacion de su DNA viral precisa de la DNA polimerasas del huésped y otras proteinas de
replicacion. El virus codifica para la proteina E2, que se une al origen de la replicacién del
ADN del VPH y ayuda a reclutar proteinas necesarias para la replicacion como la helicasa E1
y formando mas DNA de doble cadena del virus. (18) (19)

El PMEG (figura 18) es un nucle6tido aciclico derivado del acido desoxiguanilico estudiado
contra la infeccidn por virus del papiloma de Shope (CRPV) en conejos y las infecciones por
virus del papiloma humano tipo 11 (HPV-11) en ratones. Estos estudios demostraron que el
PMEG inhibe las infecciones por HPV-11 de la piel humana, incluido el crecimiento de
condilomas y la sintesis de ADN viral y antigeno de la capside.
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Figure 18: PMEG(0

La toxicidad del farmaco fue bastante significativa, por lo que se ensayaron sus profarmacos de
tipo alcoxialquil monoéster y se intenté ampliar el espectro para abarcar a mas genotipos del
VPH.

Entre los profarmacos de 9-[(2-fosfonometoxi)etil]guanina o PMEG estudiados (figura 18)
fueron especialmente interesantes como inhibidores selectivos potentes del VPH-11y del VPH-
16, el diéster ODE-Bn-PMEG y el monoéster HDP-PMEG.(19)

Se realizaron ensayos de estos dos profarmacos junto a otros antivirales en referencia a su
actividad contra VPH, llegando a la conclusion de que el ODE-Bn-PMEG es el inhibidor mas
potente frente a VPH siendo 300 veces méas potente comparado con el cidofovir. (19)

5.4.2 ODE-Bn-PMEG

Como se ha indicado anteriormente la octadeciloxietil 0
bencil 9-[(2-fosfonometoxi)etilj]guanina 0 ODE-Bn- N
: . - HN 3
PMEG (figura 19), es un profarmaco que inhibe /j\ It 5
. ~ N
fuertementg los genotipos HPV'-ll, -HPV-16yHPV.-18a HoN™ N L\/O 'F;-O{CHQ}QO{CHQJWCH;,
concentraciones muy por debajo de sus concentraciones v }‘.J

citotoxicas. \_Q

Figura 19: ODE-Bn-PMEG(19)

Otras de sus caracteristicas es que permite distanciar los tiempos de administracion del
profarmaco ya que al ser un diéster portador de bencilo exhibe una bioactivacion intracelular
muy lenta al metabolito difosforilado activo, proporcionando efectos sostenidos. (18) (21)

El metabolito activo difosfato de PMEG es un potente terminador de cadena de ADN al carecer
de hidroxilo en 3" e inhibe las polimerasas alfa, delta y épsilon. (19)

También se estudiaron los enantiomeros P-quirales de ODE-Bn-PMEG encontrandose
actividades antivirales equivalentes contra el VPH para ambos enantiomeros. También se han
hecho estudios con ODE-Bn-PMEG frente a VIH, los estudios revelaron una gran actividad
similar a la del AZT (Zidovudina). (19)
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5.4.2 HDP-PMEG

Otro alcoxialquil monoéster derivado del PMEG que estd ganando importancia, es el HDP-
PMEG (figura 20). Este profarmaco esté en estudio para la prevencion del desarrollo de la
vitreoretinopatia proliferativa (PVR) ya que no existe ningun agente antiproliferativo eficaz
para el tratamiento de la misma. (21)

La vitreoretinopatia proliferativa (PVR) es una enfermedad ocular cegadora resultado de una
proliferacion de células en el vitreo, provocando la formacion de varias membranas. La PVR
puede surgir a partir de diversas patologias como la retinopatia diabética, un trauma ocular y
desprendimiento de retina reumatdgeno, asi como el procedimiento quirdrgico intraocular en
si. El tratamiento actual es quirdrgico, una vitrectomia, sin embargo, la formacién recurrente
de membranas puede conducir a un desprendimiento de retina y a un permanente deterioro de
la vision. La intervencion farmacoldgica se considera como un adyuvante al tratamiento
quirargico de PVR. Lo ideal seria un farmaco de administracion vitrea que tenga una semivida
larga como la hexadeciloxipropil 9 - [(2-fosfonometoxi) etil] guanina (HDP-PMEG). (21)

El HDP-PMEG (figura 20) es un profarmaco alcoxialquilo lipofilico de cadena larga con un
resto conjugado a PMEG a traves de un enlace fosfonoéster. Es un potente inhibidor de la
sintesis de ADN viral que esta siendo evaluado por su actividad antiproliferativa intravitrea. Un
profarmaco de alcoxialquilo de PMEG (HDP-PMEG) debe ser poco soluble en agua y formar
facilmente un deposito intravitreo del farmaco. Esto es necesario ya que hay que mantener el
tratamiento dos meses después de la operacion, ya que el tiempo medio para desarrollar PVR
después de la cirugia es de aproximadamente entre uno y dos meses. (19)

o)

HN
Ay o
H,N” N N -
L O\ R ~O(CH2);0(CH)15CHy
V OH

Figura 20: HDP-PMEG(8)

La toxicidad del HDP-PMEG se evalud en conejos (volumen vitreo relativamente cercano al
humano) llegando a la conclusion que la dosis no toxica es de 3mg. La parte lipofila, el HDP,
liberado en la escision del profarmaco no es toxica. La efectividad del farmaco se ensayo
induciendo una proliferacion fibrovascular por laser en ojo de rata obteniendo muy buenos
resultados. Esto lleva a la conclusion de que el HDP-PMEG podria ser el inico farmaco ocular
prometedor para prevenir la recurrencia de PVR después de una cirugia primaria. (21)

Este profarmaco también ha sido comparado con otros farmacos antiproliferativos aprobados

por la FDA (Food and Drug Administration) como el 5-fluorouracilo (5-FU) o la
daunorrubicina observandose una mayor actividad por parte del profarmaco HDP-PMEG. (20)
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5.5 Profarmacos de la Citarabina

5.5.1 Ara-C

. . . o NH,
La citarabina (1-p-D-arabinofuranosilcitosina, Ara-C) es otro
analogo de bases pirimidicas utilizado como agente quimioterapico ﬁ‘m
para el tratamiento de neoplasias hematoldgicas como el linfoma [ ,L:
intraocular. Su mecanismo antiproliferativo se basa en la inhibicibn HQ o N ©
de la sintesis de ADN (Fase S), ya que presenta citotoxicidad contra k Hﬂﬁ '

células en esta fase.
OH

Figura 21: Ara-C(z2)

Se ha demostrado que Ara-C (figura 21) posee mejor eficacia antiproliferativa que su
metabolito activo (Ara-C trifosfato) in vitro ya que no es objetivo de fosfatasas mejorando su
estabilidad. Por lo tanto, seria un buen candidato contra la vitreoretinopatia proliferativa (PVR)
antes explicada.

Como sucede con otros analogos de nucletdsidos polares, el tratamiento local con citarabina
requiere frecuentes inyecciones postoperatorias debido a su rapida eliminacion del vitreo.

5.5.2 HDP-cP-Ara-C y HDP-P-Ara-C

La baja biodisponibilidad de la citarabina en el vitreo hizo necesario el desarrollo de
profarmacos lipidicos para lograr una administracion intraocular sostenida. Los dos
profarmacos desarrollados son la hexadeciloxipropilo citarabina ciclica 3 ', 5-monofosfato
HDP-cP-Ara-C (figura 22) y la hexadeciloxipropil citarabina 5-monofosfato, HDP-P-Ara-C
(figura 23). El objetivo era la sintesis de profarmacos con actividad antiproliferativa
escasamente solubles en agua para una administracion por via intravitrea.

MH,
A A
04 O o L
0./ HO I
P“x / \C}_H HO
S
CH3(CH,)4s0(CH,)50 (o] CH3(CHg)150(CH;);0
OH
Figura 22: HDP-cP-Ara-C(22) Figura 23: HDP-P-Ara-C(22)

Estos profarmacos se probaron en dos lineas celulares oculares, ARPE-19 y rMC-1.

Ambos compuestos fueron mas potentes en la inhibicion de las células de Miller de rata (rMC-
1) que en las células ARPE-19. La cinética de aclaramiento demostré que en el caso del HDP-
P-Ara-C a los tres dias ya se habia eliminado el 99% del producto, en cambio el HDP-cP-Ara-
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C demostro tener un aclaramiento mucho més lento (detectable hasta 36 dias), lo que pone en
manifiesto la diferencia de solubilidades siendo la del HDP-P-Ara-C la mayor. La répida
eliminacion de HDP-P-Ara-C es resultado de ser analogos de fosfolipidos que forman
facilmente micelas en agua, en cambio con una estructura ciclica como la del HDP-cP-Ara-C
se obtuvieron valores de solubilidad mucho més bajos.

Los estudios de toxicidad que se realizaron en 0jos de conejos fueron negativos, excepto a la
dosis més alta de HDP-cP-Ara-C (800 pg / 0jo), que tenia toxicidad focal por el contacto directo
con la retina. (22)

6. CONCLUSION

Los profarmacos de alcoxialquil monoésteres de fosfatos y fosfonatos han supuesto un gran
avance en el campo de la terapia antiviral y antineoplasica. Al ser nucleétidos monofosfato y
analogos fosfonatos sufren una bioactivacion mas rapida ya que prescinden de la primera
fosforilacion por cinasas, al llevar ya el fosfato incorporado.

Estos profarmacos se caracterizan por sus restos alcoxialquilo que los convierten en analogos
de lisofosfatidilcolina, confiriéndoles una mayor absorcion debido a que pueden usar
mecanismos de transporte a través de las membranas tipicos de la lecitina. La toxicidad también
se ha visto disminuida ya que no se produce la acumulacién de nucleésido fosfonatos en las
células tubulares del rifion. Por ultimo, en muchos casos se ha aumentado el espectro de accion
antiviral.

Se ha desarrollado una gran variedad de alcoxialquil monoésteres, derivados de nucleétidos
monofosfato que presentan mala absorcion oral y cierta toxicidad como el cidofovir, el
tenofovir, el HPMPA, Ara-C...

La bioactivacion del profarmaco se produce gracias a la fosfolipasa C dejando libre al fosfato
o fosfonato para su posterior transformacion en nucleotido trifosfato, la especie activa.

En principio estas modificaciones han sido pensadas para el aumento de la biodisponibilidad
oral, pero se han realizado estudios para mejorar considerablemente otras vias de
administracion como la vitrea estudiada en los casos del HDP-PMEG, HDP-cP-Ara-C y HDP-
P-Ara-C. Estos profarmacos han demostrado una gran actividad y una administracion vitrea
segura siendo unos buenos candidatos para vitreoretinopatia proliferativa (PVR).

Los alcoxialquilmonoésteres de nucleétidos monofosfato estan dando lugar a una gran variedad
de candidatos antivirales prometedores para diferentes patologias como VIH (CMX157),
adenovirus (HDP-CDV y ODE-CDV), virus del herpes humano (HDP-(S)-HPMPA y ODE-
(S)-HPMPA) y el virus del papiloma humano (ODE-Bn-PMEG y HDP-PMEG). Los
profarmacos de nucleétidos monofosfato o fosfonato de tipo alcoxialquil monoésteres tienen
un futuro prometedor en nuevos tratamientos de diferentes patologias virales.
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