sponsable de la informacion contenida en el mismo.

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace re:

FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
TRABAJO DE FIN DE GRADO

TRATAMIENTO DE LA HEPATITIS C:

FARMACOS INHIBIDORES DE LA
PROTEINA NS5A

Autor: Marta Hortelano Morales
Tutor: Maria Loreto Salazar Martinez de Pisén
Convocatoria: Junio 2018



S
S
=
S
=
]
=
I
=
~
Y]
=
a
)
S
~=
S
=
a
Q
~
AN
Q
QS
Q
=
S
S
=

acia no se hace responsable de la in

~
S
)
~
S
~
]
xR
S
=
~
Q
xR
S
=~
S
~N
)
=
S
N
Q
=
S
~
S
~
S
~
S
=
=
S
~
=
N
S
N
3
v
N
)
=
=
-
Q
=
S
~
=
N
<
&
)
=
9
SN

RESUMEN
MeOZCNljg{ MeO,CNH
o ol
N

OO

o2 HCI

N N 7N
A O-CO-O-CA AL

NHCO,Me

daclatasvir

NHCO;Me ledipasvir

MeO,CH,NH H /?\
Wu-'\\fo Nk N N (Nj
H o
N LAy
e pt
MeOZCNH (

ombitasvir

NN A\ O /N
|
ISR GRgWats
H
o)
elbasvir MeO,CNH U(
La hepatitis C es una enfermedad hepatica provocada por el virus de la hepatitis C

(VHC), que presenta una elevada prevalencia ya que afecta a un 3% de la poblacion
mundial (180 millones de personas aproximadamente).

El genoma del VHC esta compuesto por ARN monocatenario y su expresion da lugar a
una poliproteina de unos 3000 aminoacidos, que tras ser procesada da lugar a tres
proteinas estructurales (core, E1 y E2) y siete no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B).

El primer tratamiento contra la hepatitis C utilizado fue la terapia clésica, que se basa en
la combinacién de interferon a pegilado (PEG-IFN-o) y Ribavirina. Dado que este
tratamiento tiene una eficacia limitada, en el afio 2011 gracias a los avances en los
estudios del ciclo de vida del VHC, aparecen los antivirales de accion directa (AADSs)
aprobados para su uso en combinacion con la terapia tradicional. Estos nuevos
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antivirales presentan como dianas las proteinas NS3/4A, NS5A y NS5B del VHC, por
lo que han sido objeto de profundo estudio en los Gltimos afios.

La NS5A es una proteina no estructural multifuncional expresada en una forma
basalmente fosforilada (p56) y en otra hiperfosforilada (p58), cuya funcién en el ciclo
de vida del VHC no estd totalmente definida. Sin embargo, se sabe que es un
componente esencial del complejo de replicacion viral y su interaccion con el ARN y
otras proteinas es crucial para la replicacion del virus, ademas de participar en el
ensamblaje del virién. También cabe mencionar que el estado de fosforilacion de NS5A
es fundamental para que la proteina lleve a cabo sus funciones.

Los farmacos inhibidores de NS5A comercializados hasta el momento son Daclatasvir,
Ledipasvir, Ombitasvir, Elbasvir y Velpatasvir. Todos presentan una estructura muy
similar y sus modos de accion estan todavia en estudio. El primer inhibidor que pasé a
ensayos clinicos fue Daclatasvir, cuya ruta sintética y forma final estdn patentadas.
Estos inhibidores nunca se administran en monoterapia, se combinan con la terapia
clasica o con otros AADs, logrando una menor duracion del tratamiento, mayor eficacia
y mayor seguridad.

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Introduccion a la Hepatitis C

La infeccion por el virus de la hepatitis C (VHC) es una pandemia y una de las
principales causas de hepatopatia cronica, pudiendo producir cirrosis, enfermedad
hepética terminal y hepatocarcinoma’. Se ha denominado la epidemia silenciosa, ya que
la mayoria de las infecciones son asintomaticas pero en mas de un 80% de los casos el
virus persiste provocando que muchas personas infectadas con el VHC no sean
conscientes de su infeccion?. La infeccién por el VHC es la primera causa de trasplante
hepético y se encuentra como la principal causa de muerte en el mundo por agentes
infecciosos, incluso por delante de la infeccion por el VIH.

De acuerdo a las ultimas estimaciones de la Organizacion Mundial de la Salud, el 3% de
la poblacion mundial esta infectada (aproximadamente entre 170 y 200 millones de
personas), correspondiendo 4 millones a EEUU y unos 5 millones a Europa. La
prevalencia varia segun los distintos paises, su grado de desarrollo o, incluso, las
diferentes zonas y circunstancias sanitarias dentro del mismo pais. En Espafia se
considera que la poblacion infectada oscila en torno al 2,5%. Alrededor del 80% de los
infectados evolucionan a la cronicidad, entre un 10% y un 20% desarrollan una cirrosis
en un plazo de unos 20 afios y anualmente el 2% de los pacientes desarrollan un
hepatocarcinoma® *.
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Epidemiologia - Prevalencia mundial

Prevalencia mundial 170 - 200 millones * EnEspafia: 16-2,6%.
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‘World Healh Organlzation. Wkly Epld Rec 199974425427, World Healh Organization. HepaiRls C- Global Praalence
Update. 2003 Farel P et 3l Semin Lker Dis. 2000200103126, wWaskey A, et 3l Semin Liver Dis. 2000:201-16.

Figura 1: Epidemiologia y prevalencia mundial del VHC".

Estructura y genoma del VHC

El VHC pertenece al genero Hepacivirus de la familia Flaviviridae, se trata de un virus
pequefio (con unos 50 nm de diametro aproximadamente) y envuelto. EI genoma del
VHC esté constituido por una Gnica molécula de ARN, de polaridad positiva. Tiene una
estructura pleomérfica, con las glucoproteinas E1 y E2 incrustadas en la membrana
lipidica derivada del reticulo endoplasmético de la célula huésped. Bajo la membrana
lipidica se encuentra la nucleocapsida, compuesta por multiples copias de la proteina
core rodeando al ARN genémico®.

Hepatitis C: = Vil RNA

Virus Structure

Envelope

—

s ";'//ﬁf:xzx

Bl alamy stock photo

Figura 2: Estructura del VHC".

La expresién de su genoma da lugar a una Unica poliproteina de unos 3000
aminoacidos. Esta poliproteina es procesada y da lugar a diez proteinas: tres proteinas
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estructurales (core, E1 y E2), y siete proteinas no estructurales (p7, NS2, NS3, NS4A,
NS4B, NS5A y NS5B)?.

5'NTR structural proteins nonstructural proteins . 3'NTR |

r —l:

L )
AUG p7 4A
I | | |
Capsid lon- Protease/Helicase / Membrane
channel reorganization

| stop

RNA dependent
RNA polymerase

Envelope Protease Protease Phosphoprotein

glycoproteins Assembly Cofactor RNA replication

Membrane reorganization
Assembly
IRES assembly module replication module

Figura 3: Proteinas del VHC y sus funciones.
(IRES: Internal Ribosome Entry Site o Sitio Interno de Entrada al Ribosoma)
Las funciones que desempefian las proteinas virales son:
- Proteina core: es la encargada de formar la nucleocapsida.

- Glucoproteinas E1 y E2: estan glicosiladas y forman la envoltura del virus, y junto al
core son los principales componentes de la particula virica.

- Proteina p7: es un polipéptido esencial para la infeccion productiva in vivo y presenta
actividad de canal ionico.

- NS2-3: es una cisteina-proteasa que corta entre las proteinas NS2 y NS3 durante el
procesamiento de la poliproteina.

- NS3/4A. NS3 es una proteina multifuncional con actividad serina-proteasa localizada
en el tercio N-terminal, que se activa gracias a la interaccion con el cofactor de proteasa
NS4A. Ademas presenta actividad ARN helicasa localizada en los dos tercios C-
terminales.

- NS4B: es una proteina cuya funcién no se conoce muy bien. Se sabe que induce la
reorganizacion de la red membranosa o complejo replicativo formado durante la
replicacion del virus y compuesto por membranas del reticulo endoplasmico y gotas
lipidicas.

- NS5A: es una fosfoproteina que puede encontrarse en dos formas: basalmente
fosforilada o hiperfosforilada. Interviene en la replicacion del ARN viral y en el
ensamblaje del virion y probablemente su estado de fosforilacion sea un modulador
clave en la eficiencia de la replicacion.
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- NS5B: es una proteina ARN polimerasa ARN dependiente (RdRp) con la estructura de
mano derecha, con dedos, palma y pulgar®.

La variabilidad genética es una de las caracteristicas biologicas mas relevantes del
VHC. Mediante el analisis comparativo de las secuencias genomicas de virus aislados
en diferentes zonas geogréficas se han podido identificar hasta 7 genotipos distintos del
VHC, denominados del 1 al 7 segtn el orden de descubrimiento. Los distintos genotipos
difieren entre si en un 30-35% de los nucleodtidos. Asimismo, cada uno de estos
genotipos estd dividido en subtipos, los cuales difieren entre si en un 20-25% de la
secuencia de nucledtidos y son identificados mediante letras, por ejemplo, 1 a, 1 b, 2 a,
2 b, 3 a, etc. Debido a esta gran variabilidad, el tratamiento profilactico para prevenir la
infeccion por VHC se ha encontrado con limitaciones y por ahora no hay una vacuna a
la vista® .

Las infecciones del genotipo 1 se extienden por todo el mundo. Por el contrario, los
virus genotipo 2 y genotipo 3 son mas frecuentes en los paises industrializados, en
América del Sur y en Asia, mientras que los genotipos 4-6 estan limitados a otros paises
principalmente africanos®.

N

Figura 4: Genotipos del VHC y su localizacién®.

Ciclo de replicacién del VHC.

El VHC se replica mayoritariamente en el citoplasma de los hepatocitos, aunque
también puede infectar otros compartimentos o tipos celulares como células dendriticas,
linfocitos B o el sistema nervioso central. EI mecanismo exacto de como el VHC
alcanza el citoplasma e inicia la replicacién no se conoce, pero se sabe que circula libre
0 asociado a lipoproteinas. Estas lipoproteinas ayudan a que la particula viral difunda a
través de las células endoteliales, o sea capturada y transportada por las lectinas tipo C
hasta los hepatocitos. EI VHC necesita diversos receptores con diferente localizacion en
la membrana celular, haciendo que la entrada del VHC sea un proceso complejo y muy
regulado, pero que a su vez ofrece un gran namero de posibles dianas terapéuticas.
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Figura 5: Representacion gréafica del ciclo de vida del VHC®.

1) La interaccion inicial del viriébn con la membrana celular estda mediada por
glucosaminoglucanos (GAGs) como el heparan sulfato, que ayudan a concentrar el virus
en la superficie celular. A continuacién, el VHC interacciona de manera secuencial con
los receptores de LDL, SR-B1 (scavenger B1l), CD81 (tetraspanina), claudina-1 y
ocludina. Los receptores tirosina cinasa, EGFR (epidermal growth factor receptor) y
EphA2 (ephrin type-A receptor 2) son cofactores de la entrada del VHC ya que regulan
la asociacién entre CD81 y claudina-1 y la fusion de la envuelta viral con la membrana
plasmatica. Ademas, se ha demostrado que el receptor NPC1L1 (Niemann-Pick C1-
likel), implicado en la absorcion intestinal de colesterol, también tiene un papel en la
entrada del VHC, posiblemente en la fusion de las membranas viral y celular.

2) La entrada en el hepatocito se produce por endocitosis dependiente de clatrina.

3) La fusion de la envuelta del virus con la membrana del endosoma es un proceso
mediado por la acidificacion del endosoma.

4) Desencapsidacion y liberacion del ARN viral.

5) Traduccién del ARN viral y procesamiento de la poliproteina por proteasas virales y
del huésped.

6) Replicacion del ARN viral en el complejo de replicacion, asociado a la red de
membranas.

7) Formacion de la capsida y ensamblaje de los nuevos viriones. El ensamblaje tiene
lugar cerca de gotas lipidicas, en las que se va acumulando la proteina core. La proteina
NS5A, que se une intrinsecamente al ARN, podria liberarse del complejo replicativo a
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la superficie de las gotas lipidicas, interaccionar con el core y transportar asi el ARN a
la proteina core, desencadenando la formacion de la nucleocépsida.

8) Las particulas del VHC se asocian a lipoproteinas y son liberadas a través de la via de
secrecion celular® .

Introduccion a la terapia: tratamientos antiguos y nuevos (AADS)

La terapia tradicional contra la hepatitis C se basa en la combinacion de inyecciones
regulares de interferon alfa pegilado (peg-IFN-a) y dosis orales diarias de ribavirina
(RBV).

El interferon pegilado a es un conjugado covalente formado por la union de interferén
al polimero polietilenglicol (PEG). Ejerce efectos antivirales aumentando la produccion
y liberacion de enzimas especificas como la proteina quinasa, que contribuyen a la
inhibicidn de la replicacion viral, mediante la activacién de endorribonucleasas que
escinden el ARN viral impidiendo su traduccion en proteinas virales. Existen dos tipos
de interferones pegilados alfa unidos a moléculas de polietilenglicol de distintos tamafio
y configuracion® °.

La Ribavirina (RBV) pertenece a una clase de medicamentos antivirales Ilamados
analogos de nucleodsidos. Se trata de un analogo de nucledsido de guanina que actla
alterando el metabolismo celular de las purinas, inhibe la inosina monofosfato
deshidrogenasa y produce una disminucion en la sintesis de guanosina trifosfato (GTP),
lo que conduce a la inhibicion del ARN viral y de la sintesis de proteinas virales.
Requiere una activacion hasta el producto trifosforilado por fosfoquinasas celulares'®.

Dado que este tratamiento tiene una eficacia limitada, en el afio 2011 aparecen los
antivirales de accion directa (AADs) aprobados para su uso en pacientes infectados por
VHC en combinacién con la terapia clésica, aumentando asf la respuesta al tratamiento®.
Los AAD:s se clasifican en funcién de la diana sobre la que acttan:

¢ Inhibidores de la polimerasa NS5B.

La polimerasa viral NS5B es la responsable de la replicacion viral. Existen 2
tipos de inhibidores de la polimerasa: los analogos de nucledsidos y los no
nucledsidos. En general, los andlogos de nucledsidos son activos contra
multiples genotipos debido a que se unen al sitio activo de la polimerasa y este
estd muy conservado entre genotipos. Por el contrario, los inhibidores no
nucledsidos son inhibidores alostéricos, por lo que aparentemente son Mas
dependientes del genotipo viral®.

El farmaco mas conocido de este grupo es Sofosbuvir, un analogo de nucleésido
que actua inhibiendo de forma selectiva la polimerasa NS5B, bloqueando el
ciclo de replicacion del VHC. Sofosbuvir es un profarmaco del 2-desoxi-2-
fluoro-2-C-metiluridina monofosfato, que requiere una transformacion en el
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interior de los hepatocitos para activarse, desencadenando asi la terminacién de
la replicacion del genoma viral*!.

Inhibidores de la proteasa NS3/4A.

En 2011 se aprobaron 2 inhibidores de la proteasa viral, Boceprevir y Telaprevir,
para el tratamiento de la infeccion por el VHC en combinacion con peglFN vy
Ribavirina. Estos farmacos son peptidomiméticos y se unen al amino&cido serina
de la proteasa NS3/4A de manera covalente pero reversible. Con esta triple
terapia, la respuesta virologica sostenida aumentd de forma significativa en
pacientes infectados por el VHC de genotipo 1. Sin embargo, este tratamiento es
menos efectivo contra los genotipos no 1 y conlleva la aparicion de efectos
secundarios graves. Mas tarde a finales del afio 2013 se comercializaron los
inhibidores de proteasa de segunda generacion, dirigidos a disminuir los efectos
adversos y a ampliar el espectro de eficacia. Entre ellos cabe destacar
Simeprevir, un peptidomimético macrociclico® **.

Inhibidores de la NS5A.

La proteina NS5A es esencial para la propagacion del virus y aungue no se
conocen del todo sus funciones concretas, interviene en la regulacion de la
replicacion del genoma virico y en el ensamblaje del virion. La proteina es
extremadamente sensible a pequefias moléculas inhibitorias, que probablemente
sean las moléculas antiviricas descubiertas mas potentes, presentando actividad
frente a distintos genotipos del VHC con una sola dosis diaria®. Los farmacos
inhibidores comercializados son Daclatasvir, Ledipasvir, Ombitasvir, Elbasvir y
Velpatasvir, son bastante similares y estan disefiados para interactuar con cada
mondmero de la proteina®2.

El primer inhibidor de NS5A, Daclatasvir, ha demostrado ser un antiviral
potente in vitro e in vivo, siendo capaz de incrementar la actividad antiviral del
peglFN y la ribavirina®. El objetivo de este trabajo es profundizar en el
conocimiento de esta proteina NS5A y el farmaco Daclatasvir.

Otras posibles dianas para nuevos tratamientos serian:

Las proteinas E1 y E2 de la envuelta del virus. La infeccion por el VHC se
puede impedir mediante el uso de anticuerpos neutralizantes contra estas
proteinas. Estos anticuerpos neutralizantes han demostrado ser muy potentes al
neutralizar cepas de diferentes genotipos in vitro, pero su eficacia in vivo es
mucho menor. Esto se podria deber por un lado a la gran variabilidad genética
del VHC, sobre todo en las glucoproteinas de la envuelta, por lo que se
requeririan anticuerpos neutralizantes de amplio espectro. Por otro lado, el virus
circula asociado a lipoproteinas que podrian enmascarar los epitopos
neutralizantes. Finalmente, el VHC también puede infectar a las células vecinas
mediante transmision célula a célula, escapando asi de la neutralizacion por los
anticuerpos neutralizantes.

Los receptores de entrada del VHC CD81, SR-B1 y claudina-1. El bloqueo de
estos receptores ha demostrado ser eficaz tanto in vitro como in vivo (en
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ratones), independientemente del genotipo del VHC. El uso de inhibidores de la
entrada tiene especial interés para impedir la recurrencia de la hepatitis C en
pacientes que han recibido un trasplante hepético.

e La proteina no estructural NS4B. Esta proteina es esencial para la replicacion
viral y la formacion de los complejos de replicacién. Aunque se desconoce el
mecanismo exacto por el cual ejerce su funcién, NS4B también podria
representar una posible diana terapéutica contra la infeccién por el VHC?,

OBJETIVOS

1. Conocer una vision general del virus de la hepatitis C (su epidemiologia, su
estructura y genoma, y las etapas de su ciclo de vida).

2. Conocer la evolucion del tratamiento frente a la hepatitis C, desde la terapia
clésica hasta los antivirales de accion directa (AADS).

3. Conocer la diana sobre la que acttan los nuevos antivirales contra el VHC.

4. Estudiar lo que se conoce de la estructura de la proteina NS5A y como va a
servir de diana para los farmacos antivirales.

5. Conocer la estructura y el mecanismo de accion del inhibidor de la proteina
NS5A Daclatasvir para el tratamiento de la hepatitis C.

6. Estudiar y comprender la ruta sintética del farmaco Daclatasvir.

METODOLOGIA

Se ha llevado a cabo una busqueda bibliogréfica en distintas bases de datos y editoriales
como Pubmed, Google Académico y Elsevier para obtener informacion acerca del tema
tratado. Se ha realizado una revision de diferentes articulos y se ha elaborado una
recopilacién de los datos encontrados y contrastados.

RESULTADOS Y DISCUSION
PROTEINA NS5A. ;Qué se conoce de ella? Estructura y actividad.

La proteina no estructural 5A del VHC (NS5A) es una proteina multifuncional de unos
447 aminoacidos, expresada en una forma basalmente fosforilada (p56) y en otra
hiperfosforilada (p58)*. Se trata de una metaloproteasa dependiente de zinc, cuya
funcién en el ciclo de vida del VHC no esta claramente definida. Sin embargo, diversos
estudios demuestran que, ademas de desempefiar un papel importante en la replicacion
viral y en la produccién de particulas infecciosas, interacciona con un gran nimero de
proteinas celulares, regulando diversas vias de sefializacién®.

Presenta 3 dominios estructurales (1, I, 111) que dan lugar a cuatro regiones funcionales
complementarias (A, B, C y D) y su extremo N-terminal contiene una helice.

10
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Por un lado, el dominio I es un dimero que coordina un 4&tomo de zinc, se une al ARN in
vitro y es esencial para la replicacion del ARN viral. Se trata del dominio més estudiado
de la proteina NS5A y se cree que desempefia multiples funciones en el ensamblaje,
uniendo el ARN gendmico y transportandolo a las gotitas de lipidos donde se transfiere
al nacleo. También contribuye a un cambio en la morfologia de las gotas de lipidos,
aumentando su tamafio™* .

Figura 6: Dominio I de NS5A con el 4&tomo de Zn coordinado™®.

Por otro lado, el dominio Il interactia con varias proteinas celulares, incluida la
ciclofilina A; y por dltimo, el dominio Il es importante para el ensamblaje y la
secrecion del virion, aunque tanto el 11 como el 111 estdn menos caracterizados.

Las regiones A, B y C se requieren para la replicacion del ARN viral y la region D esta
asociada con el ensamblaje del virion'’. Las regiones centrales y las C-terminales de la
proteina son importantes para la fosforilacion basal, mientras que la hiperfosforilacion
probablemente ocurre en uno 0 mas residuos de serina ubicados dentro del linker entre
los dominios 1 y 11*3. EI dominio N-terminal de NS5A forma una plataforma que esta
involucrada en interacciones especificas proteina-proteina esenciales para el montaje del
complejo de replicacién®.

NS5A no tiene una actividad enzimatica reconocida como otras dianas de farmacos
virales (proteasa, polimerasa); sin embargo, como participa en varias etapas del ciclo de
vida del VHC e interacciona con otras proteinas virales y celulares despierta gran
interés para su estudio’’. Ademas es un componente esencial del complejo de
replicacion viral, y se cree que su interaccion con el ARN viral y otras proteinas NS es
crucial para la replicacion del virus®®.

La eliminacién de la regién N-terminal o la union de NS4A a NS5A induce un cambio
conformacional en NS5A que afecta a su estado de fosforilacion pasando de p56 a p58.

11
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La vida media de la NS5A hiperfosforilada es de unas 7 h aproximadamente, siendo
mucho mas corta que la de la forma fosforilada basal de unas 16 h, la mas estable entre
las proteinas no estructurales del VHC'. Segln varios estudios, se sabe que los
dominios NS5A Il y 111 no son necesarios para la hiperfosforilacion o para el efecto de
los inhibidores en la hiperfosforilacion®.

La fosforilacion de la proteina NS5A es esencial en la replicacion del genoma y en el
paso inicial del ensamblaje del virion del virus de la hepatitis C. En las células
infectadas por el VHC, NS5A se fosforila basalmente por quinasas celulares tales como
la quinasa Il o la proteina quinasa A (PKA) inmediatamente después de completar el
procesamiento proteolitico de la poliproteina precursora. ElI NS5A fosforilado
basalmente se fosforila adicionalmente por la caseina quinasa I-o o la quinasa Polo-like
1 para generar la forma hiperfosforilada. Las fosfoisoformas de NS5A junto con otras
proteinas no estructurales y factores celulares del huésped, forman el complejo de
replicacion viral, una estructura especializada protegida por membranas celulares, que
inicia la sintesis del ARN viral. NS5A tiene la capacidad de unirse al ARN del VHC, y
NS5A hiperfosforilada recluta ARN viral recién sintetizado a las estructuras de
membrana de baja densidad alrededor de las gotas de lipidos, posibles sitios para la
formacion de la nucleocapsida. La interaccion de NS5A con Core es importante para
este paso. El estado de fosforilacion de NS5A se considera que tiene un impacto
significativo en su funcién y en el ciclo de vida del VHC (Figura 7).

Replication of viral INA 1 I NN

Hyperphosphorylation
—— Towards viral assembly

Basal phosphoryiation

Viral RNA
Replication complex
—

Figura 7: Modelo propuesto para la implicacion de la fosforilacion de NS5A en la
replicacion del genoma y en el ensamblaje del virién del VHC'®,
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INHIBIDORES DE LA FUNCION DE LA NS5A. DACLATASVIR (DCV)

ruhau::hzf:r\lfz_< MeO,CNH
o<
O ;
N N
OO
HN N NH
®2 HCI

daclatasvir

Figura 8: molécula de Daclatasvir.

Actualmente se ha afiadido al arsenal terapéutico de inhibidores del VHC una nueva
clase de DAAs. Se trata de moléculas cuya diana es la proteina NS5A del virus VHC.
La disponibilidad de inhibidores NS5A clinicamente eficaces ha proporcionado
herramientas Gtiles para estudiar los papeles de la proteina NS5A en el ciclo de vida del
VHC y los modos de inhibicién. El primer inhibidor del complejo de replicacion NS5A
para demostrar la eficacia en la clinica fue daclastavir (DCV, BMS-790052), farmaco en
el que voy a centrar mi revision.

¢Como actua?

Los estudios publicados han revelado posibles modos de accién para los inhibidores de
NS5A:

- Bloquean las funciones de NS5A requeridas para la formacion del complejo de
replicacion viral como la fosforilacion.

- Bloquean las vias de sefializacion de NS5A con otros componentes virales y celulares,
amplificando los efectos anti-VHC.

- Redistribuyen a la NS5A del reticulo endoplasmico (ER) a la superficie de las gotas de
lipidos, modificando el complejo de replicacion del VHC activo.

- Inhiben tanto la replicacion del ARN como el ensamblaje del virion.
- Bloguean las funciones de los oligomeros de NS5A.

La replicacion en las células del VHC se inhibe por una relacion de DCV/NS5A
estimada en aproximadamente 1/47000, lo que sugiere que un pequefio nimero de
moléculas del inhibidor afecta a la funcion de un gran nimero de moléculas de la
proteina NS5AY.

Aunque inicialmente se desarroll6 como un inhibidor de la replicacion del genoma, ha
quedado claro que DCV también tiene un efecto sobre el ensamblaje del virus. El
tratamiento de las células infectadas con DCV dio como resultado un bloqueo rapido (2
h) del ensamblaje del virus, que precedio a la inhibicion de la replicacion del genoma,
que solo fue aparente posteriormente en el tiempo (24 h). Se sabe que el DCV tiene

13
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como objetivo el dominio | de la proteina, debido a la ubicacion de las mutaciones de
resistencia (por ejemplo, L31M e Y93H) y a que el dominio | interviene en el
ensamblaje del virus justificando asf la rapida inhibicion de este proceso™.

El orden relativo de la barrera de resistencia a daclatasvir es 1b> 4a> 5a> 6a ~ 1a> 2a>
3a, considerando que un genotipo presenta una barrera de resistencia mas alta si quedan
pocas colonias o ninguna después del tratamiento con DCV, y que un genotipo tiene una
barrera de resistencia menor si quedan mas colonias después del tratamiento.
Daclatasvir tiene el potencial de ser un agente eficaz para los genotipos del VHC del 1
al 6, pero se debe utilizar en terapia combinada. Muestra efectos sinérgicos con
interferdn alfa, inhibidores de la proteasa NS3, inhibidores no nucleésidos de la NS5B y
analogos nucledsidos de la NS5B*.

Ruta sintética de Daclatasvir patentada
Los tres productos de partida son el dibromuro 2, la Boc-L-prolina, y la L-valina.

La bis-acetofenona 1 tras una reaccion de bromacion forma el bis-bromuro 2. A
continuacidn se afiade a 2, la Boc-prolina y se forma el cetoéster 3, que no se aisla, y se
convierte directamente en el bis-imidazol 4, aislado como una base libre cristalina de
alta pureza quimica y diastereomérica. Después mediante Boc-desproteccion con HCI se
forma 5, que esté cristalizado como una sal de tetra HCI, y se produce el acoplamiento
de amida con la Moc-L-valina, dando lugar asi a Daclatasvir (Figura 9).

La ruta de sintesis disefiada inicialmente constaba de una reaccién de acoplamiento de
Suzuki para generar el sinton bifenilo.

Sin embargo en la optimizacion de esta sintesis para uso industrial, se inicia la ruta con
la bis-acetofenona 1 comercialmente disponible, que incorpora el resto bifenilo,
evitando de este modo una etapa tardia de acoplamiento con los consiguientes
problemas asociados a la eliminacién de Pd y a la necesidad de eliminar los residuos de
acido boronico, considerados potenciales impurezas genotédxicas a niveles de partes por
millon (ppm). Una mejora clave fue el descubrimiento de que el bis-imidazol 4 podia
formarse desde el correspondiente cetoéster 3 en lugar de la cetoamida, una reaccion
que fue de mayor rendimiento y utiliz6 materiales mas simples. Esta reaccion se ha
utilizado desde entonces para formar el resto de imidazol comdn en muchos inhibidores
de NS5A, incluidos Ledipasvir y Velpatasvir.
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Figura 9: ruta sintética de DCV patentada*2.

Un polimorfo de la sal cristalina de bis-HCI, denominada forma N-2, que se cristaliza
en etanol, estd patentada como forma final de Daclatasvir. Se trata del polimorfo
termodinamicamente mas estable. Daclatasvir pertenece a la Clase 2 del Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica (BCS) con baja solubilidad, alta permeabilidad y una
biodisponibilidad absoluta del 67%. Los comprimidos recubiertos con pelicula de
liberacion inmediata de 30 mg y 60 mg aprobados, son fabricados usando un proceso de
granulacion en seco™.
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Combinaciones con otros farmacos en el tratamiento

Daclatasvir se comercializa actualmente bajo el nombre de Daklinza®, tras haber
superado diversos ensayos clinicos en combinacion con otros agentes AADs y/o
regimenes de interferén-a pegilado/Ribavirina®.

Mlaks  MOCom ORI Tl MOC 00821500

@

(daciatasvin) tablees

Asunaprevir (inhibidor proteasa NS3/4A) (200 mg, una o dos veces al dia) mas
Daclatasvir (60 mg, una vez al dia) més interferon/Ribavirina lograron una tasa de
RVS12 (Respuesta Viral Sostenida en 12 semanas) del 95% en los respondedores nulos
del genotipo 1 del VHC. Mientras que en pacientes japoneses, intolerantes a interferon,
Daclatasvir mas Asunaprevir lograron una RVS24 (Respuesta Viral Sostenida en 24
semanas) del 87,4%'°. Con esto se podria decir, que los nuevos farmacos estan
desplazando al interferon y a la ribavirina de la terapia habitual.

Por otro lado, una triple combinacion de Daclatasvir, Asunaprevir y el inhibidor de la
polimerasa NS5B Beclavubir super6 los ensayos clinicos de evaluacion para el
tratamiento de sujetos infectados con VHC del genotipo l1la y 1b, con resultados
preliminares alentadores (RVS12 del 92%)%.

La combinacion de Sofosbuvir y Daclatasvir es efectiva en pacientes no tratados
previamente, asi como en aquellos tratados con Telaprevir o Boceprevir, y dio lugar a
una RVS de 98%, 92% y 89% en los pacientes con genotipos 1, 2 y 3, respectivamente.

Otra combinacién seria: Sofosbuvir (400 mg) en una combinacién de dosis fija,
denominada Harvoni®, con Ledipasvir (90 mg), la cual provocé una RVS12 del 95%, o
incluso del 100%, en infecciones por el genotipo 1 del VHC, un rendimiento que
dificilmente podria mejorarse, a menos que la duracion total del tratamiento se redujera
de 12 a 8 semanas. El tratamiento de 8 semanas proporcion0 una respuesta virologica
sostenida del 94%, en comparacion con el 95% durante 12 semanas de tratamiento.
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La combinacion de Grazoprevir (MK-5172) (inhibidor proteasa NS3/4A) y Elbasvir
(MK-8742), con o sin Ribavirina, durante 12 semanas en pacientes con monoinfeccion
por genotipo 1 de VHC y coinfeccion por VIH / VHC sin cirrosis alcanzo tasas de RVS
de 87-98% .

La tasa de RVS12 fue superior al 95% tras el retratamiento de pacientes con genotipo 1
del VHC con Paritaprevir mds Ombitasvir mé&s Dasabuvir més Ribavirina (sin
interferén). La tasa de RVS12 aument6 hasta 98% si se administrd Paritaprevir méas
Ombitasvir m&s Dasabuvir mas Ribavirina en pacientes con infeccion por el genotipo
1b del VHC. Gracias a la informacidn proporcionada por estos estudios, parece que la
Ribavirina ya no es necesaria, al menos en el tratamiento de la infeccion por el genotipo
1b del VHC, donde Paritaprevir, Ombitasvir y Dasabuvir lograron una RVS de 99,5%
con Ribavirina, en comparacion con 99,0% sin Ribavirina. Por lo tanto, en conclusion,
Paritaprevir, Ombitasvir y Dasabuvir junto con Ritonavir (antirretroviral contra VIH)
lograron una respuesta viroldgica sostenida casi del 100% sin Ribavirina en pacientes
con infeccién por el VHC genotipo 1b*.

CONCLUSIONES

Los avances en el conocimiento de las diferentes etapas del ciclo de vida del VHC han
permitido que el desarrollo de terapias contra la infeccion por el VHC aumente de forma
exponencial durante los Gltimos afios. La terapia triple estandar tradicional (peglFN,
Ribavirina y Telaprevir/Boceprevir) ha mejorado sustancialmente la tasa de respuesta de
los pacientes infectados por el VHC de genotipo 1. Sin embargo, este tratamiento no es
siempre efectivo y a menudo estd contraindicado debido a la aparicion de efectos
adversos en mdltiples poblaciones de pacientes. El descubrimiento de nuevas dianas
terapéuticas abrird nuevas lineas de desarrollo de medicamentos mas potentes, capaces
de curar a la mayoria o a todos, los pacientes con hepatitis C crénica®.

El desarrollo de medicamentos anti-VHC es una de las historias méas exitosas de la
terapia antiviral. De hecho, por primera vez en la historia de la humanidad, tenemos el
potencial de erradicar una infeccion viral cronica usando solo agentes antivirales
directos administrados por via oral (AADs).

Debido a la variabilidad del VHC, se requiere una terapia de combinacién para dar con
los tratamientos mas eficaces y obtener: altas tasas de respuesta viral sostenida (RVS)
con efectos secundarios minimos, cobertura pangenémica, una dosis fija con un nimero
minimo de inhibidores y corta duracion. Se han probado muchas terapias de
combinacion diferentes, sobre todo en pacientes del genotipo 1 ya que es el maés
frecuente. De acuerdo a varios estudios, un componente esencial para alcanzar el mejor
tratamiento incluye un analogo de nucledsido (NUC) como Sofosbuvir (SOF), ya que
ofrece una cobertura pangendémica, una barrera de alta resistencia y no presenta
problemas de resistencias. También la combinacion de un inhibidor de NS5A y un
inhibidor de proteasa NS3 da buenos resultados®’.
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Ademas del impacto clinico que Daclatasvir ha supuesto en el tratamiento de la
Hepatitis C, también ha sido Gtil como herramienta en una serie de estudios dirigido a
descifrar las diversas funciones de la proteina NS5A. Estos trabajos también han
arrojado algo de luz sobre las razones probables detras de la alta potencia inhibidora
asociada con los compuestos de orientacién NS5A%% 2,

La terapia dptima actual para el tratamiento de la infeccion por el virus de la hepatitis C
genotipo 1, la cepa més prevalente, es una combinacion de interferon-a pegilado y el
analogo de nucletsido Ribavirina junto con el inhibidor de la proteasa no estructural
3/4A (NS3/4A) Simeprevir o el inhibidor nucleésido de la polimerasa NS5B
Sofosbuvir. Aunque este régimen de medicamentos mejora las tasas de respuesta en
comparacion a la terapia solo con interferon pegilado-a y Ribavirina, es dificil de tolerar
debido a numerosos efectos secundarios, algunos de los cuales presentan un desafio
significativo®.

Existen muchas combinaciones nuevas que estdn resultando efectivas para el
tratamiento de la infeccidn por el VHC, entre las que destacan principalmente:

e Harvoni® (Ledipasvir y Sofosbuvir): fue la primera combinacién aprobada en
octubre de 2014 por la FDA para tratar la infeccion cronica por el genotipo 1 del
VHC vy el primer régimen que no requeria la administracion de interferén o
ribavirina®.

;‘:'5’:, Harvoni®
N
ey film-coated
tablets Harvoni®
ledipasvir/
buVif film-coated tablets
sofos . ledipasyir/sofosbuvir
Oral use
28 film-coated tablets
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e Viekirax® (Ombitasvir, Paritaprevir,Ritonavir): la dosis recomendada es de dos
comprimidos de 12,5 mg/75 mg/50 mg una vez al dia, acompafados de

alimentos®.

st ® Viekirax® s—

H N0 E';. 12,5mg/75mg/50mg
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