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Presentacion

Los moduladores desactivables metabdlicamente suponen una nueva estrategia farmacoldgica para el tratamiento
del prurito y de otros sindromes cutaneos. Tras ejercer su accion sobre la excitabilidad de las terminaciones nocicep-
tivas epidérmicas, estos compuestos son hidrolizados (desactivados) por las esterasas de la dermis en metabolitos
inertes facilmente eliminables. Como ejemplo de esta tecnologia se presenta una familia de antagonistas del termo-
rreceptor TRPV1 derivados del grupo farmacéforo de la capsaicina. El compuesto AG1529 se ha seleccionado como
candidato para el desarrollo preclinico y clinico como anti-pruriginoso psoriasico.
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Resumen

El prurito es una modalidad sensorial altamente molesta
para los humanos y animales. La sefal pruriginosa indu-
ce al rascado de la zona afectada como método para
calmar la sensacion desquiciante que produce, llegando
a causar heridas. Dependiendo de su duracion, el prurito
puede ser agudo si dura unos dias, 0 cronico si per-
siste mas de 6 semanas. Atendiendo al desorden que
lo causa, se suele clasificar como pruritoceptivo, neuro-
patico, neurogénico y psicogénico. El mecanismo mo-
lecular causante del prurito es multifactorial y complejo,
implicando componentes periféricos y centrales. Perifé-
ricamente, el prurito es producido por una subpoblacion
de nociceptores que reconocen y transducen las sefiales
pruriginosas. A nivel molecular los nociceptores prurigi-
nosos expresan el termorreceptor TRPV1 que ha sido
sefialado como un blanco terapéutico para el tratamiento
del prurito, por ser una encrucijada de las vias de senali-
zacion pruriginosa. Por ello, el desarrollo de antagonistas
de TRPV1 de uso tdpico es una estrategia farmacolégi-
ca muy atractiva, especialmente para el tratamiento del
prurito dermatolégico. A diferencia de la capsaicina, los
antagonistas de TRPV1 desactivables metabdlicamente
presentan como mayor ventaja su hidrdlisis enzimatica
en la dermis, previniendo la aparicion de efectos secun-
darios por acumulacion dérmica. Ademas, estos com-
puestos no presentan el efecto urente caracteristico de
la capsaicina y muy molesto para los pacientes.
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Summary

Metabolically deactivatable TRPV1 modulators (soft drugs) in
the pharmacology of pruritus

[tching is a highly bothersome sensory modality for hu-
mans and animals. The pruritic signal induces scratching
of the affected area as a remedy to calm the maddening
sensation that it produces, causing injuries. Depending
on its duration, pruritus can be acute if it lasts a few days,
or chronic if it persists more than 6 weeks. According
to the causative disorder, pruritus is usually classified as
nociceptive, neuropathic, neurogenic and psychogen-
ic. The molecular mechanism causing pruritus is multi-
factorial and complex, involving peripheral and central
components. Peripherally, pruritus is produced by a sub-
population of nociceptors that recognize and transduce
pruritic signals. At the molecular level, pruritic nocicep-
tors express the TRPV1 thermoreceptor, which has been
validated as a therapeutic target for the treatment of pru-
ritus, being at the crossroad of different pruritic signal-
ing pathways. Accordingly, the development of TRPV1
antagonists for topical use has been revealed as a high-
ly attractive pharmacological strategy, especially for the
treatment of nociceptive or dermatological pruritus. Un-
like capsaicin, metabolically deactivatable TRPV1 antag-
onists (soft drugs) have as an advantage their metabolic
deactivation in the dermis, preventing the appearance of
side effects due to dermal accumulation. In addition, they
do not have the characteristic burning sensation of cap-
saicin which is very annoying for patients.
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Fisiopatologia del prurito

El prurito o picor se define como una sensaciéon
desagradable que induce a rascarse para su alivio.
Dependiendo de su duracion, el prurito se puede ca-
talogar como agudo si dura unos dias o cronico si
persiste durante mas de 6 semanas (Potenzieri y Un-
dem, 2012). El prurito cronico resulta altamente inca-
pacitante para las personas que lo sufren afectando
de forma dramatica a su calidad de vida. El prurito se
ha considerado como un sintoma causado por una
picadura o por una enfermedad, aunque existe el de-
bate de si el prurito crénico es por si una patologia ya
que frecuentemente persiste una vez superada la pa-
tologia que lo ocasionaba (Dhand y Aminoff, 2014).

Segun su etiologia el prurito se puede clasificar
como: (i) picor pruritoceptivo, cuando esta producido
por la activacion directa de las terminaciones noci-
ceptivas dérmicas, bien por sustancias exdgenas
(picadura de insectos) o por un proceso inflamatorio
cutaneo. También se le conoce como prurito dérmico
o dermatolégico; (ii) prurito neuropatico, cuando esta
producido por un dafio en el sistema nervioso so-
matosensorial, que puede ser causado por un virus
(varicela, herpes) o por una herida; (iii) prurito neu-
rogénico, cuando se produce la activacion del siste-
ma somatosensorial por agentes pruriginosos circu-
lantes, sin necesidad de que se produzca un dano
neuronal. El prurito neurogénico (también conocido
como sistémico) suele estar asociado a enfermeda-
des de organos, metabodlicas, o a medicamentos.
Ejemplos de prurito neurogénico los encontramos en
el prurito urémico asociado a la insuficiencia renal o
al tratamiento de dialisis, y en el prurito asociado a
colestasis o colestasico producido por un defecto en
la excrecion biliar. Y, por ultimo, (iv) prurito psicogé-
nico que viene causado por una enfermedad mental
(Potenzieri y Undem, 2012; Dhand y Aminoff, 2014).

La patogenia del prurito es multifactorial y muy com-
pleja, jugando el sistema somatosensorial un papel
fundamental. Mecanisticamente, el prurito se puede
catalogar como histaminérgico si estda mediado por
el agente pruriginoso histamina, o como no histami-
nérgico cuando otros pruriginosos son los desenca-
denantes (TSL, proteasas, cloroquina, interleucinas,
acidos biliares). El prurito histaminérgico es de tipo
pruritoceptivo o dermatolégico y se origina por la li-
beracién de histamina contenida en los mastocitos
en respuesta a una sustancia externa o un proceso
inflamatorio (Patel et al. 2011; Green y Dong, 2016).
La histamina activa los receptores H1R y/o H4R en
las terminales aferentes provocando la sefal pruri-
ginosa. La serotonina es otro agente que provoca
picor pruritoceptivo cuya actividad periférica se ha
asociado a su capacidad de liberar histamina de los
mastocitos (Han et al. 2013, Green y Dong, 2016).
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Sin embargo, la falta de eficacia farmacologica de
los anti-histaminergicos en el prurito serotonérgico
ha cuestionado este mecanismo, proponiéndose que
la serotonina es capaz de disparar directamente se-
nales pruriginosas en terminales aferentes a través
del receptor 5-HTR (Patel et al. 2011; Green y Dong,
2016). El picor pruritoceptivo es normalmente un sin-
toma agudo molesto que dura unos dias o semanas.

El prurito no-histaminérgico se puede presentar tanto
como pruritoceptivo como sistémico o neuropatico y
suele ser el prurito cronico mas comun (Potenzieri
y Undem, 2012; Dhand y Aminoff, 2014). Los pruri-
ginosos que disparan este tipo de prurito son muy
variados actuando en distintos tipos de neuronas
sensoriales (Han et al. 2013). Asi, por ejemplo, la
cloroquina inicia la sefal pruriginosa en las termina-
ciones aferentes de los nociceptores C que expresan
el receptor MrgprAS3. Los acidos biliares activan las
aferentes que expresan el receptor TGR5, la triptasa
actia a través del receptor PAR2, el imiquimod del
receptor TRL7, y la IL-31 de su receptor IL-31R. La
presencia prolongada de estos agentes pruriginosos
suele conducir una sensibilizacion a nivel central que
potencia y cronifica la sefial pruriginosa originando el
prurito cronico, caracteristico de patologias como la
dermatitis, la psoriasis, la insuficiencia renal y la co-
lestasis. La complejidad etiologica del prurito cronico
ha sido un reto para en el desarrollo de terapias que
ayuden a paliar su impacto en la salud. De hecho, no
existen remedios farmacologicos que satisfagan ple-
namente a los pacientes con prurito crénico, siendo
la terapia tradicional de rascarse la que mayor alivio
produce. Un motivo por el que el rascarse calma el
picor se debe a que activa fibras aferentes nocicep-
tivas implicadas en la transduccion del dolor. EI me-
canismo fisiolégico por el que el dolor inhibe la sefial
pruriginosa no es del todo entendido, aunque parece
que podria deberse a una accion a nivel de la médu-
la espinal o a la existencia de una ruta paralela a la
nociceptiva (Han et al. 2013, Dhand y Aminoff, 2014).

TRPV1 como blanco terapéutico para el
tratamiento del prurito crénico

Una propiedad comun tanto para el prurito histami-
nérgico como el no histaminérgico es que esta pro-
ducido por una subpoblacion de nociceptores que ex-
presa el termorreceptor TRPV1. Este termorreceptor
pertenece a la familia de los receptores sensoriales
TRP (Transient Receptor Potential). Originalmente
conocido como el receptor de la capsaicina (ingre-
diente picante de los chiles/guindillas), fue identifica-
do molecularmente por el grupo del Prof. David Julius
en la Universidad de California en San Francisco en
1997 (Caterina et al. 1997). Utilizando la aproxima-
cion de la clonacién-expresion, y la capsaicina como
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sonda especifica, el Prof. David Julius fue capaz de
aislar de entre los mMRNAs de neuronas sensoriales el
que codificaba al receptor TRPV1. La caracterizacion
biofisica revel6 que es un receptor polimodal que se
activa por la accién de la capsaicina, una temperatu-
ra =42°C, el pH acido extracelular y por la despolari-
zacion de la membrana. El umbral de temperatura de
activacion de TRPV1 coincide con el umbral de calor
nocivo, por lo que se le asign6 un papel fundamental
como sensor térmico para la deteccion de tempera-
turas nocivas, acufiando el término termorreceptor.
Tras la validacion de TRPV1 como termorreceptor,
se identificaron otros receptores TRP que se activa-
ban por calor (TRPV2, TRPV3, TRPV4 y TRPMS3),
asi como, por frio (TRPM8 y TRPA1) . Todos ellos,
junto con TRPM2, TRPM4 y TRPM5, conforman la
familia de termorreceptores que cubren todo el es-
pectro de temperaturas desde el frio al calor noci-
vo (Figura 1). De entre ellos, los mas estudiados en
terminales aferentes son TRPV1, TRPM8 y TRPA1
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qgue han sido implicados en la patogénica del dolor y
prurito cronicos (Szallasi 2011).

Molecularmente, el termorreceptor TRPV1 es una
proteina integral de membrana compuesta por cuatro
subunidades idénticas organizadas alrededor de un
poro i6nico que permite el flujo de los cationes Na*,
K+y Ca?* (Hellmich y Gaudet, 2014). Cada subunidad
esté organizada en dominios moleculares y funciona-
les. Asi, se distingue un dominio de membrana com-
puesto de 6 segmentos helicoidales transmembrana
(S1-S6) y un lazo anfipatico que une los dominios S5
y S6 estructurando el filtro de selectividad i6nica del
receptor (Hellmich y Gaudet, 2014). Los segmentos
S1-S4, contienen el sitio de union para la capsaicina
y antagonistas competitivos de ésta como la capsa-
cepina. El canal dispone de un dominio citosolico en
el extremo N-terminal que contiene varios subdomi-
nios repetidos de anquirina, cuyo papel esta todavia
siendo investigado. El extremo C-terminal también
es citosolico y en él destaca un segmento de 25
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Figura 1. Representacion de la familia de termorreceptores cubriendo el espectro de temperaturas de frio nocivo (termémetro
azul) a calor dafino (termometro rojo). El termdmetro verde representa la sensacion a frio, y el amarillo las temperaturas
templadas. Los termorreceptores son también activados por compuestos quimicos, muchos utilizados como especias por
los humanos. El TRPA1 es activado por ingredientes activos de la cebolla, ajo, wasabi, canela, asi como agentes irritantes
medioambientales. El receptor TRPM8 es activado por el mentol, lo que confiere a este compuesto la sensacion refrescante.
El TRPVS3 es activado por compuestos activos del orégano y el clavo. EI TRPV1 se activa por vanilloides presentes en chiles
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aminoacidos que se localiza paralelo a la monocapa
lipidica interna interaccionando con los fosfoinosito-
les y el segmento S4-S5, y el denominado dominio
TRP (Hellmich y Gaudet, 2014). Este dominio, alta-
mente conservado en la familia de los termorrecepto-
res, juega un papel fundamental en el acoplamiento
alostérico de la unién de la capsaicina, el segmento
S4-S5, y la compuerta intracelular del canal, facilitan-
do la apertura del poro i6nico (Gregorio-Teruel et al.
2015). Ademas, los dominios citosolicos contienen
secuencias de fosforilacion para las cinasas PKA,
PKC y las cinasas de residuos de tirosina que juegan
un papel en la modulacién de la actividad funcional
del canal, especialmente, en contextos patologicos.

Desde su aislamiento e identificacion en neuronas
sensoriales, se ha descrito que el receptor TRPV1
también se expresa, entre otros, en el tejido adipo-
so, el tejido cutaneo (queratinocitos y sebocitos), el
sistema inmune y el sistema nervioso central, sugi-
riendo un papel para TRPV1 mucho mas amplio que
su actuacioén como sensor térmico periférico. En este
sentido, el receptor TRPV1 también es activado por
mediadores lipidicos como la anandamida (araqui-
donoiletanolamida) y el 2-araquidonilglicerol (2-AG)
que pertenecen al grupo de compuestos conocidos
como endocanabinoides por ser también ligandos de
los receptores de canabinoides CB1 y CB2 (Devesa
y Ferrer-Montiel, 2014). Que TRPV1 comparta ligan-
dos con CB1 y CB2 abre estrategias terapéuticas no-
vedosas para el tratamiento de patologias complejas
como el prurito crénico. En este sentido, modulado-
res de TRPV1 y de los receptores de canabinoides
muestran una actividad anti-pruriginosa (Hittaka y
Tominaga, 2017; Xie y Hu, 2018).

Farmacologia del termorreceptor TRPV1

Desde su descubrimiento el receptor TRPV1 atrajo
el interés de los departamentos de farmacologia y
las compafiias farmacéuticas para el descubrimiento
y desarrollo de antagonistas selectivos y potentes.
Este interés estuvo reforzado cuando se divulgdé que
la delecion genética del receptor reducia notable-
mente la hiperalgesia térmica inflamatoria (Caterina
et al. 2000). Se consider6 que TRPV1 era una diana
terapéutica para el tratamiento del dolor crénico. Des-
de entonces se han protegido y divulgado un enorme
nuamero de antagonistas de TRPV1 que se han tes-
tado en diversas patologias en las que el receptor se
ha implicado. El primer antagonista en desarrollo cli-
nico fue el compuesto AMG517 (N-[4-[[6-[4-(Trifluo-
romethyl)phenyl]-4-pyrimidinylJoxy]-2-benzothiazolyl]
acetamide) desarrollado por la empresa AMGEN.
Este compuesto inhibia el receptor con una potencia
nanomolar todos los modos de activacion del recep-
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tor (Ognyanov et al., 2006). Ademas, presentaba una
buena disponibilidad oral y seguridad farmacologica
en modelos preclinicos en animales. Sin embargo,
en el estudio clinico en fase | en humanos el com-
puesto AMG517 produjo hipertermia en los volun-
tarios lo que detuvo su desarrollo clinico. Un efecto
similar se observé para practicamente todos los an-
tagonistas desarrollados por las farmacéuticas que
tuvieron que reorientar el desarrollo clinico de sus
candidatos (Kort y Kym, 2012). Estudios posteriores
han encontrado que el receptor TRPV1 juega un pa-
pel importante, todavia no del todo esclarecido, en
el control de la temperatura corporal. Por ello, su in-
hibicién indiscriminada en todos los tejidos y modos
de activacion podia producir una desregulacion de la
homeostasis térmica corporal. Estos resultados han
impulsado la biusqueda de antagonistas que prefe-
rentemente actuen sobre uno de los modos de acti-
vacion, sin afectar los otros, o0 que actuen sobre sitios
de unién que queden expuestos en los receptores
hiperfuncionales (antagonistas acompetitivos).

A pesar del aparente fracaso inicial de los progra-
mas de descubrimiento de moduladores de TRPV1,
la modulacion del receptor se ha estado realizando
en la clinica con excelentes resultados en el trata-
miento de diversas patologias, incluyendo el dolor
y el prurito crénico. EI compuesto mas utilizado en
la clinica es la capsaicina aplicada topicamente,
bien en cremas o unglentos o en parches (Breder-
son y Szallasi, 2013). En la actualidad, los parches
de capsaicina al 8% (Qutenza) se estan utilizando
para el tratamiento del dolor neuropatico resistente
a narcoticos, a neuropatias periféricas y también al
prurito colestasico (Brederson y Szallasi, 2013). La
actividad farmacologica de la capsaicina tdpica es
muy buena logrando reducir los sintomas de forma
notable. Ello se debe a la capacidad de la capsaicina
de desensibilizar y eliminar el receptor TRPV1 tras
una exposicion prolongada. Sin embargo, por su ca-
pacidad agonista, la aplicacion tépica del vanilloide
va acompafiada inicialmente de un efecto abrasador
muy molesto que limita la adhesion de los pacientes
al tratamiento con la capsaicina. Asi, por ejemplo, el
parche al 8% de capsaicina so6lo puede administrarse
bajo anestesia local que reduzca la sensacion urente
del vanilloide. Ademas, la capsaicina presenta otro
efecto secundario derivado de su pobre eliminacion
que cuestiona su uso prolongado. Se ha observado
que la acumulacion dérmica de capsaicina, junto con
la exposicién solar de la piel, puede rendir metaboli-
tos con capacidad carcinogénica (Surh y Lee, 1995).
Estos estudios, que requieren ser confirmados, su-
ponen un motivo de preocupacion en el tratamiento
de sindromes cronicos. Algo similar ocurre con anta-
gonistas como la capsacepina que también presenta
una eliminacién muy pobre. Por ello, se requiere el
desarrollo de analogos de la capsaicina que presen-
te un mejor indice terapéutico, especialmente para
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el tratamiento de patologias croénicas, incluyendo el
prurito. Uno de estos compuestos en fase clinica es
la resiniferatoxina (RTX), un compuesto natural pro-
cedente de la Euphorbia resinifera, que tiene una
potencia activadora y desensibilizadora muy superior
a la capsaicina. Otro modulador del receptor TRPV1
en estudios clinicos es Asivatrep (PAC14028) de la
compania Koreana Amore Pacific. Este compuesto
se esta desarrollando para el tratamiento de la der-
matitis atoépica con unos buenos resultados de segu-
ridad y eficacia (Lee et al. 2019). Tanto RTX como
Asivatrep presentan una baja eliminacion dérmica,
aunque no hay datos a largo plazo que indiquen una
potencial actividad oncogénica.

El concepto de modulador desactivable
metabodlicamente (soft drug)

Una alternativa terapéutica, explotada por nuestro gru-
po en colaboracién con los Drs. Tracey Pirali y Arman-
do Genanzzani del departamento de farmacologia de
la Universidad del Piemonte Orientale en Novara, ha
sido el uso de compuestos desactivables metabdlica-
mente como moduladores del receptor TRPV1 expre-
sado en las terminales aferentes epidérmicas. Esta

INVESTIGACION TBASLACIONAL

estrategia esta basada en el concepto de pro-farmaco,
en que el farmaco es liberado en su lugar de accion
tras su conversion metabdlica por esterasas hepaticas
o tisulares (Rautio et al., 2008). Nuestra estrategia fue
disenar moléculas que tras ejercer su actividad en las
terminales aferentes epidérmicas fueran hidrolizadas
por las esterasas de la dermis (desactivacion metabo-
lica) con el fin de generar metabolitos faciimente eli-
minables para evitar su acumulacion dérmica (Aprile
et al., 2019). Ademas, los moduladores desactivables
aseguran una distribucién sistémica nula de los com-
puestos, evitando asi posibles efectos secundarios
sistémicos (Figura 2).

Diseno de moduladores desactivables
para TRPV1

En el disefio de moduladores desactivables metabo-
licamente para TRPV1, usamos de partida el grupo
farmacoforo de la capsaicina, compuesto por un gru-
po vanilloide (4-hidroxi-5-metoxi bencil) unido a un
octanilo mediante un enlace amida (Serafini et al.,
2018). La estrategia consistié en sustituir el enlace
amida por un enlace éster que enlazase el grupo va-
nilloide con la regién alifatica (Figura 2). La inclusion
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Figura 2. Concepto de vanilloide desactivable metabolicamente (soft drug). El vanilloide tiene un enlace éster sensible a la
hidrélisis por esterasas cutaneas que producen un metabolito inerte y faciimente eliminable (vanilllacetamida) y un lipido
asimilable por las células. La inclusion de un atomo de yodo en la posicion R1 genera antagonistas de TRPV1.
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del enlace éster dot6 a las moléculas de sensibilidad
a la hidrolisis por esterasas, liberando el grupo vani-
lloide que presenta una elevada tasa de eliminacion
renal, y un grupo alifatico formado por un acido graso
facilmente asimilable por las células. La diversidad
quimica se incrementé modificando el acido graso de
la region alifatica. Ademas, esta estrategia permitié
disefar tanto agonistas como antagonistas del re-
ceptor. Para el disefio de los antagonistas se incor-
por6d un atomo de yodo en la posicion 2 del grupo
vanilloide (4-hidroxi-2-yodo-5-metoxibencil) (Figura
2). De esta forma, utilizando la reacciébn multicom-
ponente de Passerini se sintetiz6 una quimioteca
de 42 compuestos, conteniendo 21 agonistas y 21
antagonistas del termorreceptor TRPV1 (Serafini et
al., 2018). Se realizd6 un cribado molecular utilizan-
do la microfluorografia de Ca?* aprovechando la per-
meabilidad del receptor TRPV1 al catién divalente.
El cribado identifico el compuesto 2-((4-hidroxi-2-yo-
do-5-metoxibenzil)amino)-2-oxoetil dodecanoato
(inicialmente identificado como compuesto 36, re-
nombrado como AG1529) como el antagonista mas
potente, con una IC, de 0.9+0.5 uM, y una eficacia
de inhibicion del =80% del receptor TRPV1 humano
(Serafini et al., 2018). Coémo era esperable, el com-
puesto AG1529 es un inhibidor competitivo de la cap-
saicina que se une al mismo sitio de unién que el
vanilloide (Figura 3). La caracterizacion in vitro de su
actividad sobre el receptor TRPV1 humano ademas
revel6 que AG1529 inhibia parcialmente la activacion
del receptor TRPV1 por pH acido extracelular, pero
era ineficaz en la activacion del receptor por calor

T ’—

B, ¥ i
.‘.s aA YN & N
("A' " ‘\« ‘\ a\ A {
(.’Jl’ l\ .
(JG". o™ £y
(.‘"" . w «
(;. 'Cat &ﬁ’ at Iy
- 'y ( A o
o »,‘)_ - )
- (N & n Aa* =
v e ks, - . —
el ‘
> o, v
(% ¥

INVESTIGACION TBASLACIONAL

(=43°C) y la despolarizacion de la membrana celular,
sugiriendo una moderada modalidad en su actividad
inhibitoria (Serafini et al., 2018).

El analisis de su selectividad inhibitoria se realiz6 en
los termorreceptores TRPA1 y TRPM8 humanos ex-
presados recombinantemente in vitro, observandose
que el compuesto AG1529 mostraba un efecto mo-
desto sobre ambos receptores. A una concentracion
de 10 uM inhibia parcialmente (<40%) la actividad de
ambos termorreceptores, pero no alteraba la activi-
dad de los canales de Na*y K* activados por voltaje.
Hay que indicar que la actividad cruzada entre los
termorreceptores es conocida. Asi, por ejemplo, la
capsaicina inhibe parcialmente a ambos receptores
y el mentol es capaz de interaccionar con el receptor
TRPV1 (Takahashi et al., 2016). Ademas, hay que
considerar que, compuestos con actividad preferen-
cial sobre uno de los receptores, y marginal sobre los
otros pueden tener un valor farmacolégico afadido
para el tratamiento de patologias/sintomas multifac-
toriales como el prurito y el dolor cronicos.

El estudio de la actividad de AG1529 en neuronas
sensoriales primarias de rata en cultivo revelé que
el compuesto no afectaba el disparo de potenciales
de accion evocados eléctricamente, inhibiendo po-
tentemente aquellos provocados por la aplicacion de
capsaicina y moderadamente los inducidos por aci-
dificacion extracelular. Del mismo modo, mostr6 una
actividad inhibitoria modesta sobre los potenciales de
accion evocados por la activacion de TRPA1. En con-

Figura 3. El compuesto AG1529 se une al sitio de unién de la capsaicina en el receptor TRPV1. Modelo molecular del recep-
tor TRPV1 mostrando la interaccion del compuesto AG1529. Se muestra s6lo la interaccion con uno de los sitios de union de

los cuatro disponibles en la estructura del receptor.
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junto, las propiedades funcionales exhibidas por el
compuesto AG1529 le convirtieron en un compuesto
lider para continuar su desarrollo preclinico, siendo
un antagonista competitivo de la capsaicina, con un
buen perfil farmacolégico in vitro tanto en su potencia
y eficacia inhibitoria, como en la preferencia inhibien-
do las modalidades de activacion quimica del recep-
tor TRPV1, y accién modesta sobre otros termorre-
ceptores presentes en las terminales aferentes.

Validacion preclinica de moduladores
desactivables de TRPV1

Para estudiar la validacion preclinica del compuesto
AG1529, en primer lugar, se evalu6 in vitro su ac-
tividad atenuando la excitabilidad de las neuronas
sensoriales primarias estimulada por agentes infla-
matorios y, en particular, por la histamina. Es conoci-
do que la histamina incrementa la excitabilidad de las
neuronas sensoriales a través de la potenciacion de
la actividad de TRPV1, por lo que los antagonistas de
TRPV1 son candidatos para contrarrestar la accion
estimuladora de la histamina. Para estos ensayos se
usaron las matrices multielectrodo (MEA) que permi-
ten el registro de la actividad eléctrica de poblacio-
nes de neuronas. EI MEA es especialmente Util para
el estudio de poblaciones neuronales heterogéneas
como son las neuronas sensoriales. Estos estudios
mostraron que el compuesto AG1529 reducia nota-
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blemente la excitabilidad neuronal aumentada por la
exposicion de las neuronas sensoriales a la histami-
na o a una sopa inflamatoria conteniendo histamina,
disminuyendo la actividad del receptor TRPV1 poten-
ciada por el pruriginoso.

A continuacion, se ensayo la actividad del compuesto
AG1529 in vivo en un modelo de prurito provocado
por la administracion intraplantar de histamina (Figu-
ra 4). El compuesto AG1529 (100 ug), también admi-
nistrado intraplantarmente, redujo significativamente
el prurito inducido por el agente pruriginoso (Serafini
et al., 2018). Esta actividad se confirmé en un mode-
lo de administracion subcutanea de la histamina, en
el que el compuesto AG1529 se aplico formulado en
un ungiento al 0.1 y 1%. A ambas dosis se observo
una reduccion significativa del comportamiento pru-
ritofensivo de los animales, indicando una actividad
antipruriginosa de la aplicacion topica del compuesto
AG1529. Hay que indicar que estos ensayos mos-
traron que la aplicacion de AG1529 no produce una
reaccion nocifensiva como la capsaicina, indicando
que el compuesto AG1529 no induce un efecto abra-
sador cuando se administra topicamente.

Ademas, hay que destacar que, en experimentos
similares, en los que se administro el pruriginoso
cloroquina (Figura 4), también se observo un efec-
to del compuesto AG1529 atenuador del rascado de
la region afectada por el pruriginoso, sugiriendo que
también puede tener un efecto farmacol6gico sobre
el prurito no histaminérgico, lo que amplia las aplica-
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Figura 4. Actividad anti-pruriginosa del compuesto AG1529. Se muestra la actividad anti-pruriginosa evocada por histamina
(125 ug) y cloroquina (200 ug) de 100 ug de AG1529. Los compuestos de administraron intralplantar. Datos representan la
media + SD, con n=6. **p<0.01, ensayo de t-student (Serafini et al. 2018).
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ciones terapéuticas de una formulacion topica conte-
niendo el compuesto AG1529.

Los estudios preclinicos en animales también inclu-
yeron la evaluacion de su actividad en un modelo de
dolor inflamatorio inducido por la administracion in-
tramuscular del adyuvante de Freund (CFA) en una
pata del animal (ipsilateral) (Serafini et al., 2018). La
administracién de CFA produce una inflamacion que
cursa con hiperalgesia térmica. Estos experimentos
revelaron: (i) el compuesto AG1529 administrado
intraperitonealmente o intravenosamente elimin6 la
hiperalgesia térmica en la pata ipsilateral producida
por el CFA; (ii) el compuesto AG1529 no afect6 el
umbral de temperatura de la pata contralateral, corro-
borando su baja actividad sobre la activacion térmica
del receptor; v, (iii) la administracion intravenosa de
una dosis de 20 mg/kg no afecto la temperatura cor-
poral de los animales (i.e. no produjo hipertermia),
ni evidenci6 sintomas de toxicidad. Estos resultados
sugieren un efecto farmacologico sobre el dolor infla-
matorio y un buen perfil de toxicidad del compuesto.

Por ultimo, también se caracteriz6 la estabilidad me-
tabdlica con el fin de corroborar que el compuesto
AG1529 era desactivado por esterasas (Serafini et
al., 2018). Estos experimentos contemplaron dos en-
sayos complementarios. Por una parte, se evalué la
cinética de desactivacion del compuesto por las car-
boxiesterasas humanas CE1 y CE2, obteniéndose
una k = 0,0255 min™ y t, , =27.2 min para CE1, y k=
0,055 (min”), t, , =12.5 min para CE2. Por otra parte,
la estabilidad del compuesto en un homogenizado de
queratinocitos humanos, medida como el porcentaje
de compuesto AG1529 residual tras 2h de incuba-
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cion, fue del 23%; y para fibroblastos humanos del
13%. Estos resultados confirman que el compuesto
es sensible a las esterasas dérmicas, produciéndose
su hidrolisis lo que limita previene su acumulacion en
la piel.

Ademas, el compuesto también muestra inestabili-
dad plasmatica y hepéatica. Por tanto, el compuesto
AG1529 es un antagonista del receptor TRPV1, con
actividad anti-inflamatoria y anti-pruriginosa in vivo,
que es hidrolizado en la dermis, evitando su distri-
bucién sistémica, siendo un candidato a desarrollo
clinico para una aplicacién dermatolégica como es el
picor pruritoceptivo o inflamatorio.

Desarrollo clinico de moduladores des-
activables en TRPV1

Por lo expuesto anteriormente, el compuesto AG1529
se selecciondé como candidato a desarrollo clinico
para el tratamiento del prurito psoriasico, una pato-
logia que afecta al 3% de la poblacion. En 2019, la
spin-off AntalGenics, comenzé el desarrollo preclinico
de seguridad farmacolégica y estabilidad, asi como
de la caracterizacion quimica del compuesto. Actual-
mente, se estan concluyendo los estudios preclinicos
que muestran un buen perfil de seguridad farmaco-
l6gica y estabilidad quimica, con el fin de solicitar un
IMPD (Investigational Medicinal Product Dossier) a la
EMA (European Medicines Agency) para el inicio de
los estudios clinicos en 2021.
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Conclusiones

En este articulo hemos presentado una estrategia
farmacologica traslacional dirigida al desarrollo an-
tagonistas del termorreceptor TRPV1 como dermo-
farmacéuticos. La hipotesis de partida se baso en la
modificacion del grupo farmacéforo de la capsaici-
na, un vanilloide usado en clinica, para eliminar sus
efectos secundarios mas notables, a saber, el efec-
to abrasador que produce su aplicaciéon, y su acu-
mulacién dérmica que puede ocasionar en el tiempo
carcinogénesis. La sustitucion del enlace amida por
uno éster generd moléculas con sensibilidad a la hi-
drélisis por esterasas cutaneas, eliminando su acu-
mulacién dérmica. La introduccién de un atomo de
yodo en la posicion 2 del grupo 4-hidroxi-5-metoxi-
benzil gener6 antagonistas del receptor carentes
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del efecto abrasador de la capsaicina (Figura 5). El
compuesto AG1529 se seleccion6 por sus propieda-
des farmacoloégicas in vitro e in vivo en modelos de
picor pruritoceptivo para su desarrollo preclinico y
clinico para el tratamiento del prurito psoriasico. La
aplicacion topica de este producto se mostré segura
en animales y ha demostrado un efecto antipruri-
ginoso provocado por histamina y cloroquina, sugi-
riendo en diversas modalidades de prurito. Nuestros
resultados muestran que la reduccion / eliminacion
de efectos secundarios de farmacoforos clinica-
mente Utiles es una estrategia valida en farmaco-
logia traslacional. Por Gltimo, hay que destacar que
analogos del compuesto AG1529, con una potencia
farmacol6gica modesta, han sido paralelamente de-
sarrollados como ingredientes cosméticos (Calmap-
sin® y Capsisilence®) para el cuidado de las pieles
sensibles (Nocisens®).
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Figura 5. Comparacion de AG1529 con la capsaicina. Se muestra la comparacion de las estructuras quimicas, observandose
que ambas son vanilloides, y se indican las propiedades mejoradas por parte del compuesto AG1529. Este compuesto se
encuentra en desarrollo preclinico/clinico para el tratamiento del prurito psoriésico.
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