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DESCRIPCIÓN

Nuevos efectores de la dipeptidil peptidasa IV para la aplicación tópica.

La invención se refiere a nuevos efectores de la dipeptidil peptidasa IV. Estos efectores pueden utilizarse para la
influencia selectiva de los procesos fisiológicos y patofisiológicos limitados localmente (inflamaciones, quimiotaxis,
enfermedades autoinmunitarias, cicatrización). A este respecto se influencian la actividad enzimática y las actividades
de enlace de la dipeptidil peptidasa IV y de enzimas con actividad idéntica o comparable así como de proteínas con
estructura primaria derivada (por ejemplo FAP, proteína de activación de fibroblastos, (Fibroplast Activation Protein)
(Levy et al., 1999)) por medio de efectores (sustratos, pseudosustratos, inhibidores, anticuerpos, proteínas de enlace,
antagonistas de enlace, agonistas de enlace entre otros).

Además de las proteasas, que están incluidas en la proteolisis no específica, lo que provoca finalmente la de-
gradación de las proteínas en aminoácidos, se conocen proteasas reguladoras, que participan en la funcionalización
(activación, desactivación, modulación) de principios activos peptídicos endógenos (Kirschke et al., 1995) Kräusslich
y Wimmer, 1987). Especialmente en relación con la investigación inmunitaria y la investigación de neuropéptidos
se han descubierto una serie de las denominadas convertasas, peptidasas señal o encefalinasas (Gomez et al., 1988)
(Ansorge et al., 1991).

Debido a la frecuencia de la aparición del aminoácido prolina en un gran número de hormonas peptídicas y a
las propiedades estructurales de estos péptidos unidas a ello, se trata, para las peptidasas específicas de prolina, una
función análoga a las peptidasas señal (Yaron y Naider, 1993); (Vanhoof et al., 1995). A este respecto, la prolina
determina en estos péptidos, mediante su estructura especial, tanto la conformación como la estabilidad de estos
péptidos, protegiéndolos antes de la degradación mediante proteasas no específicas (Kessler, 1982). Por el contrario, las
enzimas que actúan sobre las secuencias que contienen prolina cambiando la estructura de manera altamente específica
de estructura cambiante (proteasa VIH, ciclofilina, entre otros) son objetivos atractivos de la investigación de principios
activos actualmente. Especialmente, para las peptidasas que rompen después de la prolina, prolil endopeptidasa (PEP)
y dipeptidil peptidasa IV (DP IV), pudieron establecerse probablemente relaciones entre la modulación de la actividad
biológica de los sustratos peptídicos naturales y su ruptura selectiva mediante estas enzimas. Así se supone que la PEP
desempeña un papel en el aprendizaje o en el proceso de la memoria y la DP IV en la transmisión de señal durante la
respuesta inmunitaria (Ishiura et al., 1989); (Hegen et al., 1990).

La actividad DP IV o análoga a DP IV (por ejemplo, la DP II liposomal presenta una especificidad de sustrato casi
idéntica a la de la DP IV) se produce en la circulación sanguínea así como en casi todos los órganos, en los que rompe
de manera altamente específica dipéptidos de extremo N terminal de péptidos biológicamente activos, cuando prolina
o alanina representan los restos adyacentes de los aminoácidos de extremo N terminal en su secuencia. Por eso, de
esto se asume que esta enzima participa en la regulación de la actividad biológica de polipéptidos in vivo (Vanhoof et
al., 1995).

Se ha mostrado recientemente que una serie de quimiocinas (RANTES, SDF-1alfa, MDC, eotaxina entre otros)
son sustratos de la DP IV y se modula su función mediante la DP IV (Proost et al., 1998; Proost et al., 1998; Proost et
al., 1999); (Shioda et al., 1998)). Las quimiocinas participan mediante su efecto quimiotáctico fundamentalmente en
la regulación de procesos locales inmunológicos, tales como procesos autoinmunitarios, inflamaciones y cicatrización
(Nelson y Krensky, 1998). En trabajos más recientes pudimos demostrar que también los péptidos biológicamente
activos con serina o treonina en la posición P1 (glucagón, VIP, PACAP) presentan sustratos de la DP IV.

Una serie de sustratos de la DP IV biológicamente activos (sustancia P, somatostatina, VIP, PACAP entre otros)
participan en la regulación de procesos neuronales, inmunológicos y vasoactivos en la piel (Scholzen et al., 1998);
(Wallengren, 1997). La dipeptidil peptidasa IV representa por consiguiente un punto de conexión en la regulación de la
actividad de los péptidos gastrointestinales, inmunológica o neurológicamente activos y con esto una diana terapéutica
interesante (Augustyns et al., 1999). Sin embargo las propias cascadas de señales no se esclarecen totalmente en
detalle.

Existen conocimientos más precisos sobre el papel de la DP IV en la regulación de la glucemia. Mediante la
proteolisis limitada se inactivan las GIP 1−4 y GLP-17−37. Una inhibición de la actividad de la DP IV en plasma conduce
a través de una actividad prolongada de la incretina y una liberación de insulina reforzada, a una normalización de los
niveles de glucemia (Demuth et al., 1996; Pauly et al., 1999; Pauly et al., 1996).

Todavía no está totalmente claro el papel de la DP IV en el sistema inmunitario. Ésta es un marcador de la activación
de linfocitos T así como un receptor para la adenosindesaminasa. La utilización de inhibidores de la DP IV tiene efectos
inmunosupresores en el cultivo celular e in vivo (Ansorge et al., 1995; Reinhold et al., 1997; Kubota et al., 1992).
Con anticuerpos monoclonales frente a CD26 se obtuvieron efectos estimuladores en parte independientemente de la
actividad enzimática de la enzima sobre cascadas de señales intracelulares (influjo de Ca2+, activaciones de cinasa)
(Hegen et al., 1993; Kameoka et al., 1995; Tanaka et al., 1993; Kähne et al., 1995).

Análogos de Lisil-prolil derivados de la secuencia del extremo N terminal de la sustancia P, mostraron un efecto
fomentador sobre la cicatrización, que se atribuye a la semejanza estructural con la sustancia P. Los inhibidores de la
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DP IV irreversibles utilizados de manera sistémica condujeron contra eso a una inhibición de la cicatrización (Buntrock
et al., 1988; Kohl et al., 1991; Kohl et al., 1989).

Además del empleo de inhibidores de la DP IV para la normalización de la glucemia se utilizaron inhibidores de
la DP IV hasta ahora de manera sistémica para el tratamiento de artritis en modelos animales. En el caso de pacientes
con artritis, así como en modelos de artritis animales, se observó una reducción de la actividad de la DP IV (Küllertz
and Boigk, 1986) (Fujita et al., 1992). Especialmente mediante la aplicación oral o subcutánea de inhibidores de la
DP IV que actúan de forma sistémica se consiguió en modelos animales una supresión de la artritis inducida por
alquildiamina (Tanaka et al., 1997; Tanaka et al., 1998).

También se obtuvo un efecto mediante inhibidores de la DP IV en relación con otras enfermedades autoinmunita-
rias. Así mediante la inhibición de la DP IV pudo conseguirse una supresión de la proliferación de clones de células
T específicos de “proteína básica mielina” (“mylin basic protein”) (Reinhold et al., 1998). En el caso de distintas
enfermedades (psoriasis, liquen plano) y enfermedades cancerígenas de la piel, pudo demostrarse un aumento de la
actividad de la DP IV en queratinocitos y fibroblastos (Novelli et al., 1996) (Raynaud et al., 1992). También la “pro-
teína de activación de fibroblastos” muy similar a la DP IV, que presenta aproximadamente un 50% de homología de
secuencia con respecto a la DP IV y probablemente es idéntica a la seprasa descrita por Piñeiro-Sanchez et al., 1997,
se expresa de manera reforzada en fibroblastos inactivados de carcinomas epiteliales y heridas que se están curando
(Niedermeyer et al., 1998).

Debido a la amplia propagación de la proteína en el organismo y a los múltiples mecanismos en los que están
implicadas las actividades de la DP IV, la DP IV y proteínas unidas a la DP IV, una terapia sistémica (aplicación
enteral o parenteral) con inhibidores de la DP IV, puede conducir a una serie de efectos secundarios indeseados. Así
interviene una aplicación parenteral o enteral de inhibidores de la DP IV que regulan o desrregulan en el metabolismo
de la glucosa.

Pudo entonces mostrarse que, los sustratos la enzima dipeptidil peptidasa IV modificados en las cadenas laterales
de pueden reconocerse mediante la enzima y romperse tal como sustratos no modificados. (DEMUTH, H.-U., HEINS,
J., 1995).

Así pudo mostrarse por ejemplo que dipéptido-(B)-p-nitroanilida fosforilada [KASPARI, A., et al., 1996] son sus-
tratos de la DP IV. Inhibidores de la DP IV tales como por ejemplo Glu(Gly)-Thia o Lys(Z-NO2)-Thia [REINHOLD,
D., et al., 1998] se transportan completamente.

El objetivo a solucionar consistía en producir compuestos que pueden utilizarse para la influencia selectiva de los
procesos fisiológicos y patofisiológicos limitados localmente. Especialmente el objetivo de la invención consiste en
obtener una inhibición limitada localmente de la actividad de la DP IV o análoga a la DP IV, para poder con esto
intervenir de manera selectiva en la regulación de la actividad de hormonas peptídicas que actúan localmente.

Este objetivo se soluciona según la invención mediante la preparación de compuestos de fórmula general

A
|

B

– C

en los que

A es un aminoácido con al menos un grupo funcional en la cadena lateral,

B es un compuesto químico que está unido covalentemente al menos a un grupo funcional de la cadena lateral de
A, concretamente

- oligopéptidos con una longitud de cadena de hasta 20 aminoácidos, excepto homopolímeros de glicina de
hasta 6 monómeros de glicina, o

- polietilenglicoles con pesos moleculares de hasta 20000 g/mol, y

C es un grupo tiazolidina, pirrolidina, cianopirrolidina, hidroxiprolina, deshidroprolina o piperidina, que presenta
un enlace amida con A.

Especialmente, según la invención se prepara al menos una composición farmacéutica, que contiene al menos un
compuesto de fórmula general

A
|

B

– C
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A es preferiblemente un α-aminoácido, especialmente preferible un α-aminoácido natural, preferiblemente treoni-
na, tirosina, serina, arginina, lisina, ácido aspártico, ácido glutámico o cisteína.

Preferiblemente, los oligopéptidos son homopolímeros, copolímeros o polímeros en bloque.

Además se usan compuestos o composiciones farmacéuticas de este tipo para la influencia tópica especialmente
de la reducción de la actividad de la dipeptidil peptidasa IV o enzima análoga.

En toda la descripción y en las reivindicaciones la expresión “alquilo” puede representar un grupo alquilo C1−50,
preferiblemente un grupo alquilo C6−30, preferiblemente un grupo alquilo C8−12; así puede ser un grupo alquilo por
ejemplo un grupo metilo, etilo, propilo, isopropilo o butilo; la expresión “alc” por ejemplo en la expresión “alcoxilo”
y la expresión “alcano” por ejemplo en la expresión “alcanoilo” es tal como se define “alquilo”; preferiblemente, los
compuestos aromáticos son grupos antraceno, bifenilo, naftilo, bencilo o fenilo sustituidos o dado el caso no sustitui-
dos, que presentan preferiblemente 8 átomos de C; la expresión “alquenilo” puede representar un grupo alquenilo C2−10,
preferiblemente un grupo alquenilo C2−6, que presenta el/los doble(s) enlace(s) en cualquier posición y puede estar no
sustituido o sustituido; la expresión “alquinilo” puede representar un grupo alquinilo C2−10, preferiblemente un grupo
alquinilo C2−6, que presenta el/los triple(s) enlace(s) en cualquier posición y puede estar no sustituido o sustituido; la
expresión “sustituido” o sustituyente puede representar cualquier sustitución mediante uno o varios, preferiblemente
uno o dos grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxialquilo, alcoxialcanoílo, alcanoílo o acilo mono o polivalente; los
sustituyentes citados anteriormente pueden presentar por otra parte uno o varios, sin embargo preferiblemente ningún
grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, alcoxialquilo, alcoxialcanoílo, alcanoílo o acilo mono o polivalente como grupos
laterales; los ácidos, alcoholes, amidas o aminas orgánicos con en cada caso de 8 a 50 átomos de C, preferiblemente
con de 10 a 20 átomos de carbono, presentan la fórmula (alquil)2N- o alquil-NH-, -CO-N(alquil)2 o -CO-NH(alquil),
-alquil-OH o -alquil-COOH.

Los compuestos según la invención pueden, a pesar de la función lateral prolongada, unirse todavía al centro activo
de la enzima dipeptidil peptidasa IV y a enzimas análogas, pero ya no se transportan de manera activa mediante el
transportador peptídico PepT1. La transportabilidad de los compuestos de la presente invención, fuertemente limitada
o reducida que resulta de esto, conduce de manera ideal a una inhibición tópica, local, de la DP IV y enzimas análogas.

Los compuestos según la invención o compuestos relacionados según la invención pueden encontrarse o usarse
como racematos o como compuestos enantioméricos puros, preferiblemente en la forma L-threo o L-allo, con respecto
a A.

Una intervención local en la regulación de hormonas peptídicas mediante la aplicación tópica de inhibidores de
la DP IV específicos ofrece con esto la posibilidad de evitar efectos secundarios sistémicos provocados mediante la
administración enteral o parenteral de inhibidores de la DP IV, puesto que sólo tiene lugar una inhibición limitada
localmente de la actividad de la DP IV. Los procesos de regulación sistémica o procesos de regulación en otros tejidos
permanecen en su mayor parte intactos, puesto que se evita una distribución sistémica rápida de estos compuestos.

Mediante la prolongación/aumento de las modificaciones de las cadenas laterales, por ejemplo a través de índice
de átomos de carbono de siete átomos de carbono en adelante, puede obtenerse así según la invención una reducción
dramática de la transportabilidad (tabla 1). Los ejemplos en la tabla 1 muestran claramente que con tamaño espacial
creciente de las cadenas laterales disminuye la transportabilidad de las sustancias. Mediante el aumento estérico y
espacial de las cadenas laterales, por ejemplo a través de los tamaños de los grupos atómicos de un resto de aminoácido,
resto de hidroxilamina o resto de fenilo monosustituido en adelante, se puede suprimir o modular según la invención
la transportabilidad de las sustancias objetivo.

Con esto se posibilita la influencia discriminatoria de la actividad de la DP IV en organismos vivos.

Mediante la invención puede conseguirse con esto por un lado un efecto eficaz de los inhibidores en los tejidos que
han de tratarse, y por otro lado pueden evitarse en la mayoría de los casos mediante aplicación limitada localmente, o
sea tópica de inhibidores de la DP IV, efectos sistémicos de los inhibidores. Con esto se consigue una influencia carente
de efectos secundarios y eficaz, de los procesos locales fisiológicos y patofisiológicos (inflamaciones, psoriasis, artritis,
enfermedades autoinmunitarias, alergias).

La invención se apoya en los siguientes hechos:

• los inhibidores de la DP IV administrados por vía enteral o parenteral, es decir, por vía oral o por vía i.v. o por
vía subcutánea se distribuyen de manera sistémica e inhiben la DP IV y actividades análogas en organismos totales.

• Una serie de sustratos petídicos bioactivos de la DP IV están implicados contra esto en la regulación de cascadas
de señales locales (quimiostaxis, inflamaciones, neurotransmisión).

• Sorprendentemente, los inhibidores de la DP IV modificados en la cadena lateral según la invención, muestran
un elevado potencial inhibidor, sin embargo se no se absorben ni se transportan o lo hacen difícilmente, y con esto no
conducen de manera demostrable a efectos sistémicos.
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O sea la invención proporciona nuevos inhibidores de la DP IV y una forma novedosa de proceder para la aplica-
ción de los inhibidores de la DP IV in vivo. Los inhibidores correspondientes pueden adaptarse al tipo de aplicación
mediante formulaciones o modificaciones químicas. Así, por ejemplo mediante sustituciones hidrófilas voluminosas
en la cadena lateral, se evita o dificulta una distribución sistémica.

Los inhibidores pueden administrarse en preparaciones farmacéuticas y cosméticas.

La aplicación tópica comprende a este respecto la aplicación local de los inhibidores mediante aplicación directa
al tejido que ha de tratarse (por ejemplo, piel, heridas, tumores) mediante pomadas, cremas, productos cosméticos,
o aplicación indirecta mediante emplastos, vendas u otros, que contienen el efector, mediante aplicación en partes
del cuerpo (boca, nariz, oídos, ojos, pulmón) en forma de gotas, aerosoles, inhaladores u otros, mediante inyección
directa en o alrededor del tejido que ha de tratarse y mediante implantación de materiales que contienen el efector.
La aplicación tópica comprende además la aplicación oral o anal de efectores de absorción difícil o que no pueden
absorberse de la dipeptidil peptidasa IV o de secuencias análogas a DP IV para influir de manera selectiva en la DP IV
gastrointestinal.

Según la invención se utilizan especialmente compuestos, en los que los oligopéptidos presentan longitudes de
cadena de desde 3 hasta 15, especialmente preferible de desde 4 hasta 10 aminoácidos, y/o los polietilenglicoles
presentan pesos moleculares de al menos 250 g/mol, preferiblemente de al menos 1500 g/mol y hasta 15000 g/mol,
y/o los, compuestos aromáticos, ácidos, alcoholes, amidas o aminas orgánicos, sustituidos dado el caso presentan al
menos 12 átomos de carbono y preferiblemente hasta 30 átomos de carbono. Además se muestran composiciones
farmacéuticas y cosméticas, que contienen al menos un compuesto según la invención dado el caso en combinación
con vehículos o adyuvantes en sí habituales.

Las composiciones farmacéuticas o cosméticas o compuestos según la invención o pueden utilizarse para influir
de manera tópica en la actividad de la dipeptidilpeptidasa IV o de enzimas análogas, especialmente para profilaxis
o terapia de enfermedades de la piel o la mucosa, enfermedades autoinmunitarias e inflamaciones como por ejemplo
psoriasis, alergias, artritis, tumores o enfermedades autoinmunitarias.

Los compuestos y composiciones farmacéuticas o cosméticas pueden formularse y utilizarse como pomada, crema,
producto cosmético, emplasto, venda, gotas, aerosol, inhalador, implante o disolución de inyección.

Se conocen en sí los adyuvantes utilizados según la invención.

O sea la invención se refiere a la aplicación tópica de efectores de la dipeptidil peptidasa IV así como de actividades
enzimáticas análogas a DP IV y de proteínas similares a DP IV. La aplicación tópica permite una modulación local de
las actividades de las enzimas altamente específicas mencionadas anteriormente, que participan en la inactivación y
activación de péptidos biológicamente activos (quimiocina, sustancia P, VIP, PHM, PACAP, factores de crecimiento,
entre otros). Por ello es posible una intervención acertada en procesos inmunológicos locales (quimiotaxis, procesos
de inflamación, enfermedades autoinmunitarias) y un tratamiento eficaz y acertado de procesos fisiológicos y patofi-
siológicos asociados a ellos (psoriasis, parodontitis, artritis, alergias, inflamaciones. La invención posibilita una fácil
aplicabilidad de los inhibidores en altas concentraciones locales.

Mediante la baja carga sistémica con los efectores correspondientes se evita una influencia del sistema de la incre-
tina así como de la respuesta inmunitaria sistémica.

Ejemplos de realización

Ejemplo 1

Acción de glutamiltiazolidinas modificadas en las cadenas laterales como inhibidores de la DP IV que pueden trans-
portarse difícilmente

Se sintetizaron glutamiltiazolidinas modificadas en la cadenas laterales de la estructura H-Glu(X)-Thia, usándose
como X polietilenglicol o oligómeros de glicina de diferentes longitudes de cadena (descripción de la síntesis véase el
método A). A partir de estos derivados, se analizaron las propiedades de enlace en y la transportabilidad mediante los
transportadores peptídicos PepT1 así como se determinaron los valores de Ki frente a DP IV (tabla 1).

Sorprendentemente pudo comprobarse que las modificaciones en las cadenas laterales modifican sólo a pequeña
escala las propiedades de enlace en el compuesto. Por el contrario, la transportabilidad de los inhibidores mediante los
transportadores peptídico se reduce drásticamente mediante la modificación en las cadenas laterales.

Por ello, estos inhibidores de la DP IV son extraordinariamente adecuados, para conseguir una inhibición (tópica)
limitada de manera local de la DP IV en el organismo.
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TABLA 1

Transportabilidad y constantes de inhibidor de los inhibidores de la DP IV seleccionados

Ejemplo 2

Efecto de inhibidores de la DP IV aplicados por vía oral sobre la actividad de la DPIV del suero

Se analizó la inhibición de la DP IV plasmática (acción sistémica) tras la aplicación oral de inhibidores de la DP
IV modificados en las cadenas laterales (5 µM/300 mg de rata) en comparación con inhibidores no modificados en
ratas Wistar sanas.
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Aunque los inhibidores tienen aproximadamente los mismos valores de Ki frente a DP IV (tabla 1), la DP IV
plasmática se inhibe de manera clara más lentamente y en total considerablemente menos mediante los inhibidores
modificados en las cadenas laterales novedosos. Es decir, que estos inhibidores se absorben de manera claramente peor
o prácticamente nada en el intestino. Especialmente en el caso de la Glu(Gly)5-Thia no es detectable ninguna acción
sistémica del los principio activo aplicado por vía oral.

Por ello estos inhibidores pueden funcionar como estructura guía para la síntesis de inhibidores novedosos de la
DP IV que pueden aplicarse por vía tópica sin acción sistémica.

Ejemplo 3

Síntesis de inhibidores de la DP IV modificados en las cadenas laterales

3.1 Síntesis de Boc-Glu-Thia

Reacción de Boc-Glu(OMe)-OH con Thia*HCl según el método B (métodos véase el apartado 3.4), saponificación
de Boc-Glu(OMe)-Thia según el método G.

TABLA 2

Datos analíticos de Boc-Glu-Thia

3.2 Boc-glutamiltiazolidina modificada en las cadenas laterales

Se modificó Boc-Glu-Thia en la función de ácido γ-carboxílico mediante la introducción de diferentes restos
más grandes. Se acoplaron estos restos a través de su grupo amino mediante la formación de un enlace amida en
la función del ácido γ-carboxílico. A este respecto, según el resto se utilizaron diferentes procedimientos de aco-
plamiento.
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Se unieron los siguientes componentes amino a Boc-Glu-Thia con los métodos indicados:

La purificación del producto de reacción retirado en 2 se encuentra dentro de la descripción de la síntesis general.

Boc-Glu(Gly5)-Thia

El producto precipita ya en la mezcla básica con agitación durante la noche, se separa por filtración a continuación
y se lava con HCl 0,1 n y agua abundante. Después de esto se seca sobre P4O10 a vacío.

Boc-Glu(PEG)-Thia

De manera diferente de las especificaciones generales, se disuelven las sustancias de partida de la síntesis en un
exceso de 500 veces en DMF. Tras el final de la reacción, se elimina completamente el DMF a vacío y se disuelve el
residuo en mucho metanol. Tras cubrir con una capa de éter, precipita el producto junto con PEG que no ha reacciona-
do. La purificación fina tuvo lugar mediante la separación por HPLC preparativa en una columna de filtración en gel
(Pharmazia, Sephadex G-25, 90 µm, 260 mm -100 mm). Condiciones de separación: eluyente: agua, flujo: 5 ml/min,
λ = 220 nm.

TABLA 3

Datos de la síntesis de Boc-glutamiltiazolidina modificada en las cadenas laterales
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3.3 Glutamiltiazolidina modificada en las cadenas laterales

Se separaron los grupos protectores Boc N terminales según el método F de los compuestos descritos en la tabla
3. Se purificaron las sustancias modificadas con derivados de Gly mediante separación por HPLC preparativa, y se
encuentran como trifluoroacetato. Se purificó H-glu(PEG)-Thia en una columna de filtración en gel como el precursor
protegido Boc.

(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 4

Datos de síntesis de la glutamiltiazolidina modificada en las cadenas laterales
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3.4 Especificaciones de síntesis general

Método A

Unión del enlace peptídico por medio de métodos de mezclado anhidro con CAIBE como reactivo de activación

Se disuelven 10 mmol de péptido o aminoácido protegido en el N terminal en 20 ml de THF puro. Se enfría la
disolución se enfría hasta -15ºC ± 2ºC. Sucesivamente se añaden con agitación 10 mmol de N-MM y 10 mmol de
éster isobutílico del ácido clorofórmico, observándose rigurosamente el mantenimiento del intervalo de temperatura
indicado. Tras aproximadamente 6 minutos se añaden 10 mmol del componente amino. Si en el caso del componente
amino se trata de una sal, entonces se mezcla posteriormente la mezcla básica de reacción con 10 mmol de N-MM
adicionales. Después se agita la mezcla de reacción durante 2 h en frío y durante la noche a TA.

Se hace girar la mezcla básica de reacción, se absorbe en EE, se lava con una disolución de KH2SO4 al 5%, una
disolución de NaHCO3 saturada y una disolución de NaCl saturada y se seca sobre NaSO4. Tras la eliminación del
disolvente a vacío, se recristaliza el compuesto con EE/pentano.

Método B

Unión del enlace peptídico por medio de métodos de mezclado anhídro con cloruro de ácido pivalínico como
reactivo de la activación

Se disuelven 10 mmol de péptido o aminoácido protegido en el N terminal, en 20 ml de THF puro. Se enfría la
disolución hasta 0ºC. Se añaden con agitación uno tras otro 10 mmol de N-MM y 10 mmol del cloruro del ácido piva-
línico, observándose rigurosamente el mantenimiento del intervalo de temperatura indicado. Tras aproximadamente 6
min., se enfría la mezcla básica hasta -15ºC y se añaden 10 mmol del componente amino tras conseguir la temperatura
baja. Si en el caso del componente amino se trata de una sal, entonces se mezcla posteriormente la mezcla básica de
reacción con 10 mmol de N-MM adicionales. Después se agita la mezcla de reacción durante 2 h en frío y durante la
noche a TA. El reacondicionamiento adicional tiene lugar tal como en el método A.

Método C

Unión del enlace peptídico con TBTU como reactivo de activación

Se disuelven 10 mmol de péptido o aminoácido protegido en el N terminal y 10 mmol de componente amino
protegido en el C terminal en 20 ml de DMF puro. Se enfría la disolución hasta 0ºC. Se añaden uno tras otro con
agitación 10 mmol de DIPEA y 10 mmol de TBTU. Se agita la mezcla básica durante 1 hora a 0ºC y posteriormente
durante la noche a TA. Se elimina completamente el DMF a vacío y se reacondiciona el producto tal como se describe
en el método A.

Método D

Preparación de un éster activo (éster de N-hidroxisuccinimida)

Se disuelven 10 mmol de péptido o aminoácido protegido en N terminal y 10 mmol de N-hidroxisuccinimida en 20
ml de THF puro. La disolución se enfría hasta 0ºC, y se añaden con agitación 10 mmol de diciclohexilcarbodiimida.
Se agita la mezcla básica de reacción durante 2 h adicionales a 0ºC y posteriormente a TA durante la noche. Se separa
por filtración la N,N’-diciclohexilurea producida, se elimina el disolvente a vacío y se recristaliza el producto con
EE/pentano que permanece.

Método E

Unión del enlace amida con el éster de N-hidroxisuccinimida

Se colocan previamente 10 mmol de los componentes amino no protegidos en el C terminal en una disolución de
NaHCO3 (20 mmol en 20 ml de agua). Se le añade gota a gota a esta disolución a TA con agitación lenta, 10 mmol
del éster de N-hidroxisuccinimida protegido en el N terminal disuelto en 10 ml de dioxano. Se agita durante la noche
adicionalmente la mezcla básica de la reacción y posteriormente se elimina el disolvente a vacío.

El reacondicionamiento adicional tiene lugar tal como en el método A.

Método F

Separación del grupo protector Boc

Se mezcla 1 mmol de péptido, aminoácido tiazolidina o pirrolidina protegido con Boc, con 3 ml de ácido acéti-
co/HCl 1,1 n (método F1) o 3 ml de dioxano/HCl 1,1 n (método F2) o 3 ml de TFA al 50% en DCM (método F3). Se
observa la separación a TA por medio de DC. Tras la terminación de la reacción (aproximadamente 2 h) se precipita
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el compuesto como clorhidrato con dietil éter puro, se extrae y se seca sobre P4O10 a vacío. Se recristaliza o se vuelve
a precipitar el producto en metanol/éter.

Método G

Saponificación

Se disuelve 1 mmol de éster metílico de péptido en 10 ml de acetona y 1 ml de disolución de NaOH 0,1 M y se agita
a TA. Se observa el desarrollo de la saponificación por medio de DC. Tras la terminación de la reacción se elimina
la acetona a vacío. Se acidifica la solución acuosa que permanece con una disolución de KH2SO4 concentrada hasta
alcanzar un valor de pH de 2-3. A continuación se extrae el producto múltiples veces con EE y se lava las fracciones
del éster del ácido acético combinadas con disolución de NaCl saturada, se seca sobre NaSO4 y se elimina el disolvente
a vacío. La cristalización tiene lugar con EE/pentano.

Figura 1

Se representa el desarrollo temporal de la inhibición porcentual de la actividad de la DP IV en plasma tras la
aplicación oral de 5 µmol de inhibidor por 300 g de rata(n = 2).
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de fórmula general

A
|

B

– C

siendo A un aminoácido con al menos un grupo funcional en la cadena lateral,

siendo B un compuesto químico, que está unido covalentemente a al menos un grupo funcional de la cadena lateral
de A, concretamente

- oligopéptidos con una longitud de cadena de hasta 20 aminoácidos, excepto homopolímeros de glicina de
hasta 6 monómeros de glicina o

- polietilenglicoles con peso molecular de hasta 20000 g/mol,

siendo C un grupo tiazolidina, pirrolidina, cianopirrolidina, hidroxiprolina, deshidroprolina o piperidina, que forma
con A un enlace amida.

2. Compuesto según la reivindicación 1, caracterizado porque A es un α-aminoácido.

3. Compuesto según una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque A es un α-aminoácido natural.

4. Compuesto según una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el aminoácido es treonina, tiro-
sina, serina, arginina, lisina, ácido aspártico, ácido glutámico o cisteína.

5. Compuesto según una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque los oligopéptidos presentan
longitudes de cadena de desde 3 hasta 15 aminoácidos.

6. Compuesto según una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque los oligopéptidos son homopo-
límeros, copolímeros o copolímeros en bloque.

7. Compuesto según una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque los polietilenglicoles presentan
pesos moleculares de al menos 250 g/mol.

8. Compuesto según una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque C es un grupo tiazolidina, pirro-
lidina o cianopirrolidina.

9. Composición farmacéutica, que contiene un compuesto según una de las reivindicaciones anteriores dado el caso
en combinación con vehículos o adyuvantes en sí habituales.

10. Composición cosmética, que contiene un compuesto según una de las reivindicaciones 1 a 8 dado el caso en
combinación con vehículos o adyuvantes en sí habituales.

11. Uso de al menos un compuesto según una de las reivindicaciones 1 a 8 para la producción de un fármaco para
influir por vía tópica la actividad de la dipeptidil-peptidasa IV o de las enzimas análogas.

12. Uso de al menos un compuesto según una de las reivindicaciones 1 a 8 para la producción de un fármaco para
la profilaxis o tratamiento de enfermedades de la piel o de la mucosa, enfermedades autoinmunitarias e inflamaciones.

13. Uso de al menos un compuesto según una de las reivindicaciones 1 a 8 para la producción de un fármaco para
la profilaxis o tratamiento de inflamaciones, psoriasis, alergias, artritis, tumores o enfermedades autoinmunitarias.

14. Uso de al menos un compuesto o composición farmacéutica o cosmética según una de las reivindicaciones 1 a
10, en pomada, crema, producto cosmético, parche, venda, gotas, pulverizador, inhalador, implante o disolución para
inyección.
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