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INTRODUCCION

La protedlisis es un proceso esencial en los organismos que esta inti-
mamente relacionado con el recambio proteico. Las proteasas estan
ademas involucradas directa o indirectamente en procesos fisiologi-
cos claves como el crecimiento, la diferenciacion celular, la apoptosis,
la nutricion y la migracion celular entre otros (Leung, et al. 2000; Ab-
benante y Fairlie, 2005). Dada su versatilidad y ubicuidad, también se
encuentran directamente relacionadas con eventos fisiopatoldgicos
por ejemplo el desarrollo del cancer, desérdenes neurodegenerati-
vos, respiratorios y cardiovasculares, asi como en infecciones parasi-
tarias, virales y fungicas (Leung, et al. 2000; Abbenante y Fairlie,
2005; Turk 2006; Kaman, et al. 2014; de Veer, et al. 2014).

Un sistema involucrado en funciones de tal importancia, requiere
de contrapartes reguladoras sumamente efectivas: los inhibidores de
proteasas. La funcion fisioldgica de dichas moléculas radica en su
capacidad de impedir la protedlisis en sitios donde no es requerida o
su regulacion en caso que la protedlisis parcial constituya en si misma
un evento fisiolégico (Leung, et al. 2000; Abbenante y Fairlie, 2005;
Turk, 2006).

Uno de los mayores incentivos en el descubrimiento de las redes
reguladoras de las proteasas radica en el hecho de que el control de su
actividad enzimatica constituye un principio valido desde el punto de
vista farmacoldgico. Por lo general, cuando se logra esclarecer los me-
canismos bioquimicos subyacentes en las enfermedades, es posible
identificar al menos una proteasa como posible blanco terapéutico. De
esta forma, los inhibidores de proteasas han emergido con utilidades
practicas indiscutibles (Hugli, 1996; Leung, et al. 2000; Abbenante y
Fairlie, 2005; Turk, 2006). Basta citar algunos ejemplos notorios como
el tratamiento del SIDA, el cancer, la inflamacidn, las enfermedades
cardiovasculares, respiratorias, y desérdenes neurodegenerativos co-

REVISTA CUBANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
RNPS: 2362 « ISSN: 2307-695X * VOL. 3+ N.02 « MAYO— JULIO * 2014 « pp. 14-26


http://www.rccb.uh.cu
mailto:isel@fbio.uh.cu

DPP-IV Y SU INHIBICION

15

mo la enfermedad de Alzheimer o metabdlicos como
la Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (Leung, et al. 2000;
Turk, 2006).

Existen seis clases cataliticas de peptidasas recono-
cidas hasta el presente: serino, cisteino, metalo, as-
partico, treonino y glutamico (Tyndall, et al. 2005;
Rawlings, et al. 2006). Dicha clasificacién se basa en
un criterio funcional: la naturaleza del residuo cataliti-
co mas prominente del centro activo. Cada clase cata-
litica de las proteasas tiene su arreglo caracteristico
de aminoacidos funcionales que le da una configura-
cion particular al sitio catalitico. Las proteasas de tipo
serino (PS) constituyen el grupo de peptidasas mejor
conocida como resultado de su examen exhaustivo en
los ultimos 50 afios a partir de técnicas cinéticas, qui-
micas, fisicas y genéticas.

La enzima Dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV, EC
3.4.14.5), conocida también como CD26, es una PS
qgue se expresa en la superficie celular y pertenece a
la familia de las prolil-oligopeptidasas. Esta familia
esta conformada por 8 proteinas de la familia genéti-
ca DP (dipeptidilpeptidasa): DPP-IV, FAP (proteina de
activacion de fibroblastos), DPP-2, DPP-8, DPP-9 y
prolil oligopeptidasa (Abbott y Gorrell, 2002; Patel y
Ghate, 2014) para las cuales se ha demostrado activi-
dad enzimatica y dos proteinas no enzimas, denomi-
nadas DPP-6 y DPP-10 (Yu, et al. 2010; Patel y Ghate,
2014). En particular, DPP-IV ha sido el miembro de
esta familia mejor estudiado y caracterizado, desta-
candose por su ubicuidad (higado, intestino, bazo,
glandula adrenal, linfocitos, células, endoteliales)
siendo el rifidn el 6rgano donde se encuentra su ma-
yor actividad especifica (Augustynus, et al. 1999).
Ademas, existe una isoforma soluble de esta enzima
que se localiza en diferentes fluidos del organismo
(Gorrell, 2006; Yu, et al. 2009; Yu, et al. 2010).

La enzima DPP-IV remueve selectivamente el dipép-
tido del extremo amino de péptidos que poseen proli-
na o alanina en la segunda posicion. Existen varias
citoquinas, factores de crecimiento y algunos neuro-
péptidos que presentan esta caracteristica estructu-
ral, la que contribuye a su actividad biolégica asi como
a su estabilidad frente a la degradacién proteolitica
inespecifica (Augustynus, et al. 1999; Gorrell, 2005;
Yu, et al. 2010). Entre los sustratos naturales de la
DPP-IV se encuentran hormonas de naturaleza pepti-
dica que controlan el metabolismo en mamiferos co-
mo por ejemplo el péptido similar a glucagén 1 (GLP-
1) y el péptido insulinotrdéfico dependiente de glucosa
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(GIP). Otros sustratos bioldgicos de DPP-IV son el poli-
péptido activador de la adenilato ciclasa (PACAP), el
factor de crecimiento tipo insulina 1, el péptido YY,
sustancia P, neuropéptido P, polipéptido liberador de
gastrina y varias quimisionas (Patel y Ghate, 2014).
Todo esto indica que DPP-IV esta involucrada en la
regulacién de otros mecanismos homeostaticos como
la inflamacién neurogénica, la presidn arterial y el
sistema inmunoldgico (Patel y Ghate, 2014). DPP-1V,
ademas, es capaz de interactuar con numerosas pro-
teinas, entre las que se encuentran la adenosil deami-
nasa (ADA), la proteina gp120 del VIH, la fibronectina,
el colageno, el receptor de quimoquinas CXCR4 vy la
tirosino-fosfatasa CD45 (Lambeir, et al. 1997), modu-
lando funciones que son independientes de su activi-
dad enzimatica. En consecuencia, DPP-1V ha suscitado
un gran interés por parte de la comunidad cientifica y
cada afio, un numero creciente de publicaciones des-
cribe sus diversas propiedades y multiples funciones,
en campos que incluyen desde la endocrinologia y
neuroendocrinologia hasta la inmunologia y la oncolo-
gia (Yu, et al. 2010; Duez, et al. 2012; Teramachi, et al.
2013; Janardhan y Sastry, 2014; Mikhail, 2014; Patel y
Ghate, 2014; Zhao, et al. 2014).

Estructura de DPP-IV

La enzima DPP-IV humana es una glicoproteina de
membrana de 110 kDa, 766 residuos de aminoacidos,
que consiste de tres partes fundamentales: una re-
gion citoplasmatica (residuos 1 al 6), una region de
transmembrana (residuos del 7 al 28) y una extensa
region extracelular que comprende los residuos 29 al
766. Esta region se caracteriza por la presencia de dos
dominios muy bien definidos: a) un dominio catalitico
que contiene a la triada Ser630-Asp708-His740 tipica
de las PS, que se caracteriza por un plegamiento del
tipo a/B-hidrolasa (residuos 56 al 497) y que permite
clasificarla como una ecto-enzima (enzimas con el
centro activo hacia el exterior celular) y b) un domi-
nio de tipo B-propela, formado por ocho hojas-3. DPP
-1V se caracteriza por dos sitios o bolsillos de unioén al
sustrato (S1y S2). El sitio S1 esta formado por la tria-
da catalitica, y estd construido ademas por residuos
altamente hidrofébicos como la Tyr631, Val656,
Trp659, Tyr662, Tyr666 y Val711, con cadenas latera-
les voluminosas en muchos casos, lo que determina
que solo grupos del sustrato con cadena lateral pe-
quefia como Pro, Ala o Gly, puedan acomodarse en el
mismo. El sitio S2 involucra interacciones muy impor-
tantes con los residuos Glu205 y Glu206 y también la
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Argl25. Ademas, existe una cavidad grande rodeada
por los residuos Val 207, Ser209, Arg358 y Phe357
gue extienden al subsitio S2. Solo algunos inhibidores
descritos hasta el presente hacen contacto con este
subsitio S2, el cual no es accesible a los sustratos co-
nocidos para esta enzima. Para otros miembros de la
familia, esta extension del subsitio S2 no ha sido iden-
tificada por lo que el mismo constituye hoy en dia
blanco para el disefio de inhibidores mas selectivos
frente a DPP-IV respecto a otros miembros de la fami-
lia (Revisado en Patel y Ghate, 2014).

Funciones de la enzima DPP-IV y las potenciales
aplicaciones biomédicas de su inhibicion.

La DPP-IV es una enzima multifuncional ya que pue-
de actuar como peptidasa de tipo serino lo cual ha
sido extensamente estudiado, también puede actuar
como receptor, como proteina coestimuladora, como
molécula de adhesion a coldgeno y fibronectina, e
incluso estar involucrada en el fendmeno de apopto-
sis (Yu, et al. 2010; Patel y Ghate, 2014; Zhao, et al.
2014). Cada funcidn en particular depende del tipo
celular donde se expresa y las condiciones intra y ex-
tracelulares.

La funcidn ancestral y primaria de DPP-IV a lo largo
de toda la escala evolutiva, esta relacionada con los
procesos de nutricidon celular y degradacion de pépti-
dos que contienen prolina en su estructura. Este es
probablemente el papel que desempefia la enzima
localizada en enterocitos, saliva y bilis (Gorrell, 2005).

Un gran numero de proteinas y péptidos son sinteti-
zados con prolina en la penultima posicion de su ex-
tremo amino lo cual confiere proteccidn frente a de-
gradacion inespecifica y existe una evidencia crecien-
te de que las dipeptidasas prolino-especificas desem-
pefian un papel importante en la regulacion de las
funciones de estas moléculas (Gorrell, 2005).

Se ha sugerido que DPP-IV es también capaz de de-
gradar el coldgeno, facilitando asi el trafico celular a
través de la matriz extracelular. Por ejemplo, se ha
informado que la DPP-1V es uno de los mediadores
de la migracién linfocitaria en el timo durante el pro-
ceso de maduracion de estas células (Savino, et al.
1993). Ademas, se conoce que la DPP-IV posee acti-
vidad gelatinasa, lo cual es sdlo posible cuando la
enzima exhibe actividad endopeptidasa en adicion a
su actividad exopeptidasa. Esta actividad gelatinasa
ha sido descrita en la proteasa homodloga de rata,
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que es capaz de escindir el coldgeno desnaturalizado
pero no el nativo (Bermpohl, et al. 1998).

La enzima DPP-IV desempefia un papel importante
en la diferenciacién celular, probablemente impidien-
do la conversién de las células en un fenotipo ma-
ligno. Estudios realizados con mutagénesis dirigida
demuestran que esta funcién de la DPP-IV depende
de su actividad catalitica (Wesley, et al. 1999; Yu, et
al. 2010).

Entre los sustratos naturales de DPP-IV se encuen-
tran el GLP-1 y el GIP, dos incretinas que se secretan
en el duodeno, y el PACAP sintetizado en el hipotala-
mo (Drucker, 2007). El GLP-1 y el GIP tienen un papel
importante en la homeostasia de la glucosa.

La hormona peptidica GLP-1 se produce en las célu-
las-L intestinales tanto a nivel del duodeno como del
intestino distal, y es secretada en el periodo postpan-
drial. Luego de la ingestién de carbohidratos, su con-
centracién sérica puede elevarse hasta 6 veces su
nivel basal (5-10 pmol/L), en dependencia del volu-
men de la ingesta. La secrecidon de esta incretina es
bifasica: la fase inicial comienza a los pocos minutos y
se extiende 60 minutos, mientras que la segunda fase
se prolonga hasta los 120 minutos posteriores a la
ingestion de alimentos (Elliott, et al. 1993).

Los 4acidos grasos libres y las peptonas también pue-
den estimular la secrecién de GLP-1, sin embargo,
s6lo el mecanismo de accién mediado por la glucosa y
la fructosa ha sido dilucidado. Este proceso es similar
al de secrecion de insulina inducida por glucosa en las
células-B pancreaticas. Inicialmente, la glucosa y la
fructosa son transportados al interior de la célula-L a
través del cotransportador Na*/Glucosa luminal y el
transportador 5 de glucosa (GLUT-5), respectivamente
(Larsen y Holst, 2005). EI metabolismo de la glucosa
conduce al cierre de canales de potasio, despolariza-
cion de la membrana y entrada de calcio, que final-
mente conduce a la secrecién de GLP-1 (Gribble, et al.
2003).

El GLP-1 tiene una vida media corta en plasma debi-
do a su rdpida degradacion proteolitica por DPP-IV.
Sélo un 15 % de la hormona secretada accede a la
circulacion sistémica (Combettes, 2006). Desde que se
determind que la enzima DPP-1V era responsable de
mas del 95 % de la degradacidn proteolitica del GLP-1,
se despertd el interés en la inhibicion especifica de
esta enzima como estrategia para combatir la DMT2
(Thoma, et al. 2003).
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Los ratones transgénicos carentes de DPP-IV se en-
cuentran protegidos de presentar higado graso, asi
como de la obesidad inducida por dietas con alto con-
tenido en grasa y la resistencia asociada a la insulina.
Esta proteccién involucra la activacién del receptor a
activado- proliferador de peroxisomas (PPARa), invo-
lucrado en la oxidacién de acidos grasos, y en la regu-
lacién negativa de la PUERE-1c (proteina de union al
elemento regulador de esterol 1c), que esta involucra-
da en la sintesis de lipidos (Conarello, et al. 2003).
Este fendmeno pudiera estar determinado por la ex-
tensién de las vidas medias del GIP y el péptido vaso
intestinal (VIP) en ausencia de la DPP-IV.

Adicionalmente, DPP-IV inclina el balance Th1/Th2
en células T hacia Th1 a través de la escision de neu-
ropéptidos y quimiosinas. Dos de los neuropéptidos
gue son inactivados por la DPP-IV, el VIP y el PACAP,
incrementan la produccién por células T CD4" de las
citoquinas Th2 IL4 e IL5 y del isotipo 1gG1 de Th2. Ade-
mas, estos neuropéptidos disminuyen la produccion
de citoquinas del patrén Thl como IFNy (interferén y)
e IL2 asi como del isotipo IgG2a de Th1 (Delgado, et
al. 1999). El efecto neto de la escisidn de las quimiosi-
nas, mediada por DPP-1V, parece favorecer la qui-
moatraccion entre las células Thl (Gorrell, et al.
2001). Los inhibidores de la DPP-IV reducen la prolife-
racion de células T, la produccién de citoquinas vy la
sefializacion in vitro. Una linea celular Jurkat que ex-
presa el CD26 enzimdticamente inactivo en la superfi-
cie celular produce mas IL2 que las células no trans-
fectadas (Tanaka, et al. 1993). Mas importante aun, la
actividad co-estimuladora de CD26 se conserva en
mutantes que carecen de la mayor parte del dominio
hidrolasa (Huhn, et al. 2000). Estos datos indican que
la actividad proteolitica no es un pre-requisito para las
propiedades de activacion de células T o de co-
estimulacién del CD26 in vitro (Yu, et al. 2010). Adi-
cionalmente, la inhibicion de DPP-1V influye sobre el
sistema inmune por dos vias fundamentalmente: a) la
inhibicion de DPP-IV regula quimiosinas tales como el
factor 1 derivado de células estromales y la interleuci-
na 10 (IL-10), lo que resulta en efectos antiinflamato-
rios, b) la inhibicién de DPP-IV promueve la secrecion
del factor de crecimiento transformante (TGF)-B3, el
cual es una citoquina anti-inflamatoria. Sobre la base
de estos resultados se plantea hoy en dia que DPP-IV
es un nuevo blanco para el tratamiento de enferme-
dades autoinmunes (Zhao, et al. 2014).

La acumulacién de pérdida o alteracidon de procesos
regulatorios durante la carcinogénesis provoca varias
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alteraciones celulares esenciales que determinan de
manera conjunta la malignizacién: crecimiento celular
autosuficiente; insensibilidad a sefiales inhibitorias del
crecimiento; evasion de la muerte celular; potencial
replicativo ilimitado; angiogénesis sostenida; invasién
tisular y metdstasis (Hanahan y Weinberg, 2000). La
mayoria de estas alteraciones esta asociada a trastor-
nos en los circuitos de sefializacion celular, en muchos
de los cuales estdn implicados oncogenes sobre-
expresados o expresados constitutivamente, asi como
genes supresores de tumor expresados disminuida o
nulamente. Sin embargo, la iniciacién de la mayoria
de estos circuitos se debe a sefales derivadas de mo-
Iéculas que pueden ser secretadas por el tumor o su
microentorno. De esta manera, la regulacién autocri-
na, paracrina y yuxtacrina, determinada por factores
de crecimiento, citoquinas, hormonas y senales pepti-
dicas, desempena un papel rector durante la prolife-
racion, la inhibicion de la apoptosis, la angiogénesis, la
invasidn y la migracion. La abundancia de estos ligan-
dos, que depende directamente de la tasa de proteo-
lisis extracelular, sera un factor crucial durante la evo-
lucién del tumor (Carl-McGrath, et al. 2006). Se ha
establecido que DPP-IV participa en la regulacién del
crecimiento y diferenciaciéon mediados por péptidos,
asi como en la regulacién de interacciones con la ma-
triz extracelular (Wesley, et al. 2004).

La regulacién de la protedlisis mediada por DPP-1V
puede tener profundos efectos sobre la disponibilidad
de factores de crecimiento o factores inhibidores del
crecimiento en un microentorno dado (lwata y Mori-
moto, 1999). Por estas razones, la pérdida o no de su
expresion en diferentes tipos de cédncer y la expresién
de ella o sus ligandos en células colindantes, resultan
cruciales en los eventos de progresidon y metastasis.
La expresion de DPP-IV estd disminuida en algunos
melanomas, en algunos canceres de pulman, prostata
y colon (Morrison, et al. 1993; Bogenrieder, et al.
1997), asi como en el suero de pacientes con cancer
oral, gastrico, pancreatico y de colon (Urade, et al.
1989; Cordero, et al. 2000; Haba-Rodriguez, et al.
2002). Una disminucién progresiva se ha observado
en adenocarcinoma de endometrio (Khin, et al. 2003).
Por otro lado, la expresion de DPP-IV aumenta en
ciertos canceres de pulmén, préstata y ovario
(Wilson, et al. 2000), carcinoma de tiroides (Kehlen, et
al. 2003), carcinoma de células basales dérmicas (Pro
y Dang, 2004), adenocarcinoma esofagico (Gosinsky,
et al. 2008), leucemia croénica de células B (Bauvois, et
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al. 1999; Cro, et al. 2009) y en ciertas patologias parti-
cularmente agresivas de células T (linfoma T-
linfoblastico, leucemias T-linfoblasticas agudas y linfo-
ma de células largas T-anaplasticas) (Yu, et al. 2010).
Por lo tanto, en los Ultimos afios, el desarrollo de inhi-
bidores de DPP-IV ha sido una de las estrategias mas
importantes para su empleo como herramienta de
estudios bdsicos de los mecanismos moleculares im-
plicados en diferentes tipos de cancer que sobre-
expresan esta enzima (Yu, et al. 2010).

Inhibidores de la enzima DPP-IV: clasificacién y prin-
cipales aplicaciones biomédicas.

Debido a la participacidn directa de DPP-IV en dife-
rentes patologias entre las que destacan la DMT2,
cardiopatias, desdrdenes del sistema inmune y dife-
rentes tipos de cancer, y la demostracién de que la
inhibicidn de esta enzima es una estrategia terapéuti-
ca promisoria, muchos han sido los esfuerzos de la
comunidad cientifica enfocados al desarrollo de molé-
culas potentes y selectivas frente a esta enzima
(Janardhan y Sastry, 2014). Dentro de las estrategias
para el desarrollo de inhibidores de DPP-IV han esta-
do incluidas la busqueda de actividad inhibidora en
diferentes fuentes naturales entre las que se encuen-
tran extractos de plantas (Guasch, et al. 2012;
Adolpho, et al. 2013), organismos marinos (Pascual et
al. 2007), asi como estrategias de preparacién de hi-
drolizados enzimaticos de diferentes alimentos que se
caracterizacion por presentar actividad hipoglicemian-
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te para la deteccién de actividad inhibidora de DPP-IV
en los mismos (Lacroix y Li-Chan, 2013; Velarde-
Salcedo, et al. 2013; Gallego, et al. 2014; Power, et al.
2014). Recientemente, nuestro grupo ha informado la
susceptibilidad de las enzimas porcina y de rata, fren-
te a iones divalentes, entre ellos el zinc y el calcio con
relevancia en la regulacion fisiolégica de esta enzima
(Pascual, et al. 2011; Gémez, et al. 2013). La predic-
ciéon de los sitios responsables de unién de estos io-
nes, y la presencia de varios residuos del centro activo
de la enzima involucrados en los mecanismos de inhi-
bicidn, sugieren la potencialidad de disefiar nuevos
inhibidores que combinen la especificidad de DPP-IV
con su inhibicién por zinc y calcio, como un nuevo
grupo de potentes moléculas reguladoras de esta
enzima.

Sin embargo, la estrategia mas promisoria hasta el
presente ha sido el disefio racional de inhibidores,
basados en estudios de la relacidn estructura-funcion,
algunos de los cuales han podido avanzar a ensayos
clinicos, incluso ya cinco de ellos se encuentran ac-
tualmente en el mercado (Fig. 1, Tabla 1) (Duez, et al.
2012). Saxagliptin, Sitagliptin y Linagliptin tienen li-
cencia para su comercializacién en casi todos los pai-
ses del mundo mientras que Vildagliptin tiene licencia
en Europa y Latinoamérica y Alogliptin tiene licencia
sélo en Japdn y Estados Unidos (Patel y Ghate, 2014).
Estos compuestos son todos mas o menos similares
en cuanto a su eficacia de inhibicién de DPP-IV in vi-
tro, segun un estudio realizado con todos en condicio-

OH
0
H CN
N
(b)
\
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Figura 1. Inhibidores de DPP-IV disponibles en el mercado para el tratamiento de la Diabetes Mellitus tipo II. (a) Sitagliptin. (b)
Vildagliptin. (c) Saxagliptin. (d) Alogliptin. (e) Linagliptin (Adaptado de Duez et al., 2012).

Figure 1. DPP-IV inhibitors available in the market for treatment of Diabetes Mellitus tipe Il. (a) Sitagliptin. (b) Vildagliptin. (c)
Saxagliptin. (d) Alogliptin. (e) Linagliptin (Adapted from Duez et al., 2012).
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Tabla 1. Resumen de algunas de las propiedades de los inhibidores de DPP-IV que se encuentran actualmente en el mercado

para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.

Table 1. Summary of some of the properties of DPP-1V inhibitors currently in the market for the treatment of diabetes mellitus

tipe 2.
Inhibidor Clasificacion ty(h)in Dosis Via de Inhibicidon de DPP-  Selectividad respecto
Quimica vivo eliminacion IV in vivo a la familia DPP-IV
N . . . Maéx 97 %, 80 %
Sitagliptin triazolpiperazina 8-24 100 mg renal 24h postdosis Alta
. L . S Max 95 %, 80 %
Vildagliptin cianopirrolidina 1.5-4.5 50 mg - 12h postdosis Moderada
. . S M3éx 80 %, 70 %
Saxagliptin cianopirrolidina 2-4 5mg renal 24h postdosis Moderada
. pirimidinediona Max 90 %, 75 %
Alogl 12-21 2 | Al
ogliptin modificada > mg rena 24h postdosis ta
= 0, [v)
Linagliptin xantina 10-40 5mg biliar Max 80 %, 70% Moderada

24h postdosis

nes idénticas de ensayo (Thomas, et al. 2008). Todos
ellos han probado su eficacia a través de la prolonga-
cion del efecto incretina, reforzado por el aumento
del t;/; del GIP y del GLP-1, lo cual estimula una mayor
produccidn de insulina e induce mayor tolerancia a la
glucosa. Todos son administrables por via oral, son
bien absorbidos y producen una significativa inhibi-
cion de DPP-IV aproximadamente al cabo de los 15
min de administracién. Ademas, inhiben a la isoforma
plasmatica pero con diferentes valores de ICsy (1
nmol/L para el Linagliptin, 19 nmol/L para el Sitaglip-
tin, 24 nmol/L para el Alogliptin, 50 nmol/L para el
Saxagliptin, 62 nmol/L para el Vildagliptin) (Duez, et
al. 2012).

Para todos estos inhibidores, las ventajas terapéuti-
cas de su uso han sido avaladas por varios ensayos
clinicos de fase lll, donde se han empleado tanto en
monoterapia como combinados a otros farmacos de
uso comercial (Duez et al. 2012). Varias de sus propie-
dades se resumen en la Tabla 1.

Sitagliptin

Sitagliptin (Fig. 1a) es ampliamente selectivo frente a
DPP-IV en relacién con otros miembros de la familia
como DP-8, DP-9 y FAP (Burkey, et al. 2008). Posee un
87% de absorcidn y entre 8 y 14h de t;,; en volunta-
rios sanos (Herman et al. 2005). Una Unica dosis de 50
mg provoca la inhibicion del 80% de la DPP-IV durante
24h (Bergman, 2006). En pacientes aquejados de
DMT2, las concentraciones séricas de GLP-1 fueron
aumentadas dos veces durante el tratamiento con
Sitagliptin. Por otro lado, en individuos obesos no
diabéticos, dosis de 200 mg fueron bien toleradas y

(Adaptado de Patel y Ghate, 2014)

condujeron a la inhibicion del 90% de la DPP-IV plas-
matica, con un incremento del nivel GLP-1 de 2.7 ve-
ces respecto al nivel basal y un 35% de aclaramiento
de la glucosa en comparacion al placebo durante el
test de post-tolerancia a la glucosa oral (Herman et al.
2006).

Sitagliptin es eliminado fundamentalmente por via
urinaria (74 %), en una manera dosis-dependiente y
sin modificaciones (Bergman et al. 2007; Vincent et al.
2007), por lo que pacientes con insuficiencia renal
requieren modulacion de las dosis (Chan, et al. 2008).
En higado, por accién del citocromo p450 (Cytp450),
es convertido a 6 metabolitos, de los cuales 3 son
bioldégicamente activos (Vincent, et al. 2007).

Vidagliptin

Entre los inhibidores de DPP-IV disponibles en el
mercado farmacéutico, Vidagliptin (Fig 1b) muestra la
menor selectividad frente a la enzima respecto a
otros miembros de la familia; pese a ello, la adminis-
tracién de dosis crénicas en ratones y ratas, incluso
cuando implicé la inhibicién de DP-8/9, no produjo
toxicidad en érgano alguno (Ahren, 2009). Posee una
rapida absorcién (1-2 h) que llega al 85 % (Herman, et
al. 2006). Desafortunadamente, es rapidamente acla-
rado del plasma (ty,=1.5-4.5h), por lo cual demanda de
dos dosis al dia. Se ha demostrado que, en pacientes
con DM T2, dosis de 10 y de 25 a 100 mg, administra-
das dos veces al dia durante 28 dias, conducen a mas
de un 90 % de inhibicién, asi como mas de un 80 %
durante las 12 h posteriores a la administracion de la
dosis (He, et al. 2007).
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Mas del 50 % del Vidagliptin es hidrolizado por el
Cytp450 a un compuesto farmacoldgicamene inactivo
gue luego es secretado por la orina. A consecuencia,
las dosis deben ser moduladas en pacientes con dafio
renal o hepatico (Ahren, 2009).

Saxagliptin

Saxagliptin (Fig 1c) alcanza un 67 % de biodisponibi-
lidad cuando se le administra en una Unica dosis de
50mg una vez al dia. A pesar de poseer un corto ty;
(2,5h aproximadamente), la unidn covalente reversi-
ble con la enzima, aumenta su tiempo de actividad
efectiva (Covington, et al. 2008). Ademds, posee la
significativa ventaja de que, al ser metabolizado en
higado por el Cytp450, se convierte en un compuesto
que también resulta un inhibidor reversible de DPP-
IV; tanto el derivado como el saxagliptin parental son
aclarados por el rifion (Ahren, 2009).

Alogliptin

El Alogliptin (Fig. 1d) resulta ampliamente selectivo
frente a DPP-IV (Burkey, et al. 2008). Usualmente es
administrado en una Unica dosis de 25mg al dia; se ha
demostrado que, durante las 24 h posteriores a la
ultima dosis, después de 14 dias de tratamiento, per-
siste un 82-97% de inhibicién de la DPP-IV plasmdtica
en pacientes de DM T2. Alogliptin es excretado funda-
mentalmente en la orina (Covington, et al. 2008).

Linagliptin

El linagliptin (Fig. 1e) es ampliamente selectivo fren-
te a DPP-IV (Burkey et al. 2008) y posee potente valor
de ICs, (menor de 1nmol/L). Como tratamiento, se
administra en una Unica dosis de 25 mg al dia. Es bien
tolerado, con pobre excrecidn renal y posee un eleva-
do t;/; de 180h (Huttner, et al. 2008). Posee la ventaja
adicional de que, al ser mayoritariamente excretado a
través de la bilis, las deficiencias renales tienen muy
poco o nulo impacto en su farmacocinética, de ahi
gue no haya necesidad de modular la dosis en pa-
cientes aquejados de insuficiencia renal (Graefe-
Mody, et al. 2011).

De acuerdo a la naturaleza quimica de los compues-
tos, los diferentes inhibidores de DPP-IV desarrollados
hasta el presente se clasifican en:

Peptidomiméticos: son aquellos compuestos que de
alguna manera reproducen las caracteristicas es-
tructurales del dipéptido amino terminal de los

YARINI M. ARREBOLA ET AL.

sustratos. Estos peptidomiméticos son a su vez
subclasificados en inhibidores basados en glicina
(serie-a) y los inhibidores basados en alanina (serie
-B). En la serie-a, pirrolidinas o thiazolidinas susti-
tuidas, son unidas a un a-aminodacido mientras que
en la serie-B, grupos B-amido o amino son unidos al
nitrogeno de prolina, en lugar de a-amino amida.
Los derivados de pirrolidinas han sido extensamen-
te explorados y dependiendo de la naturaleza del
sustituyente pueden ser irreversibles (como los
ésteres de difenil fosfonato o los acidos o-acil-
hidroxamicos) o reversibles (derivados de acido
borénico/nitrilos)

No-peptidomiméticos: son aquellos cuya estructura
no esta relacionada con los sustratos naturales de
esta enzima.

Vildagliptin y saxagliptin, los cuales son derivados de
cianopirrolidinas pertenecen a la clase de los peptido-
miméticos de la serie-a, mientras que el sitagliptin,
alogliptin y linagliptin son miembros de la clase de los
no-peptidomiméticos, aunque fueron todos desarro-
llados a partir de cribados masivos de compuestos. En
la Tabla 2 se resumen los principales grupos de inhibi-
dores peptidomiméticos y no peptidomiméticos de
DPP-1V desarrollados hasta el presente y la base qui-
mica del compuesto parental que da lugar a la serie.
En muchos casos se ha avanzando en el conocimiento
de su relacién estructura-funcién con DPP-IV humana
y su selectividad respecto a todos los miembros de la
familia, pero diversas razones han motivado que no
hayan avanzado a ensayos clinicos. Entre ellas encon-
tramos la baja estabilidad estructural en soluciones
fisiolégicas, por lo que sigue constituyendo un reto
importante el desarrollo de inhibidores de DPP-IV
potentes, selectivos y estables, con potenciales aplica-
ciones biomédicas.

Inhibidores de DPP-IV en el tratamiento de otras
patologias distintas a la Diabetes Mellitus tipo
Il: posibles aplicaciones futuras.

La investigacion de las posibles bondades terapéuti-
cas asociadas a la inhibicion de DPP-IV marcha consi-
derablemente retrasada en otras patologias diferen-
tes a la diabetes mellitus tipo 2, tales como el cancery
la isquemia cerebral. Ello no es de extrafiar: se trata
de dos fendmenos particularmente complejos debido
a la gama multifactorial de sefiales involucradas. Ade-
mas, el seguimiento de la evolucion molecular resulta
particularmente engorroso y sesgado, tanto por las
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Tabla 2. Resumen de diferentes plataformas heterociclicas informadas como inhibidores de DPP-IV

Table 2. Summary of the different heterocyclic platforms reported as DPP-IV inhibitors.

Inhibidores peptidomiméticos:

Inhibidores no-peptidomiméticos:

Inhibidores basados en Glicina (serie-a):

a Derivados de 2-cianopirrolidina

b Derivados de Fluor-olefinas

¢ Derivados de acido borénico/fosfonatos

d Inhibidores basados en pirrolidinas que carecen del

grupo nitrilo electrofilico
e Amidas de pirrolidinas fluorinadas

f Derivados de cetopirrolidinas y cetoazetidinas

Inhibidores b-fenetilaminas

Derivados de xantina

Inhibidores basados en benzimidazol
Derivados de aminometilpirimidina/piridina

Pirazol, triazol e imidazolpirimidina

Derivados de pirolopirimidina y pirrolopiridina
Derivados de cicloexilamina/aminopiperidina
quinazolinonas

Derivados de isoquinolona y quinolina

Derivados de imidazoquinoline
Derivados de fenetilfenilftalimida

limitaciones observacionales como por la incertidum-
bre que surge a la hora de extrapolar a humanos algu-
na conclusiéon obtenida en modelos animales. Adicio-
nalmente, la mayoria de las investigaciones sobre
cancer, al ser llevadas a cabo en lineas celulares exen-
tas del contexto de un organismo, forzosamente igno-
ran el efecto que pudieran tener ciertos sustratos
fisiolégicos de DPP-1V, con lo que solo se observarian
las funciones extra-enzimaticas de DPP-1V, y a conse-
cuencia, las implicaciones de la inhibicién enzimatica
qguedarian, por tanto, parcial o completamente subva-
loradas.

No obstante, recientemente han aparecido eviden-
cias preliminares que apoyan la idea de posibles be-
neficios derivados del tratamiento con inhibidores de
DPP-IV. La administracion de siptagliptin brinda neu-
roproteccidén en ratas con isquemia cerebral inducida
(Rohnert, et al. 2012). Por otro lado, se ha visto que la
inhibicién de DPP-IV retarda el crecimiento en lineas
de hepatoma humano (Rocken, et al. 2004). En igual
sentido, la administracién de sitagliptin a ratas con
tumor de queratinocitos reduce el crecimiento tumo-
ral en individuos afectados y, en conjuncidn a IL-2aq,
disminuye la incidencia o retarda la aparicién del tu-
mor en individuos sanos (Arwert, et al. 2012). El inhi-
bidor PT100 (Val-boro-Pro) (Fig. 2), no selectivo para
los miembros de la familia de DPP-IV, reduce el creci-
miento de lineas tumorales humanas derivadas de
fibrosarcoma, linfoma, melanoma, mastocitoma
(Adams, et al. 2004) y mieloma (Pennisi, et al. 2009).
En estudios mas recientes, PT-100 y ARI-4175 se ha

(Adaptado de Patel y Ghate, 2014)

demostrado que estos compuestos sobrerregulan la
expresion de citoquinas y/o quimiocinas, modulan el
trafico de células dendriticas y células inmunorregula-
torias y activan o aceleran respuestas inmunitarias
dependientes de células T contra tumores solidos
(Walsh, et al. 2013; Duncan, et al. 2013). De hecho,
Donahue et al. (2014) encontraron que ARI-4175 tie-
ne actividad antitumoral porque participa en la sensi-
bilizacion directa de la célula tumoral para la muerte
mediada por células T, debido a que incrementa los
niveles de diferentes moléculas relevantes en las in-
teracciones célula-célula que utilizan los linfocitos T-
citotoxicos para matar las células tumorales (Ej: Fas,
ICAM-1; MHC clase 1 y TAAs-MUC1 y CEA expresadas
en la superficie celular del tumor).

El GIP tiene un efecto lipolitico en los adipocitos. In-
cluso en una dieta regular, los ratones y ratas deficien-
tes en DPP-IV son mas ligeros que los tipos salvajes en
las primeras 20 semanas de edad (Conarello, et al.,
2003). La reduccién del peso en los roedores tratados

HN N

/B‘OH
HO

Figura 2. Val-boro-Pro (PT100) (Adams et al., 2004)
Figure 2. Val-boro-Pro (PT100) (Adams et al., 2004)
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con inhibidores de la DPP-IV y en los que carecen de
esta enzima pudiera ser causada por niveles incre-
mentados del GLP-1 y el péptido YY, que influyen en
el apetito y/o el PACAP, que regula el metabolismo de
lipidos y carbohidratos. Todos estos resultados indi-
can que los inhibidores de DPP-IV pueden tener ade-
mas, un efecto protector de la funcién cardiaca, lo
cual ha sido demostrado en modelos animales (Wang,
et al. 2013) (Tabla 3) y para varios pacientes con
DMT2, en los cuales, se han empleado los inhibidores
Vildagliptin y Sitagliptin bien establecidos hoy en el
mercado como terapias para esta enfermedad. Estos
inhibidores han demostrado incrementos en la movili-
zacion y oxidacidn postpandrial de los lipidos, efectos
beneficiosos sobre el colesterol, asi como en la reduc-
cién de los triglicéridos (Zhao, et al. 2014). Adicional-
mente, varios de los inhibidores de DPP-IV desarrolla-
dos para el tratamiento de la DMT2, han demostrado
potentes efectos antihipertensivos, los cuales parecen
estar mediados por la accién del GLP-1, que tiene
efecto vasodilatador. Este resultado es de gran bene-
ficio terapéutico, dada la alta incidencia de cardiopa-
tias e hipertension en los pacientes diabéticos (Zhao,
et al. 2014).

Efectos adversos asociados al uso clinico de inhi-
bidores de DPP-IV.

Pese a que los inhibidores de DPP-IV son general-
mente bien tolerados, se caracterizan por un minimo
riesgo de hipoglicemia, tienen un efecto prolongado

YARINI M. ARREBOLA ET AL.

en el control de la glicemia, muchos son disponibles
por via oral, han demostrado ademas efectos cardio-
vasculares beneficiosos y no se han observado even-
tos adversos superiores al placebo, entre ellos pueden
existir ligeras diferencias (Patel y Gate, 2014). Si bien
la actividad peptidasa no es necesaria para la funcién
de DPP-1V en el sistema inmune, se han observado
repercusiones luego del tratamiento con estos. En
pacientes aquejados de diabetes mellitus tipo 2, Si-
tagliptin disminuyd el efecto de procesos autoinmu-
nes a través de la disminucién en la migracion de célu-
las T (Kim, et al. 2009). Alogliptin suprime la respuesta
LPS inducida por la sefializacién TLR-4 (Ta et al. 2010).
Saxagliptin induce una ligera disminucidén en el conteo
linfocitario dentro del intervalo normal (Rosenstock,
et al. 2008). Por otro lado, se ha sugerido que la inhi-
bicion de DPP-IV podria afectar la migracion de las
células madres, del sistema hematopoyético
(Christopherson et al. 2004). Un ligero aumento de
ciertas infecciones urinarias y del tracto superior res-
piratorio fue asociado al uso de Sitagliptin y Vidalglip-
tin, pero no ha sido confirmado en estudios posterio-
res (Duez, et al. 2012).

CONCLUSIONES

La enzima dipeptidil peptidasa IV constituye hoy en
dia foco de atencién de la comunidad cientifica inter-
nacional por la relevancia de sus funciones fisioldgicas
y por la implicacién de su actividad enzimatica en di-
versas patologias humanas entre las que se destacan

Tabla 3. Ejemplos de algunos de los efectos protectores cardiovasculares de los inhibidores de DPP-IV en modelos animales

(Adaptado de Wang, et al. 2013).

Table 3. Examples of some of the cardiovascular protection effects of DPP-IV inhibitors in animal models (Adapted from Wang

et al. 2013).
Inhibidor Modelo Animal Efecto cardiovascular
. - Disminucidn del tamafio del infarto. Estabilizacion de la electrofisiolo-
Vildagliptin Cerdos , ,
gia cardiaca
. - Ratas Wistar con una dieta ele- Disminucién del desbalance cardiaco simpatovagal. Disminucion de la
Vildagliptin . ) ,
vada en grasas disfuncion cardiaca
Sitagliptin Ratones Db/db Disminucioén de la oxidacién de acidos grasos en el miocardio
e Mejoramiento de la funcién endotelial. Disminucién de la formacion de
Sitagliptin Ratones ApoE (-/-) ; "
lesiones ateroesclerdticas
T Disminuye la inflamacién local en el tejido adiposo y en los islotes pan-
Sitagliptin Ratones obesos (L 4 ) posoy P
creaticos
Saxagliptin Ratas Obesas Zucker Mejora la liberacién de dxido nitrico y disminuye la inflamaciéon
. Ratones LDLR(-/-) alimentados N . . ..
Alogliptin Disminuye la ateroesclerosis y la inflamacion

con una dieta elevada en grasas
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la DMT2, cardiopatias y el cancer. El desarrollo de
inhibidores frente a esta enzima ha constituido una
estrategia importante en el aporte de conocimiento
de la relacién estructura-funcién de DPP-IV y el escla-
recimiento de los requerimientos para una inhibicién
potente y selectiva. Adicionalmente, algunas de estas
moléculas ya se encuentran en el mercado y otras en
fases de ensayos clinicos; sin embargo debido a la
inestabilidad en soluciones fisiolégicas de muchos de
los compuestos desarrollados, y el protagonismo de
esta enzima en muchas otras enfermedades, se impo-
ne continuar el desarrollo de nuevas moléculas cada
vez mas eficientes en términos de inhibicion y selecti-
vidad frente a DPP-1V, respecto al resto de los miem-
bros de la familia y caracterizados por buenas propie-
dades farmacocinéticas y farmacodinamicas, que ga-
ranticen el éxito de los ensayos clinicos.
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