®
-

..f’/ u.../..... /.b.a, , ‘
‘.,,n; .M. ,....
A.uiura?..l- e Nvﬁ ).u.r\ v
o ™ hacth’ B

P

=<
LLI
o
!
o
<
oz
LLI
—
O
2
-
O

TRABAJO FIN DE GRADO






_S1D4
N4 o

S .
=]
u;hs Y

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE FARMACIA

O
"Ypas?

Trabajo Fin de Grado. Revision Bibliogréfica.

Quimioterapia
de la Hepatitis C

AUTOR
CRISTIAN RANGEL NUNEZ

TUTORES
MANUEL BUENO MARTINEZ
INMACULADA MOLINA PINILLA

AREA
QUIMICA ORGANICA Y FARMACEUTICA

PRESENTACION

6 DE JULIO DE 2017
AULA 2.3

FACULTAD DE FARMACIA

GRADOEN
FARMACIA







1. RESUMEN

La Hepatitis C es una enfermedad global provocada por el virus del mismo nombre. Afecta a
180 millones de personas aproximadamente. La gravedad de la enfermedad puede ir desde una
dolencia leve con remision espontanea hasta una enfermedad mortal que, en estados tardios, llega
a provocar cirrosis y carcinoma hepatico, pudiendo dar lugar al deceso del afectado. Este contexto
ha catalizado el avance en el conocimiento del virus, principalmente de su maquinaria proteica
compuesta por diez proteinas de dos tipos: tres proteinas estructurales, que se encargan de la
formacion de la particula viral y siete no estructurales, relacionadas con el proceso de replicacion
entre las que destacan NS3/4A, NS5A y NS5B. Ademas, el conocimiento del desarrollo del ciclo
de vida del virus en el hospedador ha permitido identificar las etapas claves, las estrategias que el
virus sigue para evadir la respuesta del hospedador, como la generaciéon de una red membranosa
que protege los intermedios de replicacion viral de la respuesta inmune. Estos avances han llevado
al disefio de nuevos antivirales de accion directa que inhiben a ciertas proteinas no estructurales.
Aprobados a partir de 2014, estos principios activos han permitido lograr la curacion de la
enfermedad en casi la totalidad de los casos. Sin embargo, los costes de los tratamientos con
dichos antivirales de accion directa han estado en tela de juicio por su elevado coste. En este
trabajo se discute la inclusion de los medicamentos usados en el tratamiento de la Hepatitis C,
centrandose en el de mayor relevancia clinica e industrial, y se analizan las ventajas aportadas.
Ademés, se presentan aproximaciones a sus estrategias de sintesis quimica y se trata de
comprender el disefio de los farmacos lideres en el tratamiento de la Hepatitis C, asi como las

perspectivas futuras.
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ANEXO | | Abreviaturas

aa
AAD
ARN
ATP

El

E2
EASL
EDC
HCA
HCC
HVR
iNS3
LCS
LDL
LiHMDS
MsCl
MW
NFSI
NS

NTP
OMS
ORF
PEG-INFa
RE

rt

SNS

SP

SPP
SVR
SVR
TBME
TEMPO
THF
VHC
VLDL

Aminoacido

Antiviral de accion directa

Acido ribonucleico

Adenosin trifosfato

Envelopment Protein 1
Envelopment Protein 2

European Association for the Study of the Liver
1-etil-3-(3-dimetilamino-propil) carbodiimida
Hepatitis C aguda

Hepeatitis C cronica

Region Hipervariable

Inhibidor de NS3

Secuencias de baja complexion
Lipoproteina de baja densidad
Bis(trimetilsilil)amiduro de litio
Cloruro de metanosulfonilo

Red membranosa
N-fluorobencenosulfonimida

No estructural

Nucleotido Trifosfato
Organizacion Mundial de la Salud
Marco abierto de lectura
Interferon o pegilado

Reticulo Endoplasmatico
Temperatura ambiente

Sistema Nacional de Salud

Signal Peptidase

Signal Peptide Peptidase
Respuesta Viral Sostenida
Respuesta viral Sostenida
terc-Butil metil éter
(2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il)oxilo
Tetrahidrofurano

Virus de la Hepatitis C
Lipoproteina de muy baja densidad






ANEXO Il | Glosario de términos

Agente etiologico

Anfipatico

Anictérico

Asintomatico

Cofactor

Conformacion

Hidrofébico

Incidencia

Naive

Percutanea

Prevalencia

Proteasa

Subclinica

Entidad fisica, quimica o bioldgica que puede producir una enfermedad

en un organismo.

Moléculas que poseen un extremo hidrofilico soluble en agua y otro

hidro6fobo que es insoluble el agua.

Ausencia de coloracion amarillenta de la piel y mucosas por un

incremento de la bilirrubina sérica.

No presenta sintomas relacionados con la enfermedad.

Sustancia que ayuda a una enzima a catalizar una reaccion.

Forma que adquiere una proteina.

Compuesto incapaz de disolverse en agua.

Numero de nuevos casos diagnosticados en un periodo de tiempo.

Paciente que no ha sido tratado anteriormente para una enfermedad en

concreto.

Practicada por la piel o a través de la piel.

Proporcion de individuos de un grupo que presentan una caracteristica o

evento en un momento o en un periodo determinado.

Enzima con capacidad de catalizar roturas de enlaces peptidicos.

Enfermedad, trastorno o alteracién que carece de manifestaciones

clinicas evidentes.






3. INTRODUCCION

3.1. Definiciones

3.1.1. Quimioterapia
Comunmente, la palabra quimioterapia est4 asociada de manera implicita a lo oncolégico, pero
se trata de un término mucho més amplio. La Real Academia de la Lengua Espafiola define este
término como “tratamiento de las enfermedades por medio de productos quimicos™.

3.1.2. Hepatitis C
La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define la Hepatitis C como la enfermedad del

higado causada por el virus de la Hepatitis C (VHC), transmitido por la sangre, el cual puede
causar una infeccion tanto aguda como cronica y cuya gravedad varia entre una dolencia leve que
dura algunas semanas y una enfermedad grave de por vida, siendo la primera causa de trasplante
hepatico.

3.1.2.1. Hepatitis C aguda (HCA)

La forma aguda de esta enfermedad es subclinica, y por tanto leve. Es mas comtn en adultos
de edades comprendidas entre los 20 y los 39 afios, con una ligera predominancia en hombres. Al
tratarse de un desarrollo asintomatico y anictérico, habitualmente no se diagnostica (Davis et al.,
2004) ya que la infeccioén remite en un plazo de 6 meses sin necesidad de tratamiento alguno. Si
esta remision no se da, la enfermedad se cronifica y se hablaria de Hepatitis C crénica que si
requiere tratamiento y es objeto de este estudio.

3.1.2.2. Hepatitis C cronica (HCC)

Entre el 55% y el 85% de los infectados por el VHC desarrollan HCC. Es la forma de la
enfermedad en la que se presentan los sintomas, por lo que no se trata de una enfermedad
subclinica, como es el caso de la HCA. Ademas, se relaciona con la aparicion de complicaciones
como fibrosis hepdtica, cirrosis, hipertension portal o carcinoma hepatocelular, desarrollandose
dichas complicaciones de forma lenta (Davis et al., 2010), produciendo en torno a 350.000
muertes cada afio (Hannafiah et al., 2013).

3.2. Antecedentes Generales

La transmision por via percutinea de la ‘enfermedad ictérica’ fue descubierta en el ultimo
lustro de la década de 1880 con la introduccién de la vacuna de la viruela, pero no fue hasta 1943
cuando se asociaron las transfusiones sanguineas con la hepatitis. El agente etiologico de la
infeccion fue un misterio hasta que en 1967 se descubri6 el antigeno de la hepatitis B, que estaba
asociado a s6lo algunos casos. Lo mismo ocurridé con el antigeno de la hepatitis A, descubierto

en 1973.

Pese al descubrimiento de dos tipos de hepatitis infecciosas, la mayoria de las hepatitis

infecciosas parecian no tener un agente etioldgico claro. En un principio se le llamo virus no-A



no-B, hasta que en 1989 cientificos japoneses y estadounidenses identificaron al causante de la
mayor parte de las hepatitis transmitidas por via parenteral y le llamaron VHC (Davis, 2012;
Douam et al., 2016).
3.3. Epidemiologia

3.3.1. Prevalenciay distribucion

Aunque la incidencia de la infeccion ha disminuido, se estima que mas de 185 millones de
personas estan infectadas por el VHC, lo que equivale aproximadamente a un 2.8% de la
poblaciéon mundial (Mohd et al., 2013), estando la mayoria de los portadores del VHC sin
diagnosticar (Kwong, 2014).

La distribucion geografica del VHC no es homogénea. Se estima que Estados Unidos, Canada,
y Brasil estan entre los paises con menor seroprevalencia del antigeno anti-VHC, siendo esta
menor al 1.5%. En Europa, Rusia y Sudamérica (sin incluir a Brasil) es moderada encontrandose
en estos paises la seroprevalencia anti-VHC entre 1.5 — 3.5%. En Espafia es de 1.2% (Gower et
al., 2014). Finalmente, los paises en los que se da una prevalencia superior al 3.5% son los del

Norte de Africa, Oriente Medio, China, Kazajistdn y Mongolia (Hanafiah, 2013).

Tampoco se distribuye de igual manera por edades, ya que en todas las poblaciones estudiadas
existe una mayor seroprevalencia del anticuerpo anti-VHC entre los nacidos entre 1940 y 1950

(Hanafiah, 2013).

Respecto a la distribucion genotipica del virus, cabe destacar que casi la mitad de las
infecciones por VHC a nivel mundial son producidas por el genotipo 1 (Lawitz et al., 2017).

3.3.2. Factores de riesgo

Los factores de riesgo estan estrechamente relacionados con las vias de transmisién del VHC,
que se transmite por via parenteral, exposicidn percutdnea o de mucosas a sangre y
hemoderivados infectados, vinculandose la transmision con (1) el consumo de drogas inyectables,
(2) transfusiones de sangre y hemoderivados, asi como trasplantes de 6rganos que se realicen sin
la previa deteccion sistematica del virus, (3) la reutilizacién de equipo médico, especialmente
agujas y jeringuillas, (4) incumplimiento de las normas generales de higiene por parte del personal
sanitario, lo que produce infecciones nosocomiales, (5) accidentes biologicos y (6) tatuajes y
piercings (Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, 2015).

3.3.3. Historia natural

La progresion de la enfermedad tras la infeccion aguda no es azarosa, sino que depende de

numerosos factores como el uso de drogas, alcohol, obesidad, esteatosis, edad, factores genéticos
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y coinfeccion con Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), que incrementan la probabilidad

de progresion.

La progresion de la enfermedad se clasifica seglin la velocidad de ésta. Si se desarrolla cirrosis
entre 5 y 10 afios después del diagndstico, se denomina de progresion rapida. Si transcurren entre
11 y 30 afios, se trata de una progresion media, y si la progresion dura mas de 30 afios, se

denomina lenta.

El VHC produce cirrosis entre el 15-30% de los infectados, que deriva en cirrosis
descompensada y en carcinoma hepatocelular (World Health Organization, 2014), relacionandose
estas dos ultimas complicaciones con el 90% de la mortalidad atribuible al VHC (Ministerio de
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad, 2015).

3.4. Justificacion del estudio

El tratamiento clésico estandar de la HCC consistia en la auto-administracion de Interferon o
Pegilado (PEG-INFa), semanalmente por via subcutanea, mas entre 6 y 9 capsulas de Ribavirina
por via oral, diariamente. Este tratamiento fue comunmente conocido como doble terapia. Para
la evaluacion del éxito de los tratamientos, entra en juego un parametro esencial, conocido por
Sustained Virological Response (SVR), que indica el porcentaje de los pacientes infectados cuya
carga viral permanece indetectable a las 24 semanas de finalizar el tratamiento. En el caso de la
doble terapia, este parametro oscilaba entre el 40-50% para los pacientes con genotipo 1, y entre
el 70-80% de los pacientes con genotipos 2 y 3 (European Association for the Study of the Liver,
2016).

Se trata, sin duda, de numeros para nada deleznables, pero que presentaban ciertos
inconvenientes que se enumeran a continuacion:
a) Numerosas y exacerbantes reacciones adversas (RAM) tanto por parte del PEG-INFa como
por parte de la Ribavirina. Las mas relevantes son:

1. Ribavirina: efecto carcinogénico y anemia.

2. PEG-INFa: desequilibrios psiquiatricos; anormalidades en la funcion tiroidea; infarto de
miocardio; hipertension; trastornos autoinmunes (entre los que se incluye psoriasis);
sindrome de Vogt-Koyanagi-Harada; sindrome pseudogripal; sepsis; disnea o edema
pulmonar (Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios, 2016).

b) Utilidad solo frente a genotipos 1,2 y 3.

c) Fracaso terapéutico que podia llegar hasta el 60% en algunos casos.

11



La aprobacién e introduccion en el mercado farmacéutico en 2011 de los ahora obsoletos
inhibidores de la proteasa NS3 (iNS3) de primera generacion por la European Medicines Agency
(EMA): Boceprevir y Telaprevir, tampoco supuso una revolucion ni un giro dréstico en la forma
de tratar la HCC, pues se sumaban a la doble terapia, generando una terapia triple, que
incrementaba la SVR entre un 20-50%, pero que afiadia a las RAM existentes un conjunto de
RAM atin mas hoscas, como exantema que en ocasiones llegaba a ser grave, o prolongacion del
intervalo QT. También traian consigo numerosas interacciones farmacoldgicas, las maés
relevantes se daban en el campo del trasplante hepatico al modificar los niveles de farmacos
inmunosupresores, pero también interaccionaban con farmacos de comtin uso, como las estatinas,
benzodiazepinas, Digoxina o Etinilestradiol (Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos

Sanitarios, 2017; European Association for the Study of the Liver, 2015).

En 2014, la EMA autorizd la comercializacién de un iNS3 de segunda generacidén con mejor
perfil de seguridad y farmacocinético, que ademds era efectivo frente a los genotipos 1 y 4,
llamado Simeprevir (Olysio®™), que en triple terapia, alcanzd una SVR en torno al 80% (Arenas

Ruiz-Tapiador et al., 2014).

La revolucion la trajo consigo un nuevo farmaco: Sofosbuvir (Sovaldi®), que presenté tres
importantes novedades: (1) Actividad pangenotipica, es decir, utilidad frente a todos los genotipos
del VHC; (2) permitid por primera vez un tratamiento libre de interferon con una SVR entre el
63-78% y (3) en triple terapia alcanz6 una SVR de hasta el 95% (Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios, 2017). También presentdé un inconveniente de indole
econdmica que hizo correr rios de tinta y aboc6 a los afectados a las calles: su precio, segun el

diario ABC era de 60.000 euros por tratamiento en Europa.

El conocimiento de la maquinaria molecular del VHC junto con la introduccion de novedosas
técnicas en el campo de la Quimica Farmacéutica han permitido el desarrollo de nuevos farmacos,
que combinados, no solo alcanzan el éxito terapéutico en casi la totalidad de los casos, sino que
también ofrecen muy pocas RAM y han permitido terapias libres de PEG-INFa e incluso de

Ribavirina.

Es en estos nuevos farmacos, en lo que se centrara este estudio, intentando averiguar los puntos

clave de su sintesis quimica, asi como sus implicaciones tanto clinicas como fAirmaco-econémicas.

12



4. OBJETIVOS

Este Trabajo Fin de Grado ha comenzado con una minuciosa revision bibliografica con el fin
de conocer de manera exhaustiva en qué momento del tratamiento de la Hepatitis C nos
encontramos. En la presente memoria se proponen los siguiente objetivos: (1) Analisis de la
estructura y funcion de la maquinaria proteica del Virus de la Hepatitis C, pues cualquier Antiviral
de Accion Directa tiene como diana terapéutica una de las proteinas del virus de la Hepatitis C;
(2) Estudio del ciclo de vida que el virus desarrolla con el fin de entender los puntos clave y de
qué manera se podria ‘desarmar’ al virus de la Hepatitis C; (3) Andlisis de la forma de tratar la
Hepatitis C en Espafia, haciendo una comparativa entre dos Guias Clinicas que nos atafien: la
European Association for Study of the Liver Recomendation on Hepatitis C 2016 a nivel Europeo,
y el Plan Estratégico del Sistema Nacional de Salud para el abordaje de la Hepatitis C,
considerando las diferencias entre ellas y (4) se identificara el medicamento para la Hepatitis C
que lidera el mercado farmacéutico espafiol mediante un andlisis farmacoecondomico y quimico

para a continuacion examinar su diseflo y proponer aproximaciones a su sintesis.

Por ultimo, y en base a todo lo expuesto en este trabajo, se razonaran las perspectivas futuras

en el tratamiento de la Hepatitis C.
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5. METODOLOGIA

Para el desarrollo de este Trabajo Fin de Grado, se comenzd con el disefio de un titulo
atractivo. En el disefio de este titulo nos encontramos con un pequefio handicap: muchos de los
farmacos de los que aqui se hablan se encontraban alin en experimentacion y no se conocia
exactamente el impacto clinico que iban a tener, por lo que se opt6 por la palabra ‘Quimioterapia’
como palabra que abarca a todos los farmacos usados en el tratamiento de la Hepatitis C excepto

al PEG-INFa y que llama la atencion del lector.

A continuacion, se establecieron las tres lineas de investigacion que se iban a seguir para el
desarrollo de este trabajo: La primera linea versaria sobre la epidemiologia de la Enfermedad, y
se trata en la Introduccion, apartado 3 de la presente Memoria. La segunda linea trataria la
virologia, haciendo hincapié en las proteinas virales y su funcion en el ciclo vital del VHC, que
se revisa en Resultados y Discusion, apartado 6.1 “Virologia”. La tercera linea versaria sobre el
tratamiento con AAD de la Hepatitis C, identificando los principios activos con mas relevancia
clinica, investigando sobre el desarrollo de dichos farmacos, proponiendo aproximaciones
sintéticas de los principios activos tratados. Esta tercera linea se desarrolla dentro de Resultados

y Discusion, apartado 6.2. “Quimioterapia”.

Para llevar a cabo la investigacion bibliografica, se consultaron dos bases de datos: PubMed
para la bisqueda bibliografica de contenidos clinicos, bioquimicos y biolégicos. SciFinder” fue
utilizada para busquedas relacionadas con contenidos quimicos. Se estudid la bibliografia mas
reciente sobre los aspectos tratados en cada seccion y se identificod a los autores mas relevantes
de cada campo. Una vez identificados dichos autores, se indagd sobre sus publicaciones

relacionadas con los temas que eran de interés en este estudio.

Los costes de los tratamientos por paciente se extrajeron de informes facilitados por
facultativos de la Unidad de Gestion Clinica de Farmacia Hospitalaria del Hospital Universitario
Virgen Macarena, y las reacciones adversas asi como las indicaciones y algunas SVR fueron
extraidas de Fichas Técnicas de los medicamentos, obtenidas mediante el Centro de Informacion

Online del Medicamento de la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios.

Finalmente, para el desarrollo de los esquemas sintéticos y disefio de figuras y féormulas

quimicas, se utiliz6 el programa ChemDraw Professional 15.0.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Virologia

El VHC es un virus de 4cido ribonucleico (ARN) que pertenece a la familia Flaviviridae, del
género Hepacivirus, del que se conocen 7 genotipos y 67 subtipos distintos confirmados mas otros

20 subtipos provisionales (Smith et al., 2014).

Presenta una cadena unica de ARN en sentido positivo de 9.6 kilobases. Su genoma contiene
un Unico marco abierto de lectura (ORF, de Open Reading Frame) que codifica a una poliproteina
que contiene entre 3010 y 3030 residuos aminoacidicos (aa) (Falcon et al., 2017). Dicha
poliproteina presenta dos tipos de proteina: estructurales (relacionadas con el ensamblaje) y no

estructurales (relacionadas con la replicacion) (Figura 1).

Core E1 E2 P7 NS2 NS3 4A | NS4B NS5A NS5B

Figura 1. Representacién esquematica de la organizacién de la poliproteina del VHC. Coloreada de rojo
se muestran las proteinas estructurales, relacionadas con la estructura del virus. De azul, se muestran
las no estructurales (NS), relacionadas con el proceso de replicacidn. Las uniones cuyas escisiones estan
catalizadas por las proteasas del hospedador se muestran en blanco, las escisiones catalizadas por NS2,
en azul, y las catalizadas por NS3 en rojo.

El ARN se presenta protegido por una nucleocapsida y una envuelta lipidica en la que se

encuentran insertas las proteinas de envoltura (Figura 2).

Figura 2. Representacion esquemadtica del VHC. En azul se representa la proteina de envoltura
E1l. En verde la proteina de envoltura E2. En amarillo, la bicapa lipidica que forma la envoltura.
De rojo, la proteina Core que forma la capsida, y dentro de ésta, en morado, se representa el
ARN.

6.1.1. Proteinas estructurales

6.1.1.1. Core
La primera proteina codificada por el ORF del VHC es la proteina Core (Figura 1), encargada

de formar la nucleocapsida. Core es liberada de la poliproteina gracias a la escision producida por
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la proteasa humana Signal Peptidase (SP), que libera una proteina inmadura de 191 aa y se dirige
al reticulo endoplasmatico (RE), donde la Signal Peptide Peptidase (SPP) la convierte en una
proteina madura, dimérica y estabilizada por enlaces disulfuro con aproximadamente 177 aa
(Oeher et al.,, 2012) formada por dos a-hélices anfipaticas conectadas por un tirabuzon
hidrofobico.

6.1.1.2. Proteinas de envoltura
Las Proteinas de Envoltura 1 y 2 (E1 y E2) se encuentran incrustadas en una capa lipidica que

envuelve al ARN viral (Figura 2), y desempefian un papel determinante en el ciclo de vida del
VHC. Sus funciones estan relacionadas con la entrada viral, la fusion y la secrecion de las
particulas virales (Freedman et al., 2016). Para cumplir dichas funciones, E1 y E2 (Figuras 3 y 4,
respectivamente) adquieren diferentes conformaciones que deben estar estrechamente
controladas para que se den en el momento apropiado del ciclo de vida viral (Moradpour y Penin,

2013).

Se tratan de proteinas que suscitan un elevado interés en investigaciéon por su potencial uso en
la formulacién de futuras vacunas, asi como en el desarrollo de nuevos antivirales. Especialmente
en el caso de E2, se han descubierto hasta el momento dos sitios que pueden ser de gran utilidad
como dianas terapéuticas. La estructura de E2 presenta dos estratos: el estrato delantero y el
estrato trasero. El punto de unién de estos dos estratos actiia como sitio de union al receptor CD81.
Ademaés, E2 cuenta también con numerosas regiones hipervariables (HVR) que aportan
diversidad en la secuencia que ayuda al VHC a desarrollar la evasion inmune (Freedman et al.,

2016), lo que complica la labor cientifica a la hora desarrollar vacunas.

Figura 3. Representacién esquematica de E1. Figura 4. Representacion esquematica de E2. El
Los mondmeros han sido representados de estrato delantero se presenta de color cian,
forma diferente (gris, amarillo, rojo y azul). Los  mientras que el estrato trasero esta coloreado
puntos verdes representan los puentes de verde. El sitio de union a CD81 es de color
disulfuro (Freedman et al., 2016). azul (Kong et al., 2013).
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6.1.1.3. p7

Es una proteina de 63 aa compuesta por dos a-hélices transmembrana conectadas por un
tirabuzoén citoplasmatico, formando hexameros o heptameros. Pertenece a la familia de las
viroporinas, y aunque su funcidén no se conoce exactamente, si se sabe que, tanto in vivo como in

vitro es esencial para el ensamblaje del virus.

Actualmente se estd incrementando el nimero de evidencias que sugieren que p7 resulta critica
en funciones sin relacion con su actividad de poro. Una posibilidad es que p7 actiie suprimiendo
la acidificacién de organulos celulares, protegiendo asi a los viriones nacientes de cambios
conformacionales prematuros inducidos por acidos (Moradpour y Penin, 2013), aunque hasta la
fecha todo son suposiciones.

6.1.2. Proteinas no estructurales (NS)

6.1.2.1. NS2

Esta proteina no es indispensable per se, pero es la encargada de liberar la union NS2/NS3 de
la poliproteina, donde NS3 si es indispensable para promover el proceso de replicacion del ARN.

6.1.2.2. Complejo NS3-4A

NS3-4A es un complejo no covalente compuesto por NS3 (una proteina multifuncional de 631
aa) y el cofactor NS4A (Figura 5). Por un lado, NS3 presenta actividad serina proteasa localizada

en el tercio N-terminal, que corresponde con los aminodcidos comprendidos entre el aa 1 y el 180.

Por otra parte, en los dos tercios C-terminal presenta actividad NTPasa/ARN helicasa y se
prolonga desde el aa 181 hasta el 631. Utiliza la energia liberada por el ATP para separar las
dobles cadenas de ARN o para desenmarafiar zonas del ARN monocatenario que presenten
intensiva estructura secundaria. Su actuacién es esencial para la replicacion del ARN del VHC,
pero sus funciones precisas permanecen desconocidas. El polipéptido de 54 aa NS4A funciona

como cofactor de la funcidn serina proteasa de la NS3.

El complejo NS3/4A no se localiza s6lo en la membrana del RE, sino que se encuentra
también, aunque en menor proporcion, en la membrana mitocondrial, o membranas asociadas a
la mitocondria, que podrian desactivar a proteinas mitocondriales del hospedador como la RIG-1

que es una ARN helicasa con numerosas funciones (Moradpour y Penin, 2013; Karin, 2015).
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Figura 5. Representacién tridimensional de NS3 (gris) y la parte N-terminal de NS4A (azul). La
triada catalitica se representa en magenta y la helicasa NS3 en verde. Los ultimos 6 aa que
permanecen tras la liberacién de NS4A aparecen en naranja (Karin, 2015).

6.1.2.3. NS4B

La proteina no estructural 4B desempeiia un papel crucial en el reordenamiento de las
membranas de las células hospedadoras. Esta remodelacion de las membranas es necesaria para
la formacion del complejo de replicacion viral, donde ocurre la sintesis del genoma (Briggs et al.,

2015).

Este reordenamiento promueve la formacion de un complejo de membranas, denominada Red
Membranosa, 0 Membranous Web (MW), que se tratard en el punto ‘Ciclo de vida’. Aunque cada
proteina viral contribuye a este reordenamiento, parece que NS4B desarrolla un papel
fundamental (Briggs et al., 2015; Moradpour y Penin, 2013).

6.1.2.4. NS5A

Se trata de una fosfoproteina homodimérica multifuncional compuesta por tres dominios que
se encuentran separados por dos secuencias de baja complexion (LCS, de Low-Complexity

Sequences). Se encuentra anclada a la membrana del RE por una a-hélice terminal anfipatica.

NSS5A es multifuncional, pero aun enigmatica. A pesar de carecer de actividad enzimatica, es
esencial para el proceso de replicacion del VHC, estd implicada en la produccién de nuevos
viriones ademas de modular numerosos procesos virales. También se conoce que es sustrato de
la Ciclofilina Humana 2 (una proteina encargada de isomerizar los péptidos de cis a trans), algo
que se cree que le permite adoptar un mayor nimero de conformaciones, y consecuentemente, de

funciones.
El Dominio 1 presenta un zinc finger y posee la capacidad de unirse al ARN, el Dominio 2

presenta actividad en la replicacion del ARN, mientras que el Dominio 3 participa en el proceso

de ensamblaje (Moradpour y Penin, 2013; Madan et al., 2015; Tellinghuisen, 2016).
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La LCS-1, situada entre los dominios 1y 2, es la zona de la proteina que contiene los sitios de
fosforilacion, dando lugar a dos estados de fosforilacion: El estado basal promueve la replicacion,
mientras que el estado hiperfosforilado, fomenta la produccion viral. Asi pues, se tiende a asumir

que NS5A es la encargada de modular la replicacion del ARN del VHC.

Se conocen dos proteinas humanas encargadas de fosforilar a dicha proteina: Casein-quinasa
lo y Casein-quinasa 2, aunque podrian estar implicadas un mayor numero de proteinas
(Tellinghuisen et al., 2016; Moradpour y Penin, 2013).

6.1.2.5. NS5B

Es una ARN polimerasa dependiente de ARN. Se trata de una enzima esencial y unica,
responsable de la transcripcion de cadenas complementarias de ARN a partir de una cadena de
ARN molde. Esta enzima presenta una tipica estructura palma-dedo-pulgar, donde el dominio de
la palma es sensible a inhibicion alostérica. Asimismo, el sitio activo de NS5B es también sensible
a falsos sustratos. La estructura de NS5B es comtn para todos los genotipos del virus, por lo que
los antivirales de accion directa (AAD) que inhiben a esta proteina presentan actividad
pangenotipica (Moradpour y Penin, 2013; Barth et al., 2016).

6.1.3. Ciclo de vida

6.1.3.1. Entrada, translacién y procesamiento

Segun el actual conocimiento del VHC, se transmite a través de sangre e inicia su ciclo en el
hospedador una vez que alcanza su liberacion en el torrente sanguineo. Estas particulas virales
que viajan por la sangre, pueden unirse a lipoproteinas (como colesterol VLDL y LDL), asociarse
a inmunoglobulinas o continuar su viaje por el torrente sanguineo como particulas libres, aunque
las lipoproteinas son el tnico vehiculo que le permiten al VHC la entrada al hepatocito (Scheel y

Rice, 2013; Karin, 2015; Douam et al., 2016).

Una vez que la particula viral llega a la superficie del hepatocito adherida a la lipoproteina, se
produce la interaccion VHC-hospedador, y consecuentemente la entrada. Las proteinas

implicadas en la interaccion VHC-hospedador son numerosas.

Primero establece interacciones inespecificas con glicosaminoglicanos y sidecanos, (estos
ultimos son receptores de LDL) para luego establecer interacciones especificas, que se unen

directamente con E2, como el Receptor Scavenger de la clase 1B (SRB1) y la tetrapasnina CD81.

El complejo formado por la lipoparticula viral y los factores de entrada migra hacia la zona
donde los hepatocitos se unen, siendo alli donde se dan las interacciones con Claudina 1 y
Ocludina, que promueven la entrada del VHC en el hepatocito en un proceso de endocitosis pH

y clatrina dependiente (Karin, 2015; Douam et al., 2016).
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Una vez liberado en el citosol, la vesicula envuelta en clatrina se une a la proteina motor del
hospedador llamada dineina que la transporta sobre los microtiibulos para llegar al RE, donde se
acidifica la superficie de la vesicula y permite la fusiéon de la membrana viral y la membrana
endosomal. Tras dicha unidn se libera de la nucleocapsida el ARN desnudo al citosol, uniéndose

éste a la Region No Traducible-5 (5’-NTR) que constituye el sitio de union al ribosoma.

El ribosoma es captado por un translocon sobre la membrana del RE y se traduce la
poliproteina que va escindiéndose como se muestra en la Figura 1 (pag. 17) (Moradpour y Penin,

2013; Karin, 2015; Douam et al., 2016), y una vez escindidas, se insertan en la membrana del RE.

Estas proteinas virales, ademas de otros factores celulares, inducen la formacién de la MW,
que genera un ambiente propicio para la replicacion y el ensamblaje viral, pues separa fisicamente
estos procesos del citosol hospedador, de modo que encubre estos procesos virales, limitando la
respuesta inmune del hospedador y generando un entorno menos hostil para los intermedios de la
replicacion y el ensamblaje (Lohmann, 2013; Wozniak et al., 2016).

6.1.3.2. Replicacion

La actividad ARN polimerasa ARN dependiente de NS5B ademas de las otras proteinas no
estructurales, catalizan el proceso de replicacion, que comienza con la sintesis de una doble
cadena de ARN intermediaria, que se separan para que la cadena negativa sea el modelo del que
se generen multiples copias de cadena positiva de ARN. Dichas copias van a ser utilizadas para
replicacion, traduccidn y/o formar parte de las nucleocapsidas nacientes (Lohmann, 2013; Scheel
y Rice, 2013).

6.1.3.3. Ensamblaje y liberacion

El ensamblaje viral es un proceso estrechamente regulado y atin no se acaba de entender. Se
asume que NS5A transporta al ARN viral hasta dentro de una nucleocapsida de proteinas core
previamente formada, y que a continuacidn, se recubre de una membrana derivada del RE que
trae ancladas a E1, E2, p7 y NS2, asi como otros factores del hospedador, como ApoE, quedando

El, E2 y ApoE hacia la cara exterior.

En este momento la particula viral estaria lista para ser excretada por exocitosis y podria ser
liberada al torrente sanguineo o al hepatocito anejo (Scheel y Rice, 2013; Douam et al., 2016).
6.2. Quimioterapia

Actualmente existen tres dianas terapéuticas con utilidad clinica y para las que hay
desarrollados AAD (Tabla 1). Son: (1) inhibidores de la proteasa NS3/4A (-previr), (2)
inhibidores de la proteina reguladora del ciclo viral NS5A (-asvir) y (3) inhibidores la ARN
polimerasa dependiente de ARN NS5B.

22



Tabla 1. Medicamentos aprobados para el tratamiento de la Hepatitis C

Laboratorio  Medicamento Farmaco Diana Genotipo

Ano* Posologia

Gilead Sovaldi® Sofosbuvir NS5B Todos

Paritaprevir NS34A

AbbVie Viekirax® Ombitasvir  NS5A ly4
Ritonavir ok
AbbVie Exviera® Dasabuvir NS5B 1
Bristol-M
rsto . vers Daklinza® Daclatasvir ~ NS5A 1,3y4
Squibb
Jassen Olysio® Simeprevir  NS34A ly4
. Grazoprevir NS34A
®
Merk Zepatier Elbasvir NSSA ly4

2014 lcp./24h

2015 2cp./24h

2015  1cp./12h

2015 1cp./24 h

2014  1cap./24h

2016  1cp./24h

Cp.: comprimido, cap.: capsula. *Ano de aprobacion **Booster

En el mercado farmacéutico europeo existen nueve principios activos, incluidos en siete

medicamentos basados en los AAD de cinco laboratorios diferentes (Tabla 1) y su uso se rige por

la European Association for Study of the Liver (EASL) Recomendation on Hepatitis C asi como

por el Plan Estratégico del Sistema Nacional de Salud (SNS) para el Abordaje de la Hepatitis C.

Estas guias clinicas tienen en cuenta: Genotipo del virus, si el paciente es naive, si ha sufrido

un fracaso terapéutico o una recaida, si presenta cirrosis e incluso si requiere trasplante. Y los

criterios de eleccidn tienen tanto base clinica como econdmica.

Tabla 2. Tratamientos de primera eleccion del Plan Estratégico del SNS con acuerdos de

financiacién del Ministerio y acuerdos propios de Andalucia

Situacién del paciente Tratamiento Co.ste por ~ SVR
paciente (€) (%)

Genotipo 1 Sofosbuvir + Simeprevir 9.812 97
Genotipo 2 Sofosbuvir 9.812 97
Genotipo 3 Sofosbuvir + PEG-INFo. + Ribavirina* 11.213 94
Genotipo 4 Ombitasvir + Paritaprevir + Ritonavir 9.568 91
Genotipos 5y 6 Sofosbuvir + PEG-INFa + Ribavirina* 11.213 97
Genotipo 1 Sofosbuvir + Ledipasvir 11.962 96

Cirrosis Genotipo 2 Sofosbuvir + Ribavirina 9.812 83
descompensada Genotipo 3 Sofosbuvir + Ledipasvir + Ribavirina* 11.962 79
Genotipo 4 Sofosbuvir + Ledipasvir 11.962 100

Requiere trasplante Sofosbuvir + Simeprevir 9.812 83

*Los costes de Ribavirina han sido despreciados
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Tabla 3. Tratamientos de primera eleccién del EASL Recomendation on Hepatitis C 2016 con
acuerdos de financiacion del Ministerio y acuerdos propios de Andalucia

Coste por SVR

Situacion del paciente Tratamiento paciente (€) (%)
Genotipo 1 Sofosbuvir + Ledipasvir 11.962 96
Genotipo 2 Sofosbuvir + Velpatasvir * ok 100
Genotipo 3 Sofosbuvir + Velpatasvir *k 88
Genotipo 4 Sofosbuvir + Ledipasvir 11.962 91
Genotipos 5y 6 Sofosbuvir + Ledipasvir 11.962 96

Genotipo1l Sofosbuvir + Ledipasvir ok 96

Cirrosis Genotipo 2 Sofosbuvir + Velpatasvir * ok 91
descompensada Genotipo 3 Sofosbuvir + Daclatasvir + Ribavirina* 20.108 63
Genotipo 4 Sofosbuvir + Ledipasvir 11.962 100

Requiere trasplante Sofosbuvir + Ledipasvir + Ribavirina* 11.962 100

*Los costes de Ribavirina han sido despreciados  ** Fuera del acuerdo (No financiado)

El SNS y la EASL parecen no coincidir en los tratamientos de primera eleccion (Tabla 2 y
Tabla 3, respectivamente). Mientras la EASL presenta estrategias libres de interferén en todos los
casos y parece estar cerca de conseguir estrategias libres de Ribavirina, el SNS presenta ain PEG-

INFa en triple terapia para el tratamiento de los genotipos 3, 5y 6.

Con respecto a la eficacia de los tratamientos, en el tratamiento del genotipo 3, la estrategia
del SNS consigue una SVR del 94% mientras que la de la EASL es del 88%, por lo que en
términos de eficacia parece mejor la estrategia por la que opta el SNS aunque esté basada en triple

terapia de Sofosbuvir + PEG-INFa + Ribavirina.

Por otra parte, el SNS propone usar Sofosbuvir + Ledipasvir + Ribavirina para el tratamiento
de la HCC con cirrosis descompensada producida por genotipo 3 con una SVR del 79% mientras
que la EASL propone el uso de Sofosbuvir + Daclastavir + Ribavirina. El tratamiento propuesto
por la EASL presenta una SVR del 63% y un coste 1.7 veces superior. Clinicamente presentan

ambos tratamientos RAM muy similares.

En el plano econdémico, la EASL propone en todos los casos estudiados tratamientos del
mismo coste o mas caros que el SNS, en ninglin caso tratamientos de menor coste por paciente
debido a la busqueda de estrategias libres de interferon que parece un interés levemente

marginado en las estrategias planteadas por el SNS.

Aun asi, Harvoni® (Sofosbuvir + Ledipasvir) parece liderar el mercado de Hepatitis C en
Espana (Figura 6), pues cuenta con amplia ventaja sobre Viekirax® (Paritaprevir + Ombitasvir +

Ritonavir) y relega a Exviera® (Dasabuvir) a un uso casi residual.
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Dicha ventaja se debe a multiples factores. La principal ventaja que muestra Harvoni® con
respecto al otro inhibidor de la NS5B en el mercado (Exviera®) es su actividad pangenotipica,
ademas Harvoni permite una pauta posologica que facilita la adherencia del paciente a la

medicacidn.

Consumo

(“1":':502) Mercado Hepatitis C (*PVL)

100.000 -
90.000 -
80.000 -
70.000 -
60.000 -
50.000 -

40.000 { |

30.000 {/
20.000

10.000

nov-14 ene-15 mar-15  may-15 jul-15 sep-15 nov-15 ene-16 mar-16  may-16 jul-16 ago-16 nov-16

Sovaldi Daklinza Viekirax === Exviera Harvoni

Figura 6. Consumo de medicamentos de la Hepatitis C en Espafia. *Coste calculado seglin PVL sin
incluir descuentos ni techos de gasto (Almarza, 2017).

El impacto tanto clinico como econémico de Harvoni® (Sofosbuvir + Ledipasvir) hace

interesante la focalizacion en este producto.

6.2.1. Sofosbuvir
Se trata del primer profdrmaco nucledsido inhibidor de la NS5B que presentaba un grupo 5’-
fosfonato, algo que le confirid6 a la molécula estabilidad metabdlica y permeabilidad de

membrana.
Cuando el profdrmaco entra en la célula diana, el grupo 5’-fosfonato se transforma, por la
maquinaria enzimatica de la célula, en el grupo 5’-fosfato. Esto mejora de manera dramatica las

propiedades farmacocinéticas del farmaco.

La molécula estad compuesta de dos bloques principales: un anélogo bioactivo de la uridina y

el fosforamidato que le proporciona a la molécula sus caracteristicas fisicoquimicas.

25



6.2.1.1. Disefio de Sofosbuvir

Aunque el disefio del fdrmaco comenzd con el objetivo de sintetizar un citidin-derivado, lo
cierto es que los investigadores se focalizaron en conseguir un fArmaco con mejores propiedades
farmacocinéticas, y en la investigacion del citidin-derivado vieron que mediante la enzima
citilidato desaminasa se llegaba hasta un derivado trifosfato de la uridina con alta capacidad de

inhibir a la NS5B y con una semivida de 38 h.

Esquema 1. Retrosintesis de Sofosbuvir (I). Estructura del bloque fosforamidato (Il). Estructura
del andlogo fluorado de la uridina (l11).

La generacion de un uridin-derivado presentaba un obstaculo que habria que superar para
poder tener un farmaco tutil: el nucledsido derivado de la uridina fluorado y metilado en C2’ no
era sustrato de ninguna enzima para ser fosforilado, y por lo tanto, no podria llegar a ser un

nucleoétido trifosfato, por lo que no tendria actividad frente al VHC (Sofia et al., 2010).

Dicho obstaculo metabdlico hizo pensar a los investigadores en la generaciéon de un
profarmaco, que generase un uridin-derivado monofosfato, para el que si existe maquinaria
enzimatica capaz de fosforilar y generar el nucledsido trifosfato.

6.2.1.2. Sintesis del nucledsido mediante fluoracién en etapa temprana

A pesar de que la sintesis del nucle6sido natural uridina puede ser relativamente sencilla, la
presencia del centro quiral C2’ fluorado en el compuesto III (Esquema 1), incrementa
significativamente la complejidad de la molécula. La adicién del flior al C2’ es objeto de
discusion entre la comunidad cientifica: se han propuesto procesos de fluoracién en etapa

temprana y de fluoracion tardia.

La necesidad de un proceso de preparacion industrialmente posible, hace necesaria la creacion

de una ruta sintética altamente enantioselectiva, aunque presente un mayor numero de pasos.
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Esquema 2. Sintesis del nucledsido.

La obtencion del compuesto uridin-fluorado 12 (Esquema 2) comienza con la conversion del
isopropilidén gliceraldehido 1 a syn-diol 3 mediante una reacciéon de Wittig seguido de una
reaccion de dihidroxilacion mediada por KMnO,, que procede con una diastereoselectividad de
12:1. A continuacion, el diol se convierte en dos pasos en el sulfato ciclico 4, y éste es
posteriormente tratado con fluoruro de tetractilamonio, obteniéndose el producto 5. La hidrdlisis
de los grupos sulfato y acetonido de 5 se realiza en dos pasos para asegurar la conversion del

material de inicio y minimizar la formacion de productos secundarios.

Finalmente, el compuesto 7 se transforma en el dibenzoato 8 seguido de reduccion y
acetilacion para obtener el compuesto 9, que serd el reactivo en la glicosidacion de Vorbriiggen
catalizada por SnCly. En general, el rendimiento de esta via de obtencién del producto 12 a gran
escala es del 6.4%, lo que repercute de manera directa en el coste del tratamiento (Barth et al.,
2016).

6.2.1.3. Sintesis del bloque fosforamidato

El compuesto 16 (Esquema 3, pag. 28) se prepara mediante la reaccion de fenildiclorofosfato
13 con el hidrocloruro del éster isopropilico de la L-alanina (13a), seguido de la reaccion con
pentafluorofenol. Después de filtrar las sales, el s6lido crudo, se tritura en una mezcla del 20% de
acetato de etilo en hexano, donde s6lo se solubiliza el isémero Sp(16), aisldndose con una pureza

del 98% (Schinazi et al., 2014).
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Esquema 3. Sintesis del fosforamidato usado como reactivo en la sintesis de Sofosbuvir. La
configuracidn quiral del 4tomo de fésforo se denota con una P en subindice.

6.2.1.4. Fosforamidacion del nucledsido
El nucledsido del Sofosbuvir (I) presenta dos grupos hidroxilo que se pueden fosforilar,
pudiendo formar el producto deseado I, fosforilado en HO-5" y dos productos secundarios no

deseados 17, fosforilado en HO-3’ y 18, difosforilado en HO-3" y HO-5" (Figura 7).

Figura 7. Productos resultantes de la fosforamidacion del nucledsido de Sofosbuvir.

Los quimicos orgénicos parecen coincidir a la hora de disefiar la estrategia para minimizar la
generacion de productos secundarios, convergiendo en una estrategia de activacion basica
(Esquema 4) que promueva la fosforilacion del grupo hidroxilo localizado en 5’ mediante el uso
de un reactivo de Grignard (‘BuMgCl), que actila como una base fuerte activando asi el grupo
HO-5" del nucledsido, de modo que el alcoxido formado ataca a 16 (Esquema 4) para obtener el

farmaco deseado.

Se han optimizado las condiciones de reaccidon para la sintesis de 19 (Esquema 4). Se ha
observado que la temperatura baja asi como la adicion lenta de los reactivos, evitan de manera
importante la formacion de 17 y 18. Tras dos recristalizaciones del producto, se obtiene
Sofosbuvir (I) con una pureza del 99.7% y un rendimiento general del proceso del 68% (Schinazi

et al., 2014; Barth et al., 2016).
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Esquema 4. Sintesis diastereoselectiva de Sofosbuvir.

6.2.2. Ledipasvir

Ledipasvir (d) es un farmaco que inhibe a NS5A del VHC, encargada de regular los procesos

de ensamblaje, replicacion y liberacion viral.
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Esquema 5. Retrosintesis de Ledipasvir. El simbolo X representa donadores de electrones. El
simbolo Y representa aceptores de electrones.
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A diferencia de Sofosbuvir, Ledipasvir fue concebido para establecer efectos sinérgicos con
otros AAD, asi como para actuar frente a los genotipos virales mas prevalentes (Genotipo 1) y
facilitar la consecucion de terapias libre de interferon y/o Ribavirina. Se trata de una molécula en
la que se pueden identificar tres bloques (Esquema 5, pag. 29): un bloque de fluoreno central
unido por un anillo imidazdlico a un grupo azaspiroheptano, que a su vez se encuentra unido a

una molécula de Moc-valina.

Por la otra parte, el grupo fluoreno central se encuentra unido mediante un ciclo de
benzoimidazol a un grupo azabicicloheptano, que a su vez también se encuentra unido a una
molécula de Moc-valina.

6.2.2.1. Sintesis del bloque azaspiroheptano mediante resolucion clasica

Para la sintesis del bloque azaspiroheptano enantiomericamente puro (37) se opta por la ruta

cléasica con cis-aminoindanol para la resolucion del racémico 36 (Esquema 6).

El proceso comienza con la preparacion del dimesilato 34. Para ello, se disuelve el compuesto
33 en acetona fria (0 °C), y continuacion se afiade lentamente Et;N y cloruro de metanosulfonilo
(MsCl). El producto obtenido (34) se hace reaccionar con Nal en acetona aislandose el dihaluro

derivado 35.

La sintesis continua haciendo reaccionar el compuesto recién obtenido 35 con el éster etilico
de la N-terc-butoxicarbonilglicina empleando hidruro de sodio en dimetilacetamida. El
compuesto 36a, obtenido en el paso anterior, se somete a una reaccion de saponificacion con
hidroxido de litio para obtener, tras neutralizar con HCI, el acido carboxilico 36 como mezcla
racémica. Finalmente, la mezcla racémica se resuelve empleando cis-aminoindanol, lo que
permite aislar la sal de 37 enantioméricamente pura. El compuesto 37 se obtiene puro tras tratar

con HCI con un rendimiento del 33% (Scott et al., 2014; Link et al., 2014).

\X/ EtaN MsCl \X/ NaI % LiOH
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HO OH “Acetona “Acetona ! ! OFt N OBl eTHF H,0
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OH wiQH - o Lavado HCI
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\
Boc 5
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36 37

Esquema 6. Sintesis del bloque azaspiroheptano mediante la resolucién clasica de 36.
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6.2.2.2. Preparacién del bloque fluoreno para union con los bloques adyacentes

A una mezcla de 2-bromo-7-yodofluoreno (30) (Esquema 7) y N-fluorobencenosulfonimida
(NFSI) en tetrahidrofurano (THF) enfriada a -68°C, se le afiade bis(trimetilsilil)Jamiduro de litio
(LiHMDS), tras procesar la mezcla de reaccion se obtiene el compuesto 31. A continuacion, se
hace reaccionar con 2-cloro-N-metoxi-N-metilacetamida en presencia de cloruro de
isopropilmagnesio (PrMgCl) para dar 32. El rendimiento global del proceso de obtencién de 32
fue del 55% (Scott, 2014).

' _ Awos iPrMgCl
Br —> | Br —>
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R F
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o

32

Esquema 7. Sintesis del bloque fluoreno.

6.2.2.3. Sintesis del bloque azabicicloheptano y grupo benzoimidazol
En la sintesis del ciclo azabicicloheptano se incluye también la sintesis del ciclo benzoimidazol
(Esquema 7). Para construir el biciclo, se lleva a cabo una reaccién de Diels-Alder entre el

ciclopentadieno y el iminoéster 22 (Esquema 8).
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Esquema 8. Sintesis del bloque azabicicloheptano.
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A continuacidn, se lleva a cabo una hidrogenolisis catalizada por Paladio (Pd), y el grupo amino
resultante se protege en forma de N-Boc-derivado. La saponificacion de 25 con LiOH, permite
obtener el acido carboxilico que se hace reaccionar con la amina aromatica 26a en presencia del
agente de condensacion 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), obteniéndose los
isdmeros 27a y 27b, que tras la adicion de 4cido acético forman el anillo de benzoimidazol en 28
(Scott, 2014).

6.2.2.4. Unidn de los bloques

Para unir el bloque azaspiroheptano 38 con el bloque fluoreno 32, generando un anillo
imidazoélico entre ambos, se siguen las reacciones mostradas en el Esquema 9. En primer lugar,
se hace la reaccion entre 38 y 32 en acetona a 55°C para obtener 39, que una vez aislado y
purificado, se hace reaccionar con acetato de amonio aislandose el compuesto intermedio 40

(Scott, 2014).

NH,OAc
Acetona Tolueno
Br 55°C \—< 3 metoxiletanol
R F
/Boc
H
N NAW;
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S '
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40

Esquema 9. Condensacion imidazodlica de los blogues azaspiroheptano y fluoreno.

A continuacion, para el acoplamiento de 40 (Esquema 9) con el bloque azabicicloheptano-
benzoimidazol (28) (Esquema 8) mediante la reaccién de Suzuki-Miyaura se requiere la adicién
de pinacolato de boro a uno de los bloques. En este caso, se le adicionara al bloque fluoreno-

imidazol-azaspiroheptano.

La reaccion de Suzuki-Miyaura (Esquema 10) es una reaccion de formacion de un enlace
carbono-carbono que viene catalizada por metales de transicion, y su desarrollo implica el uso de
compuestos organicos de boro y complejos de paladio (Loyd-Jones y Lennox, 2014; Scott, 2014).
Esta reaccion es interesante, entre otros motivos, por permitir la recuperacion de materiales de

partida y su posterior reutilizacion.
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Esquema 10. Obtencién del reactivo borado para la reaccion de Suzuki-Miyaura.

Seguidamente, se anade 28 a 41 en presencia del complejo de paladio para dar 42 mediante la

reaccion de Suzuki-Miyaura (Esquema 11) (Loyd-Jones y Lennox, 2014).

JUE @r Pd

41

%wﬁ?

Esquema 11. Unidn del bloque azabicicloheptano con el bloque fluoreno mediante la reaccién
de Suzuki-Miyaura.

Para finalizar, se elimina el grupo protector Boc del compuesto 42 empleando acido
clorhidrico en acetonitrilo a 65°C, y la funcién amina obtenida se hace reaccionar con Moc-valina

y un agente de condensacion para obtener Ledipasvir (Esquema 12).

33



%wﬁ? ”

HCI
65°C MeCN

%wﬁ 43
\Mﬁ o Fo i

Ledipasvir

Esquema 12. Desproteccidon de aminas y acoplamiento de amidas para la sintesis de Ledipasvir.
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7. CONCLUSIONES

Desde el descubrimiento de los mecanismos de transmision del VHC, la incidencia de
infecciones ha disminuido de manera drastica. En estos ultimos afos, con la inclusioén de los
nuevos AAD con altas tasas de curacion podrian hacernos pensar que estamos cerca de la

erradicacion de esta enfermedad, pero esta afirmacion seria tan superficial como aventurada.

Sobre el papel, una tasa de curacion del 95% de los casos parece valiosa, pues sélo el 5% de
los pacientes tratados no responden al tratamiento, pero si en vez de porcentajes hablamos de
numero de personas, estariamos hablando de alrededor de 9 millones de personas para las que no

habria tratamiento con AAD.

Por otra parte, cuando hablamos de los tratamientos con AAD, hablamos de tratamientos en
Fase IV de experimentacion, que aun estando comercializados y generando unos datos excelentes,

estan aun sometidos a riguroso control por su falta de experiencia clinica.

Ademas, resultaria ildgico plantear un esquema de erradicacion de la enfermedad basado en
un tratamiento post-infeccion, asi pues, hay dos puntos clave para la erradicacién de la
enfermedad: (1) Screening sistematico del anticuerpo anti-VHC para conocer la prevalencia real
de la enfermedad, pues se estima que muchas de las personas infectadas desconocen su infeccion
y (2) el desarrollo de una vacuna profilactica que se incluya en los calendarios de vacunaciones y
que fuese accesible para los paises forman parte del grupo de mayor prevalencia de la HCC,

muchos de ellos en vias de desarrollo.

Para el avance de esa vacuna parece fundamental el conocimiento y caracterizacion de las
proteinas de la envoltura E1 y E2, pues se conoce que son las encargadas de interaccionar con la
respuesta inmune del hospedador, por lo que el desarrollo de una posible vacuna profilactica es
probable que pasase por la produccion biotecnoldgica de dichas proteinas y su aplicacion, lo que

requiere una minuciosa identificacion de las HVRs que presentan dichas proteinas.

En cuanto a los quimioterapicos aqui discutidos, se puede concluir que Sofosbuvir es el buque
insignia de los AAD, pero se han detectado ciertas mutaciones en NS5B que oponen resistencia
a su capacidad antiviral, por lo que es posible que en los proéximos afios se necesiten AAD de
segunda linea que sigan siendo efectivos frente a dichas mutaciones. Por su parte, Ledipasvir en

un futuro no muy lejano tendra duros competidores que en este momento se encuentran en
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Ensayos Clinicos, como Samatasvir, que presumiblemente serd el primer inhibidor de NS5A

pangenotipico (Zou et al., 2014).

En el plano industrial, promover la investigacion para la consecucion de estrategias para la
sintesis del nucledsido uridin-derivado de Sofosbuvir que presenten buen rendimiento, alta
enantioselectividad y que, a su vez, sean escalables para produccion industrial parece crucial para

la obtencion de un principio activo efectivo, eficaz y eficiente, asi como ‘farmacoecondémico’.

En cuanto a la forma de tratar la Hepatitis C, la EASL Recomendations on Hepatitis C parece
priorizar el planteamiento de estrategias libres de PEG-INFa y/o Ribavirina, algo que genera
tratamientos muy tolerables y adherentes, pero que en algunos casos supone una disminucion
considerable de la SVR, mientras que el SNS atin sigue presentando estrategias con PEG-INFa

para algunos casos concretos, pero que consiguen una mejor SVR.

La quimioterapia de la Hepatitis C ha supuesto una importantisima mejora y una esperanza
para los pacientes, por lo que ha de ser considerada en las estrategias de tratamiento para la
Hepatitis C, pero la forma de erradicar el virus es la prevencion y el diagnostico sistematico de
una forma que sea permisible para paises en vias de desarrollo. Asi como generacion de nuevas
rutas sintéticas que permitan disminuir los costes de produccion de dichos fArmacos y por lo tanto,

los costes finales.
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