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RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 11 (DM2) es un complejo sindrome metabdlico que se caracteriza por
una hiperglucemia duradera, debida a la escasez en la secrecion de insulina y/o a la resistencia a
la misma. Respecto al disefio de farmacos inhibidores de enzimas o sistemas de transporte de
DMZ2, las incretinas, hormonas peptidicas segregadas en el intestino como respuesta a la ingesta
de alimentos y que presentan un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasia de la
glucosa, se convirtieron en una posible via de desarrollo de nuevos farmacos para la DM2. La
estrecha relacion entre estas hormonas y la dipeptidil dipeptidasa (DPP-4), permitio el desarrollo
de diferentes inhibidores de la enzima para la sintesis de nuevos tratamientos. Las
cianopirrolidinas como inhibidor peptidomimético, fueron las precursoras en el desarrollo de
sintesis de nuevos medicamentos en el arsenal terapéutico, que presentaban ventajas terapéuticas
respecto a la incidencia de hipoglucemias, y a la supervivencia de células B-pancreaticas que no
trataba ninguna familia terapéutica del momento. Otra familia empleada dentro de los
inhibidores no peptidomiméticos, fue los derivados de la f-homofenilalanina como la sitagliptina
(Januvia®), que presentd buen perfil farmacocinético y buena selectividad, redujo
significativamente la glucosa en sangre y presento una eficacia superior en la antihiperglucemia
y una buena tolerabilidad, siendo la molécula precursora de numerosos estudios para desarrollar

analogos.

Palabras clave: diabetes mellitus I, DPP-1V, incretinas, cianopirrolidinas, B-homofenilalanina,

sitagliptina, Januvia®, antihiperglucemia.
INTRODUCCION

La diabetes tipo 2 (DM2, diabetes no insulinodependiente) es una enfermedad crénica y
progresiva que se caracteriza por la resistencia de los tejidos periféricos a los efectos
metabolicos de la insulina o por un defecto en la secrecidn de insulina por parte del pancreas o la
suma de ambos factores. Cursa con un elevado nivel de glucosa de forma permanente en sangre

(hiperglucemia).

Requiere tratamiento de por vida y se ha descrito como una epidemia de &mbito mundial que
actualmente afecta a unos 250 millones de personas. El coste humano, economico y social

asociado a sus complicaciones, hace que esta enfermedad sea una de las que plantea



consecuencias mas serias en términos de salud publica, causa importante de morbilidad,
incapacidad y/o muerte. Pese a ello, hasta hace unos afios no se disponia de alternativas

terapéuticas a los farmacos tradicionales™.
TERAPIA CONVENCIONAL

Se han centrado en elevar los niveles plasméticos de insulina, bien por administracion directa
de ésta o mediante el empleo de farmacos capaces de incrementar su secrecion (antidiabéticos
orales), incrementar la sensibilidad a la insulina de determinados tejidos o reducir la absorcion

de carbohidratos en el tracto gastrointestinal.

A. Farmacos secretagogos que estimulan la liberacion de insulina por parte de la célula beta-
pancreética:

o Sulfonilureas. Se empezaron a usar en los afios cincuenta como hipoglucemiantes.

Contienen un nucleo central compuesto por una S-fenilsulfonilurea con sustituciones para en el

benceno y en el N terminal de la urea (figura 1).
0O

\ /O 0
\S/\. )‘I\ /RZ
Fig.(1) Sulfonilureas. /©/ H H
R

Se fijan al canal de potasio dependiente de ATP en las células B pancreéticas, provocan su

cierre (blogueantes del canal) incrementando la concentracién intracelular de potasio, que

despolariza la membrana produciendo la entrada de calcio y asi, promueven la liberacion de

insulina®. Entre sus efectos secundarios se encuentran la hiperinsulinemia, reacciones de

hipersensibilidad, el aumento de peso y la hipoglucemia®.

o Glinidas (meglitinidas). La meglitinida es la secuencia no sulfonilica de la sulfonilurea

glibenclamida. Presentan mecanismo de accién similar a las sulfonilureas* aunque act(ian con

mayor rapidez, son mas selectivas y producen mejor control de la hiperglucemia postpandrial.

B. Farmacos que aumentan la sensibilidad a la insulina: Aumentan la sensibilidad tisular a

los efectos de la insulina, pero no van a producir un aumento de su secrecion.

o Biguanidas: Su principal representante es la metformina. Activan una proteincinasa
dependiente de AMP a nivel muscular que aumenta la entrada de glucosa a las células, y a

nivel hepatico, disminuye la produccién de glucosa como se observa en la figura. El principal



riesgo de las biguanidas es la posibilidad de que produzcan una acidosis lactica que puede

llegar a ser mortal®.

e ~

Y

Fig.(2) Mecanismo de accion de la Metformina

e Tiazolidindionas (glitazonas): Actlan sobre uno de los subtipos del receptor nuclear
activado por el proliferador de peroxisomas y (PPARY) provocando aumento de la captacién
de glucosa a nivel periférico, de la actividad de la glucogeno sintasa en el mdsculo cardiaco
y de la captacion de acidos grasos y su conversion en derivados de acil-CoA; por otro lado,
reducen la gluconeogénesis hepética y la sintesis de VLDL y TG®.

C. Farmacos que inhiben la absorcién de glucosa: Inhibidores de a-glucosidasas como la
acarbosa’ y el miglitol. Al inhibir las a-glucosidasas, reducen la formacién de
monosacaridos y la disponibilidad de la glucosa y otras hexosas para ser absorbidas en el

intestino.
NUEVAS ESTRATEGIAS FRENTE A DM2

Los farmacos tradicionales dejan sin tratar muchos aspectos importantes de la diabetes, tales
como la reduccién de la sensibilidad de las células beta a la glucosa, la disminucion de su
namero o funcionalidad o el incremento de la produccion de glucosa por la via de la
gluconeogénesis, a causa de un incremento en la secrecion de glucagon. Ademas, los
tratamientos convencionales suponen un serio riesgo de inducir episodios de hipoglucemia. Por lo
tanto, era necesario investigar nuevas vias de tratamiento. Era conocido desde 1964 que la
administracion oral de glucosa produce una respuesta insulinica superior a su administracion via
intravenosa, lo cual sugeria la existencia de factores digestivos capaces de estimular la

secrecion de insulina. La identificacidn posterior de estos factores con las incretinas, un grupo



de hormonas peptidicas segregadas en el intestino como respuesta a la ingesta de alimentos,
condujo a denominar “efecto incretina” a la diferente respuesta a la glucosa oral y parenteral®,
Las incretinas tienen un papel crucial en el mantenimiento de la homeostasia de la glucosa. Las
hormonas GLP-1(glucagén like peptide) y GIP (glucose-dependent insulinitropic polypeptide)
se segregan en las células L y K de la mucosa intestinal respectivamente hacia el intestino en
respuesta a la llegada de nutrientes. Mediante diferentes mecanismos van a regular los niveles
plasmaticos de glucosa. EI GLP-1 activo y el GIP activan la produccion y liberacion de insulina
promoviendo el buen funcionamiento de las células B-pancreaticas. Se calcula que alrededor del
60% de la insulina postprandial liberada se debe a la accidn de éstas hormonas.

El problema de las incretinas es su corta vida media de escasos minutos (7-36min). Nada mas ser
liberadas, GLP-1 y GIP se degradan por accion de la dipeptidilpeptidasa 4 (DPP-4) en el resto
del aminoacido N-terminal. Por estos motivos, la investigacion se ha centrado en la estrategia de

inhibir dicha enzima y asi preservar la accion de las incretinas endégenas®.
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Existen dos estrategias principales para el disefio de farmacos antidiabéticos basados en el
aprovechamiento de la accion hipoglucemiante de las incretinas. Por un lado, agonistas del
receptor de GLP-1, que en la actualidad son péptidos analogos de la hormona natural, y por otro,
el desarrollo de farmacos que acttan como inhibidores de DPP-4 que incrementan los niveles de

GLP-1 enddgena. Nos centraremos en esta Ultima estrategia.

ENZIMA DPP-4



La DPP-4 es una proteasa de serina ampliamente distribuida en células y tejidos en mamiferos.
Es idéntica al antigeno activador CD26 en células T y a la adenosina desaminasa binding
protein, por ello se define también como DPP-4/CD26. Existe como un dimero formado por 766
aminoacidos con una region citoplasmatica de seis residuos, una region transmembrana de
veintidds residuos, y la parte extracelular con los 738 residuos restantes. La parte extracelular se
compone de un dominio poco frecuente de ocho b-hélices en laminas y un dominio catalitico
que contiene la triada catalitica Ser630-Asp708-His740 localizada en la regién C-terminal de la
enzima. Lleva a cabo la degradacién de péptidos que tienen una prolina o alanina en la
penultima posicion del extremo N-terminal por escision de un fragmento correspondiente a los

dos ultimos aminoéacidos.
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Fig.(4) Esquema de DPP-4

Los estudios cristalograficos con rayos X de varios inhibidores formando el complejo con la

DPP-4 demuestra que el lugar de union con la DPP-4 se constituye por tres partes
principalmente: los bolsillos hidrofébicos S1 formado por residuos de Tyr631, val656, Trp659,
Tyr666 y Val711 y S2, mayor que S1, por los residuos de Argl25, Phe357, Arg358, Tyr547,
Pro550 y Asn710, y la zona de reconocimiento N-terminal por los residuos de Glu205, Glu206 y
Tyr 662. Ademas, el residuo Ser630 catalitico y el hueco oxianionico creado por la Tyr631 y
Tyr547 estan también involucrados en la unién de los inhibidores con la DPP4. Basandonos en
los analisis cristalograficos y los conocimientos sacados del SAR, queda demostrado que tanto el

bolsillo hidrofébico S1 y la region de reconocimiento N-Terminal son cruciales en la inhibicion

de la DPP-4"
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Fig.(5) Esquema de unién de una cianopirrolidina en el centro activo de la DPP4.



TIPOS DE INHIBIDORES DE DPP-4

1- Inhibidores peptidomiméticos
2- Inhibidores no peptidomiméticos

DPP-4
inhibitors
peptidomimetic non-peptidomimetic
series series

glycine-based B-alanine-based
inhibitors inhibitors
(o-series) (B-series)

irreversible reversible
inhibitors inhibitors

Figure 1. Classification of DPP-4 inhibitors.

Fig.(6) Clasificacion de los inhibidores DPP-4

MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado un proceso de documentacion y revision bibliogréfica a través de PubMed
(motor de blsqueda de libre acceso a la base de datos MEDLINE de citaciones y resimenes de
articulos de investigacion biomédica), en referencia a la inhibicion de la enzima DPP-4 para el
estudio del disefio de los diferentes tipos de inhibidores, y las diferentes rutas que condujeron a
la obtencion de las moléculas que posteriormente fueron comercializadas.

Entre nuestros objetivos se encuentran:

- Destacar la importancia de la diabetes como problema sanitario a nivel mundial.

- Explicar las posibilidades que ofrecen las incretinas para el tratamiento de la diabetes tipo II.

- Explicar los distintos pasos seguidos en la investigacion de la sintesis de nuevos farmacos con

la DPP-4 como diana.
RESULTADOS. (Todas las estructuras referidas quedan representadas en el anexo 1)

1-DISENO DE INHIBIDORES PEPTIDOMIMETICOS DE DPP-4 (iDPP4).
PEPTIDILNITRILOS.

En la decada de los 90 se empezaron a publicar estudios de iDPP4 derivados de
aminoacilprolina, con grupos electrofilicos tipo boroénicos, fosfonatos y diacilhidroxilamina que

se unen a la serina pero de baja potencia o poca estabilidad quimica®*.



Debido a la similitud entre la DPP-4 y PEP, Sherwin Wilk introdujo un nitrilo como grupo que
interactuara con la serina. Estas cianopirrolidinas resultaron tener buena potencia y una
estabilidad aceptable y ademas fueron selectivas frente a otras enzimas. En 1994 investigadores
de Zeria Pharmacéuticals descubrieron la primera cianopirrolidina, la sitagliptina, cuyo grupo

nitrilo forma un enlace covalente imidato con la serina del centro catalitico.

Originalmente, estos compuestos estaban siendo investigados como inmunomoduladores®? y su
descubrimiento como tratamiento de la diabetes tipo Il las hizo muy populares durante los
siguientes afios lo que condujo al descubrimiento de NVP-DPP728, con efecto antidiabético en
humanos (1), la vidagliptina®® (3), la saxagliptina (4) y recién aprobada por la FDA la

omarigliptina para tratamiento una vez a la semana.
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Fig.(7) Cianoprirrolidinas aprobadas y en desarrollo clinico



1.1-Relacién estructura-actividad de cianopirrolidinas como IDPP-4

Las cianopirrolidinas son anadlogos al sustrato peptidico de la DPP-4, con el nitrilo en la posicién
de la zona de escision™*. Es importante el grupo nitrilo para la actividad inhibitoria, analogos
estructurales pero sin el nitrilo resultaron ser del orden de dos o tres veces menos activos. Sin
embargo, el enlace covalente formado es reversible y las cianopirrolidinas son inhibidores

competitivos con baja cinética de disociacion.

Otra interaccion clave en la actividad es el enlace de hidrégeno entre el grupo amino protonado y
la region cargada negativamente formada por Glu205, Glu206 y Tyr662. Esta interaccion
mimetiza el reconocimiento de la zona N-Terminal del sustrato con la DPP4. Cualquier
compuesto incapaz de formar este enlace resulta inactivo™ (5-11).

Respecto al anillo de pirrolidina, tras diversos estudios se vio que sélo admite pequefias
modificaciones. EI cambio de la pirrolidina por una tiazolina produce un aumento de cinco veces
la potencia, pero también un gran aumento de la inestabilidad*® (12). Sin embargo, el cambio por
una oxazolina disminuye muchisimo la actividad. EI modificar el anillo con un cis-3,4-metano,
disminuye también la actividad pero aumenta mucho la estabilidad, lo que culmind con el
descubrimiento de la saxagliptina. Este es el Unico cambio del anillo en cuanto aumento de
carbonos puesto que el biciclo (5+1) se acepta pero un anillo simple de seis carbonos no ejerce
accion inhibitoria. Un fluor en posicion 4S demostré ser beneficioso para la actividad. El
compuesto 14 demostré ser més potente que el 13 y tenia mejores concentraciones plasmaticas®’.
Maés adelante, se introdujeron modificaciones en la posicion 5 del anillo y se vio que

sustituyentes como alquinos (15) proporcionaban selectividad frente a DPP8 y DPP9*®,

Una gran variedad de sustituyentes son bien tolerados en la posicion P2. La enzima puede
acomodar sustituyentes voluminosos en la P2. Por ejemplo, un terc-butil-glicina en esta posicion
llevo al compuesto FE 999011 (16), con excelentes propiedades en cuanto a actividad y
estabilidad in-vitro'®. En comparacién con 1 tiene mayor vida plasmatica en ratas Zucker (ZDF).
FE 999011 reduce los niveles de glucosa incluso administrado 8 horas antes de la ingesta de
glucosa. En un estudio crénico en ratas ZDF que normalmente se volvian diabéticas a las 6-10

semanas pospuso 16 dias la enfermedad respecto a las que no tomaban el medicamento. Este



resultado aumenta la esperanza de que la progresion de la intolerancia a la glucosa a diabetes

pueda ser evitada con la inhibicién de la DPP4%.

Los compuestos con la posicion 2 pueden ser optimizados en inhibidores de gran potencia. Los
compuestos 17-23 presentan sustituyentes voluminosos en P2 que les confieren no s6lo mayor
actividad frente a DPP4 si no que también selectividad frente a DPP8 como es el caso del

compuesto 19.

El hecho de que DPP4 reconoce la N-metilglicina como un N-terminal aminoacido llevé a Edwin
B. Villhauer en 1995 a investigar las glicinil-cianopirrolidinas N-sustituidas. Los sustituyentes
ciclicos eran mas favorables que los lineales alquilicos y fueron ampliamente estudiados por las
compafiias, que elaboraron sustituyentes muy elaborados. Sin embargo, los sustituyentes
terciarios se volvieron importantes para mejorar la estabilidad quimica®. Ademés, estudios
paralelos dieron con la molécula 38, con una gran potencia, que al modificar el grupo nitro por
un nitrilo, dio como resultado el descubrimiento de 1, con una mejorada selectividad hacia DPP4
frente a DPP2. Al final, se desechd la molécula debido a su corta vida media a favor de otras de

mayor semivida plasmética como la vidagliptina.

Tanto los a-C-sustituyentes de la molécula 24 y el N-sustituyente de 1 ocupan una posicion
similar en la regién S2 de la enzima? pero la combinacién de ambos en una misma molécula no
produce un aumento de la actividad. Existe una excepcion a esta situacion que es el compuesto
como el 25, en el que se forma un anillo entre ambos sustituyentes, pero con requerimientos muy

estrictos, deben ser anillos levdgiros de 5C.

1.2-Relacioén estructura-estabilidad de cianopirrolidinas como iDPP4

Cualquier inhibidor que tenga una amina nucleofilica y un grupo electrofilo interactuante con la
serina es propenso a ciclarse intramolecularmente. Aunque el nitrilo como grupo electrofilo tiene
buenas vidas medias desde horas a dias, se sospecha que su limitada estabilidad contribuye a la
limitada duracién de efecto en algunas moléculas por lo que se han centrado estudios de disefio

en mejorar la estabilidad®.,
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Se demostré que las cianopirrolidinas ciclan intramolecularmente dando como resultado un
compuesto inactivo® (26-28). Una de las modificaciones estudiadas fue la de hacer un

profarmaco enmascarando la amina en forma de carbamato como en el caso de la molécula.29.

Otro intento de estabilizar la molécula fue el mantener el rotdmero trans, el cual es el que tiene
actividad frente a DPP-IV, debido a que el primer paso de la ciclacion es el paso del rotamero
trans al cis. Las moléculas resultantes a este intento fueron fluoroolefinas y olefinas (30-33),
muy poco activas debido a su incapacidad de formar enlace de Hidrégeno con la Asn710 y
Arg125%. Otra manera de hacer mas rigido el rotdmero trans fue afiadirle un ciclo a la estructura
como en la molécula 34 y 35, que ademas resultaron ser mucho mas estereoselectivos sobre
DPP-4 frente a DPP-7, DPP-8 y FAP?.

Ultimamente, las lineas de investigacion se han orientado hacia afiadir grupos voluminosos
unidos a N- o a-C. Estos grupos voluminosos combinan una mayor estabilidad frente a la
ciclacion debido a que producen impedimento estérico en el paso de isomero cis a trans con una
mayor actividad inhibitoria porque se unen en el bolsillo hidrofébico S2 de la enzima. Ademas,
se investigd la utilizacion de aminas terciarias y cuaternarias para evitar dicha ciclacion. Los

compuestos mas representativos son la vidagliptina y la saxagliptina.

1.3-Descubrimiento de la Vidagliptina

En el proceso de estudios SAR, los cientificos de Novartis investigaron derivados del
adamantano como los de la molécula 36 y 37, siendo el 36 la méas potente de los dos. Se vio que
era resistente a la metabolizacion y descubrieron que tenia un metabolito primario tan activo
como el compuesto en si, por lo que se supuso que una hidroxilacién en el anillo de adamantano
tendria buena tolerancia. Probaron entonces con la vidagliptina (3), y vieron que tenia una
potencia similar a 36°”. También vieron que tenfa un tiempo de ciclacion 30 veces mayor que el
NVP-Dpp728 y mayor efecto farmacodinamico. Si comparamos la vidagliptina con la molécula
39 como ejemplo de cianopirrolidina primitiva, aumento la selectividad frente a DPP-8 y

mantuvo la selectividad frente a DPP-II y otras serin proteasas.

2. INHIBIDORES NO PEPTIDOMIMETICOS DE LA DIPEPTIDIL PEPTIDASA-4

2.1- Interaccion con la diana

11



Se ha descrito por T.Liu y col.®

, que los inhibidores de tipo no peptidomiméticos tienen una

interaccion comdn con los residuos aminoacidicos de la DPP-4, aunque varien en su

estructura.La interaccion del inhibidor con la DPP-4 es la siguiente:

e Enlaces idnicos de un grupo amino primario o secundario con los residuos Glu250, Glu206 y
Tyr662.

e Una interaccion hidrofébica entre el anillo aromatico y el bolsillo S1 de la enzima (Tyr

631,Val 656,Trp 659, Tyr 662, Tyr 666 y Val 711).

e El resto de sustituyentes con el bolsillo S2 de la enzima( los principales sitios de unién son:
Phe 357, Ser 209 y Arg 358).
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Fig.(8) Interaccion entre los inhibidores no peptidomiméticos con la DPP-1V.

2.2- Clases de Inhibidores no-peptidomiméticos

De acuerdo a su estructura, los inhibidores no peptidomiméticos, se clasifican en 7 grupos:
Andlogos de xantina, Andlogos de quinazolinonas y pirimidinonas., Derivados de la -
homofenilalanina, Derivados de la fenetilamina, Analogos de la arilmetilamina., Analogos de a-
aminobenzo quinolizidina, Analogos de sulphostin. Se ha elegido para el estudio del disefio a los
derivados de la B-homofenilalanina, grupo del que deriva un importante farmaco actualmente

en el mercado, la sitagliptina.
2.3. Descubrimiento/disefio de la sitagliptina®.

En referencia a los inhibidores no peptidomiméticos de la DPP-4, los laboratorios Merk (MSD)

consiguieron en el 2006 la aprobacion de la sitagliptina con el nombre comercial de Januvia®,
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un potente inhibidor altamente selectivo de la DPP-4 utilizado en el tratamiento de la diabetes
Mellitus tipo 2 tipo 11(DM2)*°.

El descubrimiento del péptido similar al glucagon, el GLP-1que puede ser adecuado para el
tratamiento de DM2 y la validacion preclinica de la inhibicion de la DPP-4 como una alternativa,
permitio al laboratorio sospechar que a partir del estudio de la estructura del GLP1, podrian crear

un programa para el descubrimiento de nuevas moléculas.

Al inicio del estudio, los dos compuestos que ya estaban siendo estudiados en ensayos clinicos
en humanos®! eran el profarmaco isoleucil-tiazolidida (40) y el NVP-DPP728 (41) de Novartis,
por lo que para el inicio del estudio, Merck eligié patentar la licencia del L-treo-isoleucil-
tiazolidida y su estereoisdmero L-alo-isoleucil-tiazolidida (42).
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Fig.(9) Primeros inhibidores de la DPP-IV

En estudios farmacodinamicos de dosis Unica, P32/98 (40) demostr6 una buena tolerancia, un
aumento de la actividad de la GLP-1 y una reduccion de la glucemia después de la comida o la
ingesta de glucosa en pacientes. Ademas, el profarmaco mostr6 una mejora en la secrecion de
insulina y una mejor tolerancia a la glucosa en los estudios de dosis Unica realizados con un

pequefio nimero de pacientes diabéticos.

Las toxicidades observadas en los compuestos L-treo y su estereoisomero L-alo, profundizaron
la preocupacion por la seguridad potencial de este mecanismo; sin embargo, el hallazgo de que el
isdmero L-alo fue aproximadamente 10 veces mas toxico en ratas y perros, a pesar de que tienen
actividad farmacodinamica y farmacocinética comparable en ambas especies, sugirieron que
estas toxicidades no eran debidas probablemente a la inhibicion de la DPP-4, y si a una actividad

desviada.
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Atendiendo a la inhibicion de la DPP-8/9, se descubrid que el potencial de inhibicion sobre estas
enzimas era 5-10 veces mas alto en comparacion con la DPP-1V, y ante la posibilidad de que la
inhibicion de DPP8/9 fuera la responsable de los efectos toxicos, se realizaron estudios
preclinicos identificando compuestos selectivos de la DPP-4 (43), DPP-8/9 (44) vy
prolindipeptidasa (QPP) (45), y se evaluaron sus perfiles®.

En referencia a los inhibidores de la QPP, solo se observo en ratas reticulocitopenia y no se
observaron toxicidades en ninguna de las especies en los inhibidores selectivos de la DPP-4,
mientras que los efectos producidos por los inhibidores selectivos de la DPP-8/9 fueron en ratas
trombocitopenia o alopecia, y en perros toxicidad gastrointestinal; por lo tanto, se evidencio
cientificamente que las toxicidades eran fruto de wuna inhibicion selectiva de las
dipeptidilpeptidasas 8/9 y de una inhibicion no selectiva de la DPP-4, centrandose asi los
estudios en la inhibicion selectiva de la DPP-4.

En la ruta del desarrollo/busqueda de un inhibidor selectivo no peptidomimético, se abordaron

tres posibles vias, a partir de”: un derivado de xantina (46), un derivado de prolinamida (47) y un

derivado de piperazina (48).

1.-El derivado de xantina no generd resultados positivos y se abandoné esta via®.

2.- El derivado de prolinamida se prepard originalmente como inhibidor de la trombina, debido

a que presenta una mayor potencia que sobre la DPP-4 (Clsp=52 nm y Cl5,=1900nm,

respectivamente). EI grupo amida podria ser sustituida por el &cido sin generarse una pérdida de

potencia®*. Modificaciones llevadas a cabo:

A- Sustitucion del grupo amida por un derivado del acido fenilacético® (49) con 1C5p=510 nM.

B- Posteriormente, se adopto la estrategia observada anteriormente en el derivado de la xantina
(aunque en su caso no generase compuestos Utiles en nuestro estudio), y se adicion6 un
sustituyente 2-fluor al anillo de fenilo dando lugar a un aumento de la potencia (50).

C- Se continu6é aumentando la potencia con la sustitucion del resto de acido acético en acido
lactico (51) con una IC5=12 nM.

D- Modificar el resto metilo del grupo acido con grupos mas lip6filos, siendo el resto isopropilo

el seleccionado, y la adicion de un segundo fluor al anillo fenilo en la posicién 5.
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El compuesto resultante (52), se convirtié en el representante de una clase unica de inhibidores,
traduciéndose esto en la ausencia de problemas respecto a las patentes, y presentaba una
excelente selectividad; su problema radicé en la pobre biodisponibilidad que presentaba.

Ay C

Fig. (10). Molecula obtenida a partir del desarrollo del derivado de prolinamida.

3.-El derivado de piperazina (48). Este nuevo inhibidor de la DPP-4* presentaba ICso =11um,

y se estudio inicialmente como candidato para ser un agonista del receptor de melanocortina 4

(MC4-R), descubriéndose mas adelante la ausencia de dicha actividad.

Cuando los estudios SAR sobre el lado derecho de la molécula no generd mejoras substanciales

en la potencia, comenzo el estudio sobre el lado izquierdo:

A- Al igual que en la serie anterior, se busco un incremento de la potencia con la adiccién de dos
radicales fluor en las posiciones 3 y 4, con la consiguiente 1C5,=4100 nM (53).

B- El siguiente paso, fue la sustitucion del derivado de fenilalanina por la correspondiente amida
de homofenilalanina, que mostr6 una potencia 100 veces superior (54).

C- Se modificaron los sustituyentes fluor, disefiando una nueva molécula con un solo

sustituyente fluor en la posicion 2 (55).
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Fig. (11). Desarrollo del derivado de piperazina.

A partir de los datos obtenidos de los estudios SAR del lado derecho de la molécula y de los dos
cabezas de serie descubiertos por el laboratorio Merck, se obtuvo una nueva molécula
prometedora (56) con un menor peso molecular y una mejor actividad in vitro (IC5,=19nM)

como se observa en la figura 6.
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La p-amidoacil amida procedente del derivado de prolinamida (47) y la piperazina procedente de
los derivados de piperazina (48), se presentaron como inhibidores potentes de la DPP-4 con unos
valores de 1C5,=19uM y 11uM.

NHSO,Me

N

56

Fig.(12). Combinacién de los productos finales de ambas vias en el desarrollo de nuevos inhibidores de la DPP-IV.

Frente al extenso metabolismo sufrido en el anillo de piperazina pese al bajo peso molecular y

con la consiguiente baja biodisponibidad, los estudios SAR del compuesto 17, revelaron que la

distancia entre el grupo beta homofenilo y el grupo amino era crucial para el mantenimiento del

potencial inhibidor de la DPP-4; acortandola y alargandola no era tolerada. Por lo tanto, para

mejor la estabilidad metabolica del anillo de piperazina, una gran variedad de heterociclos

metabolicamente estables fueron introducidos reemplazando el resto piperazina, siendo la

estrategia empleada las piperazinas fusionadas®’.

En el desarrollo de esta serie para estabilizar el anillo de piperazina en referencia al metabolismo,

se realizaron las siguientes modificaciones:

A- La formacion de la triazolopiperidina como piperazina fusionada, lo que llevo a un aumento
en la potencia (57).

B- En busca de la mejora de la biodisponibilidad, se introdujo inicialmente un grupo etilo como
radical en la piperizina fusionada (58); se observé en un fracaso en la mejora de la
biodisponibidad oral en los animales de ensayo, debido a una baja extraccion hepatica (10-

20%) y un aumento de la estabilidad hepatica.
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C- La solucion final a la biodisponibilidad resulto ser bastante simple, aunque totalmente
empirica; la sustitucion del grupo etilo por un trifluorometilo (59) aumenté la
biodisponibilidad oral.

Fig(13). Mecanismos para estabilizar el anillo de piperazina frente al metabolismo.
Finalmente, se ajustaron los sustituyentes fluor en las posiciones 2, 4, 5 para conseguir la

potencia Optima y obtener asi la molécula final, la SITAGLIPTINA (60):

e O M, O
nf\fN\N Fig.(14). Molécula final: SITAGLIPTINA
<« NN
60 CF;
La sitagliptina presentd una ICs,=18 nM en contra de la DPP-4 humana, y alta

selectividad frente otras peptidasas como la DPP-8 (1C5,=48uM) y la DPP-9 (IC5,=100uM).
Ademas, perfiles de actividad frente a otras enzimas, canales i6nicos y receptores mostraron una
actividad insignificante por su parte. La sitagliptina presentod un buen perfil farmacocinético en
multiples especies preclinicas: ratas (F=76%,t1,=1.7h,Cl,=3.6 L/kg/h), perros (F=100%,
t1,=4.9h, Cl,=0.36 L/kg/h) y monos (F=68%, t1,=3.7 h, Cl,=1.68 L/kg/h)..

La actividad plasmatica de la DPP-4 fue inhibida en un 80% y un 47%, a las 2 y 24 horas
(respectivamente) siguientes a la administracion de 25 mg de sitagliptina, y un 96% y 80% (2hy
24 h respectivamente) en una administracién de 200 mg en un estudio cruzado de dosis Unica en
pacientes diabéticos; el test de respuesta a tolerancia oral a la glucosa mostré un aumento de 2
veces, en términos de la relacion de la actividad total de la GLP-1, a las dos horas, y de un 1.3-

1.9 veces a las 24 horas.

La sitagliptina redujo significativamente la glucosa en sangre y la HbAlc en pacientes con DM2
y no mostrd efectos secundarios comunes. Sobre la base de estos resultados positivos en los

ensayos clinicos, la sitagliptina (con nombre comercial Januvia) fue aprobada por la FDA?.
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Desde el descubrimiento de la sitagliptina empezaron numerosos estudios para desarrollar
analogos de sitagliptina con un mejor perfil, siendo el grupo de las triazolopiperazinas la mejor

diana para realizar modificaciones.
CONCLUSION

El tratamiento de DM2 siguiendo la linea de las incretinas presenta importantes ventajas respecto
a los hipoglucemiantes orales, como la baja incidencia de episodios de hipoglucemia, la pérdida
de peso, la regeneracion de las células B-pancreaticas que mejora la resistencia del organismo de
pacientes a la insulina y la reduccion en la gran mayoria de los casos de HbAlc que implica que
su eficacia a medio y largo plazo. En vista de su vida media prolongada®, los iDPP- 4 pueden
administrarse en dosis Unicas diarias (de forma subcutanea), sin tener relacion con las comidas

pero necesario un ajuste en pacientes con insuficiencia renal y hepatica.
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Anexo 1: Representacion gréafica de las moléculas.
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