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RESUMEN

Los analogos de los nucledsidos han formado parte de la terapéutica antitumoral y antiviral
durante anos. Pero las limitaciones que presentan tanto a nivel de biodisponibilidad como las
resistencias que se crean frente a estos farmacos han supuesto una tendencia creciente en el
desarrollo de profarmacos que aumenten los niveles de metabolito activo de los andlogos de los
nucledsidos a nivel intracelular. Dentro de las posibilidades que aparecen en clinica, destacan
los ProTides. Esta tecnologia se basa en el enmascaramiento de los grupos OH del fosfato de los

NA con un grupo arilo y un éster de fosforamidato.

A raiz del descubrimiento de la tecnologia ProTide, se han investigado una serie de candidatos
y se han aprobado tres farmacos, tenofovir alafenamida como antirretroviral usado para el
tratamiento del VHB y el VIH, Sofosbuvir frente al VHC y el mas reciente de todos, Remdesivir,
un farmaco en estudio frente al Ebola que ha sido aprobado para el tratamiento contra el SARS-
CoV-2. Estos farmacos son solo el inicio del estudio de los ProTides, se desarrollan nuevos
candidatos como la estampidina y timectacina como agentes anti-VIH, y el GS-6620 contra el

VHC, aunqgue este Ultimo no ha progresado en fases mas avanzadas.

Siguiendo el ejemplo de los ProTides antivirales, se intenta aplicar esta tecnologia para otras
patologias importantes como algunos tipos de tumores donde disminuyen los efectos
secundarios y vencen resistencias que aparecen con la terapia estandar antitumoral. Destacan
NUC-7738 en pacientes con melanomas resistentes, NUC-1031 como alternativa en pacientes

resistentes a gemcitabina o NUC-3373 en tumores colorrectales y neoplasias gastrointestinales.

Al tratarse de una tecnologia relativamente nueva, se han estudiado como candidatos ante otras
patologias virales que aun no tienen otras alternativas como los Flavivirus y se observa la

importancia del uso de estos ProTides en afecciones cuya terapia es aun desconocida.

En esta revisidn bibliografica se ha descrito como la tecnologia ProTide ha supuesto un avance

en el tratamiento clinico de enfermedades viricas y tumorales, proporcionando una buena
alternativa a la terapia cldsica actual y enviando un mensaje esperanzador a la poblacidn sobre
la posibilidad de tratamiento para enfermedades importantes que no contaban con otras

alternativas.

Palabras clave: analogo de nucleésido, antitumorales, antivirales, ProTide, fosforamidato.
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1.INTRODUCCION

1.1. Virus emergentes y reemergentes
A lo largo de los ultimos afios, han surgido o resurgido una gran cantidad de virus con potencial
epidémico o pandémico (Figura 1), entre ellos el virus del Ebola (EBOV), Sindrome Respiratorio
de Medio Oriente (MERS-CoV) o el Sindrome Respiratorio Agudo Severo Coronavirus 1y 2 (SARS
y SARS-CoV-2) (Geraghty et al., 2021). Estas infecciones no solo producen un problema de salud

a nivel mundial, sino que ademas tiene efectos sociales, politicos y econdmicos.
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Figura 1.Adaptacion de la linea temporal de virus emergentes del siglo XX/ (Trovato et al., 2020).

Aparece una constante preocupacion por las enfermedades infecciosas ya que ultimamente
surge una sensacién de descontrol frente a estas patologias. Las principales causas son rapida
extension, como por ejemplo en el SARS-Cov-2, las elevadas tasas de letalidad, como por
ejemplo el Ebola, y la dificultad en el desarrollo de vacunas y tratamientos que pueden hacerles
frente, como por ejemplo el VHC o el VIH. Cuando se revisan las similitudes entre estas
enfermedades se llega a la conclusién de que el aumento de los patégenos zoondticos se
relaciona con modificaciones ambientales y con una diferente interaccidon entre los humanos

con la poblacidn silvestre (Cunningham et al., 2017).

Algunos factores han contribuido en la aparicién y propagacion de estos patdgenos sobre las
poblaciones, entre ellos la globalizacién, los viajes intercontinentales y el cambio climatico.

Aparece un aumento en las relaciones entre los humanos y posibles reservorios para estos
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patégenos emergentes, ademas, por el aumento de la esperanza de vida se desarrolla una

poblacién mds susceptible.

Debido a la aparicidon de uno de estos ultimos grandes virus, el SARS-CoV-2, se busca entre los
cientificos un nivel de intervencién rapido para poder frenar estas infecciones emergentes. El
desarrollo de vacunas es la estrategia mds eficaz para disminuir la probabilidad de acabar en una
epidemia o pandemia, pero cuando aparece un escenario pandémico se necesita una actuacion
rapida para evitar un progreso que ponga en riesgo la salud de la poblacion. Por ello surge la
necesidad de encontrar farmacos que frenen la progresidn de estos virus con potencial

pandémico (Trovato et al., 2020).

1.2. Virus del Ebola
La enfermedad del Ebola, también conocido como la fiebre hemorrégica es una enfermedad
grave letal causada por un virus de ARN de gran importancia Africa, el virus del Ebola (EBOV) de
la familia Ebolavirus. El primer brote que aparecio fue en el Congo en 1976 y desde entonces ha
ido provocando varios brotes hasta la actualidad. Uno de los brotes mds importantes de Ebola
de la historia ocurre entre el afio 2013 y 2016, surge en Africa occidental, en el sudeste de
Guinea. El virus se extendié rdpidamente de las zonas rurales a las zonas urbanas por las

fronteras y se convierte en una epidemia mundial (Jacob et al., 2020).

El virus se adquiere a través del contacto con animales portadores del virus que suelen ser
murciélagos, monos o chimpancés. La transmisién también puede darse por el contacto directo
de las mucosas con la sangre, las secreciones o fluidos corporales de pacientes infectados. El
paciente sufre una disminucion de la respuesta inmune contra la infeccién por la muerte celular
y, ademads, aparece una sobreestimulacidn de la via extrinseca de la coagulacién que produce la

coagulacién de la sangre del paciente o coagulopatia (Baseler et al., 2017).

En cuanto a los sintomas aparecen varias fases, comienzan sintomas inespecificos como una
gripe con fiebres altas o nauseas. La fase clave es la siguiente, donde el paciente sufre los
sintomas graves como fiebre persistente o fatiga extrema. En la tltima se desarrollan problemas
epidérmicos, respiratorios y vasculares, se produce la muerte por shock hipovolémico y la

insuficiencia multiorganica (Sivanandy et al., 2022).

Actualmente hay dos vacunas aceptadas contra el Ebola, la rVSV-EBOV aprobada en 2019 por la
FDA en mayores de 18 afios y es de dosis Unica, solo protege frente al ebolavirus Zaire que es el
que ha causado los grandes brotes mortales. Ademas, aparece otra vacuna, la Zabdeno/Mvabea
aprobada en mayores de 1 afio de edad que ofrece proteccién con una dosis de refuerzo tras la

dosis inicial (Tomoriy Kolawole, 2021).
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1.3. Flavivirus
El género Flavivirus forma parte de la familia Flaviviridae, son virus de ARN monocatenario que
provocan a nivel mundial crisis endémicas y epidémicas graves, ya que tienen la opcion de
provocar focos en zonas no endémicas. Solo hay vacunas en algunos flavivirus como el virus de
la fiebre amarilla o el dengue, pero el problema principal recae en que no hay antivirales

dirigidos a este género.

A nivel patoldgico se clasifican en dos grupos, enfermedades sistémicas que producen
hemorragia como el virus del dengue (DENV1-4) y la fiebre amarilla (YFV), y enfermedades que
producen alteraciones neuroldgicas como el virus del Zika (ZIKV) y el virus del Nilo Occidental
(WNV). El dengue es endémico en mas de 100 paises, entre sus complicaciones aparecen la
fiebre hemorragica del dengue o el sindrome por shock del dengue. El Zika es un virus que no se
consideraba importante hasta que el 2007 provoca una epidemia, desde ahi se declara como
emergencia sanitaria en todo el mundo ya que se relaciona con episodios de enfermedades
neuroldgicas graves. Aparecen unos 4 millones de infectados por el virus del Zika en América en

el 2016 y se propaga rapidamente por el sudeste asiatico y por Africa (Chong et al., 2019).

Los virus de este género se transmiten por vectores, los mosquitos, y ademas se puede adquirir
por transmision vertical por artropodos, por lo que permanece a largo plazo y puede reaparecer.
Al transmitirse por vectores, el aumento de las poblaciones y las migraciones han ayudado a la

propagacion de estas enfermedades (Van Leur et al, 2021).

1.4. Coronavirus
Los coronavirus (CoV) son un tipo de virus perteneciente a la familia Coronaviridae, son virus
cuyo material genético se organiza en forma de ARN monocatenario y poseen los genomas de
ARN mas grandes actualmente conocidos. Estos virus se subdividen en 4 géneros, a-
coronavirus, B-coronavirus, y-coronavirus y 6-coronavirus de los cuales tan solo el género alfay
beta son capaces de infectar a los mamiferos. Se descubren en la época de los 1960 y se pensaba

gue producian cuadros leves respiratorios.

Con la epidemia producida en 2002 del SARS y un brote que aparece de MERS en 2012 se
empezd a cambiar la concepcidn sobre estos virus, pero no es hasta 2019, con la aparicion del
SARS-CoV-2, cuando finalmente saltan las alarmas entorno a esta familia (Santoro y Carafoli,

2021).

El SARS-CoV-2 ha causado la mayor pandemia infecciosa del siglo XXI, con mas de 100 millones

de casos y dos millones de muertes en todo el mundo en febrero de 2021. La mayoria de los
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pacientes presentan fiebre, tos, trastornos gastrointestinales, disnea, dolor de cabeza y dolores
musculares. Destacan dos sintomas especificos, la anosmia o pérdida del olfato y la ageusia o
pérdida del gusto. Las complicaciones clinicas graves aparecen en el 31,5% de los pacientes

presentan neumonia bilateral o infiltracién pulmonar.

Es una infeccién que presenta mayor prevalencia en pacientes de elevada edad procedentes de
residencias o centros sociosanitarios (Figura 2), siendo el paciente tipo con mayor tasa de
mortalidad el que ademds presenta comorbilidades cardiacas, respiratorias y metabdlicas (Vila-

Cércoles et al., 2021).

Caracteristicas demograficas segun lugar de atencion/tratamiento

100
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H 50-64 aios M 65-79 afos 80 o0 mas afios

Figura 2. Adaptacion de tabla sobre caracteristicas demogrdficas y clinicas de 536 casos confirmados de COVID-19
segun lugar de atencidn/tratamiento (ambulatorio/urgencias, hospital, residencia/sociosanitario) en personas 250
afios del drea de Tarragona, entre marzo y junio de 2020.(Vila-Cércoles et al., 2021)

1.5. Virus de la inmunodeficiencia humana.
El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es una infeccién letal que afecta al ser humano, a
medida que progresa produce el deterioro del sistema inmune, los pacientes se vuelven
susceptibles a la aparicién de otras infecciones. Por el progresivo deterioro de la inmunidad en

el paciente es de vital importancia un diagndstico temprano.

Es una enfermedad que se transmite principalmente por via sexual, aunque también puede
darse por el contacto con la sangre o fluidos de una persona infectada o por via vertical de madre
a hijo. Aparece un riesgo alto de infeccién en pacientes drogodependientes al compartir
jeringuillas y en las transfusiones de sangre o trasplante de érganos en paises no controlado.
Pacientes que padecen infecciones de transmision sexual (ITS) tienen mayor probabilidad de

padecer VIH (Moran Arribas et al., 2018).

Debido a la terapia antirretroviral (TAR) se ha producido un cambio en el paciente tipo con

infeccién por VIH, volviéndose una enfermedad con mayor tendencia a la cronicidad. Esto ha
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producido un aumento de la esperanza de vida en pacientes infectados lo que favorece a la
aparicidn de otras comorbilidades, tumores o aumento de la fragilidad en los pacientes de edad
avanzada (Del Amo y Pérez-Molina, 2018). Segun la OMS (Organizacion mundial de la salud)

esta infeccion causé 1,2 millones de muertes en el afio 2014.

1.6. Virus causantes de hepatitis
La hepatitis derivada de un proceso viral es uno de los grandes problemas actuales, la mayoria
de las muertes asociadas a hepatitis viral se producen por una infeccidn del virus de la hepatitis
B (VHB) y el virus de la hepatitis C (VHC) pero existen otros virus que causan hepatitis como el
virus de la hepatitis A (VHA), el virus de la hepatitis D o delta (VHD) y el virus de la hepatitis E
(VHE). Son cinco virus no relacionados biolégicamente, pero todos ellos se caracterizan por

causar hepatitis viral.

El VHB es un virus cuyo material genético se organiza en forma de doble cadena de ADN con
envuelta y pertenece al género de los Aortohepadnavirus. Es un virus cuya infeccidén se asocia
inversamente proporcional a la edad, produce hepatitis aguda en el 90% de los lactantes. En
cuanto a la transmision, es un virus que solo produce infeccion en humanos y se puede transmitir
por via sexual, sanguinea o vertical, es decir, de madre a hijo. Segun el genotipo que aparece se
relaciona con una zona geografica u otra, por ejemplo, en la cuenca del Mediterraneo

predomina el genotipo D (Lanini et al., 2019).

La hepatitis B crdnica se caracteriza por brotes espontaneos, no se conocen las razones de la
aparicidon de estos brotes, pero se sospecha que esta relacionado con el estado inmune del
paciente, por ello se producen con mas frecuencia en pacientes sometidos a terapia
inmunosupresora o que presentan un estado de inmunosupresién, por ejemplo, en pacientes
que presentan una infeccién por VIH. La prevalencia de ambas infecciones juntas es alta al
compartir mecanismos de trasmision, al analizar la coinfeccién se descubre un aumento del
riesgo de enfermedad hepdtica progresiva que suele desencadenar en un cdncer hepatico
(Maldonado-Rodriguez et al., 2015). Segun la OMS, causa 780.000 muertes cada afioy en el 2014

se infectaron unas 240 millones de personas por el VHB (De Clerqg y Li, 2016).

El virus de la hepatitis C (VHC) pertenece a la familia Flaviviridae, tiene un material genético en
forma de ARN. El VHC, al igual que el VHB, se transmite entre humanos por el contacto directo
por via sanguinea o por via vertical. También destaca el contagio por uso de agujas contaminadas
en personas con antecedentes de drogadiccién y se observa un mayor riesgo de contagio por
relaciones sexuales donde destacan pacientes hombres VIH positivos que practican sexo con

otros hombres.
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El perfil de paciente con VHC corresponde a adultos jévenes con antecedentes de drogas por via
intravenosa. Es una enfermedad que se caracteriza porque una vez curada no proporciona una
resistencia a la infeccidn, por lo que si un paciente es adicto existe una gran probabilidad de que
ocurra una reinfeccion. Esto ocurre porque la persona que sufre de infeccidon por VHC genera
anticuerpos especificos para un genotipo en especifico por lo que no les confiere inmunidad
plena (Dearborn y Marcotrigiano, 2020). Segun la OMS causa unas 500.000 muertes cada afoy

en 2014 convivian con el virus entre 130 y 150 millones de personas (De Clerq y Li, 2016).

1.7. Desarrollo de moléculas antivirales
El aumento de las enfermedades viricas se debe entre otros factores al crecimiento de las
poblaciones a nivel de densidad, los viajes entre continentes que favorecen la dispersién de los

virus y el cambio climatico (Bricaire y Bossi, 2006).

Para afrontar estas posibles epidemias la comunidad cientifica se centrd en el desarrollo de
vacunas especificas para los diferentes virus. Pero el desarrollo de vacunas requiere una gran
inversion de tiempo, y aunque en ocasiones excepcionales se ha conseguido un abordaje rapido
en el disefio de vacunas, como por ejemplo en la pandemia del COVID-19, en los ultimos afios
ha aparecido una tendencia creciente en el uso de medicamentos aprobados para virus ya
conocidos frente a los virus emergentes. Este proceso se conoce como reposicionamiento de
farmacos, se prueban farmacos inicialmente creados con otro objetivo para un uso diferente en
clinica, es una técnica de creciente interés en los Ultimos afios ya que ha supuesto una
disminucién de los costes de investigacidn y un ahorro de tiempo de desarrollo, las moléculas
usadas ya se encuentran en el mercado con sus respectivos estudios de seguridad vy
biodisponibilidad. Consiste en una nueva indicacidn para un farmaco ya existente aprobado por
algun organismo como la FDA (Food and Drug Administration) o la EMA (European Medicines

Agency) (Jourdan et al., 2020).

Los antivirales de accidn directa (DAA) son moléculas dirigidas a las proteinas del virus, en
cambio los antivirales dirigidos al huésped (HDA) se centran en diferentes proteinas del
hospedador que el virus utiliza para proliferar. Esta segunda estrategia es muy importante ya
que virus de las mismas familias suelen usar el mismo tipo de proteina del huésped para
desarrollarse, por ello si se ataca a estas dianas se puede frenar un posible brote epidémico de

un virus no conocido (Chitalia y Munawar, 2020).

En cuanto a las estrategias dirigidas al huésped cabe destacar que presentan un amplio rango
de objetivos o posibles dianas, tales como inhibicién de las cinasas o activacidn de la respuesta

inmune del huésped. Los antivirales de amplio espectro dirigidos al huésped tienen algunos
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inconvenientes como la toxicidad que se genera en el organismo hospedador. En cambio, tiene
muchos puntos a favor ya que las estructuras a las que se suele dirigir son estructuras conocidas

y que a menudo se repiten en los diferentes virus.

Por otro lado, las estrategias dirigidas al virus presentan algunas complejidades como las
diferencias estructurales entre los diferentes virus y las secuencias de sus proteinas, esto se
convierte en una gran dificultad a la hora de disefar farmacos de amplio espectro. Una
caracteristica que todos los virus tienen en comun es que replican su material genético por ARN
o ADN polimerasas. Partiendo de esta premisa se desarrollan los andlogos de los nucledsidos

(Geraghty et al., 2021).

En 2020, los antivirales dirigidos al huésped solo representan un 11% de los antivirales
aprobados y la mitad de ellos son productos bioldgicos (Figura 3). El 89% restante son moléculas

pequefias de accion directa frente a las proteinas del virus.

Proporcién de DAA frente a HDA

N

= Antivirales de accion directa = Antivirales dirigidos al huesped Interferones

Figura 3. Grdfico adaptado que relaciona la proporcion de las moléculas antivirales de accion directa frente a los
antivirales dirigidos al huésped, dentro de los cuales se encuentran los interferones (Chitalia y Munawer,2020).

Por todo ello, existe una tendencia creciente al desarrollo de farmacos antivirales de accion
directa dirigidos al virus, entre ellos se destacan los analogos de nucledsidos. Idealmente son
farmacos que imitan las estructuras de los nucledsidos naturales, esto les permite ser
reconocidos por enzimas virales y actian sobre el ciclo de replicacion de ADN o ARN, compiten
con el sustrato natural y modifican la replicacién del material genético o producen la

terminacion la cadena (De Clerq y Neyts, 2009).

1.8. Cancer
El cdncer es una enfermedad que se caracteriza por el crecimiento descontrolado de las células,
que invaden tejidos y drganos adyacentes o se propagan por el organismo a través del sistema
circulatorio o linfatico. Muchos tumores muestran caracteristicas epigenéticas desreguladas,
aparecen alteraciones genéticas que pueden conducir a reactivacion de genes que producen

gran parte de los tumores (Cao y Yan, 2020).

10
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Europa, al ser un foco importante de cancer en el mundo, es una buena representacién a nivel
estadistico de la incidencia de cancer mundial. Revela que, en 2020, hay 4 millones de casos
nuevos de cdncer y casi 2 millones de muertes relacionadas con esta enfermedad. Los mas
comunes son el cdncer de mama, colorrectal, de pulmdén y de préstata ya que entre ellos
representan la mitad de la carga de cancer en Europa. Aunque el cancer de mama es el que mas
casos nuevos presenta en 2020, el cancer de pulmén tiene mayor nimero de muertes asociadas
seguido del cancer colorrectal. El cancer supone mas muertes en menores de 65 anos que
cualquier otra enfermedad en los paises que forman parte de la Unién Europea (Dyba et al,

2021).

Durante siglos, su naturaleza y causa eran desconocidas y no existia un tratamiento eficaz. A
medida que han pasado los afios y la investigacidn cientifica, los conocimientos sobre esta
enfermedad se han actualizado y se han encontrado avances tanto en el diagndstico como en el
tratamiento. El estilo de vida es un factor fundamental en la prevalencia del cancer, entre los
principales factores que aumentan el riesgo de desarrollar cancer aparece el consumo de
tabaco, una alimentacién no saludable, el sedentarismo, el consumo de alcohol o la exposicidén
a ciertas sustancias carcinogénicas como productos quimicos, la contaminacién en el aire o la
exposicidn al sol. La mayoria de estos factores son modificables, por lo que cambiando el estilo
de vida a uno saludable reducimos el riesgo de sufrir esta enfermedad en un futuro

(Lewandowska et al., 2019).

Entre las diferentes lineas de tratamiento antitumoral, dentro de la quimioterapia destaca el uso
de los andlogos de los nucledsidos para el tratamiento de tumores malignos de origen diverso,
ya que actuan sobre enzimas presentes en la replicacion y traduccién del ADN, que en las células
tumorales aparecen sobreexpresadas. Entre los farmacos de referencia aparecen la citarabina
para el tratamiento de leucemia mieloide aguda o la gemcitabina para el cancer de pulmény

pancreas. (Muggia et al, 2012)

A continuacién, se va a describr la evolucion en el desarrollo de estos analogos de los
nucledsidos, desde su descubrimiento hasta sus modificaciones principales para mejorar sus
caracteristicas de biodisponibilidad, donde destaca la tecnologia Protide, basada en el uso de
profarmacos de estos andlogos de nucledsidos para mejorar su perfil farmacocinético y

disminuir los efectos secundarios.
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2. OBIJETIVOS

1.

Reflexionar sobre la preocupacién actual acerca de las enfermedades emergentes, tales
como brotes infecciosos o procesos tumorales, y la necesidad de terapias novedosas
dirigidas especificamente hacia estas patologias.

Exponer los analogos de nucledsidos como linea preferente en el tratamiento de algunas
enfermedades con gran relevancia actualmente, desde su descubrimiento a su
evolucién en las ultimas décadas.

Establecer los problemas principales del uso de farmacos andlogos de los nucledsidos
para el tratamiento antiviral y antitumoral y buscar posibles soluciones.

Estudiar el desarrollo de la tecnologia ProTide para favorecer las caracteristicas
farmacocinéticas de los andlogos de los nucledsidos.

Buscar nuevos farmacos aprobados recientemente o en ensayos clinicos basados en la
tecnologia ProTide.

Valorar el posible uso de esta tecnologia aplicada a otras infecciones que hoy en dia se
estdn considerando, donde los ProTides se postulan como candidatos a futuros

farmacos.
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3. METODOLOGIA

Este trabajo es una revisién bibliografica de la tecnologia ProTide para el desarrollo de nuevos
profarmacos utiles en el tratamiento de enfermedades tales como virus emergentes con
potencial epidémico o algunos tipos de cancer cuyos tratamientos ya estdn empezando a

presentar resistencias en los pacientes.

La busqueda de informacién se ha basado en dos bases de datos cientificas principalmente. Para
la introduccidn, al ser de caracter mas tedrico, se ha usado la base de datos Pubmed, donde se
ha introducido los criterios de busqueda en inglés. Entre los criterios de blsqueda aparecen
palabras clave tales como “Emergent viruses XXI”, “Viral diseases”, “Antiviral developement”,
“RNA virus”, “DNA virus”, “Antiviral treatment”, “HIV”, “Flaviviruses etiology”, “Potential
pandemic viruses”, “Direct acciéon antiviral”, “Cancer”, “Antitumoral agents”, “Ebola virus
disease”, “Types of hepatitis”, “Cancer epidemiology”, “Hepatitis C treatments”, “SARS
epidemic”. Para obtener informacién sobre el SARS-CoV-2 se han usado los filtros predefinidos
de la base de datos Pubmed con las categorias de “COVID-19” filtrando por “Etiology and Broad”
introduciendo palabras claves tales como “Coronavirus infection”, “Risk factors COVID-19”,

“distribution coronavirus”, “COVID prevalence”.

Ademas, se ha utilizado la herramienta SciFinder para la busqueda de los resultados ya que
permite obtener informacion especifica del area de quimica, en la cual se han introducido los
criterios de busqueda en inglés como “Antiviral ProTides”, “nucleoside analogs developement”,
“clinical ProTides”, “phosphoramidates”, “phosphoramidates essays”, “pronucleotide
structure”, “remdesivir treatment”, “sofosbuvir VHC”, “antiviral protides”, “antitumoral

protides”.

Uno de los criterios usados en la busqueda bibliografica ha sido filtrar desde 2013 hasta la
actualidad, aunque algunas de las referencias que se han seleccionado son de fechas anteriores

por su relevancia en el campo estudiado.

Todas las moléculas quimicas que aparecen en el texto son de elaboracion propia desarrolladas

a partir del programa ChemDraw.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlogos de los nucledsidos
Un nucledsido es una molécula compuesta por una pentosa, que puede ser ribosa o
desoxirribosa, y una base nitrogenada, cuando presentan restos fosfato se conoce como
nucledtido (Figura 4). Ambas moléculas presentan un papel fundamental en la replicacién y la
transcripcién de la informacidn genética y es por ello que se han usado durante muchos afios en

tratamientos antitumorales, antiparasitarios, antibacterianos y antivirales (Yates y Seley-Radtke,

2019).
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R = H; Desoxirribosa /k |
R = OH; Ribosa N (6]
H N (6]
H
Citosina Timina

Figura 4. Estructura general de los nucledsidos naturales y sus posibles bases nitrogenadas, basado en “An
Introduction to Medicinal Chemistry”, (Graham, 2005)

Los analogos de los nucledsidos (NA) son moléculas sintéticas similares a los nucledsidos
naturales que se introducen en la clinica para el tratamiento de diferentes enfermedades como
el cancer o infecciones viricas como el virus del herpes simple (VSH), VIH, VHC o VHB. (Mehellou

et al.,, 2018).

Estructuralmente hablando, consisten en una nucleobase derivada de la purina o la pirimidina
gue se une a un azucar y en el caso de los andlogos de nucledtidos, ademas esta unido un grupo
fosfato al azucar. Al ser una molécula formada por tres grandes bloques diferenciados aparece

una gran variabilidad al tener un amplio abanico de modificaciones (Figura 5).
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Al ser analogos de los nucledsidos naturales siguen su mismo metabolismo, entran en el interior
de la célula por transportadores de nucleésidos, ademas de transportadores de péptidos y
aniones o cationes organicos (Figura 6). En el interior de la célula se fosforilan y forman los
derivados trifosfato. En algunos virus las primeras fosforilaciones las hacen enzimas del propio
virus como en los herpesvirus donde se realiza por una timidina quinasa del virus, lo que le
confiere mayor selectividad. Por ultimo, los nucledtidos ya fosforilados inhiben enzimas o se

incorporan al ADN.

Algunas enzimas presentes en el catabolismo son capaces de disminuir la cantidad de metabolito
activo, entre ellas se encuentran las desaminasas y las 5’-nucleotidasas, por ejemplo, las enzimas

desaminasas escinden el grupo amino de la molécula (Jordheim et al., 2013).

Andlogo de nucleésido

ﬁuanzpo'mdm de nudledsidos

Andlogo de nucledsido
Andlogo de nucleésido ) ————> @
PRG
ledsido
ofosfate
Analogo de nucleésido
=

Figura 6. Absorcion celular de los andlogos de los nucleésidos (Jordheim et al., 2013)

Los analogos de los nucledsidos, ademas de introducirse en el ADN o ARN, son capaces de inhibir
enzimas intracelulares relacionadas con los procesos de division y replicacion celular, en la
sintesis o reparacion del material genético y es por ello que son usados en la terapia antitumoral,
inhiben polimerasas humanas y virales, ribonucledtidos reductasas (RRM), la timidilato sintasa

o la orotidina-5-monofosfato descarboxilasa (ODCasa).

Esta ultima enzima tiene una funcidn importante, forma parte del proceso de sintesis de novo
de nucledtidos de pirimidina por lo que en las células tumorales aparece sobreexpresada, esto
la convierte en una diana muy interesante para el tratamiento antitumoral, en clinica destacan

los anadlogos de UMP (uridina-5-monofosfato) (Slusarsczyk et al, 2018).
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4.1.1. Historia del desarrollo y disefio de los andlogos de nucledsidos.
En 1959 se descubre la primera molécula antiviral, andlogo de la timidina (1), la idoxuridina (2)
la cual se usa principalmente para el tratamiento de queratitis ocular producida por los herpes
virus de administracidn tépica. Es un fdrmaco de primera generacidn, poco selectivo y se usa por
via tdpica ya que por via oral presenta efectos secundarios (Figura 7). El aciclovir (3) fue el primer
analogo de los nucledsidos de segunda generacion, actia frente a la timidina quinasa de los virus
sensibles, enzima que convierte al aciclovir en el metabolito activo. Al ser un inhibidor selectivo
se usa por via oral. Este descubrimiento supuso un nuevo enfoque en el tratamiento de las

infecciones provocadas por virus (De Clerq y Field, 2006).

En el campo antitumoral, el primer andlogo de nucledsido aprobado fue la citarabina (4) en el
1969, fue aprobado por la FDA para el tratamiento de la leucemia mieloide aguda. En el 2013
aparecen 6 analogos aprobados por la FDA para el tratamiento del cancer ya que se consideran
farmacos citotdxicos capaz de reducir la progresion de las células tumorales (Jordheim et al.,

2013).
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Figura 7. Nucledsidos naturales y sus andlogos siendo Timidina (1), Idoxuridina (2), Aciclovir (3) y Citarabina (4).

Siguiendo estos ejemplos, se busca variabilidad de compuestos entre los andlogos de
nucledsidos haciendo modificaciones en la estructura de los nucledsidos naturales en dos

puntos, modificando la nucleobase o modificando el azucar.

Modificacién de la nucleobase, analogos con un fragmento heterociclico modificado

Partiendo de la idoxiuridina (2), al introducir un nitrégeno en el heterociclo tanto en posicidon 5
como en posicidon 6 se observa un cambio en la actividad bioldgica. Las 2’ desoxiuridinas 5’
sustituidas (5) (Figura 8) son activas frente a virus de ADN del herpes simple y la varicela zoster

(Pastuch-Gawotek et al., 2019).

Entre los compuestos estudiados destaca la ribavirina (6) (Figura 8), es un farmaco de amplio

espectro que muestra actividad frente a varios virus de ARN como el VHC, la gripe A o el virus
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respiratorio sincitial. Es un iséstero de la guanosina (7), el Gnico analogo de nucledsido aprobado

para el tratamiento de la gripe o virus de la influenza.
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Figura 8. Disefio de andlogos de nucledsidos por modificaciones en la nucleobase. 2’-desoxiuridina-5’-sustituidas (5),
Ribavirina (6), Guanosina (7)

Modificacién en el aztcar

1) Modificaciones en los sustituyentes del carbono 4.

El primer analogo activo contra el VIH es la zidovudina (8), cuya diana es la transcriptasa inversa
del VIH. En 2018 se descubre que los analogos 4’-sustituidos son activos frente a virus de ADN
como el VHB y frente a virus de ARN como el VIH, propiedad que aparece en los derivados que
poseen un grupo azido o un grupo ciano en la posicidn 4’ (Figura 9). Algunos ejemplos son el
festinavir (9), analogo de la timidina, o el islatravir (10), analogo de la adenosina (Mehellou et

al., 2018).
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Figura 9. Disefio de andlogos por modificaciones en el carbono 4, Zidovudina (8), Festinavir (9) e Islatravir (10)".
1) Modificaciones en los sustituyentes del carbono 1’y 2’.
La gemcitabina (11) o 2’-desoxi-2’,2’-difluorocitidina es el analogo con sustituyentes en el
carbono 2’ mds conocido de todos, es un farmaco aprobado frente a muchos tipos de tumores

como el cancer de ovario, pancreas, mama o pulmén, pero estos uUltimos afos se ha observado

su capacidad anti-VIH, VHC o virus de la gripe A, (Figura 10) (Kataev y Garifullin, 2021).
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2) 2’,3’-didesoxinucledsidos

Aqui aparecen los analogos de nucledsidos que inhiben a la transcriptasa inversa del VIH y por
tanto se usan en el tratamiento antiviral contra este virus (Figura 10). A este grupo de farmacos
se les conoce como inhibidores nucleosidicos de la transcriptasa inversa (INTI) o farmacos
antirretrovirales. Se observa que, a diferencia de otros casos, la actividad anti VIH y anti VHB es
mucho mayor cuando se usa el enantidmero L, a partir de ahi se sintetiza la lamivudina (12), un
L-nucleésido al igual que la emtricitabina (13), ambos superaban la actividad antiviral de sus D-
enantiomeros (De Clerq y Li, 2016).
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Figura 10. Disefio de andlogos por modificaciones en el carbono 2', Gemcitabina (11).
Disefio de andlogos con actividad anti-VIH Lamivudina (12) y Emcitrabina (13).

3) Andlogos carbociclicos

Los andlogos carbociclicos (Figura 11) son moléculas mas lipdfilas y permeables, ademas
presentan un enlace glucosidico que no es inestable, por lo que no se puede romper por las

glucosido hidrolasas y aumenta su vida media en el organismo.

Abacavir (14) es un analogo carbociclico de la adenosina, es un analogo del carbovir (15)
aprobado por la FDA frente al VIH ya que inhiben la transcriptasa inversa del virus. Entecavir (16)
es un andlogo de la 2’-desoxiguanosina donde aparece un doble enlace exociclico en vez del
oxigeno en la ribofuranosa. Este doble enlace le proporciona una gran actividad anti VHB debido
a que se une al bolsillo hidréfobo de la ADN polimerasa del virus de la hepatitis B (Seley-Radtke

y Yates, 2018).
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Figura 11. Disefio de andlogos basado en derivados carbociclicos Abacavir (14), Carbovir (15) y Entecavir (16).

4.1.2. Principales problemas de los analogos de los nucledsidos
A partir del descubrimiento de la idoxuridina (2) en 1959, se siguid investigando sobre los
analogos de los nucledsidos como antivirales, moléculas muy interesantes pero que presentan
el mismo problema principal, son estructuralmente diferentes a los nucledsidos naturales, esto
se traduce en que todos necesitan una fosforilacién previa por quinasas celulares. Al tener una
estructura diferente a los nucledsidos naturales esta fosforilacién no siempre resulta efectiva,

no se forma el metabolito trifosfato y por tanto el fdrmaco no es activo (Mehellou et al., 2018).

La especie finalmente activa es la trifosforilada, se observa que la mayoria de estos andlogos de
nucledsidos son inactivos debido a que la primera fosforilacion no se realizaba tal y como se
esperaba, por lo que lo consideran un paso limitante y se comienzan a probar los analogos

monofosfatados (Alanazi et al., 2018).

Otro de los problemas principales era que los andlogos de los nucledsidos suelen presentar baja
biodisponibilidad oral ya que suelen ser moléculas muy polares y esto dificulta su absorcion a
nivel intestinal. Siguiendo con el ejemplo del aciclovir (3), requiere unas dosis muy altas y una
administracién continuada para mantener las concentraciones necesarias para que se produzca
la inhibicidn del virus. El Unico problema que presenta no es solo su baja biodisponibilidad tras
su administracion oral, sino que ademas es un farmaco poco soluble en agua (De Clerq y Field,

2006).

Por todo ello, los andlogos de los nucledsidos siempre han sido moléculas muy interesantes en
clinica, pero con una baja farmacocinética. Debida a la baja fosforilacion que estos analogos
sufrian, se pensd en administrar los nucledsidos ya fosforilados. Pero los andlogos monofosfato
tenian dos problemas principales, poca estabilidad in vivo por la desfosforilacién en la
circulacién sanguinea y una dificultad en la entrada al interior de la célula, esto hace imposible

su administraciéon por via oral.
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4.1.3. Soluciones posibles a los problemas en los andlogos de los nucleésidos
Para que se produzca la actividad farmacolégica es importante la fosforilacion de los nucledsidos
antivirales y antitumorales para formar sus derivados activos di- y trifosforilados. Sufren varias
fosforilaciones hasta conseguir el derivado activo, pero la primera fosforilacién que sufre el
andlogo por las quinasas celulares se conoce como el paso limitante, donde se pasa del

nucledsido a su derivado 5’-O-monofosfato.

Para superar este paso se buscan formas de administrar los derivados 5’-O-monofosfato
directamente en la célula, como el grupo monofosfato es un grupo muy susceptible a una
hidrélisis rdpida mediada por fosfatasas entre el fosforo y el oxigeno, se cambia el grupo
monofosfato por un grupo monofosfonato (Figura 12), donde se reemplaza el oxigeno por un

CH; mediante una modificacién isostérica de Grimm para aumentar su estabilidad (Mehellou et

al.,, 2018).
HO HO
R NA P NA
O/ \ — O/ \
OH OH
Analogo de nucledsido Analogo de nucledsido
monofosfato monofosfonato

Figura 12. Estructura andlogo de nucledsido monofosfato y monofosfonato, NA: andlogo de nucledsido

Se observa una mejora de la estabilidad in situ, por lo que la vida media de los monofosfonatos
aumenta respecto a los monofosfatos (Figura 13), esta estrategia se sigue para algunos
antivirales actualmente aceptados como cidofovir (17) para el citomegalovirus, adefovir (18)

para el VHB y tenofovir (19) para el VIH (Figura 13).
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Figura 13. Primeros andlogos monofosfonatos, Cidofovir (17), Adefovir (18) y Tenofovir (19)

Solucionado el problema de la inestabilidad metabdlica entre el grupo fosfato y el azlcar, habia
que abordar la escasa absorcidn celular debido a la ionizacidon del grupo fosfonato a pH

fisiolégico. La mayoria de estrategias se centran en el bloqueo de uno o dos oxigenos del grupo

20



Beatriz Martinez Molero

monofosfonato para aumentar la lipofilia de la molécula creando profarmacos, si se aumenta la
lipofilia se facilita la difusion del farmaco por la membrana celular consiguiendo unos niveles
mayores de farmaco intracelular y, por tanto, un aumento de la concentracion de la molécula

activa en la diana (Wagner et al., 2000).

Los pronucledtidos son andlogos donde se enmascara la parte del fosfato con diferentes
modificaciones quimicas para mejorar las caracteristicas farmacocinéticas, asi aumenta la
hidrofobicidad y favorece la entrada del farmaco a la célula. Sus caracteristicas varian
dependiendo del tipo de andlogo de nucledsido y de la parte que se afiade para formar el
profarmaco, pueden estar unidos por un enlace P-O (fosfoéester) o por un enlace P-N

(fosforamidato).

Los fosfodiésteres son farmacos mono o disustituidos por grupos S-acil-2-tioetilo (SATE) unido
al fosfato formando un profarmaco (20, Figura 14). En la célula se hidroliza el resto SATE por

esterasas y se libera el nucledsido monofosfato.

Los HepDirect (Estructura general A, Figura 14) son un tipo de pronucleotidos fosfato o fosfonato
cuya misidn principal es aumentar la cantidad de farmaco que llega al higado, son ésteres de
1,3-propanol ciclicos con un anillo (un grupo arilo), esto les hace sensibles al metabolismo por
una isoenzima del citocromo P450 que aparece especificamente en el higado, se produce la

apertura del anillo y posterior liberacién del fosfato o fosfonato.

Figura 14. Profdarmacos de los andlogos de los nucleosidos fosfodiésteres de SATE (20), HepDirect (A).

Los fosforamidatos y fosforodiamidatos son pronucleétidos donde la unién entre el P-O
(fosfoester que se libera por esterasas) se cambia por una unién P-N (fosforamidato que se libera
por fosforamidasas). Cuando ademads presenta unido un grupo aromatico por unién ariloxi se

habla de tecnologia ProTide (Jordheim et al., 2013).

Gracias a esta ultima tecnologia, la de disefio de farmacos antivirales en forma de ProTides, se
descubren dos de los profarmacos antivirales mas importantes en la actualidad (Figura 15),

tenofovir alafenamida (21) y el sofosbuvir (22) (Mehellow et al., 2018).
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Figura 15. Estructuras de los nuevos ProTides aceptados por la FDA, Tenofovir alafenamida (21) y Sofosbuvir (22)

4.2. Tecnologia ProTide

Para favorecer la administracion de los grupos 5’-O-monofosfato y monofosfonato se piensa en
el uso de profarmacos que liberen los andlogos con los grupos fosfato y fosfonato en el interior

de la célula.

Partiendo de esta premisa se desarrolla la tecnologia ProTide (Prodrug nucleoTide), la cual nace
en el 1990 por McGuigan y consiste en el uso de profarmacos para favorecer la administracion
intracelular de los derivados 5’-o-monofofato y monofosfonato y mejorar la biodisponibilidad
de estas moléculas antivirales, eludiendo la primera fosforilacién de los nucledsidos que supone
un paso limitante. Se basa en la proteccion de los grupos OH de los monofosfatos y los
monofosfonatos en forma de ariloxifosforamidatos (Figura 16), es decir, se enmascara con un

grupo aromatico y un éster de un aminodcido unido por un enlace fosforamidato (P-N).

Tanto el grupo éster como el grupo aromatico se esciden en el interior de la célula por la rotura
del enlace mediante las esterasas o enzimas carboxipeptidasas (hint-1) y se liberan las especies

monofosfato y monofosfonato (Alazani et al., 2018).
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Figura 16. Estructura general de los ProTides adaptada de (Mehellou et al., 2018).
El éster de aminodcido y el grupo ariloxi forman dos grupos lipéfilos que favorecen la absorcion
a nivel intracelular ya que aumentan la permeabilidad de la membrana, no es necesario disponer
de los transportadores de los nucledsidos naturales ya que la molécula es mucho mas

permeable.
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4.2.1. Etapas del desarrollo de la tecnologia ProTide
Esta busqueda de profarmacos que sean mas activos que sus antecesores se inicia con el disefio
de ésteres de los grupos fosfato y fosfonato tomando como referencia la 3’-azido-3'-
desoxitimidina o zidovudina (AZT), un andlogo de nucledsido que actia como farmaco

antirretroviral al inhibir la transcriptasa inversa del VIH. (Papadopulos-Eleopulos et al., 1999)

Paso 1. Esteres de fosfato con grupos alquilo y haloalquilo

Primero se intenta enmascarar el grupo fosfato del 9-B-D-arabinofuranosiladenina monofosfato
(AraA) con triésteres de dialquilos (Tabla 1), estos farmacos presentan mas estabilidad frente a
las enzimas como la adenilato desaminasa pero no tenian una gran actividad in vivo. Cuando se
aplica este enmascaramiento al monofosfato del AZT, farmaco usado contra el VIH, no presenta
actividad in vitro, debido a que la molécula con los ésteres de dialquilo era tan estable que no
se liberaba la especie activa de 5'-O-trifosfato de AZT. Se prueba un enmascaramiento con
grupos haloalquilo para mejorar la escisidn en el interior de la molécula, pero aun asi no se

observa una gran actividad antiviral.

Por tanto, en el AraA el enmascaramiento con grupos alquilo y haloalquilo produce un aumento
de la actividad antiviral debido a que se produce un aumento de la lipofilia de la molécula y por

tanto una mejor entrada al interior de la célula (Mehellow at al., 2018).

Paso 2. Alquiloxi y haloalquiloxi fosforamida

Comprobado que el aumento de la lipofilia con grupos alquilo y haloalquilo era eficaz, se procede
con el disefio de profarmacos en forma de fosforamidatos (Tabla 1). Se descubre que la proteasa
de aspartato del VIH es capaz de escindir grupos fosforamidatos, por tanto, se sintetiza una
seleccidon de fosforamidatos alquiloxi de la AZT con aminoacidos esterificados con grupos
metilos. Se observa que la cadena de L-alanina presenta mejor actividad, lo que posteriormente
se refleja en que todos los ProTides en clinica o ensayo clinico presentan una parte de la L-
alanina. Aparece una relacién inversamente proporcional entre la actividad anti-VIH y el tamafio
de la cadena lateral del aminoacido, cuanto menor es la cadena lateral del aminoacido mayor

actividad farmacoldgica presenta la molécula (Cahard et al., 2004).

Por tanto, al enmascarar los grupos fosfato con aminodcidos esterificados en el extremo

carboxilo con un grupo metilo o haloalquilo se observa un aumento de la actividad del farmaco.

Paso 3. Fosforodiamidatos

23



Beatriz Martinez Molero

Como al introducir un aminodcido formando el fosforamidato se observé un aumento de la
actividad anti VIH, se prueba enmascarando los oxigenos del grupo fosfato también con ésteres
de aminodcidos (Tabla 1). Se usaron ésteres metilicos con cadenas laterales diferentes para
enmascarar los oxigenos del grupo fosfato del AZT, pero en este caso no es la alanina la que
mejores caracteristicas presenta sino los aminoacidos con cadenas laterales aromaticas como la

fenilalanina.

Paso 4. Sistemas derivados del acido lactico

Era importante saber la importancia del grupo fosforamidato, por lo que se hacen derivados del
acido lactico y glicélico donde aparecen unidos al AZT por el oxigeno del grupo fosfato, en estos
derivados se elimina el grupo fosforamidato (Tabla 1). No se observa un aumento significativo
de la actividad, pero llegan a la conclusién de que la actividad se relacionaba con el tamafio de
la cadena del alquilo del fosfato ya que una cadena muy larga daba como resultado menor
actividad anti VIH. Aun asi, no se siguid investigando sobre estos ya que presentaban una

actividad bastante pobre (Mehellow et al., 2018).

Paso 5. Fosfatos de diarilo

Se busca el enmascaramiento del fosfato de AZT con dos grupos aromaticos, se esterifican dos
grupos fenoles en la posicién para y se observa una actividad anti VIH incluso mayor que el
compuesto inicial, es la primera vez que se desarrolla un derivado mas activo que la molécula
de partida (Tabla 1). En varios estudios se confirma que al aiadir un grupo atractor de electrones
en posicidn para se observa un aumento de la actividad anti-VIH. Ademas, se observa que uno
de los derivados era activo frente a lineas celulares que se habian mostrado resistentes al AZT
por lo que se reafirma que estos derivados ejercen su accidn, la liberaciéon intracelular de los

nucledtidos fosforilados (McGuigan et al., 1992).

Paso 6. Ariloxifosforamidatos (ProTides)

Se basan en las dos mejoras principales en todo este proceso, los ésteres de aminodacidos con

cadenas laterales cortas y los arilos sustituidos en la posicion para (Taba 1).

Se desarrollan los derivados del AZT con arilos sustituidos y con ésteres de aminodcidos y se
observan una actividad anti VIH mayor comparado con el compuesto inicial. La combinacidn que
mas actividad muestra es un fenilo y la L-alanina como aminodcido con una CEspde 0,8 uM frente
a la CEsp de 100 uM que presenta el AZT. Se observa que tanto la L-alanina como el arilo en para

no sustituido son los mas potentes.
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Por ello, en diferentes analogos de nucledsidos se prueban ésteres de grupos arilo y al
combinarlo con el grupo fosforamidato se observa un aumento de la liberacién de los derivados
5’-0-monofosfato en el interior de la célula. Desde ese momento, al enmascaramiento del
fosfato con un grupo fosforamidato y un éster arilico se le conoce como tecnologia ProTide y se
ha convertido en una estrategia muy interesante para el disefio de profarmacos de andlogos de

nucledsidos (Mehellow, 2016).

Tabla 1. Etapas de desarrollo de la Tecnologia ProTide. Adaptacion de (Mehellou et al, 2018)

Etapas de desarrollo de la tecnologia ProTide
1. Esteres de fosfato con 2. Alquiloxi y haloalguiloxi fosforamida
grupos alquilo y haloalquilo
R (0]
O——P——NH R = H, Me, -CH(CHy), -CH,CH(CHy),
o . o -CH(CH3)Et, Bn
|| /R / R! = Me, Et, Pr, Bu, Hex
/O_T_O
NA
o]
\R2
0 XaC
R!,R?=Me, Et, Pr, -CH,CCl;, -CH,CF, \ [ ? \
O—Fl’—NH 0 O—Fl’—NH
o H o
NA/ /
O_
n=1+6 R=H, Me, 'Pr
X=H,F, Cl
3. Fosforodiamidatos 4, Sistemas derivados del acido lactico
O R2
0 Nl
|| 0—P—0O 0
HN———T—NH 0 |
o
0 NA/
R'O 0—R
1_
R = H, Me, 'Pr, -CH,Ph, -CH,CO,CH R=Me,Et R'=H, Me
R? = Me, nPr, nC ,H,s
5. Fosfato de diarilo 6. Ariloxifosforamidatos (ProTides)
A, Ar,
| /NA Ar = Ph, p-X-Ph; Ar=Ph, Ph sustit.uido O—P——NH
/P\ (X = grupo atractor de ¢ R =H, Me, -CH,iPro, -CH,Ph.. Y
o o R! = Me, Et, iPr, tBu, Bn... /
| o0—~r'
Ar
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4.2.2. Metabolismo y disefio de ProTides
Los ProTides se activan mediante metabolismo enzimatico y normalmente sigue una serie de
pasos establecidos (Figura 17). Primero se produce una rotura del enlace éster. Luego se
produce una ciclacion del carboxilato con eliminacidn del fenol y se forma un intermedio ciclico,
(intermedio anhidrido mixto). Después ocurre una hidrélisis del intermedio resultante dando
una estructura abierta. El Ultimo paso corresponde a la escision del enlace P-N mediada por
enzimas fosforamidasas y da como resultado el analogo de nucleésido libre monofosforilado
gue sigue su recorrido metabdlico hasta formar la molécula trifosforilada farmacolégicamente

activa (Ballatore, 2021).

Y R R Y—P

Esterasas
O——P—NH —_ 0

Y
\
—l—NH _ NA/ \ i _ >
|| 1. Ciclacién 2. Hidrolisis
[e]

Q

\

¢} R2 o

NA NA

[¢]
v R Y
| Fosforamidasas | — Analogo de nucledsido
-O——P—NH - » O0—P—O > trifosforilado
I
(¢]

” Fosforilaciones
o o]
Analogo de nucledsido
monofosforilado

Figura 17. Esquema de bioactivacion de los ProTides. Adaptacion de (Mehellou, 2016)

El Ultimo paso de la bioactivacion se produce a través de unas proteinas de unién a nucleétidos
que forman parte de la triada de histidina humana (hHINT). Las HINT son enzimas con actividad
fosforamidasa y acil-fosfatasa, en el organismo tienen gran importancia ya que regulan la via de
opioides y del dolor crénico, pero en quimica farmacéutica se aprovecha para la bioactivacién
de los ProTides a través de la escisidn del resto aminoacidico para obtener el analogo de

nucledsido monofosforilado libre (Strom et al., 2022).

Por todo ello, en el disefio de los ProTides aparecen 3 puntos clave (Figura 18), el resto

carboxilico que forma el éster, la parte aminoacidica y el grupo ariloxi.

o BASE
| Ar=Fenil, 1-naftil | O'—!J—X
0]
Ar ILH Y = Modificaciones ciclicas y
Y aciclicas en el azucar
0)
e
R? = Alquil R? R
| R! = Cadena lateral del aminoacido |
o]

Figura 18. Esquema de principales modificaciones en el disefio de ProTides adaptado de (Slusarczyk et al., 2018b)
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Se observa que el éster de aminodcido esta relacionado con la actividad antiviral del profarmaco
debido a que le proporciona estabilidad a nivel extracelular y favorece su activacién metabdlica
por las esterasas intracelulares. Por todo ello se realizan estudios que comparan la actividad y la

estructura quimica para encontrar los profarmacos deseados.

4.3. ProTides aprobados por organismos de salud internacionales

4.3.1. Tenofovir alafenamida (GS-7340)
El tenofovir (19) (Figura 13) se descubre en el 1993 como farmaco anti-VIH, al no presentar unas
caracteristicas farmacocinéticas ideales, se formula como éster para mejorar su
biodisponibilidad y posteriormente como fumarato pasando a ser tenofovir disoproxil fumarato
o TDF y se aprueba para el tratamiento del VIH y posteriormente para el tratamiento de

infecciones de hepatitis B.

Tenofovir alafenamida (TAF) (21) (Figura 15) es un farmaco antiviral aprobado por la FDA en
2016 para el tratamiento de la hepatitis B, infeccion que aparece con frecuencia en personas
inmunodeprimidas como por ejemplo en pacientes con VIH. También estd aprobado por la FDA
para el tratamiento del VIH en la terapia antirretroviral (TAR) y en combinaciéon con otros

farmacos como la emtricitabina se usa como profilaxis antes de la exposicion al VIH.

Comparando el TAF con su antecesor TDF, destaca una potencia antiviral mayor ademas de
concentraciones mas altas a nivel intracelular y mas bajas en el plasma, lo que indicaba mds

cantidad de farmaco en el lugar de accidn y por tanto una mayor potencia.

Se descubre que la terapia con el TAF era mas eficaz (40 o 100 mg al dia durante 14 dias) que la
terapia con el TDF (300mg), dosis menores producian mejores resultados. Ademas, se observa
que es capaz de controlar la infeccidn por el VHB a dosis de 25mg diarios frente a los 300mg de
TDF necesarios, se observan unos niveles del metabolito activo en el higado mas altos en el caso
del profarmaco TAF. En definitiva, segun estudios en fase Ill se observa que el TAF es igual de
potente que el TDF pero a dosis 30 veces menores por lo que disminuye el riesgo de toxicidad,

el dafio renal y la disminucién de la densidad 6sea (De Clercq, 2016).

4.3.2. Sofosbuvir (GS-7977)
La aplicacion del enfoque ProTide al 2’-desoxi-2'-a-fluoro-2'-B-C-metiluridina produce
nucledtidos con accidn anti-VHC, entre ellos destaca sofosbuvir (22) (Figura 15), un profarmaco
gue genera grandes niveles del metabolito activo trifosfato in vitro e in vivo, lo que se resume
en una mayor actividad biolégica a menores dosis. Por esto mismo, se selecciona como

candidato clinico (Sofia et al., 2010).
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Sofosbuvir fue aprobado en diciembre de 2013 por la FDA para el tratamiento del VHC, este
profarmaco inhibe la polimerasa NS5B del VHC que aparece en la replicacién del virus. Se
produce la terminacidn de la cadena y por tanto no se replica el virus. El que ejerce la accién, al
igual que en la mayoria de andlogos de nucledsidos, es el metabolito trifosforilado, que actua
inhibiendo la enzima. Los estudios definen que se absorbe y metaboliza rdpidamente en el
higado y se excreta por via renal. Presenta una vida media corta y tiene poca acumulacién por
lo que se recomienda una administracidn diaria de unos 200 mg o 400 mg asociado a otros tipos
de farmacos como la ribavirina o el interferén pegilado. Es un farmaco eficaz en el tratamiento

de diferentes genotipos del virus de la hepatitis C (Mehellou et al., 2018).

4.3.3. Remdesivir (GS-5734)
GS-5734, mejor conocido como Remdesivir (23), es un farmaco en fase Il de ensayos clinicos
para el tratamiento del virus del Ebola (Figura 19). Se han realizado ensayos con monos donde
se observa que en los infectados con esta enfermedad letal es capaz de inhibir el 100% de la
replicacion del virus cuando se administran dosis de unos 10 mg/kg, disminuyendo ademas los
sintomas de la enfermedad como la coagulopatia. Se metaboliza en los macréfagos, solo se ha
usado en dos pacientes en 2015 y sobrevivieron a la infeccion, los estudios en fase | en humanos

sanos no muestran reacciones adversas graves (Thornton et al., 2016).

23

Figura 19. Estructura de Remdesivir (23)

Al poseer el grupo 1’-ciano, es un fdrmaco con gran selectividad hacia virus de ARN por lo que
se encontrd activo frente a otros virus como el virus respiratorio sincitial (VRS) o el virus de la
hepatitis C, sobre todo se prueba en virus emergentes que suponen una alerta sanitaria como
adenovirus o coronavirus (De Clercq, 2019). A partir de la pandemia Covid-19, se prueba frente
al SARS-CoV-2 y se observa cierta eficacia, ya que ambos virus comparten su material genético

en forma de ARN y aparecen algunas polimerasas conservadas.

Actualmente, se ha aprobado por la FDA para el tratamiento del SARS-CoV-2. Es un profarmaco

de andlogo de nucledsido que actua inhibiendo a la polimerasa dependiente de ARN (RdRp) que
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aparece en los coronavirus y se encarga de la replicacién y transcripcién, cuando se incorpora al
ARN se produce la adicién de 3 nucledtidos mas y se finaliza la sintesis. El que se incorpora al
ARN es el metabolito activo trifosfato, que es el que bloquea la sintesis del coronavirus (Kokic et

al., 2021).

4.4. ProTides en ensayos clinicos
Las estructuras de los siguientes ProTides que aparecen en ensayos clinicos en diferentes fases

se muestran en una tabla al final de la descripcion (Tabla 2)

Estampidina

La estampidina (24) fue uno de los primeros ProTides que aparecen en estudio, es un ProTide
de la estavudina, un analogo de nucledsidos anti-VIH aprobado por la FDA. Se usa esta tecnologia
porque es un farmaco que tiene problemas en la primera fosforilacién que se realiza por la
timidina quinasa (Tabla 2). Ademads, en este ProTide aparece como grupo arilo un
parabromofenol, posee un grupo atractor de electrones que favorece el metabolismo del

protide por lo que el metabolito trifosfato activo se genera mas rapido (Thornton et al., 2016).

Estudios preclinicos demuestran que la estampidina es mads activa que los inhibidores de la
transcriptasa inversa que hay actualmente en clinica, sobre todo destaca la actividad frente a
cepas resistentes a otros INTIl y en células deficientes de timidina quinasa, ya que el analogo esta
fosforilado y no es necesaria la aparicién de la timidina quinasa. Presenta un perfil
farmacocinético favorable en modelos animales como ratones y ratas, al igual que un perfil de
seguridad clinica en estos modelos animales muy prometedor, se toleran dosis orales diarias de
25 mg/kg en estudio clinico en fase | y los primeros efectos adversos graves aparecen con dosis
de 500 mg/kg. Es un fadrmaco que estaria indicado en la terapia de profilaxis al VIH para disminuir
la posibilidad de contraer la enfermedad en parejas serodiscordantes, donde uno de los
miembros es seropositivo, o en personas sexualmente activas expuestas al virus, se usaria en el

periodo de 3 dias de posible transmision del virus (Uckun et al, 2012).
Timectacina

Timectacina (25) es un ProTide de la brivudina, fdrmaco usado para el tratamiento del hérpes
zoster, este fdrmaco presenta mayor actividad antitumoral que su antecesor porque se dirige a
las células con un aumento de la timidilato sintasa como las células tumorales, y presenta una
gran actividad frente a tumores resistentes al 5-fluorouracilo con un aumento de la enzima

(Tabla 2).
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Aparece en estudios en fase | y |l para el tratamiento del cancer de colon, se observa un aumento
de la supresién de p53 en tumores y una participacion en algunas fases del ciclo celular frenando
su replicacién. Se toleran dosis de hasta 1250 mg/kg sin efectos secundarios graves. Los estudios
iniciales muestran que las dosis son bien toleradas en los pacientes en fase | y que varios
pacientes llegan a un estado estable de la enfermedad. Aunque se observan buenos resultados,

no se han publicado mas estudios sobre este farmaco (Thornton et al., 2016).
GS-6620

GS-6620 (26) un inhibidor de la proteina no estructural 5B (NS5B) de la ARN polimerasa
dependiente de ARN que aparece en el virus de la hepatitis C, al formar parte de este grupo se
minimizan las interacciones con otros farmacos y las resistencias (Tabla 2). Es un C nucleédsido
andlogo de la adenosina y se descubre que es un gran inhibidor del VHC ya que no solo es
potente, sino que también presenta gran selectividad. Su metabolito activo actia como
terminador de la cadena de ARN, se observa que presenta mas selectividad frente a la
polimerasa NS5B que a otras polimerasas del hospedador y una gran barrera frente a las
resistencias. Este candidato ofrece efectos aditivos cuando se combina con una terapia contra

el VHC in vitro (Feng et al., 2014).

Debido a su estructura CN en el carbono 1’ y metilo en el carbono 2’ presenta mayor selectividad
hacia la polimerasa NS5B frente a las polimerasas del paciente. Un estudio clinico de fase |
muestra una inhibicién del virus, pero son necesarias grandes dosis de hasta 900mg dos veces
dia durante 5 dias para que se observe la disminucién de la carga viral. Se concluye en que es un
buen candidato clinico, pero presenta una variabilidad alta entre individuos y una
farmacocinética oral pobre, por lo que su eficacia clinica esta limitada y no ha progresado (Cho

et al., 2014).
NUC-7738

La cordicepina o 3-desoxiadenosina (3’-dA) es un NA extraido del hongo Cordyceps usado en la
medicina tradicional China como inmunomodulador y antitumoral, cuyo metabolito activo es el
trifosfato (Liu et al., 2022). A pesar de sus buenos resultados, tiene una vida media en el plasma
bastante corta ya que sufre una gran degradacidn por la adenosina desaminasa (ADA) y tiene

escasa captacion por lo que se piensa en formularlo como ProTide.

Para ello se desarrolla el ProTide NUC-7738 (27) y se compara con el 3’-dA, se observa una
potencia entre 7 y 40 veces mayor, es una molécula resistente a la ADA. No se observan efectos

secundarios que aparecen en otros farmacos NA como la anemia, neutropenia o problemas
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gastrointestinales por lo que se deduce que el tejido no tumoral no sufre gran afectacién por el
uso del farmaco (Tabla 2). La eficacia se compara frente a la 3’-dA midiendo las concentraciones
inhibitorias maximas (ICso) en diferentes lineas de células tumorales, presenta una ICso de 18,8
KM en comparacion con 137,8 uM del 3-dA. Se observan seiiales de actividad antitumoral sobre
todo en pacientes con melanomas resistentes a otros tratamientos como la inmunoterapia.

Actualmente se encuentra en estudios de fase | en humanos (Schwenzer et al., 2021).

NUC 1031 (Acelarina)

La gemcitabina es un quimioterapico usado en monoterapia o en combinacion para el
tratamiento de tumores en pacientes con cancer de ovario, adenocarcinoma pancreatico o

cancer del tracto biliar (Kapacee et al., 2020).

NUC-1031 (28) se esta probando para cancer de mama, ovario, colon, pulmén y pancreas que
son resistentes al tratamiento con la gemcitabina, el tratamiento de referencia (Tabla 2). Es mas
lipofilo que la gemcitabina por lo que penetra en las células perfectamente por difusidn pasiva
y no requiere la entrada por transportadores de nucleésidos. Ademas, como se administra un
profarmaco del 5’-monofosfato, se evita la activaciéon por algunas quinasas que no estan
presentes en algunos tipos de cancer y se disminuye la cantidad de farmaco perdido por
desaminacioén, por lo que aumentan los niveles de metabolito activo intracelular, unas 13 veces

mas que en el farmaco de referencia (Thornton et al., 2016).

El tratamiento estdndar en pacientes con tumores en las vias biliares avanzado es la gemcitabina
con el cisplatino. Se observa en estudios previos la seguridad en el uso del cisplatino con el NUC-
1031 y se pone en funcionamiento NuTide 121, un estudio global donde se compara la
efectividad de la terapia base de gemcitabina-cisplatino con NUC 1031-cisplatino. Debido a los
datos de seguridad en fases previas, actualmente se encuentra en fase Ill, comenzd en el 2015
y se realiza en 120 lugares de todo el mundo como Norte América, Europa o Asia (McNamara et

al., 2020).
NUC 3373

Las fluoropirimidinas como el 5-fluorouracilo, son la base del tratamiento de muchos tumores,
pero en especifico el colonorrectal y otras neoplasias de tipo gastrointestinal. NUC 7737 (29) es
un protide del 5’-fluoro-2’-desoxiuridina (FdU), es el metabolito que aparece justo antes del 5-
fluorouracilo (Tabla 2). Se observa que es resistente a enzimas que inactivan al FdU como la
timidina uridina fosforilasas y ademas permanece estable en suero en comparacién con su

antecesor el FdU. Este candidato produce el metabolito activo 363 veces mas que el 5-
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fluorouracilo y unido a su gran estabilidad quimica, se introduce en fase | de ensayos clinicos en

el 2015 (Thornton et al., 2016).

Como se demuestra que NUC 3373 genera mas metabolito activo, se sabe que se produce una
inhibicién de la timidilato sintasa mayor que con el compuesto de referencia lo que lleva a la
detencion del ciclo celular. Por todo ello se concluye que es un gran inhibidor de la timidilato
sintasa que causa dafio en el ADN y se observa que el NUC 7737 presenta un buen perfil de

seguridad en los pacientes estudiados (Bré et al., 2023).

Tabla 2. Estructura de los principales ProTides en ensayos clinicos.
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4.5. ProTides en investigacion dirigidos a los Flavivirus
Para encontrar los ProTides con accidn anti-Zika se buscan entre nucleétidos que inhiben la RARP
viral. Se usa como referencia Sofosbuvir porque se observa que presenta actividad frente a la

familia Flavivirus por su similitud con el VHC.

Se prueban 13 ProTides contra el virus del Zika en células madre neuronales y se observa
actividad interesante en los ProTides de 2’-C-eteniluridina (30) y 2’-C-metiluridina (31) (Figura
20). Se observa que los que mas actividad presentan son los derivados de uracilo. Se observa
una mayor supresion del efecto citopatico que produce el virus del Zika en el derivado 2’-C-
metiluridina frente al sofosbuvir. Todo esto se prueba en células madre neuronales, son células
muy susceptibles a sufrir dafio cuando se produce una infeccion por Zika debido a su

etiopatologia.

Se observa que la ARN polimerasa humana incorpora en menor medida los derivados 2’-C-
metiluridina que los 2’-C-Metil derivados de otras bases por lo que puede sugerir mayor
selectividad por las polimerasas de los Flavivirus frente a las polimerasas humanas, aunque

actualmente no se conoce el mecanismo de esta selectividad (Bernatchez et al., 2019).
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Figura 20. Estructura de los derivados 2'-C-eteniluridina (29) y 2'-C-metiluridina (30)

Se buscan otras estrategias para el disefio de ProTides contra los Flavivirus, se prueban ProTides
diéster, son mas lipéfilos y permeables en comparacién con los monoéster, pero para su
activacion es necesario una hidrélisis dependiente de esterasas, presentes principalmente en el
higado, esto se traduce en una disminucidn a nivel sistémico del metabolito activo que puede
ser importante, como por ejemplo en la infeccidn por Zika, donde se afectan principalmente
células neuronales. Para evitar este paso de activacidon por la carboxiesterasa, se buscan
ProTides que se activen quimicamente y no enzimaticamente, el primer paso se activa
guimicamente y el segundo por las HINT-1 liberando el nucleésido monofosfato (Okon et al.,

2017).
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Un ejemplo seria la caracterizacidon de la actividad frente al virus del Zika en dos ProTides
diferentes; Protide UMN-1001 (32) y UMN-1002 (33). Este tipo de ProTides (Figura 21) son
fosforamidatos de triptamina que tienen una activacidn quimica y no enzimatica. Tienen
actividad anti-DENV mejorada respecto al analogo de nucleésido inical y, ademas, al ser
ProTides, estdn disponibles por via oral, son moléculas mas lipéfilas que penetran en la célula
con facilidad por difusién y se hidrolizan por la HINT1. Se prueba también si inhiben la infeccidn
por zika in vivo, en ratones recién nacidos. Inhiben la replicacidon del virus tanto en lineas
celulares como en modelos in vivo, se observa que UMN-1002 protege a los ratones recién
nacidos de la infeccion por el Zika. Aunque a priori UMN-1002 es mas toxico, se observa que las
dosis administradas de 1001 en los ratones para que presente actividad antiviral fueron letales

(Matos de Souza et al., 2020).
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Figura 21. Estructura del UMN-1001 (32) y UMN-1002 (33)

Recientemente se informa que estos derivados (UMN-1001, 32) no son activos in vitro en las
células de infeccion por Zika (células neuronales), pero si se observa actividad con los ProTides
ariloxifosforamidatos (Figura 20), ambos necesitan la activacion por la HINT-1 por lo que no se
considera la razén principal de la inactividad. Se cree que la diferencia de actividad se produce
por la especificidad de sustrato de la HINT1, lo que mostraria mayor actividad para el ariloxi
frente al derivado de la triptamina, pero son necesarios mas estudios para conocer la diferencia

de actividad de ambos candidatos (Matos de Souza et al., 2020).

Por la importancia de los ProTides en otras infecciones o enfermedades y los datos obtenidos
en los ultimos estudios sobre los ProTides con actividad frente a los Flavivirus, se debe continuar
con estos estudios tanto a nivel preclinico con modelos animales como a nivel clinico con
ensayos, ya que son farmacos que se postulan como relevantes candidatos para el tratamiento

anti-DENV y anti-Zika en un futuro clinico.
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4. CONCLUSIONES

Con el aumento de preocupacién social relacionada con la salud estas ultimas décadas,
empujada por pandemias mortales o enfermedades sin un tratamiento éptimo, la comunidad
cientifica se ha visto obligada a buscar nuevas alternativas terapéuticas para actuar frente a

estos brotes infecciosos o procesos tumorales que estan afectando a la sociedad.

En esta revision bibliografica se ha expuesto la importancia del uso de los analogos de los
nucledsidos frente a estas patologias asi como los grandes problemas de biodisponibilidad oral
que presentan, unidos a su baja solubilidad y la facilidad de la aparicién de resistencias, sugieren

una busqueda diferente en el abordaje de estas enfermedades.

En la busqueda de profarmacos que aumenten los niveles de metabolito activo intracelular de
los andlogos de nucledsidos, consiguiendo una mayor biodisponibilidad, destaca el uso de la
tecnologia ProTide. Esta tecnologia, basada en el enmascaramiento de los grupos OH del fosfato
de los NA con un éster arilico y un fosforamidato, ha sido una de las alternativas mas
prometedoras para tratar estas enfermedades ya que se observa un aumento de la actividad del

farmaco con una disminucién de dosis en la mayoria de los compuestos estudiados.

A partir de estar tecnologia, se descubren tres fdrmacos antivirales aprobados por la FDA que
presentan mejores caracteristicas que sus andlogos de partida, ya que producen menos efectos
secundarios al necesitar una dosis menor. Gracias a ellos, se ha seguido investigando con otros
farmacos en ensayo no solo para procesos virales sino para procesos tumorales, otra de las
grandes preocupaciones sociales en la actualidad. Se ha demostrado que existen candidatos en
ensayos clinicos de fases avanzadas que sugieren una mejora en el tratamiento antitumoral
estandar, ya que al igual que los ProTides antivirales, ofrecen una actividad antitumoral elevada
con una disminucidn de los efectos adversos y las resistencias. Dado el éxito del estudio de esta
tecnologia, se ha valorado su uso en otras infecciones como las producidas por Flavivirus y se ha

observado la necesidad de seguir investigando acerca de esta tecnologia.

Se concluye esta revision destacando la importancia que ha tenido el descubrimiento de esta
tecnologia a nivel clinico ya que se ha producido un avance en el tratamiento de muchas
enfermedades emergentes y podria suponer una nueva linea de estudio para ampliar los

compuestos que aparecen actualmente en clinica, para mejorar el arsenal terapéutico actual.
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