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Introduccion

1.1. Introduccion:

1.1.1. Resistencia bacteriana: un problema de salud publica

Los antibidticos (AB) han sido la herramienta mas importante usada en la practica clinica
para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Sin embargo, el uso generalizado de
AB ha llevado a una presion selectiva de cepas bacterianas resistentes (bacterias con
capacidad para resistir a los efectos de los AB) amenazando la eficacia de estos
farmacos. La resistencia bacteriana a los AB ha aumentado en los ultimos afios a un
ritmo alarmante resultando en una emergencia de seguridad sanitaria a nivel mundial.
Como consecuencia los regimenes de tratamiento de las enfermedades infecciosas
actuales no son eficaces, provocando estancias hospitalarias prolongadas, incremento

de los costos médicos y aumento de la mortalidad®-2.

La resistencia a los AB puede ocurrir como un proceso de seleccién natural de la
evolucién y genética bacteriana, dado que las bacterias como todo ser vivo, exhibe
mecanismos bioldgicos que les permiten adecuarse a los cambios ambientales. No
obstante, existen algunos factores que contribuyen al aumento de la expresiéon y
diseminacion de esta caracteristica intrinseca. El uso indiscriminado e irresponsable de
AB tanto con fines terapéuticos como profilacticos en industrias agricolas y ganaderas
ha sido la principal causa del aumento de cepas bacterianas resistentes. El uso cada vez
mayor de AB en la alimentacion de animales de granja como promotores del
crecimiento, ha aumentado la resistencia a los AB, por lo que la cadena alimenticia
puede considerarse como la principal via de transmisién de bacterias resistentes entre

poblaciones animales y humanas 4,

1.1.2.  Antibidticos B-lactamicos

El desarrollo de los antibidticos 3-lactamicos (APL) surgidé dado el éxito que se observo
en el tratamiento de enfermedades infecciosas con la incorporacién del uso clinico de la
Penicilina. Hoy a mas de 70 anos del primer betalactamico, esta familia de farmacos son
los antibidticos mas prescritos tanto en atencidon primaria como hospitalaria®. La
caracteristica estructural comun en los ABL es la presencia de un anillo B-lactama de 4

miembros altamente reactivo y un grupo acido carboxilico, ver Figura 1.
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Figura 1. Estructura quimica de las cuatro clases de antibidticos betalactamicos: Penicilinas,
Cefalosporinas, Carbapenemos y Monobactamas. El anillo B-lactama se representa en azul y los
grupos acido carboxilico y dcido sulfonico en rojo.

En la actualidad hay cuatro clases principales de ABL que se utilizan en clinica, y se
dividen segun su estructura quimica, Figura 1. Las penicilinas presentan el anillo B-
lactdmico unido a un anillo tiazolidina de cinco miembros. Las cefalosporinas tienen un
anillo de dihidrotiazina de seis miembros fusionado al anillo B-lactama. Los derivados de
la cefalosporina con diversos sustituyentes en Ry R? en la posicién C3 y C9, se clasifican
en cinco generaciones segun su actividad antimicrobiana®. Los carbapenemos son la
ultima generacion de ABLy presentan el anillo B-lactamico fusionado a un anillo de cinco
miembros sin heterodtomos y con un doble enlace en C2-C3. Son compuestos de gran
relevancia clinica dado que cubren un amplio espectro bacteriano, presentan buena
tolerancia y baja resistencia comparado con penicilinas y cefalosporinas. Por estos
motivos, los carbapenemos se reservan como tratamientos de ultimo recurso para
infecciones bacterianas resistentes’. En cuanto a los compuestos monocilicos
monobactamas, el anillo B-lactamico estd N-sustituido por un acido sulfénico y en la

clinica se usa sélo el derivado aztreonam??.
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e Mecanismo de accion de AfL y Mecanismos de resistencia bacteriana

La actividad antibacteriana de los ABL tiene su efecto al inhibir la enzima llamada
proteina de anclaje a penicilinas (PBP por su sigla en inglés) la cual es una transpeptidasa
implicada en la sintesis de la pared celular bacteriana, Figura 2-A. La pared celular esta
compuesta por unidades alternadas de acido N-acetilmurdmico (NAM) y N-
acetilglucosamina (NAG). Un pentapeptido se une a cada unidad NAM, y la reticulacién
de dos pentapéptidos D-alanina-D-alanina NAM catalizada por la enzima PBP le confiere
rigidez a la pared celular. La similitud del resto D-alanina-D-alanina del pentapéptido
NAM con los grupos amida del anillo B-lactdmico y el carboxilato adyacente que imitan
el enlace peptidico y el carboxilato terminal de D-alanina-D-alanina respectivamente,
hace que el residuo serina nucleofilico de las PBP reconozca erréneamente como bloque
de construccidn el anillo B-lactama. Esto produce la acilacidn irreversible de la enzima,
(Figura 2-C), por lo cual no puede catalizar mas reacciones de transpeptidacion y causa

la lisis celular® 1112,
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Figura 2. Representacion esquematica de la membrana bacteriana de Gram (-), incluyendo la
interaccion de antibidticos B-lactdmicos y B-lactamasas®. A: Las PBPs con actividad
transpeptidasa estdn involucradas en la biosintesis de la pared celular catalizando la reticulaciéon
de péptidos adyacentes en la porcidn terminal D-Ala-D-Ala. B: Los B-Lactamicos entran en el
espacio peripldsmico a través de porinas. C: Los B-lactdmicos inhiben covalentemente las
transpeptidasas imitando los sustratos, pero dando lugar a un aducto de éster covalente
inhibitorio de larga duracién. D: Las P-lactamasas se exportan al periplasma e hidrolizan
cataliticamente los antibidticos B-lactdmicos a productos que ya no inhiben las transpeptidasas.
E: Las bacterias también pueden evitar la accién de los antibidticos transportandolos
activamente al medio ambiente externo a través de bombas de eflujo

Las bacterias han desarrollado tres mecanismos distintos de resistencia a los ABL®®3:
-1) Modificacién del sitio activo de las PBPs como disminucion o pérdida de la afinidad*
dificultando la unidn de estas enzimas a los ABL lo que disminuye su actividad.

-2) Bombas de eflujo: son capaces de exportar una amplia gama de sustratos desde el
periplasma al entorno circundante, Figura 2-E. Estas bombas son importantes en la
resistencia intrinseca a multiples farmacos incluidos los ABL de muchos patégenos
gramnegativos (Gram (-))%.

-3) Produccion de enzimas 3-lactamasas: es el principal mecanismo de resistencia frente
a los APBL, especialmente en Gram (-), aunque también pueden producirlas

grampositivos y anaerobios, Figura 2-D.

| 6
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1.1.3 B-lactamasas clasificacion

Las B-lactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo B-lactdmico inactivando el farmaco
antes de su unidén con las PBP. La produccidn de estas enzimas puede estar mediada por
pldsmidos o puede estar cromosdémicamente codificada. Segun la clasificacién
molecular de Ambler en base a los residuos de aminoacidos presentes en el sitio activo,
las B-lactamasas se dividen en cuatro clases (A, B, Cy D), Figura 3. Las enzimas de clase
A, Cy D se denominan serina-B-lactamasas (SPL) debido a que presentan un residuo
serina nucleofilico en su sitio activo. Las B-lactamasas de clase B son las metalo-B-
lactamasas (ML) que abarca un grupo heterogéneo de enzimas dependientes de uno o

dos iones zinc en el sitio activo®®.

B-lactamasas

Segln su sitio activo

[Serino B-Iactamasas) Metalo B-lactamasas

\

* espectro reducido *cefalosporinasas *enzimas tipo OXA *subclase B1

ej: SHV-1, TEM-1, TEM-2 ej: AmpC, P99, ACT-1 ej: OXA-11, OXA-15 ej: VIM-1, IMP-1, NDM-1
* amplio espectro FOX-1, MIR-1 OXA-23, OXA-48 *subclase B2

ej: SHV-2, VEB-1 ej: Sth-1

*serino carbapenemasas *subclase B3

ej: KPC-1, SME-1 ej: L1

Figura 3. Sistema de clasificacion de Ambler de B-lactamasas.

1.1.4. Metalo-B-lactamasas (MfLs)

Las enzimas MpLs se dividen a su vez en tres subclases B1, B2 y B3, las cuales se
diferencian no sélo en su alto grado de diversidad de secuencias aminoacidicas, sino
también en el nimero de iones zinc (Zn*?) y los aminodcidos que coordinan con dichos
iones en el sitio activo. Cada subclase posee ademas varios tipos diferentes de enzimas
con una variante de al menos un 30% en la diversidad de aminodcidos. Todas las MBLs

tienen como caracteristico en su estructura un sandwich af/Ba, con dos laminas
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centrales de B y cinco hélices de a expuestas al solvente. El centro metdlico en el sitio

activo estd ubicado en una ranura delimitada por la interfaz de dos dominios, Figura 4'7.

B1 B2 B3
NDM-1, IMP-1, VIM-2, Bell Sfh-I, CphA L1, GOB-18, FEZ-1

) 9
N o
% ;

(a)

« 0\
‘ N
y
£ AV, A
97
(B) His11g His118 His118
Xsmﬂ \, Asp120 Site 1 N\ Asp120 Site 1 ' Asp120
={ site2 ~{ site2 Zn1 Site 2
201 o N 7n2 Zn2 :
e R
Wat1 I Wat1, Wat2 His116 m“ His121
\ "0 W '

i Asnf1 o Zn2f
Hig118 ( flis263 snt16 \ Hi€26 %j - ZQ

IS, \.
His198/  cysoot His196f Cys221 His196

Figura 4. Representacion de las estructuras de las tres subclases de MfLs*: B1 NDM-1 (PDB
3spu), B2 Sfh-1 (PDB 3sd9) y B3 L1 (PDB 1sml). a) Estructuras proteicas generales. Los bucles y
las hélices implicadas en las interacciones del sustrato. b) Sitios activos. Los iones Zn(ll) se
muestran como esferas grises y las moléculas de agua/OH como esferas rojas. Las interacciones
Zn(ll) se muestran como lineas discontinuas y los ligandos metalicos se muestran en color gris.
Para la enzima B2 Sfh-I, se muestra la forma activa mono-Zn(ll).

La subclase B1 presenta en el sitio activo dos iones Zn*? (Zn1y Zn2) posicionados en el
borde externo del sandwich af3/Ba. El primer ion Zn1 esta unido al sitio activo a través
de una geometria tetraédrica con tres residuos de histidinas (His116, His118 y His196) y
una molécula de agua (WAT1), mientras que Zn2 esta unido al sitio activo mediante una
geometria bipiramidal trigonal con la misma molécula de agua (WAT1), los aminodcidos
Asp120, Cys221y His263 y una molécula de agua adicional (WAT2)*. La cavidad del sitio
activo esta rodeada por dos bucles funcionalmente importantes llamados L3 y L10. L3
es un bucle mévil y se ha comprobado que ejerce diversos papeles en la unién al sustrato

y la catdlisis a través de interacciones hidrofébicas dependientes de enzimas!®2°,

La subclase B2, se caracteriza por tener en el sitio activo sélo un ion Zn*? (Zn2). El ion

Zn2 esta coordinado en el sitio activo a tres residuos de aminoacidos Asp120, Cys221 e

| 8
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His263 y una molécula de agua, en una geometria tetraédrica’®. Otra caracteristica de
B2 es la sustitucion del bucle flexible L3 por una hélice a alargada (a3) que forma una
pared hidrofdbica al proporcionar interacciones hidrofébicas que se cierran sobre el
surco del sitio activo??2, Esta orientacion de a3 limita la accesibilidad de sustratos
voluminosos y se ha propuesto como responsable de su afinidad limitada de

sustratos2122:23,

La subclase B3 tiene una estructura similar a la subclase B1, con dos iones Zn+2 en su
sitio activo (Znl y Zn2). El ion Znl también estd unido por una geometria tetraédrica
con tres residuos histidinas (His116, His118, His196) y WAT1. El ion Zn2 sin embargo esta
coordinado a los aminodcidos Asp120, His263 y His121 (en lugar de Cys221 en B1)
ademds de WAT1 Y WAT2 en una geometria bipiramidal trigonal distorsionada®. La
cavidad del sitio activo esta delimitada por dos bucles mdviles llamados 1y 2 los cuales

también intervienen en el reconocimiento del sustrato?*.

La flexibilidad de los bucles méviles que delimitan los sitios activos en las enzimas Bl y
B3 les otorga plasticidad a los sitios activos de las Mpls facilitando la unién y la hidrdlisis

de diferentes sustratos y la adaptacion a diferentes desafios evolutivos.

Las MBLs de subclase B1 abarcan el mayor numero de miembros clinicamente
relevantes, incluyendo VIMs (ML codificado con integrina de Verona), IMPs
(imipenemasa) y NDMs (MBL de Nueva Delhi), entre otros®. Las enzimas de tipo IMPs
gue presentan una amplia especificidad por cefalosporinas y carbapenemos, se
detectaron a finales de la década de 1980 en Japdn y desde entonces se ha diseminado
en todo el mundo en Enterobacterias y en bacterias Gram (-) como P. aeruginosa y
Acinetobacter spp, Figura 5. Se han descrito mas de 20 diferentes alotipos de IMP,
pertenecientes a diversos sublinajes y aunque la diversidad alotipica puede tener

implicancias funcionales no parecen tener implicaciones clinicas considerables?>.
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Figura 5. Distribucién mundial de diferentes tipos de MBL*

Las enzimas de tipo VIM qgue muestran mayor afinidad por carbapenemos, fueron
descubiertas en Europa a finales de la década de 1990 y también se ha reportado una
amplia distribucion geografica, Figura 5. Al igual que las enzimas IMP, se conocen de
estas enzimas mas de 20 diferentes alotipos pertenecientes a tres sublinajes. Las VIM se
detectaron en P. aeruginosa, en especies Gram (-) no fermentadoras, y en
enterobacterias por lo que se han convertido en un problema importante en algunos
habitats. La enzima NDM-1 es una de las ultimas M[Ls adquiridas y su gran tendencia a
la diseminacidn a nivel mundial es de gran preocupacion. Fue detectada por primera vez
en 2008 en Suecia en una cepa de Klebsiella pneumoniae aislada de un paciente que
regresaba de India, donde NDM-1 esta muy extendida en enterobacterias®®. Otras MpLs
adquiridas como SIM-1, GIM-1, AIM-1 y DIM-1 presentan una menor tasa de

diseminacién y un menor impacto clinico que NDM-114,

1.1.4.1  Mecanismo hidrolitico de MPLs

Las MPLs catalizan la hidrdlisis irreversible del anillo B-lactamico, los iones Zn(ll) que se
encuentran en el sitio activo son claves en el mecanismo de reaccién. En las subclases
B1y B3 que son enzimas con dos iones zinc, se ha propuesto que el Zn1 cumple con una
funcidn similar a otras hidrolasas Zn(ll) (como la glioxalasa 11>’ o la anhidrasa carbénica?®)

disminuyendo el pKa de una molécula de agua generando un grupo hidroxilo en el sitio
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activo que actiia como nucleéfilo?®3°. Sin embargo, en la subclase B2 dénde Zn1 estd
ausente, el Zn2 que es la Unica caracteristica estructural preservada en las MpLs
desempeiia un papel esencial en el posicionamiento y estabilizacién de diferentes

especies durante la reaccidn.

Se han realizado numerosos estudios del mecanismo de hidrdlisis de antibidticos
betalactdmicos por parte de las MBLs y se ha logrado proponer un mecanismo comun
para las enzimas di-zinc (subclase B1 relevante a nivel clinico), el cual se describe en la

Figura 63132,

E s i
: R ; R |
i 1 1 '

- ! | N !
I - 0 !
! 02\C ,’I 5 v _His Oz\c\: I'I 5 .. _~His:
i S ! T Zny—H;i L0~ Zn
: ~ 1 1—His I Ny—His:
» R D e
RN N \ = His (I His !
| ' (\3‘ 0/° r11-a€ 0P !
E Oz\c\: /I s —His \A( / \( IA .
: | 0~ Zni—His SP120 s o o Asp1a :
! Jeny o \ 1 :
! I 5 His RN NH :
: O +[S \ ;
' \A( ES & 029 . _His '
: S \ — ]
. Pz 9z :
f = =
I < H A
| P Lo M :
: !

Figura 6: Mecanismo propuesto para la hidrdlisis de cefalosporinas por enzimas di-Zinc de la
subclase B1. Sustrato (S), Enzima (E), Complejo Enzima-Sustrato (ES), Intermedio tetraédrico de
alta energia (IT-AE), Intermedio anidnico (IA), Complejo Enzima-Producto (EP), Producto (P)

Luego de la union del sustrato (S) al sitio activo de la enzima (E), donde el sustrato se
une a través de la interaccidn del oxigeno carbonilico del anillo de B-lactama con Znly
el grupo carboxilo en el anillo fusionado con Zn2(ES). El residuo Asp120 desprotonado
en la enzima orienta la molécula de agua/hidréxido estabilizado por Zn1y Zn2 para que
ataque el carbonilo del anillo B-lactama, formando una especie tetraédrica de alta
energia (IT-AE). Este intermedio inmediatamente sufre la apertura del anillo
betalactama por escisiéon del enlace amida, generando un intermedio anidnico (lA).
Estos intermedios estdn unidos al sitio activo por interacciones electrostaticas y carecen

de carbono tetraédrico, ya que se ha producido la escisidon del enlace C-N en el anillo B-
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lactamico. La carga negativa se estabiliza por una fuerte interaccion con Zn2 y se
deslocaliza dentro de la estructura del antibiético hidrolizado. La posterior protonacion
de estas especies (paso limitante) da lugar a la formacion del complejo enzima-producto

(EP), con la liberacién final del producto y la recuperacién de la enzima libre.

1.1.5. Inhibidores de MLs

Las variantes clinicas de MBLs aumentan dia a dia y segun la base de datos Beta
Lactamase Data Base (BLDB)33 las enzimas VIM, NDM, IMP y GOB han reportado entre
69, 29, 85 y 21 variantes. Sin embargo, actualmente no hay inhibidores disponibles
contra estas enzimas en uso clinico a pesar de los esfuerzos y la gran variedad de

estrategias que se han desplegado en el disefio y la busqueda de inhibidores eficaces.

Ninguno de los inhibidores aprobados y aplicados clinicamente contra las Serina -
lactamasas (SBL) como el acido clavulanico, el tazobactam y el sulbactam son eficaces
en las MPLs, esto se debe principalmente a las diferencias entre los mecanismos
cataliticos y la naturaleza de las especies intermedias que se acumulan en los sitios
activos. Por lo tanto, el conocimiento adquirido en la inhibicién de SBLs no es aplicable
ala hora de disefiar inhibidores de MBLs. La secuencia y diversidad estructural en el sitio
activo de estas enzimas que implica diferentes topologias, el nUmero de iones metalicos
y los bucles adyacentes de unién al sustrato, son factores que dificultan el disefio

racional de inhibidores.

Existen muchas revisiones sobre los inhibidores de MPLs en literatura basandose en
distintas perspectivas, como por ejemplo agrupando los inhibidores segiun los
farmacdéforos®* o segin los mecanismos de inhibicidn3>3¢, En este capitulo vamos a
abordar la clasificacién reportada recientemente por Palacios et al.'® que agrupé los
inhibidores segln sus estructuras quimicas y su analogia con las diferentes especies
formadas durante el mecanismo catalitico, como por ejemplo estructuras que imitan al
sustrato (S), o intermedio tetraédrico del estado de transicion (IT), o intermedios

anidnicos estables (IA) o complejos enzima: sustrato (EP).
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Inhibidores andlogos al sustrato (S)

Introduccion

Debido a que las MBLs son enzimas de amplio espectro que unen a la mayoria de los

ABL, se pueden disefiar inhibidores que imiten a los ABL que son sustratos de estas

enzimas. En literatura se han adoptado diferentes enfoques para disefiar inhibidores

gue imitan a los sustratos biciclicos de las penicilinas, cefalosporinas y carbapenemos,

Figura 7.
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Figura 7. Inhibidores biciclicos andlogos al sustrato
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El mercaptocarboxilato S-1 fue el primer inhibidor descripto, el cual contiene una amida

lineal, el carboxilato y un motivo aromatico que imita la cadena R! presente en
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bencilpenicilina, ademds de un grupo tiol libre3’. También se han descripto varios
compuestos que incluyen la adicion de diferentes grupos al nucleo biciclico de B-
lactamas. El compuesto J-110.441 S-2 que contiene un grupo benzotiofeno en C2, fue
identificado de una biblioteca de derivados de 1-B-metilcarbapenem y presenté muy
buenos valores de Ki en ML de subclase B1 y B23%. El compuesto S-3 fue preparado
usando la estructura base de cefalosporinas remplazando el N-H en C7 por N-OH,
formando un hidroxamato inverso que puede unirse a los iones Zn (ll) en el sitio activo,
presentando un bajo valor de ICso frente a enzimas B13°. El derivado de penicilamina S-
4 fue diseflado como un inhibidor dual, incluyendo modificaciones que generan un
complejo estable acil-enzima apuntado a la inhibicién de SBL y un grupo tiol para que
interaccione con las MfLs. El derivado 8-tioxocefalosporina S-5a presenta una muy mala
actividad frente a Bcll (Ki=720mM), sin embargo, el tioacido S-5b que es su producto de
hidrdlisis resultdé ser mejor inhibidor en Bcll (Ki = 96 uM)*. La mono-tioxo-
piperazinadiona S-5c¢ inhibe el Bcll con una mayor potencia adn (Ki = 29 uM)3°. Otros
inhibidores que basaron su disefio en la estructura de penicilina son los derivados
bistiazolidinas descriptos por nuestro grupo L-CS319 S-6a y D-CS319 S-6b*'42. Estos
inhibidores lograron inhibir las tres subclases de MpLs, se ampliara sobre ellos en el

capitulo 4.
Inhibidores andlogos del estado de transicion (ET)

Los analogos del estado transicion generalmente son inhibidores que se espera sean
mas eficaces ya que se unen mejor a la enzima que los propios sustratos. En las ML el
estado de transicion implica la preformacion de un carbono tetraédrico (sp3) generado
después del ataque nucleofilico y antes de la escision del enlace amida, que da lugar a
la formacion de un intermedio tetraédrico estable. Por lo tanto, a la hora de disefar

estos analogos se intenta imitar un dtomo tetraédrico en esta posicién, Figura 8.
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Figura 8. Inhibidores analogos al estado de transicion

El grupo fosfonato, debido a la geometria tetraédrica del atomo de fosforo, ha sido
utilizado para preparar inhibidores analogos al estado de transicién, ET-1%3, ET-2% y ET-
3%, Recientemente el Boro ha sido propuesto para preparar este tipo de analogos, ya
que tiene la capacidad de imitar el C sp? del grupo carbonilo o el C sp? generado en las
especies tetraédricas. La hibridacién del boro se puede ajustar dependiendo del pK, de
la molécula. El boro puede adoptar una hibridacion plana sp? en forma de dcido bordnico
o éster trigonal, o adoptar una geometria tetraédrico sp®> como es el caso del anién
boronato, con la carga negativa sobre el &tomo de Boro. Ademas, los enlaces B-O y C-O
poseen longitudes similares, asi como la de los enlaces B-C y C-C, lo cual favorece su
acciéon como analogos. Algunos boronatos ciclicos activos frente a MBL y SBL descriptos
como inhibidores duales son Taniborbactam ET-4%¢, ET-5* y QPX7728 ET-6*¢. El
Taniborbactam y QPX7728 resultaron ser muy buenos inhibidores de las enzimas ML
de subclase B1 y en este momento son los unicos inhibidores de MBL que se encuentran

en ensayos clinicos de fase 3 y fase 1, respectivamente
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Inhibidores andlogos al intermedio anidnico/producto de hidrdlisis (IP)

Tanto en el producto de hidrdlisis (P) como el intermedio anidnico (IA), Figura 6, que se
forma luego que el enlace B-lactamico es escindido, la unién de los grupos carboxilatos
a los iones Zn(ll) forman una interaccion estable y conservada con la enzima en los
complejos enzima-producto (EP) o enzima-intermedio (EIA) . La carga negativa en
intermedios (lA) se posiciona de manera diferente segun el sustrato. En los derivados de
penicilina, se cree que la carga negativa se localiza en el nitrégeno, mientras que en los
intermedios de cefalosporinas o carbapenemos se deslocaliza a través de un doble
enlace en el anillo que estaba fusionado a la B-lactama, Figura 9. Una estrategia en la
busqueda de inhibidores de MBLs ha sido disefiar y proponer moléculas conocidas que

imiten al intermedio de reaccién o el producto de hidrdlisis de los ABLs (IP), Figura 9.
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Figura 9. Inhibidores analogos al intermedio anidnico/producto de hidrdlisis

El L-captopril IP-1 es un antihipertensivo desarrollado en los afos 70, que se usé por
varias décadas como inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA). Este
compuesto imita parcialmente el anillo de cinco miembros presentes en las penicilinas
hidrolizadas, conservando el resto carboxilato y aportando un grupo tiol que
proporciona un punto de anclaje al sitio metdlico presente en estas enzimas. Se han

estudiado los cuatro estereoisémeros del captopril: L-captopril IP-1, D-captopril IP-2,
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epi-L-captopril IP-3 y epi-D-captopril IP-4 frente a varias enzimas de MPL**0. El
enantidmero que presentd mejor actividad inhibitoria fue el D-captopril, demostrando
que la estereoquimica juega un rol importante en la unién con la enzima. Se han
probado diversos inhibidores con dos grupos carboxilatos, el heterociclo tiazolidina con
dos grupos carboxilatos IP-5 mostré una potente inhibicidn frente a la enzima CcrA de
la subclase B1 de MBLL. Compuestos mas sencillos como derivados del acido succinico®?
IP-6 y derivados del dcido maleico? IP-7 fueron estudiados, y el derivado IP-6 presentd
una actividad en el rango nM frente a IMP (IC50=0.0027uM)>2. Como analogos al
producto de hidrdlisis de cefalosporinas que contienen un anillo de seis miembros, se
evaluaron los compuestos IP-8 con un anillo piperidina e IP-9 con un anillo piperazina,

ambos con una inhibicién en el rango uM.
Otras estrategias utilizadas para el disefio de inhibidores

Una estrategia que se esta explorando es el uso de inhibidores de MfLs suicidas como
prodrogas que liberen el fdrmaco activo en el sitio activo de la enzima. Como ejemplos
podemos citar a los antibidticos moxalactam y cefoxitina que son hidrolizados por la
enzima CphA>4, Figura 10. El producto de hidrdlisis del mexolactam inmediatamente
sufre la eliminacién del sustituyente en C3 liberando el producto 5-mercapto-1-
metiltetrazol que se une covalentemente a la enzima inactivandola irreversiblemente.
El mecanismo de inhibicion de la cefoxitina no ha sido elucidado aun. Otro inhibidor
irreversible de ML reportado es el Ebselen® que contiene en su estructura un dtomo
de selenio, el cual forma un enlace covalente con Cys221 de la enzima. Ebselen inhibid
las enzimas B1 y B2 con valores de ICso en el rango uM, pero no fue activo contra la

subclase B3.
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Figura 10. Inhibidores irreversibles y prodrogas

Otra estrategia utilizada ampliamente en los ensayos in vitro microbiolégicos para
detectar e inhibir MBL es el uso de agentes quelantes de metales, Figura 11. Estos
agentes secuestran los iones Zn (ll) presentes en estas enzimas y si bien presentan una
buena eficacia in vitro su uso clinico es muy controvertido ya que debido a su baja
especificidad pueden reaccionar con otras metaloenzimas. El EDTA fue el primer agente
quelante descripto como inhibidor de MpL®®, restaurando la eficacia de APL en
patégenos bacterianos que producen MPLs y también presentando eficacia
antimicrobiana por si mismo, pero los efectos citotdxicos contra células eucariotas
impiden su uso terapéutico®’>%. Algunos ejemplos de agentes quelantes utilizados como
inhibidores de ML son los derivados del acido picolinico como el acido dipicolinico
(DPA), tri(piridilmetil)Jamina (TPA) y N,N,N’,N’- tetrakis (2-piridilmetil) etilendiamina
(TPEN). Estos agentes restauraron la sensibilidad al meropenem de Enterobacterias

productoras de NDM o VIM y en el caso de IMP-8 sélo mostraron actividad TPA'y TPEN®°,
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Figura 11. Agentes quelantes inhibidores de ML

Como conclusién podemos decir que el aumento y diseminacién de las MBL como
mecanismo de resistencia bacteriana es un motivo de preocupacién a nivel mundial
respecto al tratamiento de enfermedades infecciosas. Por lo tanto, el desafio es
encontrar inhibidores y nuevos antibidticos capaces de reducir el crecimiento de las

cepas bacterianas productoras de Mf3L.

En los ultimos afios se han disefado varios inhibidores para estas enzimas, pero la
mayoria resultaron activos sélo frente a pocas ML de la misma subclase. Los avances
en la biologia y la quimica computacional, asi como la elucidacion del mecanismo
catalitico y la obtencidn de estructuras cristalinas de los complejos enzimas-sustratos ha
sido clave en el disefio de estos inhibidores. Sin embargo, hasta el momento los
compuestos mas prometedores que han logrado inhibir todas las clases de MBL son los
gue contienen boro en su estructura y permiten imitar el estado de transicién
tetraédrico en las MBLs y los compuestos que contienen un tiol libre capaz de

interactuar con los iones Zn (ll) en el sitio activo de las enzimas.
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1.2. Antecedentes

Nuestro grupo se ha enfocado en estos ultimos afios en la busqueda y el disefio de
inhibidores de MpLs. Entre las estructuras que se disefaron se encuentran las 2-
mercaptometil bistiazolidinas (2-MMBT) analogos a penicilinas y las 2-mercaptometil

tiazolidinas (2-MMT) analogas al producto de hidrélisis de penicilinas, Figura 12.
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Figura 12. Estructura quimica de penicilinas, producto de hidrélisis, 2-MMBT y 2-MMT.

1.2.1. Biciclos 2-mercaptometil bistiazolidinas

Recientemente se describieron cuatro heterociclos 2-MMBT como inhibidores frente a
las tres subclases de MBLs*+426% Como mencionamos anteriormente estos heterociclos
fueron disefiados como andlogos a las penicilinas, que son sustrato de las MpL.
Estructuralmente contienen dos tiazolidinas fusionadas, que poseen un N tetraédrico
cabeza de puente, una cadena con un grupo tiol terminal en posiciéon 2 y un carboxilato

capaz de interactuar con los iones Zn (Il) en el sitio activo de las enzimas, Figura 13.
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Figura 13: Estructura general de 2-MMBT y estructura quimica de los inhibidores descriptos.

Los enantiémeros L y D de CS319 y VC26 que en este trabajo llamaremos 24 y 25
respectivamente, resultaron inhibidores competitivos in vitro en todas las subclases de
MpBL con valores de Ki de 0.26 a 84 uM*142, Tabla 1. Para las MBL de la subclase B1 los
cuatro compuestos presentaron mejor inhibicion contra la enzima VIM-2 (2.9 a 10 uM).
Contra Sfh-l de la subclase B2, los enantidomeros L de ambas clases de bistiazolidinas
exhiben Ki 100 veces menor (0.26 - 0.36 uM) que los enantiémeros D (26 - 29 uM). Para
las enzimas L1 y GOB-18 de la subclase B3 todos los biciclos presentan Ki del mismo

orden (10-41 uM).

Tabla 1. Constantes de inhibicion K; obtenidas de las 2-MMBT 24 y 25 frente a distintas MfLs

Constante de inhibicion K; (uM)

Subclase Enzima Sustrato L-24 L-25 D-24 D-25
B1 BClI Imipenem 3612 3243 5345 8416
NDM-1 Imipenem 711 18+3 1943 12+1

IMP-1 Imipenem 812 1543 611 14+3

VIM-2 Imipenem 2.910.2 611 3.2+0.4 10%2

B2 Sfth-1 Imipenem 0.26£0.03 0.36x0.04 2613 29+3

B3 L1 Imipenem 12+1 10+1 11+2 10+1
GOB-18 Imipenem 4144 31+2 30+2 10+1

Las estructuras cristalinas de los complejos MBL:2-MMBT, entre las tres principales
subclases de MBL (NDM-1, IMP-1, Sfh-1, L1) y las series Ly D de 24 y 25 fueron obtenidas

y publicadas®>*2. Estas estructuras cristalinas revelan que las 2-MMBT presentan
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diferentes modos de unidn al sitio activo de estas enzimas segun la orientacién de los

restos carboxilato y tiol. En la Figura 14 se muestran solo los complejos obtenidos de L-

24 con las enzimas NDM-14?, Sfh-1*ly L1%! de las subclases B1, B2 y B3 respectivamente.
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Figura 14: Estructura cristalina de los complejos de L-24 con las enzimas: A) NDM-1, subclase
B1%, B) Sfh-1, subclase B2*'y C) L1, subclase B3%,

En general, se observd que los enantidmeros L no se unen con Zn2 a las MBL binucleares
B1y B3. Pero sise unen a través de la interaccion del tiol con el ion Zn1y por interaccién
del carboxilato con residuos conservados implicados en la unién a la B-lactama: Lys224
en Bcll, IMP-1, y NDM-1(Figura 14-A, ejemplo complejo NDM-1: L-24), Arg228 en VIM-2
y el residuo Ser223 en L1 (Figura 14-C, ejemplo complejo L1: L-24). Este modo de unién
es robusto a las diferencias en la composicidon y la orientacion del loop mévil L3 que se
encuentra en la mayoria de las ML de subclase B1, pero no en las B3. En contraste, la
unién de los enantiomeros D difiere profundamente entre las enzimas IMP-1 (B1) y L1
(B3). En el complejo D-24: IMP-1 se replica la unidn prevista de B-lactama (el tiol se
intercala en el centro metadlico, y el carboxilato interacciona con el Zn2 y Lys224)
mientras que la unidon de D-24 a L1 estda dominada por el tiol y no implica ninguna
interaccion con el carboxilato. Por ultimo, en la unién de L-24 con la enzima Sfh-l de la
subclase B2, se vio que el tiol se encuentra en la profundidad de la cavidad hidrofébica

y el carboxilato es el que interactia con Zn2 (Figura 14-B, complejo Sfh-I: L-24).
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Estos datos estructurales exponen que estos biciclos disefiados por analogia al sustrato
son capaces de inactivar a las diferentes subclases de MBL. Ademas, muestran que el

modo de unidn varia seguin la enzima diana y del enantiémero 2-MMBT utilizado.

Por otro lado, las 2-MMBT 24 y 25 también fueron evaluadas en su capacidad de
restaurar la actividad de ABLs contra patdgenos resistentes. Los biciclos presentaron
actividad para microorganismos Gram (-) que expresan NDM-1: Klesiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Providencia rettgeri, aisladas de casos clinicos hospitalarios.
También fueron evaluadas contra S. maltophilia un microorganismo patégeno
oportunista que afecta a pacientes comprometidos que padecen de fibrosis cistica
pulmonar y que produce dos MBLs de la subclase B3 inducibles (L1 y L2), confiriéndole
resistencia a la mayoria de los ABLs. En este caso las 2-MMBT evaluadas mostraron

capacidad para restaurar la eficacia de los ABLs contra este microorganismo aislado.

1.2.2. Estructuras de 2-mercaptometil tiazolidinas

Las 2-MMT son compuestos que imitan al producto de hidrdlisis de las penicilinas. En su
estructura mantiene el anillo tiazolidina y se le incorpora una cadena mercaptometilo
que contiene un grupo tiol con alta afinidad hacia el Zn (ll) y dos grupos carboxilatos
capaces de interactuar también con los iones Znly Zn2 en el sitio activo de las MfLs,

Figura 15.

Estructura general 2-MMT Inhibidores preparados

HO,C SH H

SH
N | HOzc,,' N
(grupo carboxilato) - \[ >\\ [ >)/
H H tiol libre S CO,Et S CO,Et

HO,C
s z g
CO,Et L-anti- D-anti-

R S
R
H SH H SH
e s S’y
tiazolidina ~~g’ YCO,Et -’ “CO,Et

L-anti-2 D-anti-2
Figura 15: Estructura quimica general de 2-MMT y de las dos series de 2-MMT preparadas por
nuestro grupo

[2)
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Se trabajo en la preparacion de dos tipos de 2-MMT con sus respectivos enantiomeros
Ly D®L. Los derivados 1 con R'=H, y los derivados 2 con R!= Me similar al grupo gem
dimetilo presente en las penicilinas, Figura 15. Estos compuestos fueron evaluados
frente a las 3 subclases de MBLs y se comportaron como inhibidores competitivos in

vitro, con valores de Ki en el rango 0.16-130 uM, Tabla 2.

Tabla 2. Estudio de inhibicién de 2-MMT ensayadas sobre tres subclases de ML usando
Imipenem como sustrato

Ki (uM)

Subclase | Enzima L-anti-1 D-anti-1 L-anti-2 D-anti-2
B1 NDM-1 5.2+0.7 2.5+05 0.44 £ 0.06 3.1+£0.3
B1 IMP-1 - - 0.46 £ 0.05 -

B1 VIM-2 - - 0.75+0.09 -
B2 Sfh-I 0.16 £ 0.03 202 1.3+0.1 130+ 10
B3 L1 10.0+0.8 40+05 202 1.4+0.2

Por lo tanto, teniendo en cuenta la capacidad que han demostrado las 2-MMBT vy las 2-
MMT para inhibir las tres subclases de MBLs, podemos considerarlas como estructuras

muy prometedoras para el desarrollo de nuevos inhibidores de estas enzimas.



Introduccion

Bibliografia

" World Health Organization, 2014. Antimicrobial resistance: global report on surveillance.
World Health Organization, apps.who.int/iris/handle/10665/112642.

2].A. Alds. Antibiotic Resistance : A Global Crisis, Enferm. Infecc. Microbiol. Clin., 2015, 33 (10),
692-699, doi.org/10.1016/j.eimc.2014.10.004.

3S.B. Zaman, M. A. Hussain , R. Nye , V. Mehta , K. T. Mamun ,N. Hossain. A Review on
Antibiotic Resistance: Alarm Bells Are Ringing, Cureus, 2017, 9(6), 1403-1409,
doi.org/10.7759/cureus.

4 W. Witte. Medical consequences of antibiotic use in agriculture, Science, 1998, 279(5353),
996-7, doi:10.1126/science.279.5353.996.

5 C. Suarez, F. Gudiol. Beta-lactam Antibiotics, Enferm Infecc Microbiol Clin. 2009, 27(2), 116-
129, doi.org/10.1016/j.eimc.2008.12.001.

© M. G. P. Page. Cephalosporins in clinical development, Expert Opin. Investig. Drugs, 2004,
13, 973-985, doi.org/10.1517/13543784.13.8.973.

7 K.M. Papp-Wallace, A. Endimiani, M.A. Taracila, R.A. Bonomo. Carbapenems: Past, present,
and future. Antimicrob. Agents Chemother., 2011, 55, 4943-4960,
doi.org/10.1128/AAC.00296-11.

8 D. Niccolai, L. Tarsi, R. J. Thomas. The renewed challenge of antibacterial chemotherapy,
Chem. Commun., 1997, 24, 2333-2342, doi.org/10.1039/A704497F.

2 C. Ramsey, A.P. MacGowan, A review of the pharmacokinetics and pharmacodynamics of
aztreonam, J. Antimicrob. Chemother., 2016, 71, 2704-2712, doi.org/10.1093/jac/dkw231.

105, M. Drawz, R. A. Bonomo. Three Decades of B-Lactamase Inhibitors, Clinical Microbiology
Reviews, 2010, 23(1), 160-201, doi.org/10.1128/CMR.00037-09.

" C. L Tooke, P. Hinchliffe, E. C Bragginton, C. K Colenso, V. H. A. Hirvonen, Y. Takebayashi, J.
Spencer. B-Lactamases and B-Lactamase Inhibitors in the 21st Century, Journal of Molecular
Biology, 2019, 1(18), 3472-3500, doi.org/10.1016/j.jmb.2019.04.002.

2 M. F Mojica, R. A. Bonomo, W. Fast. B1-Metallo-Beta-Lactamases: Where Do We Stand, Curr
Drug Targets., 2016, 17(9), 1029-1050. doi.org/10.2174/1389450116666151001105622

13 M. S Wilke, A. L. Lovering, N. C. J. Strynadka, B-Lactam Antibiotic Resistance, Curr. Opin.
Microbiol., 2005, 8(5), 525-533, doi.org/10.1016/j.mib.2005.08.016.

4 F. Malouin, L. E. Bryan, Modification of Penicillin-Binding Proteins of B-Lactam Resistance,
Antimicrob Agents Chemother., 1986, 30(1), 1-5, doi.org/10.1128/aac.30.1.1.

5 X. Z. Li, D. Ma, D. M. Livermore, H, Nikaidoi. Role of Efflux Pump (s ) in Intrinsic Resistance
of Pseudomonas Aeruginosa : Active Efflux as a Contributing Factor to p-Lactam Resistance,
Antimicrob. Agents Chemother., 1994, 38(8), 1742-1752, doi.org/10.1128/AAC.38.8.1742

| 26


https://apps.who.int/iris/handle/10665/112642
https://doi.org/10.1016/j.eimc.2014.10.004
https://doi.org/10.1517/13543784.13.8.973
https://doi.org/10.1039/A704497F
https://dx.doi.org/10.1128%2Faac.30.1.1

Introduccion

6 R. P. Ambler. The structure of beta-lactamases, Philos. Trans. R. Soc. Lond. Ser. B Biol. Sci.
1980, 289(1036), 321-331, doi.org/10.1098/rstb.1980.0049.

7" M.F. Mojica, S.G. Mahler, C.R. Bethel, M.A. Taracila, M. Kosmopoulou, K.M. Papp-Wallace,
L.I. Llarrull, B.M. Wilson, S.H. Marshall, CJ. Wallace, M. V. Villegas, M. E. Harris, A. ]J. Vila, J.
Spencer, R. A. Bonomo. Exploring the Role of Residue 228 in Substrate and Inhibitor
Recognition by VIM Metallo-B-lactamases, Biochemistry, 2015, 54(20), 3183-3196,
doi.org/10.1021/acs.biochem.5b00106.

18 p, Behzadi, H. A. Garcia-Perdomo, T. M. Karpinski, L. Issakhanian. Metallo-B-Lactamases: A
Review, Molecular Biology Reports, 2020, 47, 6281-6294, doi.org/10.1007/s11033-020-
05651-9.

9 C. Moali, C. Anne, J. Lamotte-Brasseur, S. Groslambert, B. Devreese, J. Van Beeumen, M.
Galleni, J. M. Frere. Analysis of the importance of the metallo-p-lactamase active site loop in
substrate binding and catalysis, Chem. Biol, 2003, 10, 319-329. doi.org/10.1016/51074-
5521(03)00070-X

20|, C. Materon, Z. Beharry, W. Huang, C. Perez, T. Palzkill. Analysis of the context dependent
sequence requirements of active site residues in the metallo-beta-lactamase IMP-1, /. Mol.
Biol., 2004, 344, 653-663, doi.org/10.1016/j.jmb.2004.09.074.

21 C. Bebrone, H. Delbrlick, M. B. Kupper, P. Schiémer, C. Willmann, J. M. Frere, R. Fischer, M.
Galleni, K. M. Hoffmann. The structure of the dizinc subclass B2 metallo-p-lactamase CphA
reveals that the second inhibitory zinc ion binds in the histidine site, Antimicrob. Agents
Chemother., 2009, 53(10), 4464-4471, doi.org/10.1128/AAC.00288-09.

22 F, Fonseca, E. H. Bromley, M. J. Saavedra, A. Correia, J. Spencer. Crystal structure of Serratia
fonticola Sfh-1; Activation of the nucleophile in mono-zinc metallo-beta-lactamases, /. Mol.
Biol,, 2011, 411, 951-959, doi.org/10.1016/j.jmb.2011.06.043.

3 LJ. Gonzalez, V.C. Stival, J.L. Puzzolo, D.M. Moreno, A.J. Vila. Shaping substrate selectivity in
a broad spectrum metallo-B-lactamase, Antimicrob. Agents Chemother., 2018, 62(4), e02079-
17, doi.org/10.1128/AAC.02079-17.

24 ], Wachino, Y. Yamaguchi, S. Mori, H. Kurosaki, Y. Arakawa, K. Shibayama. Structural
insights into the subclass B3 metallo-B-lactamase SMB-1 and the mode of inhibition by the
common metallo-B-lactamase inhibitor mercaptoacetate, Antimicrob. Agents Chemother.,
2013, 57, 101-109, doi.org/10.1128/AAC.01264-12.

25 G. Cornaglia, H. Giamarellou, G. M. Rossolini. Metallo-B-Lactamases: A Last Frontier for B-
Lactams?, Lancet Infect. Dis., 2011, 11(5), 381-393, doi.org/10.1016/51473-3099(11)70056-1.

26 | M. Rolain, P. Parola, G. Cornaglia. New Delhi metallo-beta-lactamase (NDM-1): towards a
new pandemia?, Clin. Microbiol. Infect, 2010, 16(12), 1699-701, doi.org/10.1111/j.1469-
0691.2010.03385.x

| 27



Introduccion | 28

27°S. L. Chen, W. H. Fang, F. Himo. Reaction mechanism of the binuclear zinc enzyme
glyoxalase Il—A theoretical study, J /norg. Biochem., 2009, 103, 274-281,
doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2008.10.016.

28 S, Lindskog, J. E. Coleman. The catalytic mechanism of carbonic anhydrase, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 1973, 70, 2505-2508, doi.org/10.1073/pnas.70.9.2505.

295, Bounaga, A. P. Laws, M. Galleni, M. I. Page. The mechanism of catalysis and the inhibition
of the Bacillus cereus zinc-dependent B-lactamase, Biochem. /., 1998, 331(3), 703-711.
doi.org/10.1042/bj3310703.

30 M. F. Tioni, L. I Llarrull, A. A. Poeylaut-Palena, M. A. Marti, M. Saggu, G. R. Periyannan, E. G.
Mata, B. Bennett, D. H. Murgida, A. J. Vila. Trapping and characterization of a reaction
intermediate in carbapenem hydrolysis by B. cereus metallo-p-lactamase, /. Am. Chem. Soc.,
2008, 130(47), 15852-15863, doi.org/10.1021/ja801169j.

31 M. W. Crowder, J. Spencer, A. . Vila. Metallo-B-Lactamases: Novel Weaponry for Antibiotic
Resistance in Bacteria, Accounts of Chemical Research, 2006, 39 (10), 721-728.
doi.org/10.1021/ar0400241.

32 M. F. Mojica, R. A. Bonomo, W. Fast. B1-Metallo-Beta-Lactamases: Where Do We Stand?,
Curr. Drug. Targets., 2016, 17 (9), 1029-1050,
doi.org/10.2174/1389450116666151001105622.

33 http://bldb.eu

34 W. Fast, L. D. Sutton. Metallo-B-Lactamase: Inhibitors and Reporter Substrates, Biochim.
Biophys. Acta Proteins Proteom., 2013, 1834(8), 1648-59,
doi.org/10.1016/j.bbapap.2013.04.024.

35 C. M. Rotondo, G. D. Wright. Inhibitors of Metallo-B-Lactamases, Curr. Opin. Microbiol.,
2017, 39, 96-105, doi.org/10.1016/j.mib.2017.10.026.

36 |, Cheng Ju, Z. Cheng, W. Fast, R. A. Bonomo, M. W.Crowder. The Continuing Challenge of
Metallo-B-Lactamase Inhibition: Mechanism Matters, 7rends Pharmacol, Sci, 2018, 39(7),
635-647, doi.org/10.1016/j.tips.2018.03.007.

37'N. 0. Concha, C. A. Janson, P. Rowling, S. Pearson, C. A. Cheever, B. P. Clarke, C. Lewis, M.
Galleni, J. M. Frere, D. J. Payne, J. H. Bateson, S. S. Abdel-Meguid. Crystal structure of the IMP-
1 metallo beta-lactamase from Pseudomonas aeruginosa and its complex with a
mercaptocarboxylate inhibitor: Binding determinants of a potent, broad-spectrum inhibitor,
Biochem., 2000, 39, 4288-4298, doi.org/10.1021/bi992569m.

38 R. Nagano, Y. Adachi, H. Imamura, K. Yamada, T. Hashizume, H. Morishima, Carbapenem
derivatives as potential inhibitors of various beta-lactamases, including class B metallo-B-
lactamases, Antimicrob. Agents Chemother., 1999, 43, 2497-2503,
doi.org/10.1128/AAC.43.10.2497

39 S. R. Ganta, S. Perumal, S. R. Pagadala, O. Samuelsen, J. Spencer, R. F. Pratt, J. D. Buynak.
Approaches to the simultaneous inactivation of metallo- and serine-B-lactamases, Bioorganic
Med. Chem. Lett., 2009, 19, 1618-1622, doi.org/10.1016/j.bmcl.2009.02.018.


https://doi.org/10.1073/pnas.70.9.2505
https://doi.org/10.1021/ja801169j
http://bldb.eu/
https://doi.org/10.1021/bi992569m

Introduccion | 29

40 W.Y. Tsang, A. Dhanda, CJ. Schofield, J.M. Frere, M. Galleni, M.l. Page. The inhibition of
metallo-B-lactamase by thioxo-cephalosporin derivatives, Bioorganic Med. Chem. Lett., 2004,
14,1737-1739, doi.org/10.1016/j.bmcl.2004.01.047.

41 P. Hinchliffe, M. M. Gonzdlez, M. F. Mojica, J. M. Gonzalez, V. Castillo, C. Saiz, M.
Kosmopoulou, C. L. Tooke, L. I. Llarrull, G. Mahler, R. A. Bonomo, A. ]. Vila, J. Spencer. Cross-
Class Metallo-B-Lactamase Inhibition by Bisthiazolidines Reveals Multiple Binding Modes,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2016, 113(26), E3745-54,
doi.org/10.1073/pnas.1601368113.

42 M. M. Gonzalez, M. Kosmopoulou, M. F. Mojica, Valerie. Castillo, P. Hinchliffe, I. Pettinati,
J. Brem, C. J. Schofield, G. Mahler, R. A. Bonomo, L. I. Llarrull, J. Spencer, A. J. Vila.
Bisthiazolidines: A Substrate-Mimicking Scaffold as an Inhibitor of the NDM-1
Carbapenemase, ACS Infectious Diseases , 2016, 1(11), 544-554,
doi.org/10.1021/acsinfecdis.5b00046.

43 P, Lassaux, M. Hamel, M. Gulea, H. Delbruck, P.S. Mercuri, L. Horsfall, D. Dehareng, M.
Kupper, J.M. Frere, K. Hoffmann, M. Galleni, C. Bebrone. Mercaptophosphonate compounds
as broad-spectrum inhibitors of the metallo-beta-lactamases. /. Med. Chem., 2010, 53, 4862-
4876, doi.org/10.1021/jm100213c.

4 K.W. Yang, L. Feng, S.K. Yang, M. Aitha, A.E. LaCuran, P. Oelschlaeger, M.W. Crowder. New
B-phospholactam as a carbapenem transition state analog: Synthesis of a broad-spectrum
inhibitor of metallo-B-lactamases, Bioorganic Med. Chem. Lett., 2013, 23, 5855-5859.,
doi.org/10.1016/j.bmcl.2013.08.098.

45 P. Hinchliffe, C.A. Tanner, A.P. Krismanich, G. Labbé, V.]. Goodfellow, L. Marrone, A.Y.
Desoky, K. Calvopifia, E.E. Whittle, F. Zeng, M. B. Avison, N. C. Bals, S. Siemann, J. Spencer, G.
|. Dmitrienko, Structural and Kinetic Studies of the Potent Inhibition of Metallo-B-lactamases
by 6-Phosphonomethylpyridine-2-carboxylates.  Biochem., 2018, 57, 1880-1892.
doi.org/10.1021/acs.biochem.7b01299.

46 B. Liu, R.E.L. Trout, G.H. Chu, D. McGarry, R.W. Jackson, J.C. Hamrick, D.M. Daigle, S.M.
Cusick, C. Pozzi, F. De Luca, M. Benvenuti, S. Mangani, JD. Docquier, W. J. Weiss, D. C. Pevear,
L. Xerri, C. J. Burns. Discovery of Taniborbactam (VNRX-5133): A Broad-Spectrum Serine- and
Metallo-p-lactamase Inhibitor for Carbapenem-Resistant Bacterial Infections. /. Med. Chem.,
2019, 63, 2789-2801, doi.org/10.1021/acs.jmedchem.9b01518.

47). Brem, R. Cain, S. Cahill, M.A. McDonough, |J. Clifton, J.C. Jimenez-Castellanos, M.B.
Avison, ). Spencer, C.W. Fishwick, CJ. Schofield. Structural base of metallo-beta-lactamase,
serine-beta-inhibition of lactamase binding protein and penicillin by cyclic boronates. Nat.
Comun., 2016, 7, 12406, doi: 10.1038 / ncomms12406.

4 R. Tsivkovski, M. Totrov, O. Lomovskaya, Biochemical characterization of QPX7728, a new
ultrabroad-spectrum beta-lactamase inhibitor of serine and metallo-beta-lactamases.
Antimicrob Agents Chemother., 2020, 64, e00130-e00150, doi.org/10.1128/AAC.00130-20.

49 U. Heinz, R. Bauer, S. Wommer, W. Meyer-Klaucke, C. Papamichaels, J. Bateson, H. W.
Adolph. Coordination Geometries of Metal lons in D- or L-Captopril-inhibited Metallo-{3-
lactamases, /. Biol. Chem., 2003, 278(23), 20659-20666, doi.org/10.1074/jbc.M212581200.


https://doi.org/10.1074/jbc.M212581200

Introduccion

0 J. Brem, S.S. van Berkel, D. Zollman, S.Y. Lee, O. Gileadi, P.J. McHugh, T.R. Walsh, M.A.
McDonough, CJ. Schofield. Structural Basis of Metallo-B-Lactamase Inhibition by Captopril
Stereoisomers, Antimicrob. Agents Chemother., 2015, 60, 142-150,
doi.org/10.1128/AAC.01335-15

1 L. Feng, K. W. Yang, L. S. Zhou, J. M. Xiao, X. Yang, L. Zhai, Y. L. Zhang, M.W. Crowder. N-
Heterocyclic dicarboxylic acids: Broad-spectrum inhibitors of metallo-B-lactamases with co-
antibacterial effect against antibiotic-resistant bacteria, Bioorganic Med. Chem. Lett., 2012,
22,5185-5189, doi.org/10.1016/j.bmcl.2012.06.074.

2 ].H. Toney, G.G. Hammond, P.M. Fitzgerald, N. Sharma, J.M. Balkovec, G.P. Rouen, S.H.
Olson, M.L. Hammond, M. L. Greenlee, Y.D. Gao. Succinic acids as potent inhibitors of
plasmid-borne IMP-1 metallo-p-lactamase, /. Biol Chem. 2001, 276, 31913-31918,
doi.org/10.1074/jbc.M104742200.

> D.M. Livermore, S. Mushtag, A. Morinaka, T. Ida, K. Maebashi, R. Hope. Activity of
carbapenems with ME1071 (disodium 2,3-diethylmaleate) against Enterobacteriaceae and
Acinetobacter spp. with carbapenemases, including NDM enzymes, /. Antimicrob.
Chemother., 2013, 68, 153-158, doi.org/10.1093/jac/dks350.

> A. Zervosen, M.H. Valladares, B. Devreese, C. Prosperi-Meys, H.W. Adolph, P.S. Mercuri, M.
Vanhove, G. Amicosante, ). van Beeumen, J.M. Frere, M. Galleni. Inactivation of Aeromonas
hydrophila metallo-beta-lactamase by cephamycins and moxalactam. £ur. J. Biochem., 2001,
268, 3840-3850, doi.org/10.1046/j.1432-1327.2001.02298.x

35 ). Chiou, S. Wan, K. F. Chan, P.K. So, D. He, E. W. Chan, T. Chan, K. Wong, J. Tao, S. Chen.
Ebselen as a potent covalent inhibitor of New Delhi metallo-B-lactamase (NDM-1), Chem.
Commun., 2015, 51, 9543-9546, doi.org/10.1039/C5CC02594.

6 P, Marchiaro, M. A. Mussi, V. Ballerini, F. Pasteran, A. M. Viale, A. J. Vila, A. S. Limansky.
Sensitive EDTA-based microbiological assays for detection of metallo-B-lactamases in non-
fermentative gram-negative bacteria. J lin. Microbiol, 2005, 43, 5648-5652.
doi.org/10.1128/JCM.43.11.5648-5652.2005.

> R. J. Lambert, G. W. Hanlon, S. P. Denyer. The synergistic effect of EDTA/antimicrobial
combinations on Pseudomonas aeruginosa, /. Appl. Microbiol, 2004, 96, 244-253,
doi.org/10.1046/j.1365-2672.2004.02135.x.

8 K. F. Amaral, M. M. Rogero, R. A. Fock, P. Borelli, G. Gavini. Cytotoxicity analysis of EDTA
and citric acid applied on murine resident macrophages culture, /nt. Endod. /., 2007, 40, 338-
343, doi.org/10.1111/j.1365-2591.2007.01220.x.

9 R. Azumah, J. Dutta, A. M. Somboro, M. Ramtahal, L. Chonco, R. Parboosing, L. A. Bester, H.
G. Kruger, T. Naicker, S. Y. Essack, T. Govender. In vitro evaluation of metal chelators as
potential metallo- beta -lactamase inhibitors, /. Appl Microbiol, 2016, 120, 860-867,
doi.org/10.1111/jam.13085.

60 C. Saiz, V. Castillo, S. G. Mahler. Imine Domino Reactions Generate Novel Scaffolds: Fused
Bisthiazolidines or Bisthiiranes, Synl/ett, 2012, 23, 1090-94. doi.org/10.1055/s-0031-1290621.

| 30



Introduccion | 31

f1V. Castillo (2016), Disefio y Sintesis de Heterociclos como posibles inhibidores de Metalo
B-lactamasas (Tesis Maestria), Facultad de Quimica, UdelaR.



I Capitulo 2

Objetivos






Objetivos

2.1. Objetivo General:

El objetivo general de este trabajo de tesis estd centrado en el disefio, sintesis y
caracterizacion bioldgica de potenciales agentes que restauren la eficacia de los AL,
especificamente inhibiendo enzimas metalo-3-lactamasas (MpL). La estrategia principal
para lograr este objetivo serd trabajar sobre la estructura de los heterociclos de 2-
mercaptometil tiazolidinas (2-MMT) y 2-mercaptometil bistiazolidinas (2-MMBT) con el

fin de obtener nuevos analogos con mejor potencia inhibitoria.

2.2. Objetivos Especificos

Los objetivos especificos planteados en esta tesis se pueden resumir en los siguientes

puntos:

2.2.1. Diseio y Sintesis de 2-Mercaptometil Tiazolidinas y andlogos como inhibidores
de MBL:

Para este objetivo especifico se plantea:

2.2.1A. Optimizacion de la sintesis de los heterociclos de 2-mercaptometil tiazolidinas

utilizando la metodologia de Experimentacion de alto rendimiento

2.2.1B. Disefio y sintesis de nuevos andlogos, realizando distintas modificaciones sobre
la estructura general de 2-MMT: 1) modificaciones a nivel del acido carboxilico en C4, B)
Homologacién de la cadena mercaptometilo; 2) modificaciones a nivel de los

sustituyentes en C2; 3) preparacion de andlogos oxazolidinas

2.2.1C. Determinacion estructural mediante cristalografia de los complejos MJL:2-

MMT en el sitio de accion.

2.2.1D. Caracterizacion de los andlogos preparados como inhibidores de ML. Para
aquellos compuestos con buena actividad inhibitoria se plantea determinar la capacidad
de restaurar la actividad de APBL frente a microorganismos resistentes, midiendo la

concentracion minima inhibitoria (CMI).
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2.2.2. Diseno, Sintesis y Caracterizacion bioldgica de andlogos a 2-mercaptometil
bistiazolidinas:

Para este objetivo especifico se plantea:

2.2.2A. Disefo y sintesis de nuevos analogos realizando distintas modificaciones sobre
la estructura general de las 2-MMBT: 1) modificaciones sobre el grupo carboxilato en
C8; 2) preparacion de analogos triciclicos fusionando el anillo bistiazolidina con un anillo

aromatico en los carbonos C7-C8; 3) homologacién de la cadena mercaptometilo en C2

2.2.2.B. Caracterizacion de los andlogos preparados como inhibidores de MBL. Para
aquellos compuestos con buena actividad inhibitoria se plantea determinar la capacidad
de restaurar la actividad de APBL frente a microorganismos resistentes, midiendo la

concentracion minima inhibitoria (CMI).

2.2.3. Sintesis y evaluacion de prodrogas derivadas de 2-mercaptometil
bistiazolidinas

Para este objetivo especifico se plantea:

2.2.3A. La sintesis de derivados &-tiolactona mediante ciclacion intramolecular entre el
tiol libre de la cadena 2-mercaptometilo y el acido carboxilico presentes en las 2-MMBT

bajo condiciones de acoplamiento.
2.2.3B. Sintesis de derivados tioacetilos por acetilacion del grupo tiol

2.2.3C. Estudiar la potencialidad como prodrogas de los derivados preparados
determinando la estabilidad quimica a diferentes pHs fisioldgicos y la estabilidad

metabdlica en plasma.
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Diseno y Sintesis de 2-Mercaptometil Tiazolidinas y analogos
como inhibidores de ML
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3.1 Antecedentes:

3.1.1. Antecedentes sintéticos de 2-mercaptometil tiazolidinas

Las tiazolidinas son heterociclos de cinco miembros muy versatiles ampliamente
descriptos en quimica orgénica y medicinal®. Se utilizan como bloques de construccion
en la sintesis de valiosos compuestos organicos que muestran diversas propiedades
bioldgicas como anticancerigenos?, antibacterianos®#, y antioxidantes®, entre otros. Las
4-carboxil-tiazolidinas-2-monosustituidas  pueden  prepararse facilmente por
condensacién de cisteina (Cys) o penicilamina (PNA) y un aldehido alquilico o

aromatico®’, Esquema 1.

H
HO,C NH, RCHO HO,C N : -
R = alquilo, aromatico
: — >R

R P R1||

SH S
R

L-Cys: R'=H 2R/S,4R-tiazolidina

L-PNA: R" = Me
Esquema 1: Sintesis de 4-carboxil-tiazolidina -2-sustituida

En literatura la sintesis de la L-4-carboxy-2mercaptometil tiazolidina 1 fue descripta por
Nagasawa et al., como antidoto para el tratamiento del envenenamiento por cianuro®

(Esquema 2).

OH EtOH
S H H
CO.Et  reflujo 3 h. HOC( N /°
HCys i 64% > \[ %
0
1O ookt s’ CO,Et
3 1

(mezcla anti:syn)

Esquema 2: Sintesis reportada por Nagasawa et al. para la obtencién de 1

Los autores prepararon la tiazolidina 1 por ciclocondensacion entre L-Cys y 2,5-dihidroxi-
2,5-dietil éster- 1,4-ditiano 3, en EtOH a reflujo por 3h. Reportaron la obtencion del
producto con un rendimiento del 64% como mezcla diasteromerica, sin describir la

relacion anti:syn.
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Basados en la metodologia de Nagasawa et al., nuestro grupo prepard dos series de 2-
mercaptometil tiazolidinas (2-MMT) 1y 2 partiendo de Cys o PNA respectivamente. La
ciclocondensacién entre el ditiano 3 con los aminotioles, se realizd en MeOH a reflujo y

con el agregado de 4c. p-TsOH como catalizador’, Esquema 3.

3

L oD-Cys, R'=H él\CA-e%THS?g'ﬂ S?t- HO.C_R ?H L-anti-1: R = H, 23%
0 Al LN Ji N D-anti-1: R" = H, 29%
L o D-PNA, R' = Me RI%} s° COEL | hi2:RT= Me, 48%
D-anti-2: R' = Me, 42%

Esquema 3: Sintesis descripta por nuestro grupo para la preparacién de 2-MMT 1y 2

En esas condiciones se prepararon la serie Ly D de las tiazolidinas 1y 2. La purificacién
se llevd a cabo por cromatografia en columna y se logré aislar sélo los diasterémeros

anti en los cuatro casos.
3.2 Objetivos especificos:

En el presente capitulo nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

3.2.1. Optimizacién de la sintesis de los heterociclos de 2-mercaptometil tiazolidinas

utilizando la metodologia de Experimentacion de alto rendimiento

3.2.2. Disefio y sintesis de nuevos analogos, realizando distintas modificaciones sobre la
estructura general de 2-MMT, Esquema 4: A) modificaciones a nivel del 4cido carboxilico
en C4, B) Homologacién de la cadena mercaptometilo, C) modificaciones a nivel de los

sustituyentes en C2, D) preparacion de andlogos oxazolidinas (X=0)

modificaciones en C4: Homologacion de

R3=H, CO.Et, X =S la cadena mercaptometilo
(-CH,CH,SH), X =S

SH
Ho,c N SH Andlogos RS N %
— 1 [a
qu % RJ:X R?
R S COqEt R! Modificaciones en C2:

R? = Me, CH,CO,Et,

R'=H, Me X = S, tiazolidina Y =S

X = 0, oxazolidina

2-MMT

Esquema 4: Modificaciones propuestas para la sintesis de nuevos andlogos de 2-MMT
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3.2.3. Determinacidn estructural mediante cristalografia de los complejos MBL: 2-MMT.

3.2.4. Caracterizacion de los andlogos preparados como inhibidores de MBL. Para
aquellos compuestos con buena actividad inhibitoria se plantea determinar la capacidad
de restaurar la actividad de ABL frente a microorganismos resistentes, midiendo la

concentracién minima inhibitoria (CMI).

3.3 Resultados y Discusidn

3.3.1 Optimizacion de la sintesis de los heterociclos 2-MMT

Dado el bajo rendimiento obtenido en la recuperacidn del compuesto 1 (23-29%) y que
solo se logrd aislar el diasterdmero anti en todos los casos, nos planteamos como
objetivo optimizar las condiciones de sintesis de las 2-MMT para mejorar el rendimiento

obtenido y lograr aislar el diasterémero synde 1y 2.
3.3.1A. Sintesis de 2-MMT utilizando metodologia anterior

Como punto de partida, se preparé el ditiano 3 el cual nos va a servir como bloque de
construccion en la sintesis de 2-MMT y analogos. El ditiano 3 se preparé de acuerdo con

lo reportado por Nagasawa et al.8, ver Esquema 5.
OH

0 NaSH, MeOH 0o S
-15°C - 0°C, 1h . fCOzEt
Br OEt > HS OEt HO S
0

3-bromo 3

piruvato de etilo

Esquema 5. Ruta sintética empleada para la preparacion del ditiano 3

Se hizo reaccionar 3-bromo piruvato de etilo con NaSH en MeOH a baja temperatura (-
15 a 0°C), para dar la mercaptocetona correspondiente, que en las condiciones de
reaccion dimeriza para dar el ditiano 3 con 71% de rendimiento. El paso critico de la
reaccion es la pureza de la sal de NaSH que se utiliza, que debe secarse por 4 h avacioy

se debe utilizar un frasco recién abierto.

Luego de obtenido el ditiano 3, se procedio a la sintesis de las 2-MMT 1y 2 a partir de

L-Cys y Ly D-PNA respectivamente, Esquema 6.
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HO,C

3 \EN>H,CO Et
~CO;
s"

MeOH, ac. p-TsOH, HO,C HO,C

|

reflujo, 2h \E . \E >/ S

L-C .
v >\C02Et + ‘co,Et * $

S

CO,H
L-anti-1, 34% L-syn-1, 0% 4, 2%
®) ’ H o SH H o SH
MeOH,ac. p-TsOH cat. HO2C{ N N HOL N
reflujo 2h N +

L o D-PNA =g’ COEt g’ “CO,Et
L-anti-2, 41% L-syn-2, 46%
D-anti-2, 48% D-syn-2, 26%

Esquema 6. Sintesis de 2-MMT: A) partiendo de L-Cys; B) partiendo de L y D-PNA

Cuando se probé la ciclocondensacion de L-Cys con 3, en MeOH vy ac. p-TsOH a reflujo
(Esquema 6, A), en el espectro de *H-RMN del crudo de reaccién se observé una mezcla
de diasterédmeros anti:syn en relacién 56:44. Sin embargo al purificar por cromatografia
en columna se aislé Unicamente el diasteromero L-anti-1 (34%) y el producto secundario
4 (2%). La caracterizacion de 4 por *H y 3C RMN, y HRMS nos permitid identificarlo como
la forma dimérica de L-anti-1. Los espectros de 'H-RMN del crudo de reaccién y del

diasterdmero L-anti-1 puro se muestran en la Figura 1.
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Mezcla anti:syn 56:44

Y T

A Ho.c N 1
\[S%COZEt
L-anti-1

J‘LLM I A -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.6 4.4 4.2 4.0 2.8 2.6 4 2 2.0 2.8 2.5 2.4 2.2 2.0 i.e 1. 1.4 1.2

Figura 1. Espectros de 'H-RMN (400MHz, CDCls): A) diasterdmero aislado L-anti-1, B) crudo de
reaccién donde se observan los dos diasterdmeros en una relacién anti:syn 56:44

Cuando se probd la ciclocondensacién en las mismas condiciones entre L o D-PNAy 3
(Esquema 6, B), se observd por *H-RMN en los crudos de ambas reacciones una mezcla
de diasterémeros anti:syn 60:40. Por cromatografia en columna se logré aislar los cuatro
diasterdmeros enantioméricamente puros L-anti-2 (41%), L-syn-2 (46%), D-anti-2 (48%),
D-syn-2 (26%). Los espectros de H-RMN tanto del crudo de reacciéon como de los

productos puros derivados de L-PNA se muestran en la Figura 2.
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Mezcla anti:syn 60:40

N

L

\JM A L-anti-2

A HOzC: :H SH

=S CoLEt
JJ}LK M Lsyn2 J

— T T T T T T T T
4.5 a.4 a2 4.0 2.8 2.5 3.4 3.2

T T T T T T T T T T T — T
2.0 2.g 2.5 2.4 2.2 2.0 1e 1.6 14 1.z
f1 (porn)

Figura 2. Espectros de H-RMN (400MHz, CDCl3): A) diasterémero aislado puro L-syn-2; B)
diasterémero aislado puro L-anti-2; C) crudo de reaccion donde se observan los diasterémeros
en una relaciéon anti:syn 60:40

Por lo tanto, en las condiciones ensayadas para ambas tiazolidinas vimos la formacion
de los dos diasterémeros en el crudo de reaccién, siendo el diasteromero anti el
mayoritario en ambos casos (aproximadamente 60%). Sin embargo, en el caso de la
tiazolidina 1, sélo se pudo aislar el diasterémero anti con 34% de rendimiento. Este
rendimiento es superior al obtenido anteriormente (23%) pero sigue siendo un
rendimiento bajo siendo que este diasterémero se formd en un 60% en el crudo de
reaccion. En el caso de las tiazolidinas 2 derivadas de PNA, se logro aislar el diasterémero

syn que no habia sido aislado anteriormente.

3.3.1B Optimizacion de la reaccion de obtencion de la tiazolidina 1 utilizando
Experimentacion de Alto Rendimiento

Dado que el rendimiento obtenido para L-anti-1 no superé el 34%, decidimos ampliar el
espacio quimico explorado para esta reaccidon utilizando la metodologia de
Experimentacion de alto rendimiento (HTE por su sigla en inglés). Esta metodologia
permite variar y probar una gran cantidad de condiciones de reaccién en un periodo

corto de tiempo y utilizando cantidades muy pequefias de reactivos.
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3.3.1B.1. Consideraciones generales sobre HTE

La metodologia de HTE busca identificar rapidamente las mejores condiciones de
reaccion, y ofrece la posibilidad de ejecutar y analizar un gran nimero de reacciones en
muy poco tiempo, y por lo tanto acelera la optimizacion de los procesos estudiados.
Ademas, el uso de HTE permite el descubrimiento de nuevas reacciones y genera “hits”
que podrian permanecer inexplorados debido al gran niUmero de reacciones individuales
que deberian ser llevadas a cabo utilizando las metodologias convencionales®1%11, Esta
metodologia fue inspirada en técnicas que fueron desarrolladas en el campo bioldgico y
estd siendo cada vez mas utilizada para acelerar la optimizacién de reacciones tanto en

la industria farmacéutica cémo en las instituciones académicas?2.

El empleo de HTE permite trabajar a microescala (2-10 pumol), utilizando cantidades muy
pequefiias de reactivos. Las reacciones pueden ser llevadas a cabo empleando una escala
tan pequefia como 2.5 umol/reaccién y 0.25 umol de catalizador, lo que se traduce en
microgramos de materiales, minimizando asi el uso reactivo de alto valor, limitando la
generacioén de desechos y dando lugar al desarrollo de procesos mas sustentables. Estas
reacciones son llevadas a cabo en bloques de micro evaluacion con viales de 250 pL a 1
ml de capacidad, en un formato de 24 a 96 viales por bloque. Estos bloques se cierran
herméticamente y permiten trabajar en un amplio rango de temperaturas y condiciones

(anhidras, atmdsfera inerte o atmdsfera de un gas reactivo como H; o CO).
3.3.1B.2. Metodologia empleada para la optimizacion de la obtencién de L-anti-1

La metodologia de optimizacidén para la obtencién de L-anti-1 por HTE implicd cinco
pasos, Esquema 7: 1) diseiio del experimento, 2) preparacion del mismo, 3) desarrollo

de las reacciones, 4) analisis e identificacién de las mejores condiciones, y 5) escalado
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\
_

Diseio del experimento

Library studio software

/
. ™ Preparacion del ensayo
Escalado Pesada y Dosificacién de
Reproducibilidad reactivos
: \_ solidos y liquidos
4 ) A
Analisis Desarrollo de las
HPLC, RMN, MS, GC reacciones

Esquema 7. Esquematizacién del flujo de trabajo empleado en el HTE
Paso 1: Disefio del experimento

Para el disefio del experimento se uso el software Library Studio. Este software permitié
ingresar los datos de reactivos (PM, estado), relaciones molares (equivalentes),
disolventes (PM, densidad) y condiciones de proceso (Temperatura, presion). El
programa cred una hoja de trabajo donde calculé especifica y automdaticamente que
cantidad de reactivo pesar para preparar soluciones stock en un disolvente comun y las
alicuotas a transferir. La preparacién de soluciones stock facilité y permitié hacer
dosificaciones mas reproducibles en todos los viales, ya que las concentraciones de

reactivos que se usaron fueron de 10 pmol.
Paso 2: Preparacion del experimento

La preparacion del ensayo implico la preparacion de las soluciones stock de los reactivos
y la dosificacion de estos. La dosificacidn se realizd en viales de 1 mL de capacidad,
ubicados en bloques de 24 y 48 posiciones. Los bloques luego se cerraron
herméticamente por un sistema de tornillos, Figura 3. En este paso, fue muy importante
el orden de dosificacion de los reactivos, teniendo en cuenta su reactividad y

descomposicion, los compuestos mas reactivos se agregan al final.
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Figura 3: Imagen de un bloque de trabajo con 24 viales

Paso 3: Desarrollo de las reacciones

El desarrollo de las reacciones se realizé segun las condiciones establecidas para el
screening (temperatura, tiempo, disolventes, catalizadores, etc). Todos los viales
contenian  micropastillas magnéticas para su debida agitacion. Los bloques se
calentaron en planchas calefactoras por 2 o 12h. Terminadas las reacciones se abrieron
y se inspeccionan para ver si las reacciones presentaban solubilidad completa/parcial,

cambios de coloracién, evaporacion, etc.
Paso 4: Andlisis

Las reacciones se inspeccionaron ocularmente descartando los viales que presentaban
evaporacion de disolvente. El resto de los viales se monitorearon por cromatografia en
capa fina (TLC). Se les realizé un workup a aquellos viales que mostraron mayor avance
de reaccidn por TLC. El mismo se realizé agregando 500 pL de una solucién MeCN:AcOH
5%, con 1 umol de acido benzoico como estandar externo. El método de andlisis de las
reacciones por HPLC-MS no se pudo poner a punto, y se decidié analizar por *H-RMN

algunos crudos de reaccidn para obtener el porcentaje de conversion.
Paso 5: Escalado

Una vez analizados los resultados, se seleccionaron para su escalado aquellas
condiciones de reaccién que mostraron por *H-RMN mayor formacién del producto
deseado L-anti-1 en el crudo de reaccion. Se purificd por cromatografia en columnay se

aislo L-anti-1.
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3.3.1B.3. Resultados y Discusion del Primer screening por HTE: Optimizacién del

tiempo y Temperatura de reaccion

Primero se realizé la optimizacion del disolvente, en ausencia de catalizador, utilizando
12 disolventes, a dos temperaturas (60 y 100°C) y a dos tiempos de reaccién (2h y 12h).
Los disolventes elegidos para el screening incluian disolventes prdéticos como H;0 vy
distintos alcoholes (MeOH, EtOH, BuOH, i-prOH, TFE), disolventes polares aproticos
como DMSO, DMF, MeCN, DCE y también éteres como dioxano y THF. Se realizaron un

total de 48 reacciones, los resultados obtenidos se describen en la Tabla 1.
Tabla 1: Screening de disolventes para la formacién de L-anti-1.

12 disolventes

OH  T(°C)=60 0 100
HO,Cy_NH; S - Ho,Cc N Ho,Cc N
\[ o l TCOzEt t(h)=20 12 2 \[NX\\SH o2 \EN /s
SH EtO,C S (48 reacciones) S COEt s’ ‘COsEt
L-Cys 3 L-anti-1 L-syn-1
© Disolventes proticos Eteres Disolventes polares
— 7 4.
= aproticos —
" — s
50O o <
@ T T o
o~ |lo 5 5 5§ T wl|§g w|x 8 & y|g
£ f 2 2 S & E|35 F|8 = & B3¢
v w ) ] = ]
- = L a ()] = =
60
2
100
60 12
100
[ | Escala de formacién de tiazolidina observada por TLC
100 80 60 40 20 o]

El color de las celdas depende de la formacidn de tiazolidina observada por TLC (ver escala), cuando por
TLC se obsevd un % de conversién > 40%, los crudos se analizaron por H-RMN. Los % de conversién
obtenidos estan referidos al diasterémero anti. La concentracién de ditiano 3 fue de 10 pmol en una
relacion molar con L-Cys (1: 3)

Se consideraron como buenos resultados aquellos crudos analizados por *H-RMN con
una conversion del diasterémero anti mayor a 60%. Las reacciones realizadas en los
disolventes MeOH, EtOH y TFE a 60°C, 2h y en BuOH a 100°C, 2h, resultaron ser las mas
prometedoras. Por lo que se concluyé que la reaccién procede mejor en solventes

préticos del tipo alcoholes.
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3.3.1B.4. Resultados y Discusion del Segundo screening por HTE: Optimizacion de

catalizadores

En este segundo screening se probaron 32 catalizadores en las condiciones encontradas
en el primer screening (MeOH, EtOH, TFE a 60°C, 2h y BUuOH a 100°C, 2h). Entre los
catalizadores utilizados habia catalizadores acidos, basicos, acidos de Lewis y metalicos.

Se realizaron un total de 128 reacciones, los resultados obtenidos se describen en la

Tabla 2.

Tabla 2: Screening de catalizadores en la formacion de L-anti-1.

32 catalizadores
4 disolventes

HO,C__NH, s.OH T°C= 600100 HO,LC - Ho,c N
\[ * Ho- COEt ‘[ SH + \[ SH
HO

SH g0, ¢ S (128 reacciones) S CO Et s’ “CO,Et

L-Cys 3 L-anti-1 L-syn-1
E I b= ~ m gﬂt v = < L S o o
8 9 o ?é_g"——&i%"'._uz s T IPEEREEEE
EHIE%;«E?%E&EE&&“EE@&E%S et 2EEsZZEEC

.09

2,001

| 0 | Escala de formaci6n de tiazolidina observada por TLC

100 80 60 40 20 o0
El color de las celdas depende de la formacidn de tiazolidina observada por TLC (ver escala), los % de
conversién descriptos fueron obtenidos por H-RMN vy se refieren al diasterémero anti-1

Segun los resultados obtenidos en ambos screenings (176 reacciones), las condiciones
en dénde se logra el diasteromero L-anti-1 con un mayor porcentaje de conversién son:
1) BUOH, 100°C, sin catalizador (Screening 1), 2) BuOH, PPhs, 100°C, 2h (Screening 2) y
3) MeOH, LiCl, 60°C, 2h (Screening 2).

3.3.1B.5. Escalado:

Una vez identificadas las mejores condiciones para la formacion de L-anti-1 a

microescala, se decidi6é escalar las reacciones, Tabla 3.
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Tabla 3: Escalado de la obtencién de L-anti-1

H
HOZC NH, TCOZEt condiciones HO2C N S™~SH +H02 SH
‘o SeElh U

SH E10,C g CO,Et s’ 'CO,Et
L-Cys 3 L-anti-1 L-syn-1
HTE Escalado -
- 2 - Rendimiento
Entrada Condiciones % conversion % conversion L-anti-1 (%)
(anti/syn)-1° (anti/syn)-1° ?
L-Cys, MeOH, LiCl,
1 60°C, 2 h 60/40 65/35 35
D-Cys, EtOH, LiCl,
3 reflujo, 2h, 59/41 70/30 38
4 L-Cys, BuOH, 100°C, 2 h 64/36 65/35 27
L-Cys, BUOH, PPhs,
5 100°C, 2 h 63/37 68/32 25

3 Relacién anti:syn obtenida por 'H-RMN del crudo de reaccidn teniendo en cuenta las sefiales
independientes de los diasterémeros; ® Rendimiento del producto aislado obtenido por purificacion en
columna de SiOa.

La conversion anti/syn de los ensayos a microescala (10 umoles) demostraron ser
reproducibles a una escala sintética de 0.34 mmoles. El porcentaje de conversién del
diasterémero L-anti-1 en todas las condiciones escaladas fue mayor al 65%. Sin
embargo, al momento de intentar aislar el producto puro, los porcentajes obtenidos
fueron de 35% para L-anti-1 y 38% para D-anti-1. De todas formas, las mejores
condiciones parecen ser el uso de MeOH o EtOH cdmo disolvente y la incorporacion de

LiCl cdmo catalizador.

Por lo tanto, Se logrd explorar un amplio espacio quimico para la reaccién de obtencién
de L-anti-1, en un total de 176 reacciones usando un total de 521 mg de ditiano 3. Sin
embargo, no se logré cambiar significativamente la proporcidn de los diasteroisomeros
obtenidos inicialmente. El porcentaje maximo de obtencidn del producto L-anti-1 puro

fue 38%, y el isémero syn no pudo ser aislado en ninguna de las condiciones.
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3.3.2. Disefio, sintesis y caracterizacion estructural de nuevos andlogos de 2-MMT
3.3.2A. Modificaciones a nivel del acido carboxilico en C4

Planteamos hacer modificaciones a nivel del acido carboxilico en C4 y preparar dos tipos
de andlogos, sustituyendo el &cido carboxilico por un H (R3=H) o por un éster etilico (R®
= CO;Et). Para ello realizamos reacciones de ciclocondensacidn entre el ditiano 3 y los
aminotioles cisteamina clorhidrato (CyA.HCl) o L o D-cisteina etil éster clorhidrato (Cys
OEt.HCI). Las reacciones se llevaron a cabo en MeOH o EtOH a reflujo usando LiCl como

catalizador, Esquema 8.

3
. H
NH, MeOH, LiCl cat. H EtO,C N
flujo 2h SH S
HCl. [ it EN% + E WS/S%SJ
SH 60% s’ "CO,Et N CO,Et
(mezcla + 5/6 90:10) H
CyA.HCI +5 6
3
EtOH, LiClcat. gio.c. H gH Et0.C H  sH
EtOZC\[NHz reflujo 2h 2 \EN>\\/ . \[N>J
e 3! ",
L o D-Cys OEt L-anti-7, 42% L-syn-7, 19%
D-anti-7, 25% D-syn-7, 21%

Esquema 8. Sintesis de anédlogos 5y 7 con modificaciones en C4 (R® = H, CO,Et)

Mediante la ciclocondensacién de 3 con CyA.HCl se obtuvo el compuesto + 5 (R3 = H)
como una mezcla racémica (60%). A pesar de que se realizaron varias repurificaciones
por cromatografia en columna utilizando distintas fases moviles, el producto no pudo
ser purificado totalmente, y se obtuvo siempre en una relacion 90:10 con su producto
de oxidacién 6. Cuando se realizé la reaccién con L o D-Cys OEt.HCI, en los crudos de
reaccion por *H-RMN se observé en ambos casos una mezcla de diasterdmeros anti:syn
56:44. Por cromatografia en columna se logré aislar los cuatro diasteromeros
enantioméricamente puros L-anti-7 (42%), L-syn-7 (19%), D-anti-7 (25%) y D-syn-7
(21%).
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Por lo tanto, en este objetivo se pudieron preparar cinco nuevos analogos de 2-MMT

con sustituciones en C4 (R3) diferentes a un acido carboxilico.
3.3.2B. Homologacién de la cadena mercaptometilo en 2-MMT

Planteamos homologar la cadena mercaptometilo, con el fin de observar si al alargar la
cadena en un CH, y aumentar la flexibilidad, se logra también aumentar la interacciéon
inhibidor- enzima en el sitio activo. Para la sintesis de estos andlogos planteamos realizar
2 pasos: 1) ciclocondensacion entre L-Cys o L-PNA vy el aldehido 3-tiotritil-propanal 8
para obtener las tiazolidinas correspondientes con la cadena mercaptoetilo STrt y 2)
desproteccién del grupo tritilo para obtener los analogos con la cadena mercaptometilo

SH, Esquema 9.

L-PNA o) ciclocondensacion desprotecmon

8
Esquema 9. Secuencia sintética planteada para la obtencidon de los analogos con la cadena
mercaptometilo homologada

H
L-Cys  H STr 0 HO,C STrt Ty OO sH
o U e I L
R'-=S
R1

El primer paso fue la preparacion del aldehido 8 utilizando la metodologia descripta por
Bhansali et al, a partir de acroleina.' La acroleina a su vez se obtuvo por hidrdlisis de
acroleina dietiléster en H,0, acido camporsulfénico y posterior destilacién. La adiciéon
conjugada de acroleina con trifenilmetanotiol (Trt-SH) permitié obtener 8 con un 90%

de rendimiento, Esquema 10.

H,0O Trt-SH
j acido camporsulfénico 0 Et;N, DCM, TA 0
P N destilacion o NF 90% HJ\ASTrt
Acroleina Acroleina 8

dietil acetal
Esquema 10: Metodologia empleada para la preparacién del aldehido 8

Una vez obtenido el aldehido 8, se procedid a la preparacion de los analogos segun la
secuencia sintética planteada, Tabla 4.
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Tabla 4. Sintesis de analogos 2-MMT con la cadena mercaptometil homologada

H STrt
O 8 TFA/TIS/DCM
HO,C (viviv) HOC,
HO,C_NH, Mesel;llaj%-;shOH RKZ\NH TA, 5-15min. o4 /—NH
qu = Rl S/K/\STrt R S/K/\SH
dsH
L-Cys:R'=H L-anti/syn-9: R"=H L-anti/syn-11: R'=H
L-PNA: R" = Me L-anti/syn-10: R' = Me L-anti/syn-12: R' = Me
Ciclocondensacion Desproteccién
Entrada Producto % (relacién anti/syn) Producto % (relacién anti/syn)
1 L-anti/syn-9, 31 (60:40) L-anti/syn-11,0 @
2 L-anti/syn-10, 59 (60:40) L-anti/syn-12 53 (60:40)®

Las relaciones anti:syn fueron determinadas por H-RMN teniendo en cuenta las sefiales independientes
de cada diasterdmero. Las condiciones de desproteccién fueron: @ [9]=0.01M, TFA/TIS/DCM (8:8:84),
5minutos; ® [10]=0.05M, TFA/TIS/DCM (5:5:90), 15 minutos

En las reacciones de ciclocondensacidn se logré obtener los productos L-anti/syn-9 y L-
anti/syn-10 con 31 y 59% de rendimiento respectivamente, ambos como mezclas

diasteroméricas inseparables.

La desproteccién del grupo tritilo del compuesto L-anti/syn-9 se realizé utilizando una
concentraciéon de [9] = 0.01 M y se tratd con una solucién TFA/TIS/DCM (8:8:84) por 5
minutos, Tabla 4, entrada 1. En esas condiciones el producto de partida se descompuso
y no se logré obtener el producto de desproteccidon 11. Para la desproteccion de L-
anti/syn-10 se usé una concentracion de [10]= 0.05M, una solucién TFA/TIS/DCM
(5:5:90) por un periodo de 15 minutos, Tabla 4, entrada 2. En este caso, si se logré
obtener el compuesto L-anti/syn-12 con un rendimiento de 53%, pero resulté ser muy
inestable en solucién y sélo se pudo caracterizar por *H, HSQC y HMBC-RMN.

Por lo tanto, decidimos no seguir trabajando con estos compuestos para su futura

evaluacion bioldgica dada su inestabilidad.
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3.3.2C. Modificaciones sobre el C2 (R?> = Me, CH.CO:Et)

Para preparar los andlogos con modificaciones en R?, se propuso obtenerlos a partir de
la ciclocondensaciéon de los aminotioles Cys o PNA con: 1) 2,5-dimetil-2,5-diol-1,4-
ditiano 13 disponible comercialmente, que nos permite obtener anédlogos con R>= Me'y
2) a-mercaptocetonas con el tiol protegido que nos permiten obtener analogos con R?
= CH,CO;Et, Esquema 11. En el caso de la ciclocondensacién con a-mercaptocetonas es

necesario realizar luego un paso de desproteccidén para obtener los andlogos con el tiol

libre.
s. OH
H
1 Ho%i f HOQC
. e
R
L-Cys o L-PNA
O O
PGS HO,C HO,C
R : ; R : ;

CO,Et CO,Et

Esquema 11. Sintesis propuesta para preparar analogos con modificaciones en C2 (R* = Me,
CH,CO,Et)

3.3.2C.1. Sintesis de Analogos con R?= Me

La reaccién de ciclocondensacién entre Cys o PNA vy el ditiano 13 se probd en varias

condiciones, los resultados obtenidos se describen en la Tabla 5.
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Tabla 5: Sintesis de anélogos con R?= Me a partir de Cys y PNA

Sj<0H
Ho%is

13
condiciones de

H SH
L-Cys:R'=H ciclocondensacion HOZCIN%
L-PNA: R' = Me R, S
R‘l

R'=H, No reaccion6
R'= Me, L-anti/syn-14 (mezcla inseparable)

Entrada Aminotiol Condiciones de Producto %
De partida ciclocondensacion (relacion anti/syn)
1 L-Cys ac. p-TsOH cat., MeOH, reflujo?® 0
2 L-Cys ac. p-TsOH cat., DCM, reflujo? 0
3 L-Cys DABCO cat., MeOH, reflujo? 0
4 L-Cys Piperidina cat., MeOH, reflujo? 0
5 L-PNA Z((:).°Z,T35()Or:i(r:1?tl.,()|;)/|V?/0H' MW: L-anti/syn-14, 24 (60:40)
6 L-PNA ac. p-TsOH cat., MeOH, reflujo® L-anti/syn-14, 59 (60:40)
7 D-PNA ac. p-TsOH cat., MeOH, reflujo® D-anti/syn-14, 76 (60:40)

2 El tiempo de reflujo fue de 2 horas; Los catalizadores fueron usados en una concentraciéon 5% Molar
respecto al ditiano 13.

La reaccién de ciclocondensacién entre L-Cys y 13 se probd en condiciones de catalisis
acida (Tabla 5, entradas 1y 2) y catalisis basica (Tabla 5, entradas 3 y 4). En ninguna de
las condiciones se logré obtener la tiazolidina deseada. La ciclocondensacién entre L-
PNA y 13 se realizé en MeOH con ac. p-TsOH cédmo catalizador en dos condiciones de
calentamiento distintas, reflujo y MW (Tabla 5, entradas 5 y 6). En ambos casos se
obtuvo el producto esperado 14 y se lo aislé6 como una mezcla diasterémerica anti:syn
inseparable con una relacion 60:40. El mejor resultado se obtuvo en condiciones de
calentamiento a reflujo con un rendimiento de 59%. Dados estos resultados, también se
prepard la tiazolidina a partir de D-PNA y se obtuvo el producto D-anti/syn-14 con un

muy buen rendimiento, 76% (Tabla 5, entrada 7).

Por lo tanto, en esta etapa se estudid la reaccidn de obtencidn de derivados tiazolidinas
con R2= Me. La 2-MMT derivada de Cys no se logré obtener y los analogos derivados de
L y D-PNA fueron obtenidos como mezclas diasteroméricas inseparables con

rendimientos moderados.
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3.3.2C.1. Sintesis de Anélogos con modificaciones en C2 (R? = CH,CO,Et)

Para preparar los andlogos con R?= CH,CO,Et se prepard primero las a.-mercaptocetonas
protegidas 17 y 18. Se sintetizaron a partir de aceto acetato de etilo 15 segun la

secuencia que se describe en el Esquema 12.

Bry Et,0 TrtSH
0 o 0°C, 3hrs o o DIPEA, CH,Cl, o o
T.A. toda la noche 0°C-T.A. 4h
———— TrtS
)J\/U\OEt > Br\)J\/U\OEt 81% \)J\/U\OEt
15 76% 16 6 17
AcSK
Acetona seca, 0°C o o
»  AcS
88% \)J\/U\OEt
18

Esquema 12: Sintesis de a-mercaptocetonas tiotritilo 17 y tioacetilo 18 a partir de acetoacetato
de etilo

Se logré obtener las dos a-mercaptocetonas con el tiol protegido con dos grupos
distintos, con un grupo tritilo 17 (65%) y con un grupo acetilo 18 (88%). Luego de

obtenidas se procedié a la sintesis de los analogos derivados de L-Cys y L-PNA.

Derivados de L-Cys:

La secuencia sintética para obtener los derivados de L-Cys y las a.-mercaptocetonas 17
y 18 se describe en el Esquema 13 A-B.

o O

Trts QJ;/U\ okt

TFA/TIS/DCM H
p-TsOH, MeOH H H 2:1:97 (viviv) HO,C SH
reflujo 2h LN STrt T.A, 30 minutos N
L-Cys - >< H >
& \_co,Et S \“—CO,Et

L-anti/syn-19, 56%
(mezcla inseparable 60:40)

p-TsOH, MeOH N SH
reflujo 2h -
L-Cys S “—CO,Et
23% L-syn-20

Esquema 13: Secuencia sintética para preparar derivados de L- Cys y las a.-mercaptocetonas A)
17y B) 18
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La ciclocondensacién entre L-Cys y 17, dio lugar a la tiazolidina tritilada 19 (56%) la cual
se aislé como una mezcla inseparable anti:syn 60:40, Esquema 13-A. La desproteccion
del grupo tritilo en 19 se realizé usando una solucion TFA/TIS/DCM (2:1:97) a T.A por 30
minutos, pero no se logré obtener el producto de desproteccién. Cuando se realizé la
ciclocondensacién entre L-Cys y la a-mercaptocetona tioacetilada 18, en las mismas
condiciones de reaccion en lugar de obtener el producto esperado se obtuvo la
tiazolidina N-acetilada como un Unico diasterémero L-syn-20 (23%), Esquema 13-B.
Proponemos que el diasterdmero que se forma es el syn ya que se encuentra descripto
que la N-acilacién de una mezcla de diasterdmeros (2R, 4R) y (2S, 4R) se produce de
manera preferencial sobre el enantiomero (2R, 4R) que en nuestro caso es el
diasterémero syn'#1>. Por otro lado, la formacién de la tiazolidina 20 en estas
condiciones se puede explicar por una reaccidn de transferencia del acetilo del S al N.
Este tipo de acil transferencia es un proceso quimio selectivo de alto rendimiento muy
utilizado en la sintesis de péptidos y proteinas para la formacidn de enlaces amida.® El
posicionamiento de los grupos amino y tioéster puede permitir que se produzca la
transferencia intramolecular selectiva de S a N, particularmente si estdn en posicién 1,2.
Existen descriptos numerosos estudios sobre el mecanismo de esta transferencia que
destacan los factores involucrados en la misma, como el tamafio del anillo en el estado
de transicion, la conformacién, enlaces de puente de H, interacciones NH-w, pH, y
solvente, entre otros!”!® 1° Dado que en literatura estd descripto que la acil
transferencia de S a N se puede dar tanto inter como intramolecular, proponemos dos

posibilidades para la formacion de 20, Esquema 14.
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(0]
Les M LS S
S\)J\/U\OEt HzN. COH S\)J\/U\OEt Hz.'\.l CO,H
\/ 18 L-Cys

S5-N acil transferencia
intermolecular

N
H/»?/ 0) o)

N ns. I o:.( CO,H
\[S>I<002Et ‘\OEt/ ) HNA&SH

HO,C

v

5-N acil transferencia n
. -H,0
L intramolecular

J o

OEt
H s HOC N®)(/§
HO.C o S ~

(0)
L — HOZC\S\I/ SH
7 oo

20
Esquema 14: Mecanismo propuesto para la formacion de la NAc tiazolidina 20

La ruta A la cual pensamos seria la mas probable, propone que en primer lugar se dé la
formacién de la tiazolidina | y luego una S-N acil transferencia intramolecular. Esta
reaccion ocurriria mediante el ataque del grupo amino de la tiazolidina al carbonilo del
tioacetilo formando el intermedio biciclico Il, que luego por un movimiento de
electrones evoluciona a la formacion de la tiazolidina N-Ac 20. La ruta B propone que
primero se dé la desproteccidn de la mercaptocetona SAc 17, mediante una reaccién
intermolecular entre el N de la cisteina y el grupo acetilo de 17 formando la Cys N-Ac lll.
La reaccion de lll con la mercaptocetona desprotegida IV, dando la formacién de la

tiazolidina 20 via el intermedio iminio V.
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Derivados de L-PNA:

Dada la dificultad que ha presentado la desproteccion del grupo tritilo en este caso sélo

se probd la ciclocondensacion entre L-PNA y la a.-mercaptocetona 18, Tabla 6.

Tabla 6: Sintesis de andlogos con R?= CH,CO,Et derivados de L-PNA

(0] 0]
AcS
¢ OEt
18 H Ho,Cc N
catalizador, disolvente,  192C{__N SAc 2 N SAc
LPNA reflujo 2h M o >‘>,/
- > S CO,Et S "—CO,Et
L-anti-21 L-syn-21
Entrada Catalizador disolvente Conversion Rendimiento (%)°
ti g
antifsyn® | anti2l  Lesyn-21
1 ac. p-TsOH (5% Molar) EtOH 0 0 0
2 ac. p-TsOH (5% Molar) MeOH 72:28 9 3
3 ac. p-TsOH (5% Molar) DCM 75:25 29 6
4 - BA pH=5 0 0 0

BA: Buffer acetato; ? Relacidn anti:syn obtenida por *H-RMN del crudo de reaccién considerando las
sefiales independientes de cada diasterémero; ® Rendimiento del producto aislado enantioméricamente
puro.

La ciclocondensacién entre L-PNA y 18 se probd con ac. p-TsOH en tres disolventes
distintos (Tabla 6, entradas 1, 2 y 3). Cuando se usé EtOH como disolvente (Tabla 6,
entrada 1) no se observé la tiazolidina deseada en el crudo de reaccién. Sin embargo,
cuando se usd6 MeOH y DCM, por 'H-RMN se observé la formacién de los dos
diasterémeros de la tizolidina 21 en una relacidon anti:syn 72:28 y 75:25
respectivamente, Tabla 6, entradas 2 y 3. En ambos casos se logrd aislar los dos
diasterdmeros enantioméricamente puros, obteniéndose mejor rendimiento cuando se
usé DCM como disolvente. En buffer acetato sin catalizador, no se obtuvo el producto

deseado, Tabla 6, entrada 4.

Los espectros de *H-RMN del crudo de reaccién y de los productos enantioméricamente

puros se muestran en la Figura 4.
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LML L-syn-21 UL

mezcla distereomérica anti/syn 75:2 ' \

Figura 4. Espectros *H-RMN (400MHz, CDCls): A) mezcla diasterdmerica anti/syn-19 75:25; (B)
diasterémero L-syn-19 puro; C) diasterémero L-anti-19 puro

HO,C

HO,C

La desproteccion del grupo acetilo del diasterémero mayoritario L-anti-21, se probd en

dos condiciones distintas, Tabla 7.

Tabla 7: Condiciones y resultados de la desproteccion del grupo acetilo

condiciones

HO,C HO,C( N  sH

Ac  desproteccién /
I & RPN
CO,Et 7S MCOo,Et

L-anti-21 L-anti-22
Entrada Condiciones Rendimiento
desproteccion L-anti-20 (%)
1 Resina de intercambio (BER), Pd(OAc),, MeOH, T.A. 1 h -
2 CyA.HCl, Buffer fosfato pH =8, MeOH, T.A, 1 h 24

En primer lugar se probd la metodologia de desproteccidon descripta por Yoon et al.
usando una resina de intercambio de borohidruro (BER) y una cantidad catalitica de
Pd(OAC); en metanol,?° pero no se logré asilar el producto deseado, Tabla 7, entrada 1.
La resina BER fue preparada de acuerdo con lo descripto en literatura y el contenido de

borohidruro en la resina se analizd por evolucion de hidréogeno en la acidificacién con
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HCI 6M, determinando que el promedio de NaBH4 era de 3.51 mmoles/g>’. Por otro lado,
se probd la desproteccidn del acetilo en buffer fosfato pH = 8 y en presencia de CyA.HCI?!
y en este caso si se logré obtener el producto de desproteccion L-anti-22 (24%), Tabla 7,

entrada 2.

Por lo tanto, cuando se hizo reaccionar L-Cys con la a-mercaptocetona STrt se logré
preparar el derivado esperado, pero resultd ser inestable en las condiciones de
desproteccién. Cuando se usé la a-mercaptocetona SAc en lugar del derivado esperado,
se observd una S-N acil transferencia y se obtuvo el producto N-acetilado con el tiol libre
L-syn-20. La reaccion entre L-PNA y a-mercaptocetona SAc en cambio dio lugar a la
formacién de los dos diasterémeros del producto esperado, que se pudieron aislar
enantioméricamente puros. El diasterémero mayoritario pudo ser desprotegido con

cisteamina y se obtuvo el andlogo L-anti-22.
3.3.2D. Sintesis de analogos oxazolidinas

Existe en literatura varios reportes de la sintesis de oxazolidinas derivadas de
aminoalcoholes como serina (Ser) o treonina (Thr) y distintos aldehidos?*?3. Estas
reacciones se llevan a cabo en distintos disolventes como EtOH o MeOH en presencia de
trietilamina??, benceno/trietilamina?>, NaOH 2N%%27, 0 en ausencia de disolvente?® . Sin
embargo, hay muy poca informacién sobre oxazolidinas derivadas de cetonas
probablemente porque dan reacciones muy lentas dependiendo de la reactividad del
grupo carbonilo. Una de las sintesis reportadas a partir de aminoalcoholes y cetonas es
la descripta por Bulman Page et al.?’ en presencia de Sc(OTf)s como acido de Lewis y

utilizando MW como fuente de calentamiento.

En nuestro caso planteamos preparar dos series de heterociclos 2-mercaptometil
oxazolidinas (2-MMO) a partir de los aminoalcoholes como serina (Ser) o treonina (Thr).
Una serie derivada de la a-mercaptocetona 18 con el caboxilato homologado en el C2,
y otra serie derivada del ditiano 3 con una cadena etil éster unida directamente al C2,

Esquema 15.
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Esquema 15: Sintesis planteada para preparar andlogos oxazolidinas

Derivados de a-mercaptocetona 18:

Para la preparacion de estos analogos se probaron varias condiciones de

ciclocondensacion, los resultados obtenidos se describen en la tabla 8.

Tabla 8. Sintesis de 2-MMO derivadas de a—mercaptocetona 18

condiciones
HO,C - . \)Oj\/loj\ mclocondensacnoIF :HOZCIH A
I + AcS OEt 1 o>t
R1” ~OH ” R CO,Et
R =H, Ser
R = Me, Thr
Entrada | Aminoalcohol Condiciones Rendimiento
ciclocondensacién (%)
1 Ser ac. p-TsOH cat., EtOH, 0
reflujo, 2.5h
2 Ser ac. p-TsOH cat., MeOH, 0
reflujo 2h
3 Thr ac. p-TsOH cat., MeOH, 0
reflujo, 4h

En ninguna de las condiciones ensayadas se logré obtener las 2-MMO deseadas.

Derivados del ditiano 3:

Estos analogos se probaron preparar a partir de Ser y Thr y sus respectivos ésteres
metilicos. Se probaron varias condiciones de ciclocondensacion y los resultados

obtenidos se describen en la Tabla 9.
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Tabla 9: Sintesis de 2-MMO derivadas del ditiano 3
3 R'0,C

H
NH, N SH
T - o
R1”~OH condiciones R1”” O CO,Et
ciclocondensacion

R20,C

R?=R'=H; Ser

R?=H, R' = Me; Thr

R2= Me, R' = H; Ser OMe
R2=R"= Me; Thr OMe

Entrada aminoalcohol Condiciones Rendimiento

%
1 L-Ser MeOH, LiCl, MW:65°C, 50W, 20 min. 0
2 L-Thr EtOH, LiCl, reflujo, 2h 0
3 L-Ser OMe. HCI EtOH, LiCl, reflujo, 2h 0
4 L-Thr OMe. HCI EtOH, LiCl, reflujo, 2h 0
5 L-Thr OMe. HCI BApH5 0
6 L-Thr OMe. HCI Benceno, EtsN, reflujo, Dean-stark, 4h 0
7 L-Thr NaOH 2N, 0°C-T. A, 7h 0

BA: Buffer acetato

En ninguna de las condiciones ensayadas se logré obtener los productos deseados. El
uso de benceno y Et3sN a reflujo con Dean Stark para eliminar el agua formada en la
reaccion y desplazar el equilibrio hacia la formacién de 2-MMO (Tabla 9, entrada 6) y el
uso de condiciones bdsicas como NaOH 2N (Tabla 9, entrada 7) tampoco lograron

favorecer la formacion de las oxazolidinas.

Por lo tanto, no se logré obtener andlogos 2-MMO a partir de los aminoalcoholes Sery

Thr o sus respectivos ésteres por condensacién con el ditiano 3 o la a-mercaptocetona

18.

3.3.3 Estudios de evaluacion biologica de 2-MMT
3.3.3A. Estudios de inhibicion frente a Metalo 3 lactamasas

Se evaluo la potencia inhibitoria de las dos series de MMT 1y 2 y de cinco analogos en
distintas subclases de MBLs utilizando el carbapenemo Imipenem (IMI) cémo sustrato

de las enzimas®’, Tabla 10. Los ensayos de inhibicidn enzimatica estuvieron a cargo del
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Prof. Alejandro Vila en la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas del Instituto

de Biologia Molecular y Celular de Rosario-Argentina (IBR-CONICET).

Tabla 10: Constantes de inhibicion K; de las 2-MMT frente a MBLs de las tres subclases

Constante de inhibicién Ki (uM)

Subclase B1 Subclase B2 SubBc;ase
Compuesto Estructura NDM-1 IMP-1 VIM-2 sfh-1 L1
Quimica
Ho,c R §"
L-anti-1 \[ >\ 52%0.7 1.0£0.2  0.38+£0.05 0.16 £ 0.03 10.0+0.8
&’ TCO,Et
Ho,c, R §H
D-anti-1 ’ ' 25% 0.5 1.3+0.1 0.39£ 0.04 | 202 40%0.5
s “CO,Et
Ho,Cc N S|H
L-anti-2 >\ 0.44+0.06 0.46+0.05 0.75+ 0.09 | 1.3+0.1 20+2
&’ TCO,Et
Ho,c, N $M
L-syn-2 ;[ >) 8+1 6.0+ 0.6 3.6+ 0.4 100 + 10 28+3
g’ "CO,Et
Ho,c, R §™
D-anti-2 i >) 31403  0.93+0.08 09#0.1 130£10 1.4+0.2
g’ “CO,Et
Hoc, R §F
D-syn-2 /[ >\ 0.60+ 0.05 2.0#0.2 1.9+0.1 1.0£0.1 40+0.6
g’ TCOEt
0
L-syn-20 HO,C N>/ SH . _
4 \[ S—/ 26406 NI 20+4
S “—CO,Et
H /SH
L-anti-7 EtO2C\EN>\\n\ 1.2+01 - - - 56%0.3
d "CO,Et
H SH
L-syn-7 EtoZC\C)/ 82+1 - - - 25+2
g 'COEt
H SH
D-anti-7 Et0:C, N>/ 1.15+0.06 - - - 9+1
d 'CO,Et
H /SH
-D-syn-7 EtOZC"'EN\f\\\\ 322 - - - 556
g TCO,Et
HO,C /(SH
L-24 N 7+1 8+2 29402 0.26 +0.03 0.26 +£0.03

ND: No determinado; NI: No produjo inhibicidn a una concentracion < 100 uM
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Las seis tiazolidinas 1 y 2 fueron evaluadas y presentaron inhibicién frente a las tres
subclases de MBL. El compuesto L-anti-2 fue el que presentd el mejor perfil de inhibicion
frente a las de subclase B1 resultando casi 10 veces mas activa en NDM-1 que el
heterociclo bistiazolidina L-24 reportado anteriormente por nuestro grupo. Los
compuestos L y D-anti-1 mostraron potencias similares frente a cada enzima (por
ejemplo, 5,2y 2,5 uM contra NDM-1 para L-anti-1 y D-anti-1, respectivamente) a pesar
de ser enantiémeros. En el caso de las tiazolidinas 2 que tienen un grupo gem dimetilo,
la estereoquimica tiene una influencia muy marcada en la inhibicion. En NDM-1, los
valores de K; para estos cuatro compuestos variaron entre 0,44 y 8 uM, siendo L-anti-2
(0,44 uM) y D-syn-2 (0,60 uM) los inhibidores mas potentes, ambos con configuracion
2S. En cambio, en los que tienen configuracién 2R fueron 7 veces menos activos (D-anti-
2) y 13 veces menos activo (L-syn-2), comparables a los valores de Ki obtenidos para los
compuestos de la serie 1. Frente a la enzima VIM-2, también perteneciente a la subclase
B1, los compuestos mostraron un mejor perfil de inhibicién, exhibiendo la mayor
potencia los compuestos L y D- anti-1 con valores similares. Respecto a la evaluacién
frente a IMP-1, enzima perteneciente a la subclase B1, los valores de Ki obtenidos
variaron entre 0,46 y 20 uM. Las tiazolidinas L y D-anti-2 mostraron valores de Ki
generalmente mas bajos que sus contrapartes syn, tendencia también observada en
VIM-2.

En la enzima Sfh-I de la subclase B2 los compuestos D-anti y D-syn-2 ademas de L-syn-2
y L-syn-20 presentaron mala o nula inhibicion. Sin embargo, L-anti-1 presento el mejor
valor de Ki (0.16 uM) para esta familia de compuestos incluso mas bajo que el

compuesto de referencia L-CS319.

Para la subclase B3 se evaluaron en la enzima L1, los valores de inhibicion se encontraron
entre 1.4 y 55 uM, siendo D-anti-2 el mejor inhibidor (1,4 uM), pero aun asi no supera

la actividad de la referencia L-CS319 que mostré una inhibicion de 0.26 uM.

Los cuatro andlogos L y D-7 que poseen un éster etilico en lugar del acido carboxilico en
posicion C4, fueron evaluados frente a NDM-1 (B1) y L1 (B3). Frente a NDM-1 se

observé que L-anti-7 (1,2uM) y D-anti-7 (1.15uM) fueron mejores inhibidores que sus
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respectivos diasterémeros syn (8.2 y 32uM). Comparados con las tiazolidinas de
referencia L y D-anti-1, los andlogos fueron entre 4 y 2 veces mas potentes. Frente a L1
(B1) nuevamente los diasterémeros anti presentan mejor inhibicidon que sus
diasterémeros syn. El andlogo L-anti-7 (5.6uM) es casi 2 veces mas potente que su
andlogo de referencia (10uM), en cambio D-anti-7 (9uM) es 2 veces menos potente que
D-anti-1 (4uM). Por lo tanto, el cambio del acido carboxilico en C4 por un éster etilico
no produjo cambios significativos en la potencia inhibitoria respecto a sus tiazolidinas
de referencia L y D-anti-1 frente a NDM-1 y L1. En general los diasterdmeros syn

presentaron menos inhibicion frente a NDM-1vy L1.

El analogo L-syn-20 que presenta el anillo tiazolidina NAc y el éster etilico en el C2
homologado, también fue evaluado frente a NDM-1 y L1, inhibiendo ambas enzimas.
Frente a NDM-1 presento la mejor inhibicion (2.6uM), presentando una inhibicion
similar a los diasteromeros L-anti-1 y D-anti-2 de las tiazolidinas de referencia. Por lo
cual ninguno de los dos cambios que presenta este andlogo mejoraron la inhibicién

frente a las MPLs ensayadas.

En general, si comparamos la actividad que exhibieron las 2-MMT frente a la
bistiazolidina L-CS319, podemos decir que para las 3 enzimas de la subclase B1, las 2-
MMT fueron mejores inhibidores, en cambio en las enzimas Sfh-1 (B2) y L1 (B3) fue lo
contario. Excepto L-anti-1 que presento una inhibicion de 0.16mM frente a Sfh-1

respecto a 0.26uM de L-CS319.

3.3.3B. ICs50in vivo en células de E. coli que expresan NDM-1

A las tiazolidinas 1y 2 que fueron las que presentaron mejor perfil de actividad frente a
las MBL B1, se les evalud la capacidad de penetrar la membrana externa bacteriana e
inhibir NDM-1 dentro del periplasma bacteriano. Para ello se siguié por 'H-RMN la
hidrdlisis de imipinem (IMI) por células de E. coli que expresan NDM-1, en presencia de

2-MMT a diferentes concentraciones, Tabla 11.
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Tabla 11: ICsp en célula de E. coli que expresa NDM-1

Compuesto ICs0 en célula (uM)?
L-anti-1 54 +4
D-anti-1 64+5
L-anti-2 160+ 10
L-syn-2 230+ 30
D-anti-2 210+ 10
D-syn-2 10+1

2NDM-1 en el periplasma de E. coli hidroliza completamente una
solucién de 500 uM de imipenem en 12-15min.

Segun los resultados obtenidos, el inhibidor mas potente fue D-syn-2 derivado de D-
penicilamina, con un valor de ICso de 10 pM. Sin embargo, L-syn-2 derivado de L-
penicilamina y los diasterémeros L y D-anti-2 mostraron potencias mucho mas bajas,
entre 16y 23 veces menor. Estos valores de I1Cso relativamente elevados probablemente
se debe a diferencias en la penetracion celular y en la estabilidad del compuesto en el
entorno celular. Los derivados de cisteina L y D-anti-1 también fueron menos potentes
que D-syn-2, pero entre 5 y 6 veces menor. Por lo tanto, en general todas las 2-MMT
evaluadas fueron capaces de proteger el IMI de la actividad hidrolitica de NDM-1, siendo

D-syn-2 el mejor inhibidor.

3.3.3C. Citotoxicidad

Se evalud la citotoxicidad de las dos series de 2-MMT 1 y 2 contra lineas celulares

cultivadas HEK293, L929 y VERO a 260, 355y 530 uM, Figura 5.
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Figura 5. Citotoxicidad para las MMTZ en lineas celulares HEK293, L929 y VERO. Control (Negro),
L-anti-1 (marrén), D-anti-1 (naranja), L-anti-2 (verde), L-syn-2 (azul claro), D-anti-2 (purpura) y
D-syn-2 (rosa).

Los derivados 2-MMT 2 con el grupo gem dimetilo no mostraron toxicidad en las

condiciones ensayadas. Sin embargo, D-anti-1 (naranja) produjo una disminucién en los
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porcentajes de viabilidad celular en casi todas las condiciones, mientras que L-anti-1

(marrdén) mostrd una toxicidad mas selectiva hacia la linea celular HEK293.

3.3.3D. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se estudid silas 2-MMT 1, 2 podian restaurar la actividad antibiética de Imipenem (IMl)
frente a aislados clinicos que producen MBLs de subclase B1. Para ello, se midi6 la
concentracién minima inhibitoria (CMI), que es la concentracion minima de antibidtico
capaz de inhibir el crecimiento bacteriano luego de su incubacién. En nuestro caso se
midié la CMI de IMI en ensayos de microdilucién a una concentracion de 100 ug/ml de
los inhibidores 2-MMT, Tabla 12. Estos ensayos estuvieron a cargo del Prof. Roberto
Bonomo en Research Service, Louis Stokes Cleveland Department of Veterans Affairs

Medical Center, Cleveland, OH, USA.

Tabla 12: CMI de imipenem (IMI) y 2-MMT en aislados clinicos que expresan MBL B1

CMI (mg/L)
IMI + IMI + IMI + IMI + IMI + IMI +
Aislado clinico MBL IMI  L-anti-  D-anti- L-anti- L-syn- D-anti-  D-syn-
1 1 2 2 2 2
K. pneumoniae (1.37) NDM-1 32 8 8 8 16 8 8
E. coli (8.68) NDM-1 64 16 16 16 32 16 32
K. pneumoniae (LC 82) IMP-13 1 0.5 0.25 0.25 1 0.25 0.5
Enterobacter spp.
(42713) IMP 16 16 8 8 16 8 8
P. mirabilis (UNC KPC
170)° IMP 16 8 8 4 16 1 8
K. pneumoniae (6907) VIM-2 4 2 2 1 4 1 4
K. pneumoniae (6907 VIM-2 8 4 2 2 4 2 4
K. pneumoniae (5639) VIM-24 8 8 4 4 8 1 8

2Debido a la menor susceptibilidad intrinseca al imipenem, las cepas de la familia Morganellaceae se
probaron con meropenem; b: los inhibidores fueron testeados a 100ug/mL

Todos los compuestos evaluados, lograron inhibir con éxito las ML de la subclase B1
presentes en Enterobacterias. El compuesto D-anti-2 fue el mejor inhibidor frente a
todos los aislados clinicos, con una reduccion de hasta 16 veces en los valores de CMI
de IMI (factor de dilucién = 4). En ausencia del antibiético imipenem, ninguna de las 2-
MMT mostré un efecto perjudicial sobre el crecimiento bacteriano, esto indica que la
reduccion de los valores de MIC se debe a la restauracién de la susceptibilidad al

imipenem mediante la inhibicién de las MBL por parte de las tiazolidinas.
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Dado los resultados positivos, se decidid probar si concentraciones mas bajas de
inhibidor seguian potenciando la actividad. Para ello se probaron concentraciones de
inhibidor de 50 y 75 pg/ml y se midié la CMI de imipenem frente a E. coli DH10B que
expresa L1 de subclase B3, Tabla 13.

Tabla 13. Efecto de las 2-MMT 1y 2 sobre las CMI de IMI frente a L1 que expresa E. coli DH10B.

CMI mg/L
Concentracion M IMI+ IMI+ IMI+ IMI+ IMI+ IMI+
Inhibidor ug/mL L-anti-1 D-anti-1 L-anti-2 L-syn-2 D-anti-2 D-syn-2
50 16 8 8 4 4 8 4
75 16 4 8 4 4 8 4
100 16 4 8 4 4 4 4

Estos datos indican que 50 pg/ml de L-anti-2, D-syn-2 y L-syn-2 causaron una reduccion
de 4 veces (factor de dilucion = 2) en la CMI de IMI, lo que indica que concentraciones
mas bajas de inhibidor pueden potenciar la actividad de imipenem contra una cepa de

E. coli que expresa L1 de subclase B3.

Por lo tanto, dado que todas las 2-MMT evaluadas mostraron inhibicion frente a
diferentes subclases de MBL, el impacto que presentaron en la reduccién de las CMI
y su falta o baja toxicidad, los convierte en compuestos prometedores para para realizar

estudios in vivo.

3.3.4 Estudios cristalograficos para la determinacion estructural de los complejos de
metalo-B-lactamasas con 2-MMT MJL: 2-MMT.

Las 2-MMT 1y 2 demostraron ser inhibidores en las tres subclases de ML (B1, B2 y B3).
Para comprender mejor las interacciones de éstas en el sitio de activo de las enzimas,
se obtuvieron las estructuras cristalinas de los complejos 2-MMT con las enzimas di-Zn
pertenecientes al subgrupo B1 (NDM-1, VIM-2 y IMP-1), mono-Zn el subgrupo B2 (Sfh-I)
y di-Zn del subgrupo B3 (L1). La determinacién estructural de los complejos MBL: 2-MMT
por difractometria de rayos X estuvo a cargo del Dr. Prof. James Spencer en School of

Cellular and Molecular Medicine, Universidad de Bristol, Bristol-Reino Unido.
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3.3.4A. Estudio de las estructuras cristalinas de los complejos MBL-B1: 2-MMT

Se lograron obtener y estudiar las estructuras cristalinas de 6 complejos de los
compuestos L-anti-2 y D-syn-2, con las tres enzimas mas relevantes clinicamente de la
subclase B1 (NDM-1, VIM-2, IMP-1). Los complejos obtenidos fueron: NDM-1: L-anti-2,
VIM-2: L-anti-2, IMP-1: L-anti-2, y NDM-1: D-syn-2, VIM-2: D-syn-2, IMP-1: D-syn-2, con

una resolucién de 1.4 a 1.87 A, Figura 6.
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Figura 6: Estructuras cristalinas de los complejos: L-anti-2 (verde) con NDM-1 (A), VIM-2 (B) e
IMP-1 (C); y para complejos de D-syn-2 (rosa) con NDM-1 (D), VIM-2 (E) e IMP-1 (F). Los iones de
zinc se muestran como esferas grises, las cadenas laterales azules son residuos hidréfobos
involucrados en las interacciones, enlaces de hidrégeno e interacciones de coordinacién con los
metales se muestran como lineas punteadas amarillas.

Para las tres enzimas se observé que el resto tiol se une equidistante entre los dos iones
de Zn, desplazando el hidréxido hidrolitico y manteniendo una distancia Zn-Zn de 3.57-
3.79 A°. También se ve que varios residuos hidrofébicos en el sitio activo de estas
enzimas estabilizan la unién a las 2-MMT. En NDM-1 los residuos que se encuentran en

el bucle L3, como Leu59, Met61 y Val67 son los que contribuyen a la unién, mientras
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que en VIM-2 son los residuos Phe6l y Tyr67. En IMP-1, debido a un pequefo
movimiento conformacional del bucle flexible L3, unicamente el residuo hidrofdbico
Met61 estabiliza dicha unién. Ademas, el residuo del aminoacido Trp87 en NDM-1 vy
VIM-2 o Phe87 en IMP-1 se coloca cerca (aproximadamente 4A°) de la cadena lateral etil
éster en todos los complejos MBL: 2, proporcionando una fuerte interaccion hidréfoba.
Solo en NDM-1, el residuo hidrofdbico adicional lle29, situado cerca del extremo N-
terminal, también contribuye a la unién. El carboxilato (-CO;H) de estos compuestos
interactia débilmente con Asn233 en el bucle L10 en NDM-1 e IMP-1 (3.46-3.28A°

respectivamente) pero no en VIM-2.

Para L-anti-2, el carboxilato interactia débilmente con Asn233 en el bucle L10 en NDM-
1 e IMP-1 (3,46 y 3,28 A®, respectivamente), pero esto no se observa en el complejo
VIM-2. En complejos con D-syn-2, el inhibidor interactia mas estrechamente con la
amida de la columna vertebral de Asn233, mientras que en VIM-2 hay una interaccién

débil adicional con Arg228 (3.39 A°) que no estd presente en NDM-1 e IMP-1.

Las estructuras también destacan cierta flexibilidad de unidn para la cadena lateral etil
éster, que gira 180 ° alrededor del carbono carbonilo en la estructura IMP-1: L-anti-2 en
comparacion con NDM-1 o VIM-2, en gran parte debido a la falta de enlaces de
hidrégeno entre la cadena lateral del inhibidor y la estructura de la proteina. El inhibidor
D-syn-2 se une de manera muy similar a NDM-1 e IMP-1 pero tiene una orientacion

ligeramente diferente en VIM-2 debido a las interacciones del carboxilato con Arg228.

Sin embargo, a pesar de estas pequeiias diferencias en la unién, tanto L-anti-2 como D-
syn-2 muestran modos de unién ampliamente consistentes, mostrando pocas y débiles
interacciones con la estructura de la proteina, siendo la unién dominante la interaccién

tiol: zinc.

3.3.4B. Estudio de las estructuras cristalinas de los complejos ML-B2: 2-MMT y MfL-
B3: 2-MMT

Tambien se obtuvieron las estructuras cristalinas de los complejos L-anti-1: Sfh-1 (B2) y

D-syn-2: L1 (B3), las cuales se muestran en la Figura 7.
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Figura 7. Interacciones de 2-MMT en el sitio activo de L1 y Sfh-Il. Izquierda, interacciones Tiol-Zn
y enlaces de hidrégeno en complejos 2-MMT:MPL; Derecha, interacciones con residuos
hidrofdbicos que recubren el sitio activo (A) Unidn L-anti-1 a Sfh-I; (B) Union D-syn-2 a L1.

La unién de L-anti-1 mostrd la interaccién del tiol de la cadena mercaptometilo
directamente con el centro Zn2 de Sfh-I. En el caso de D-syn-2 este tiol interacciond
tanto con Zn1 como con Zn2 en el centro di-Zn de L1 y en ambos casos se vié desplazado
el hidréxido catalitico. En Sfh-I, hay un puente de hidrogeno mas débil entre el carbonilo
del ester etilico de L-anti-1 y el nitrégeno de cadena lateral de Asn233 (3.2 A). Por el
contrario,en la unién D-syn-2:L1 se estabiliza mediante enlaces de hidréogeno mas

fuertes con los oxigenos de cadena lateral de Ser223 (2,5 A) y Tyr33 (2,9 A).

El modo de unién de D-syn-2:L1 tiene similitudes con su unién a las enzimas di-Zn B1
NDM-1y VIM-2, particularmente con respecto al posicionamiento de los grupos de tiol
y carboxilato. Sin embargo, la cadena lateral del éster etilico se gira 180°, y por lo tanto
apunta en la direccién opuesta en L1. Ademas, en las enzimas B1 se ve solo una sola
interaccion con el nitrégeno de Asn233, en comparacién con los enlaces de hidrégeno

gue D-syn-2 forma con los dos residuos de aminodcidos en L1.
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Por lo tanto, los datos de cristalografia por rayos X, muestran que las 2-MMT emplean
un modo de unidén analogo en los diversos sitios activos de las diferentes subclases de

MbL.

3.3.4C. Estudio QM/MM de la interaccion S — & en la unién de MBL:2-MMT

En las estructuras cristalinas se identificd una interaccidon S-m conservada entre el S del
anillo tiazolidina y residuos aromaticos en el sitio activo en las distintas subclases de
MBL (Trp87 en NDM-1/VIM-2 y Sfh-l, Phe87 en IMP-1 y Trp39 en L1). Para entender la
importancia que puede tener esta interaccidn en el sitio activo, se decidid realizar un
estudio in silico de mecdnica cudntica/mecdanica molecular QM/MM. Los estudios
tedricos de QM/MM estuvieron a cargo del Dr. Diego Moreno del Instituto de Quimica

de Rosario (IQUIR, CONICET-UNR).

Se estudio la interaccion S-nt en los complejos de L-anti-2 yD-syn-2 con las tres enzimas
mas relevantes de la subclase B1 (NDM1, VIM2 e IMP1) y con las enzimas B2 (Sfh-1) y
B3 (L1), Figura 8.
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Figura 8: Interacciones del atomo de azufre del anillo tiazolidina con el grupo aromatico del
residuo en la posicién 87 de las enzimas B1 y B2 y con el grupo aromatico del residuo en la
posicion 39 de la subclase B3. Las interacciones se representan como una negra linea punteada.
Interaccidn entre el anillo de benceno de Trp87 de NDM-1 o VIM-2 con L-anti-2 (Ay C) y con D-
syn-2 (B y D). Interaccidn entre el anillo de benceno de Phe87 de IMP-1 con L-anti-2 (E) y con D-
syn-2 (F). Interaccion entre el anillo benceno de Trp87 de Sfh-1 con L-anti-1 (G). Interaccion entre
el anillo benceno de Trp39 de L1 con D-syn-2 (H). Las distancias en A° se midieron desde el
centro del anillo de benceno al dtomo de azufre de tiazolidina
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Se pudo observar que el atomo de azufre del anillo de tiazolidina de las tiazolidinas esta
ubicado a 4.81 A° y 5.11 A® del grupo indol de Trp87 en la base del bucle L3 en NDM-1.
Se observd una interaccién similar S-nt con el grupo aromatico de Trp87 en VIM-2 (4.17
y 4.33 A°) y con Phe87 en IMP-1 (5.51y 6.58 A°). En NDM-1 e IMP-1, el atomo de azufre
se ubica de manera coplanar al borde del anillo aromatico, mientras que en VIM-2, el
azufre forma una interaccidon de apilamiento con Trp87. También se observd esta
interaccion en las enzimas B2 (Sfh-1) y B3 (L1) con L-anti-1 y D-syn-2 respectivamente.
con distancias comparables a las obsevadasa en las enzimas B1. Por lo tanto, podemos
indicar que las 2-MMT se unen mediante una interaccién sulfur-m conservada entre el
atomo de azufre de tiazolidina y un residuo aromatico del sitio activo de las distintas

subclases de MfL.

Para argumentar la importancia de esta interacciéon y debido a que los andlogos
oxazolidina no pudieron ser obtenidos, se estudio por métodos in silico la interaccion de
2-mercaptometil oxazolidinas (2-MMO) con NDM-1, los modelos estructurales se
construyeron basados en las estructuras cristalinas de NDM-1 unida a L-anti-2 y D-syn-

2, Figura 9.
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Figura 9: Estructuras optimizadas de los complejos 2-MMT y sus andlogos oxazolidinas 2-MMO
con diferentes MBL usando QM/MM. Se muestran las superposiciones de los complejos 2-MMT:
A) NDM-1: L-anti-2, B) NDM-1: D-syn-2, C) Sfh-1: L-anti-1, D) L1: D-syn-2 y sus respectivos
analogos 2-MMO. Los analogos 2-MMO respectivos se muestran de color celeste

Las geometrias experimentales de las 2-MMT y las geometrias simuladas de las 2-MMO
se minimizaron mediante calculos moleculares de mecénica cuantica hibrida (QM/MM).
Los aductos tedricos de 2-MMT con NDM-1, Sfth-1 y L1 produjeron geometrias finales
similares a las presentadas en las estructura cristalina y se preservé las distanciasS— .
En los complejos tedricos con 2-MMO, se observd un incremento en la distancia O — =
entre el 4tomo de O y el anillo aromatico de Trp87 (NDM-1 y Sfh-1) y Trp39 (L1) que va
de 0.13 a 1.0 A°. Esto puede explicarse en parte por la distancia de enlace C-O que es
mas corta en comparacion con C-S, lo que hace que el dtomo de oxigeno esté mas lejos
de los residuos aromaticos en el sitio activo. En L1, sin embargo, el aumento de la
distancia es minimo (0,13 A), lo cual puede deberse a que D-syn-2 presenta mayor
numero de enlaces de hidrégeno en el sitio activo, que potencialmente supera el efecto
de la interaccion O / S-it. Aunque la sustitucidn del azufre por oxigeno mostré efectos
variables in silico, los datos sugieren que la interaccién azufre-m ejerce podria contribuir

mas a la union de las 2-MMT en el sitio activo. Esta contribucién es mayor en enzimas
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como NDM-1 y Sfh-1 donde las interacciones por enlaces de hidrégeno en el sitio activo
son minimas, pero tiene una contribucién menor cuando la unién inhibidor-enzima se

estabiliza mediante enlaces de hidrégeno mas fuertes (L1).

3.3.4D. Estudio de estabilidad quimica de 2-MMT a pH=7.2

Se decidid estudiar la estabilidad de las 2-MMT en las condiciones de los ensayos de
inhibicién enzimatica (pH 7.2 y 27°C). Se tomd como modelo la tiazolidina D-anti-2 y el
analisis de realizé por HPLC. La metodologia analitica fue validada, para lo cual se

evaluaron distintos parametros como: especificidad, linealidad, precisidn y exactitud.

Una vez validado el método se procedio a realizar el estudio de estabilidad a diferentes
tiempos: 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h. Se utilizé una concentracién de D-anti-2 de 0.194
mg/mL, en un buffer fosfato (BP) pH 7.2 a 27°C. El ensayo se realizé por duplicado. Los
% de recuperacion de D-anti-2 y su representacion grafica en los distintos tiempos de
monitoreo se describen en la Tabla 14.

Tabla 14. Resultados y representaciéon gréfica de la recuperacién de D-anti-2 en el estudio de
estabilidad en un intervalo de 6 h

[
o
S
L 4
L 4
L 3
L 4

N B O
o O O o

D-anti-2 (%) Recuperacion

o

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390

tiempo (min)

% Recuperacién? 30min 1lh 2h 4h 6 h
Ensayo 1 92.63 92.67 92.19 90.92 88.40
Ensayo 2 92.59 92.62 92.06 91.18 86.98
Promedio 92.61 92.645 92.125 91.05 87.69

2 Se hicieron tomas de 50uL a diferentes tiempos las cuales fueron inyectadas y analizadas
inmediatamente en el HPLC

En el estudio se puede observar que él % de tiazolidina va disminuyendo hasta llegar a

un 88% a las 6h. En ese intervalo de tiempo solo se observa la sefial perteneciente a la
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tiazolidina (tr=5.23 min) y la aparicién y el crecimiento con el tiempo de una seiial (tr=de

7.48 min) (Figura 10).

5225
7475

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 11,00 1200
Minutes
Figura 10. Cromatograma de D-anti-2 obtenido luego de 6 h de incubacién en un buffer fosfato

pH=7.2,a27°C

El andlisis de esta nueva sefial en 7.48 min por LCMS indica que corresponde al producto

de oxidacién (disulfuro 24), ver Figura 11.
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Figura 11. Cromatograma obtenido en un LCMS/MS Shimadzu 8040, Columna Evo C18 5u, 4,6
x150 um. A: Acido Férmico 0,1%. B: Acido Férmico 0,1% in MeCN. Flujo 1.25 mL/min; Split for
ESI 1:4, Gradiente TO B conc = 50%, T10 B conc= 98%, Condiciones ESI: Voltaje de interfase -4,5
kV / flujo de gas nebilizador 3 L/min, DL Temp 250°C, Heat block Temp 400°C, Flujo de gas de
secado 15 L/min, Rango de adquisicién 100-1000Da.
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Por lo tanto dado los resultados obtenidos experimentalmente podemos afirmar que el
compuesto D-anti-2 en BP pH 7.2 a 27°C, se degradd sélo un 12% en 6 horas de
incubacidén, siendo el Unico producto de degradacién el disulfuro resultante de la
oxidacion del grupo tiol. Se planea estudiar en un futuro también la estabilidad de las

demas tiazolidinas preparadas.

3.4 Conclusiones

° En este trabajo se logré aislar, caracterizar y evaluar como inhibidores de ML,
los diasterdmeros syn de la tiazolidina 2 derivada de penicilamina, los cuales no habian

sido aislados anteriormente.

° Se logré explorar y adquirir experiencia en la metodologia de Experimentacion
de alto rendimiento. Con esta metodologia se probd un amplio nimero de reacciones
(176) para optimizar la obtencion de la tiazolidina L-anti-1 derivada de cisteina,
utilizando muy poca cantidad de reactivos y en un periodo corto de tiempo. Se observé
que la reaccidon ocurre mejor cuando se utilizan alcoholes como disolventes (MeOH o
EtOH) vy se podria usar LiCl como catalizador. A pesar de que se exploré un amplio

espacio quimico, el mejor rendimiento obtenido de L-anti-1 fue 35%.

° Se prepararon cinco analogos con modificaciones en C4 (R3): un anélogo derivado
de CyA con R3® = H (+ 5) y cuatro andlogos derivados de L y D-CysOEt con R® = CO,Et
compuestos Ly D-anti-7 y Ly D-syn-7. Los derivados R3 = CO,Et fueron evaluados frente
a NDM-1 y L1. Los diasterémeros anti no mejoraron significativamente la potencia de
inhibicidn respecto a las tiazolidinas de referencia y en general los diasterémeros syn

fueron menos activos.

° En cuanto a las modificaciones planteadas sobre la posiscién C2 (R?), se
obtuvieron dos tiazolidinas derivadas de Ly D-PNA con un sustituyente R?> = Me , ambos
compuestos se obtuvieron cdmo mezclas diasterémericas inseparables. Sin embargo los
derivados Cys con un sustituyente Me no pudieron ser obtenidos. Respecto a los
analogos con R? = CH,COsEt, a partir de la a-mercaptocetona tioacetilada (SAc) 18y L-

PNA se logré preparar y aislar los dos diasterémeros de la tiazolidina tioacetilada y luego
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por desproteccidon del isomero mayoritario se obtuvo el analogo L-anti-22 con el tiol
libre. A partir de la misma a-mercaptocetona y L-Cys sin embargo no se obtuvo la
tiazolidina esperada y en su lugar se obtuvo una tiazolidina con el N acetilado L-syn-20.
Cuando se usd la a-mercaptocetona tiotritilada 17 con L-Cys se logré obtener la
tiazolidina protegida L-anti/syn-19 que se descompuso en la desproteccion. Los

andlogos Ly D-anti/syn-14 y L-anti-22 fueron enviados para su evaluacién bioldgica.

° A la hora de homologar la cadena mercaptometilo se prepararon dos tiazolidinas
STrt derivadas de L-Cys y L-PNA, L-anti/syn 9 y 10 respectivamente. Sin embargo sélo la
derivada de L-PNA pudo ser desprotegida, pero el producto con el tiol libre resulté

inestable y no pudo ser completamente caraterizado como inhibidor.

° Los analogos oxazolidina no pudieron ser preparados a partir de los
aminoalcoholes Ser, Thr o sus ésteres metilicos a pesar de que se ensayaron varias

condiciones.

° En el ensayo de inhibicion enzimatica, todos los compuestos evaluados
mostraron constantes de inhibicién en el rango de bajo a sub-uM para las enzimas de
las tres subclases. Las 2-MMT presentaron mejor actividad inhibitoria respecto a los

bicilos de bistiazolidinas reportados, siendo los mejores inhibidores L-anti-1 y D-syn-2.

° Se determiné la CMI en aislados clinicos que expresan MBL de subclase B1,y B3.
En combinacién con antibidticos carbapenémicos, el compuesto D-syn- 2 mostro ser el
inhibidor mas potente de forma generalizada en las diferentes cepas de
microorganismos clinicos que expresan ML -B1. Frente a E.coli que expresan B3 el
mejor inhibidor fue L-anti-2, L-syn-2 y D-syn-2 en concentraciones de 50 y 70 ug/mL de
inhibidor. En ausencia del antibidtico carbapenem, ninguno de las 2-MMT mostré un
efecto perjudicial sobre el crecimiento bacteriano, por lo cual podemos decir que Ila
reduccion de los valores de MIC se debe a la restauracién de la susceptibilidad al

imipenem mediante la inhibicién de las MBL por parte de las 2-MMT.
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. Se evaluo el ICsg in vivo de las tiazolidinas 1y 2 en celulas de E. coli que expresan
NDM-1 y ademas la citotoxicidad contra lineas celulares cultivadas HEK293, L929 vy
VERO. Las 2-MMT 2 no mostraron un perfil de toxicidad en dichas celulas, solo el
compuesto D-anti-1 posee una leve citotoxicidad en todas las células ensayadas,

mientras que L-anti-1 mostrd una toxicidad mas selectiva hacia la llinea celular HEK293.

° Se logrd obtener las estructuras cristalinas de ocho complejos de 2-MMT con
enzimas de la subclase B1 (NDM-1, VIM-2, IMP-1), B2 (Sfh-l) y B3 (L1). Las 2-MMT
mostraron una forma de unién andloga en el sitio activo de las diferentes subclases de
MBL. Ademads, se identificd una interaccién S-m entre el dtomo de S del anillo de
tiazolidina y aminodcidos aromadticos en el sitio de unién que se conserva en las

diferentes subclases de ML, siendo mas importante para las MBLs del subgrupo B1.

. Por ultimo se estudid la estabilidad quimica de D-anti-2 en BP a pH 7.2 y 27°C,
observandose una degradacion del 12% al cabo de 6 horas de incubacién, siendo el

Unico producto de degradacion el disulfuro resultante de la oxidacién del grupo tiol.

° En su conjunto todas éstos resultados y observaciones son prometedores para

continuar con estudios in vivo en ratones para éstos compuestos.

Parte de este trabajo se publicd en dos revista cientificas arbitradas:

1) M. A. Rossi, V. Martinez, P. Hinchliffe, M.F. Mojica, V. Castillo,D. M. Moreno, R.
Smith, B. Spellberg, G. L. Drusano, C. Banchio, R. A. Bonomo,J. Spencer, A.J. Vila,
G. Mahler. 2-Mercaptomethyl-thiazolidines use conserved aromatic—S
interactions to achieve broad-range inhibition of metallo-f-lactamases. Chem.
Sci., 2021, 12, 2898-2908 https://doi.org/10.1039/D0SC05172A

2) P. Hinchliffe,D. M. Moreno,M. A. Rossi,M. F. Mojica, V. Martinez,V. Villamil, B.
Spellberg, G. L. Drusano, C. Banchio, G. Mahler, R. A. Bonomo, A. J. Vila, J.
Spencer. 2-Mercaptomethyl Thiazolidines (MMTZs) Inhibit all Metallo-B-
Lactamase classes by maintaining a conserved binding mode, ACS Infect. Dis.

2021, 7,9, 2697-2706, https://doi.org/10.1021/acsinfecdis.1c00194
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3.5 Perspectivas

e Evaluacion biolégica de analogos 2-MMT y rediseio

Se plantea realizar el estudio de inhibicién enzimatica pendiente a los andlogos 2-MMT
que presentan modificaciones a nivel del carboxilico en C4 (R3= H) y modificaciones en
los sustituyentes en C2 (R2= Me y R? = CH,CO,Et), Figura 12. Con los resultados de los

ensayos de inhibicién se podra concluir y redisefiar nuevos analogos.
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Figura 12. Analogos con evaluacion bioldgica pendiente
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4.1 Antecedentes:

4.1.1. Antecedentes sintéticos de 2-MMBT

Las 2-mercaptometilbistiazolidinas (2-MMBT) son compuestos analogos a penicilina que

fueron descriptos anteriormente por nuestro grupo como inhibidores de MBLY % 3,

Figura 1.

R1
\ s R'=H,Me
R’ S/‘\/

2-MMBT

HO,C /(SH
\(k N
H

Figura 1: Estructura general de 2-MMBT.

Estos compuestos se preparan por doble ciclocondensacion entre un aminotiol como
cisteina (Cys) o penicilamina (PNA), y dos moléculas de mercaptoacetaldehido
(comercialmente disponible bajo la forma de ditiano 2,5-dihidroxi-1,4-ditiano 26.
Partiendo de los aminotiol L o D, se prepararon cuatro 2-MMBT enantioméricamente

puras (syn), Esquema 1.

SH
EtOH, ac. p-TsOH cat., HO,C /(

HO,Ca _NH, JiSj/OH reflujo 2h. RukN .
v f],
R1l HO s R s/\\/
R, H

SH

LoD Cys:R'=H 26 2-MMBT (syn)
LoD PNA: R'=Me
L-24: R"=H, 86%
D-24:R'=H, 80%
L-25: R' = Me, 89%
D-25: R' = Me, 76%

Esquema 1. Sintesis de 2-MMBT 24 y 25

En estas condiciones las 2-MMBT son obtenidas con muy buenos rendimientos, dando

mayoritariamente el diasterémero syn.
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Dado que estos compuestos presentaron inhibicion en todas las subclases de ML, en
este capitulo se plantea como objetivo principal trabajar sobre la estructura quimica de

las bistiazolidinas y preparar nuevos inhibidores.

4.2. Objetivos especificos:

En este capitulo se abordardn los siguientes objetivos especificos:
1- Disefiar y sintetizar nuevos analogos a partir de la estructura de las 2-MMBT
Figura 2. Para ello se plantea:

A) realizar dos modificaciones sobre el grupo carboxilato en C8 que incluye: Al)
sustitucion del acido carboxilico por un H (R2=H, X = S) y A2) la homologacién
del carboxilato en un carbono sobre biciclos bistiazolidinas y biciclos oxazolin-
tiazolidina (R?= CH,CO3Et, X = S, O)

B) preparar andlogos triciclicos fusionando el anillo bistiazolidina con un anillo
aromatico en los carbonos C7-C8

C) modificar la cadena mercaptometilo presente en C2, homologando la cadena en

un carbono
modificaciones en C8: Homologacién de
R?=H, X=S la cadena mercaptometilo
R?= CH,CO,Et, X =S,0 (-CH2CH,SH), X =S
HO,C /(SH R2 SH
1 Analogos /(
R\g\N s 0/ RQ‘*\ 12 o
N N =
R1 S R1 X/l\/ R H’ Me
H H
R'=H, Me =
condensacion
de anillos aromaticos
2-MMBT en C7-C8,X=S,N

Figura 2. Estructura general de la 2-MMBT y modificaciones planteadas

2- Caracterizar de los analogos preparados como inhibidores de MBL. Para aquellos compuestos
con buena actividad inhibitoria se plantea determinar la capacidad de restaurar la actividad de

ABL frente a microorganismos resistentes, midiendo la concentracién minima inhibitoria (CMI).
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4.3. Resultados y Discusion:

4.3.1. Diseio y sintesis de analogos de 2-MMBT

El analisis de los datos cristalograficos publicados anteriormente por nuestro grupo de
investigacion de los complejos MBL: 2-MMBT2, nos inspiré a la hora de disefiar nuevos
analogos que presenten mejor interaccidn con el sitio activo de las MBL y por lo tanto
mayor potencia de inhibicidn. La idea es introducir cambios en el biciclo de 2-MMBT, o
en los grupos unidos a él, que puedan mejorar el reconocimiento por la enzima. Los

resultados obtenidos en las distintas modificaciones se describen a continuacion.

4.3.1.A. Disefio y sintesis de analogos con modificaciones a nivel del grupo carboxilato
en C8

En el analisis de las estructuras cristalograficas de MBL:2-MMBT se observé que el
carboxilato en posicion C8, presenta un modo de unidn variable con las enzimas
dependiendo de la subclase de MBL y del enantidmero 2-MMBT utilizado. El grupo
carboxilato es importante en la unién con el sitio activo de las enzimas de subclase B2
pero no es significante en la unién del inhibidor con las subclases B1 y B3. Esto nos
impulsé a querer explorar distintas modificaciones a nivel del carboxilato de las 2-
MMBT. La finalidad es estudiar como afectan dichas modificaciones la interaccidn

inhibidor-enzima para obtener nuevos andlogos con mejorada potencia inhibitoria.

Las modificaciones planteadas incluyen:

A1) sustituir el carboxilato en C8 por H (R2= H, X = S) cambiando el aminotiol de partida
Cys por cisteamina (CyA), Esquema 2; A2) sustituir el carboxilato en C8 por su homdlogo
en un carbono (R%=-CH,CO;H) cambiando el aminotiol de partida Cys por B3-Cys (X = S)

o por B3-aminoalcoholes (X = 0), Esquema 2.

| 89



2-mercaptometil bistiazolidinas y andlogos | 90

eliminaciéon 1_p2_
R'=R“=H, S
del caboxilato

SH 2 SH
HO,C /( Analogos R /(
lanteados N
Q\N S I p :) R12\/‘\/S
s/‘\/

H H
2-MMBT
homologacién R'=H, Me
del caboxilato R2= CH,CO,H
S, 0

Esquema 2. Estructura de 2-MMBT y de los analogos con modificaciones a nivel del C8.

4.3.1.A1. Analogocon R2=H,X =S

La sintesis de este andlogo se realizé por analogia con la metodologia de sintesis
utilizada para preparar las 2-MMBT, (poner ref) utilizando como aminotiol de partida

CyA.HCl, Esquema 3.

SH
NH, S._OH DAPH S /(
[ Hol  + J: ]/ reflujo 2 horas N .
SH HO” s 82% s/‘\/

H
CyA.HCI 26 + 27 (syn/anti 90:10)

Esquema 3. Sintesis del anadlogo con R2 = H + 27

La doble ciclocondensacién entre CyA.HCl y el ditiano 26 se llevd a cabo en un medio
buffer acetato pH 5 a reflujo por 2h. El producto + 27 se aislé con un 82% de rendimiento,
como mezcla diasterémerica syn/anti 90:10. Cada uno de los diasterémeros a su vez es

una mezcla racémica.

4.3.1.A2. Analogos con R2= CH,CO;H, X=S, O

El objetivo de preparar estos analogos es incorporar flexibilidad conformacional a la

cadena carboxilato y estudiar si esto le permite mejorar las interacciones inhibidor-
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enzima en el sitio activo. Para la sintesis de los analogos se propone partir de distintos
B3-aminoécidos y el ditiano 26 mediante una reaccién de doble ciclocondensacién,

Esquema 4.

Metileno (CH>)

adicional

‘H 0
n Doble SH
HOWNHZ . J:SJ/OH ciclocondensacién HO /(

- N

o) > 1
R “xH HO™ s R 4\/8
=S, 0 H

R'=H, Me

Analogos con el
p3-aminoacidos 26 carboxilato homologado

Esquema 4. Sintesis planteada para la obtencidon de analogos con la cadena carboxilato
homologada (R? = CH,CO,H, X =S, O)

Los B3-aminodacidos son homdlogos de los ai-aminoacidos con un grupo metileno (CH>)
adicional insertado entre el carbono o (que soporta los distintos grupos laterales de los
aminodcidos) y el grupo acido®. El agregado de este metileno al resto aminoacidico
proporciona moléculas con distintas posibilidades conformacionales y polaridad.
Ademas, se ha demostrado que generalmente les confiere mayor estabilidad enzimatica
frente a peptidasas y proteasas®, y que es susceptible a una degradacion microbiana mas
lenta®. El B3-aminoacido de partida define el biciclo que se obtiene. Si se parte de B3-
aminotioles cémo B3-cisteina (X = S), obtenemos el biciclo bistiazolidina, en cambio, si
partimos de 33-aminoalcoholes como B3-treonina o B3-serina (X = O) se obtiene el biciclo

oxazolidin-tiazolidina, Esquema 4.

Derivados de f33-cisteina:
En literatura existen descriptas varias metodologias para preparar 3-cisteina, como por
ejemplo a partir de acido aspartico protegido Boc-Asp(OtBu)-OSu’ o a partir de Cys

protegida en el azufre con un benzilo y posterior homologacion via diazocetona® ?.
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En nuestro caso se intentd preparar B3-cisteina a partir del dc. aspartico protegido (Boc-

Asp(OtBu)-0Su) siguiendo la secuencia sintética descripta por Bergeron et al.”, Esquema

5.
NHBoc
Boc o 0 NaBH, THF NHBoG TsCl, Py NHBoc
N 0°C-TA.4h oH _0°C-2h BOC\/k/OTS
(0]
o 95%
L-Boc-Asp(OtBu)-OSu 28 29
AcSK, DMF \/[\{TC HCfI| QN, 0 NH,
T.A. 20h retiujo
_ AU Boce SAc 4H_, SH
6% HO)J\/k/
(2 pasos) 30 p3-cisteina 31

Esquema 5. Sintesis de B3-cisteina a partir del derivado de aspartico Boc-Asp(OtBu)-OSu

En esta ruta el primer paso fue la reduccion del ester N-hidroxisuccinimida del acido
aspartico derivatizado (Boc-Asp(OtBu)-OSu) con NaBHs en THF para dar el alcohol 28
con un 95% de rendimiento. La activacidn del alcohol 28 se hizo con TsCl dando el
intermedio tosilado 29, que luego se procedid a la su sustitucidon con AcSK para dar el
tioacetilo 30. El rendimiento de estos dos pasos fue muy bajo (6%), y se recuperd el
material de partida 28 (63%). La desproteccién del producto 30 se llevé a cabo en medio
acido fuerte utilizando HCI 6N a reflujo, pero en esas condiciones se descompuso el

material de partida y no se obtuvo el producto deseado 31.

En otro intento de obtener B3-cisteina se probd una ruta similar, pero partiendo del

aminoalcohol B3-serina, Esquema 6.
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o)
Boc,0, Et;N 0
(0] NH, SOC|2Y MeOH (0] NH, THE, TA. (6] NHBoc
OH __0C OH OH *
HO)J\/K/ MeO)J\/K/ MeO)J\/K/ BocHN
L-p3-serina 32 33, 29% 34,20%
(2 pasos) (2 pasos)
HCI 3M,
TsCl, Py MW:100°C
0°C-T.A., 12h O NHBoc AcSK, DMF O NHBoc 10 min. O NH,
3 s SAc —H_>
MGOJJ\/K/OTS 22% MeO)J\/k/ HO)J\/k/SH
35 (2 pasos) 36 31

Esquema 6. Sintesis de B3-cisteina a partir de B3-serina

Los dos primeros pasos fueron la proteccion del acido carboxilico y del grupo amino de
L-B3-serina. La proteccién del ac. carboxilico se llevé a cabo mediante la formacién del
cloruro de acido con SOCl, en MeOH para obtener el éster metilico 32. Luego se
prosiguid con la proteccién del grupo amino con Boc,0 para obtener el producto 33 con
29% de rendimiento en los dos pasos y el producto secundario 34 (20% dos pasos). El
aminodcido protegido 33 se activo con TsCl para dar el intermedio 35 el cual luego fue
sustituido con AcSK, obteniéndose el producto tioacetilado 36 (22% dos pasos). La
desproteccion de 36 se probd en condiciones acidas suaves utilizando HClI 3M en MW a
100°C por 10 minutos, pero nuevamente no pudo aislarse el producto desprotegido 31

y se descompuso el material de partida.

En ninguna de las dos rutas ensayadas se logré obtener B3-cisteina, el paso critico fue la
desproteccién simultanea de todos los grupos funcionales (SH, NH, y CO;H) en
condiciones acidas muy fuertes. Por lo tanto, se deberian probar condiciones de

desproteccidon mas suaves.

Derivados de f33-aminoalcoholes:

Para preparar estos andlogos se probd realizar la doble ciclocondensacion entre el
ditiano 26 y B3-aminoalcoholes disponibles comercialmente como B3-L-serina y B3-L-
treonina. Las reacciones se llevaron a cabo en medio BA pH 5, a reflujo por 2 horas, pero

no se logré aislar los productos de ciclocondensacién deseados, Esquema 7.
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o)
NH, O BA pH=5 SH
RNOH + 26 reflujo, 2h HO /(
0 R )8
H o)
H

p3-L-serina: R' = H
p3-L-treonina:R' = Me

Esquema 7. Sintesis de analogos con R? = CH,CO,H partiendo de B3-aminoalcoholes

En este objetivo especifico se intentaron preparar varios analogos con modificaciones a
nivel del carboxilato, pero sélo se logré preparar un andlogo con R> = H (+ 27). Los
andlogos con el carboxilato homologado R?= CH,CO;H, derivados de B3-cisteina y B3-

aminoalcoholes no pudieron ser obtenidos.

4.3.1.B. Disefio y sintesis de analogos conteniendo un anillo aromatico fusionado

Se planted preparar andlogos que contengan un anillo aromatico fusionado a las

bistiazolidinas en los C7 y C8 (X =S, N), Esquema 8.

COzH HOZC HOzc O
2 ’§
Cefalosporinas Carbapenemos Penicilinas
R SH
HO,C /(SH Q\ /(
R1/ 78 N 2 S o ------------ > / N S
R" s X
H H
X=8,N;R=H,Cl
R'=H, Me ) . .
Analogos con un anillo aromatico
2-MMBT fusionado al anillo bistiazolidina

Esquema 8. Estructura de antibidticos B-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas vy
carbapenemos). Estructura quimica de 2-MMBT y de los analogos con anillos aromaticos
fusionados

Estos andlogos por un lado sustituyen el carboxilato en C8 de las 2-MMBT vy por otro

lado incorporan una insaturacion en el anillo bistiazolidina. La incorporacién de un doble
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enlace en C7-C8 en el anillo puede ser beneficioso si se tiene en cuenta que las
estructuras quimicas de las cefalosporinas y carbapenemos son mejores sustratos para
las MBL que las penicilinas, Esquema 8. Este doble enlace que no estd presente en
penicilinas se localiza en C7-C8 del anillo dihidrotiazina en cefalosporinas o en C6-C7 en

el anillo pirrolidina en carbapenemos.

Estos analogos se obtuvieron utilizando la misma metodologia para preparar 2-MMBT
descripta anteriormente. La doble ciclocondensacién entre el ditiano 26 y distintos 2-
aminotiofenoles o 1,2-fenildiamina se llevé a cabo en EtOH a reflujo por 2 horas, sin

catalizador, Esquema 9.

R NH, EtOH SH
fluio, 2h /(_

H
37: X=S,R=H +40: X=8,R=H, 44%
38: X=8,R=Cl +41: X=S,R=Cl, 41%
39: X=NH,R=H +42: X=NH,R=H, 53%

Esquema 9. Sintesis de los andlogos con un anillo fusionado al biciclo bistiazolidina

Los andlogos benzobistiazolidinas + 40 (44%) y + 41 (41%) se prepararon partiendo de 2-
aminotiofenol 37 y 4-cloro-2-aminotiofenol 38 respectivamente. Cuando se partié de 2-
fenildiamina 39 (X = NH) se obtuvo un analogo benzoimidazolidina-tiazolidina + 42 con
53% de rendimiento. Todos los andlogos fueron obtenidos como mezclas racémicas del

diasterdmero mayoritario syn.

Por lo tanto, siguiendo esta metodologia sintética se lograron preparar tres nuevos
analogos con un anillo aromatico fusionado al biciclo bistiazolidina con rendimientos

moderados de 41 a 53%, los cuales fueron evaluados como inhibidores de MfL.
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4.3.1.C. Disefio y Sintesis de analogos con modificaciones a nivel de la cadena

mercaptometilo

El grupo tiol de la cadena mercaptometilo en C2 de las 2-MMBT demostré ser
fundamental en la interaccion de estos inhibidores con los iones Zn*? en el sitio activo
de la enzima. Por lo tanto, proponemos preparar nuevos analogos con la cadena
mercaptometilo homologada en un carbono (-CH,CH,SH) manteniendo el grupo
funcional SH y otorgando mas flexibilidad conformacional a la cadena y estudiar como

influye esta modificacion en la interaccién inhibidor-enzima, Esquema 10.

SH

R2 SH R2 : :) .
R N . -~ |metileno (CH,)

8N 2y . = RUENT adicional
R’ S/‘s\/ A /‘5\/8

H RS
H
R'=H, Me
R2= H, CO,H

Analogos con
2-MMBT la cadena mercaptometilo
homologada

Esquema 10. Estructura quimica de 2-MMBT y de los analogos con la cadena mercaptometilo
homologada

Las 2-MMBT, se obtienen por doble ciclocondensacién entre un aminotiol y 2 moléculas

de mercaptoacetaldehido que se encuentra como dimero en el ditiano 26, Esquema 11.
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0} o

2 Ly e

R1INH2 H)J\/SH R N>a H)J\/SH R1IN S
—_— > —_—

RY, Rt): H RY. )H

R’ SH e S R S H
Aminotiol I-Tz 2-MMBT
1 R’CHO
YV g3
R N)\S
08
R! S)HH
2-BT

Esquema 11. Ruta sintética para la formacion de 2-MMBT y de 2-BT

La doble ciclocondensacion se da via un intermedio tiazolidina I-Tz, que reacciona de
forma muy rapida con la segunda molécula de mercaptoacetaldehido y no permite que
este pueda ser aislado. Al no poder aislar este intermedio I-Tz para que pueda reaccionar
con otros aldehidos (R?CHO), se ve limitada la posibilidad de introducir en estos biciclos
un sustituyente en posicidn 2 distinto a la cadena mercaptometilo. Por lo tanto, para
preparar los andlogos con las modificaciones en la cadena mercaptometilo, es necesario
primero desarrollar una metodologia de sintesis para preparar bistiazolidinas 2-

sustituidas (2-BT).

4.3.1.C1. Desarrollo de una metodologia para preparar bistiazolidinas 2-sustituidas

La reversibilidad del enlace imino C=N se encuentra ampliamente descripta en
literatural®'l12, Nuestro grupo ha estudiado la capacidad que tienen los heterociclos
tiazolidinas de intercambiar en la posicion acetdlica con diferentes aldehidos'?, a través
de la formaciéon de un intermedio imino C=N. Teniendo en cuenta estos antecedentes
se decidid estudiar una reaccion de intercambio de 2-MMBT con diferentes aldehidos
como una metodologia para la introduccidon de diferentes cadenas en la posicién 2,

Esquema 12.
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R2 SH R2 R3
/( R3CHO L
R1/428\N 2 R1/28\N 2

‘ S 4 S
R S/F/ Intercambio R S/X‘i/
H H
2-MMBT 2-BT

Esquema 12. Reaccidn de intercambio propuesta para la preparacion de 2-BT

El primer paso fue estudiar posibles catalizadores que promovieran la reaccién de
intercambio entre L-24 e isobutiraldehido 43a en MeOH. La reaccién se ensayé tanto en
ausencia de catalizador como en presencia de ac. p-TsOH’, L-prolina®y NH40Ac*, Tabla
1.
Tabla 1. Reaccidn de intercambio utilizando diferentes catalizadores
catalizador
SH HO,C
HO2C /( O MeOH, reflujo 2\
N
N + H)J\(

2\ S _ 3 horas - /‘\/S
s s
H

H
L-24 43a 44a
Entrada catalizador % Conversion 44a®
1 - 0
2 ac. p-TsOH (0.1 eq) 0
3 L-prolina (1.5 eq) 14
4 NH4O0Ac (1.5 eq) 60

La reaccion se llevé a cabo con la relaciéon molar L-24: 43a de 1:2; °La conversion de L-24 a 44a fue
determinada por *H-NMR usando las integrales (In) de las sefiales de H5 del producto de partida L-24 y
H5 del producto de intercambio 44a, mediante la formula % 44a= (Inus44a/(InusL-24+ Inys44a))x100

Los resultados mostraron que la reaccién no transcurre en ausencia de catalizador
(Tabla 1, entrada 1) o en catalisis acida usando ac. p-TsOH (Tabla 1, entrada 2). Sin
embargo, el intercambio tuvo lugar al usar L-prolina (14%, Tabla 1, entrada 3) y NH4OAc
(60%, Tabla 1, entrada 4), obteniéndose con este ultimo el mejor % de conversion. La
reaccion de intercambio también se probd en una relacién molar L-24:aldehido (1:5)
para estudiar si se podia aumentar la formacién del producto de intercambio, sin
embargo, este exceso de aldehido provocd muchos inconvenientes a la hora de purificar
el producto final, por lo que decidimos seguir utilizando una relacién 1:2.

Una vez identificado el mejor catalizador, se procedié a optimizar las condiciones de
intercambio variando el disolvente, el tiempo de reaccién y el método de calentamiento.
Se emplearon disolventes no polares, polares préticos y apréticos, buffer acetato (BA)

pH 5y también se probd la reaccidn sin disolvente'®. Los métodos de calentamiento del
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intercambio fueron por conveccion a reflujo y por microondas (MW). Las condiciones

ensayadas y los resultados obtenidos se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Optimizacidn de condiciones para la reaccién de intercambio

HOzC SH o NH4OAC H02C
2\N - )K( condiciones Q\N

S : ° S/A\/S
L-24 43a 44a
Entrada Condiciones; solvente, % Conversion? % Aislado®

Temperatura, tiempo. 44a 44a
1 MeOH, reflujo, 3 h 60 60
2 MeOH, MW 65 °C, 20 min. 60 55
3 BA pH 5, reflujo, 3 h 0 0
4 DCE, MW 65 °C, 20 min. 0 0
5 DCM, MW 65 °C, 20 min. 0 0
6 iPrOH, MW 65 °C, 20 min. 28 20
7 TFE, MW 65 °C, 20 min. 45 45
8 BuOH, MW 65 °C, 20 min. 11 -
9 EtOH, MW 65 °C, 20 min. 65 60
10 MeCN, MW 65 °C, 20 min. 0 0
11 DMF, MW 65 °C, 20 min. 34 23
12 Sin disolvente, MW 65 °C, 5 min. 100 33

La reaccion se llevé a cabo con una relacion molar L-24:43a:NH4OAc de (1:2:1.5); @ La conversién de L-24
a 44a fue determinada por *H-NMR usando las integrales (In) de las sefiales de H5 del producto de partida
L-24 y H5 del producto de intercambio 44a, mediante la formula % 44a = (Inus44a/(InusL-24+

Inns44a))x100; ® El compuesto aislado se obtuvo por cromatografia en columna.

Segun los resultados obtenidos, la reaccion de intercambio no ocurrié en BA a pH 5
(Tabla 2, entrada 3) o en MeCN (Tabla 2, entrada 10). En disolventes apolares como DCM
y DCE tampoco se dio el intercambio (Tabla 2, entradas 4 y 5 respectivamente). En
cambio, la reaccion procedio en disolventes polares proticos. Los mejores resultados de
intercambio se observaron cuando se utilizé MeOH (Tabla 2, entradas 1y 2) o EtOH

(Tabla 2, entrada 9). Cuando la reaccién se ensayd sin disolvente en MW (Tabla 2,
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entrada 12) el porcentaje de conversion fue considerado 100% ya que no se observo
material de partida L-24 en el crudo de reaccién, pero sin embargo al purificar se obtuvo
el compuesto 44a con un muy bajo rendimiento (33%), esto probablemente se debié a
la descomposicion del material de partida.

En cuanto a los métodos de calentamiento, ambos resultaron ser eficientes (Tabla 2,
entradas 1y 2), pero el calentamiento por MW presenté una disminucién importante
del tiempo de reaccién, de 3h a 20min, por lo que se lo eligi6 cdmo método de
calentamiento.

Una vez optimizadas las condiciones de reaccién para el intercambio entre L-24 y el
aldehido 43a se probd el alcance de la reaccidn con otros aldehidos alifaticos 43b-d y

aromaticos 43e-j, Esquema 13.

3
HO,C SH o NH,OAc, MeOH 102G R
L, Mw:e5°C, 50W, 20 min. (kN

H H
L-24 43b-j 44b-j
R3
44b, 75% 44c, 54% 44d, 45%
/©\ /© o
44e, 54% 44f 50% 449, 40%
* Br * *
44h, 42% 44i, 31% 44j, 34%

Esquema 13. Reaccién de intercambio de la bistiazolidina L-24 con distintos aldehidos 43b-j; Los
rendimientos expresados corresponden al producto aislado

La reaccion de intercambio se probd con 9 aldehidos distintos y en todos los casos se
obtuvo el producto deseado con rendimientos que oscilan entre 31 y 75%. Se observé
que los aldehidos alifaticos intercambiaron de manera mas eficiente que los aromaticos
con rendimientos que van desde 45 al 75% (44b-d). En los aldehidos aromaticos la

naturaleza electrénica del sustituyente en el anillo no presentd una clara influencia en
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el proceso de intercambio y el mejor rendimiento se obtuvo con m-toluenaldehido (54%,
44e). Por lo tanto, podemos decir que la reaccién de intercambio de la bistiazolidina L-

24, en las condiciones planteadas fue efectiva para diversos aldehidos.

El siguiente paso fue variar 2-MMBT de partida y estudiar el alcance de la reaccién, Tabla

3.
Tabla 3. Reaccidn de intercambio con distintas bistiazolidinas y aldehidos
R3CHO
R? /(SH NH,OAc, MeOH RZ R®
1 (kN MW:65°C, 50W, 20min. R1/l(kN/(
R, S ' S
R1 S/}\/ R1 S/x\/
H H
. , Rendimiento
Entrada | 2-MMBT de partida aldehido Producto (%)
0
SH
v 0
1 (N H)K( (N 65
84HV s~
+27 43a +45

/(SH
(N i 21

HO,C [SH o HO,C 2/

S4HV H 68

+ 46 43a +45
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Se estudiaron las 2-MMBT L-25 y + 27 con variaciones en los sustituyentes de los C7 y
C8 y en ambos casos el intercambio fue exitoso con rendimientos de 21 a 65%. El
intercambio a partir de la bistiazolidina + 27 funciono mejor con isobutiraldehido 43a (+
45, 65%) que con un aldehido de cadena mds larga como el hexanal 43k (+ 46, 21%),
Tabla 3, entradas 1y 2 respectivamente. Para probar la reversibilidad del intercambio y
si la cadena mercaptometilo influia en el mismo, se utilizé la bistiazolidina + 46 como
material de partida y el aldehido 43a, obteniéndose la bistiazolidina £ 45 con un 68% de
rendimiento, Tabla 3, entrada 4. Estos resultados nos permiten afirmar que la cadena
mercaptometilo no influye en la reaccidn de intercambio y que se logré desarrollar una

metodologia para preparar 2-alquil o aril bistiazolidinas.

A la hora de estudiar el mecanismo de intercambio se considerd que las bistiazolidinas
se pudieran comportar como compuestos que contienen grupos imino, capaces de
intercambiar reversiblemente sustituyentes R en el enlace R*-C=N-R2. En literatura estd
descripto que las iminas intercambian grupos principalmente por tres mecanismos,
Esquema 14, 1) por hidrdélisis (con agua), 2) por transaminacion (imina-amina) o 3) por
metatesis de iminas (imina-imina)'®'’. Por lo que se decidié monitorear los diferentes
pasos de la reaccién por RMN en busca de algun intermedio clave que nos permita

visualizar y elucidar el mecanismo por el cual procede la reaccion de intercambio.

’

________________________________________________________________

Esquema 14. Posibles mecanismos de intercambio de iminas
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4.3.1.C2. Estudio del mecanismo de la reaccion de intercambio utilizando RMN y
calculos tedricos

Para estudiar el posible mecanismo de la reacciéon de intercambio se realizaron
experimentos de RMN vy calculos tedricos utilizando la Teoria del Funcional de la
Densidad (DFT por sus siglas en inglés).

El seguimiento de la reacciéon por RMN se realizé directamente en un tubo de RMN y se
estudiaron las especies que se iban formando en cada etapa de la misma. En cada una
de ellas se monitored la reacciéon por un determinado periodo de tiempo realizando
experimentos de 'H-RMN, HSQC-RMN, 13C-RMN y **>N-RMN (cuando se usé >’NH4OAc).
Se utiliz6 MeOD-d4 cémo disolvente, NH4OAc sin marcar o marcado con °N vy los
reactivos se fueron agregando en dos etapas A y B a TA, Esquema 15. La etapa A
corresponde a la mezcla de aldehido 43a con NH4OAc para luego en la etapa B agregar
la bistiazolidina + 27. La etapa C corresponde al calentamiento a 50°C de la mezcla de

reaccion, en el equipo de RMN.

NH4OAc, MeOD-d,

TA +27  TA A ( S
H . R
H

43a +45

_______________________________________________________________________________________________

Esquema 15. Metodologia utilizada para el estudio del mecanismo de intercambio. Etapa A) 43a
(2eq), NH4OAc (1.5eq), MeOD-d4 (0.6mL), T.A; Etapa B) agregado de + 27 ala etapa A), T.A; Etapa
C) calentamiento a 50°C de la etapa B

Etapa A:

Se estudio la reaccidn entre el aldehido 43ay NH4OAc en MeOD-d4 a T.A En esta primera
etapa se observé la formacién de una mezcla compleja de especies que iba variando en
funcién del tiempo, que mediante los distintos experimentos de RMN se logro resolver.
Luego del anélisis de los espectros de 'H-RMN en el tiempo se propuso el mecanismo de
deuteraciéon y formacién de la imina que explica las sefales observadas en los espectros,

Esquema 16.
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o) MeOD-d4 oD
¥ D4CO
43a I
hemiacetal
NH4OAc
MeOD-d4
oD H H H
[ — A -
X
DZN)\( = DN)\( DzN)\ﬁ DN%\’(D
Il m Iv MeOD-d4 N-d
carbinolamina imina enamina
MeOD-d4
oD (0] (OD
MeOD-d4
D5CO o ——— H L —— DNJ,
I-d 43a-d ll-d

Esquema 16. Mecanismo propuesto para la formacién de la imina lll y su deuteracién

Se observo que ademas de la formacion de la imina Il entre el aldehido 43a y NH4OAC,
el MeOD-d4 también reaccionaba con el aldehido formando el hemiacetal l y a la vez se
promovia la deuteracion progresiva de las distintas especies presentes en el medio de
reaccion. El aldehido 43a en MeOD-d4 esta en equilibrio con el hemiacetal I, al agregarle
NH4O0Ac, se observaron en el espectro de *H-RMN las sefiales caracteristicas de los
protones que corresponden a la carbinolamina Il, imina lll y enamina IV en 3,84, 7,64 y
6,39 ppm, respectivamente. Inmediatamente también se observé la aparicién de las
especies deuteradas y el aumento de su relacidn con el tiempo, Figura 3. Se observo
principalmente un cambio en la multiplicidad de las sefiales que pasé de un doblete a
singulete debido a la presencia de un deuterio en el caso del protdn caracteristico del
aldehido. Los acoplamientos protén-deuterio tipicamente son mucho mas pequefios
gue los acoplamientos protones-protones y no pudieron ser detectados. En la Figura 3
también se pudo observar cémo la sefial perteneciente a enamina IV iba disminuyendo
hasta su desaparicion total a las 8 horas de reaccién. La deuteracion de las especies
antes mencionadas fue casi completa después de dos horas de reaccién. En ese

momento también se realizaron experimentos de '3C y >N-HMBC-RMN, que permitio
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determinar los valores de resonancia de 13C (172 ppm) y °N (-217.1 ppm) para la imina

li-d.

43a-d Jﬂ-d -d ah
P A
. N TN .

—A 4n
| 3h
A 2h
— N 1h
N I N 30 min
PR A NS N N WJ/L 25 min
N N _,_JL 20 min
Y, NG 15 min
S 10 min
43a 1 /N IV ] 5 min
I L I I B B B O TT T[T T T T[] LI I O B B O
9.60 7.70 7.65 7.60 6.40 6.35 3.85 3.80
H (ppm)

Figura 3. Regiones seleccionadas de los espectros de *H-NMR de la reaccién del aldehido 43a
con NH;OAc en MeOD-d4 a TA, mostrando las regiones de los compuestos 43a (proton de
aldehido), Il (protén hemiaminal), Ill (protén de imina) y IV (protén de enamina) y de sus
respectivos homdlogos deuterados 43a-d, ll-d y lll-d

Etapa B:

Luego de llegar al equilibrio entre la imina lll y su homélogo deuterado lll-d a las dos
horas de reaccién, se agregd la bistiazolidina + 27. Inmediatamente luego de su
agregado, se observa en el espectro de *H-RMN, la desaparicién completa de la sefial de
la imina lll-d (7.63 ppm) y la aparicidon de dos nuevas sefiales de imina en 7.58 y 7.55
ppm, ademas de sefiales pertenecientes al reactivo = 27. A partir de los experimentos
1D y 2D-RMN realizados se pudo establecer que esas nuevas sefales correspondian a

dos iminas diasteroméricas del intermedio 27-ll-d, Figura 4.
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E__,_J/\/W

b= 7.55
H o 758 de=171.9
W=7 by = -215.2
HSXI\?—%D dg=171.8 N
N SH
[ S/
S

27-11-d

7.65 7.60 7.55
H (ppm)

Figura 4. Espectros 'H-RMN de las mezclas de reaccién: A) 43a (0,21 mmol), NH4OAc (0,15 mmol)
en MeOD-d4 (0,6 mL), T.A, 2 h, etapa A; B) 43a (0,21 mmol), NH,0Ac (0,15 mmol), £27 (0,10
mmol), MeOD-d4 (0,6 mL), T.A, t = 02 min., etapa B; C) Calentamiento etapa B, 2h 50°C, etapa C

La reaccion se siguido monitoreando a T.A por un periodo de 24 horas, luego de las cuales
todavia se observaba el intermedio 27-lI-d y no se vieron sefiales que pertenecieran al

producto de intercambio + 45-d.

Etapa C:
Luego de calentar el tubo de RMN a 50°C por 120 minutos, en el espectro de H-RMN se

pudo observar que las sefiales de las iminas del intermedio 27-1l-d desparecieron por
completo. Las sefales del material de partida + 27 también desaparecieron y se pudo
observar la aparicién de sefiales pertenecientes al producto de intercambio * 45-d,
Figura 4, C. La elucidacion de este producto fue confirmada por sintesis preparativa en
MeOD-d4. En la figura 5 se muestra la region del espectro de *H-RMN de la etapa C en

donde se encuentran las sefiales que corresponden al producto + 45-d.
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Figura 5. Espectro 'H-RMN de la etapa C en MeOD-d4; elucidacién del producto de intercambio

+45-d

En base a la caracterizacion de la imina lll-d y del intermedio 27-ll-d, y a los

conocimientos previos en cuanto a la formacién de las 2-MMBT, planteamos un

30

28 26 24 22 20 18 e 14 2 10 08 06

mecanismo posible para la formacién del 27-ll-d, ver Esquema 17.

NH4OAc

0 MeOD-d4 HN
27a -d
\)QE)
SH sH Hlx
~ +H* @ H
N — N —_—
S ¢
s s
H H sH
+27 274
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Esquema 17. Mecanismo propuesto para la formacién de la bistiazolidina * 45-d

En la etapa A, el aldehido reacciona con NH4OAc en MeOD-d4 para dar la imina lll-d. La
bistiazolidina + 27 en el medio de reaccidn esta en equilibrio con la imina 27-I, este
intermedio no se observd en el 'H-RMN. EI N de la imina lll-d ataca al carbono del ion
iminio en 27-1 formando asi el intermedio 27-ll-d. a T.A, la reaccidn se estanca en este
punto y no se observa que avance al producto de intercambio + 45-d. El avance de la
reaccién hacia el producto de intercambio se observa al calentar la mezcla de reaccién
por 120 min a 50°C, etapa C. En esta etapa, por RMN se pudo observar que todo el
intermedio 27-1l-d se consumia y se formaba el producto + 45-d, aunque no fue posible
observar otros intermedios de reaccidn. Propusimos entonces realizar célculos tedricos
que nos permitieran deducir una secuencia para dicha transformacién y proponer un

posible mecanismo para la Etapa C.

Calculos tedricos DFT para la etapa C:

Para realizar los calculos tedricos DFT se usé un nivel de teoria M062x / 6-31 + G (d, p).
Primero se propusieron los diferentes mecanismos por los cuales se podria dar la
transformacion del intermedio 27-11 hacia el producto de intercambio + 45, teniendo en
cuenta todas las posibilidades estereoquimicas de los compuestos involucrados. Los
estudios tedricos fueron disefiados en conjunto con el Dr. Nicolas Veiga, del laboratorio
de Inorganica, Facultad de Quimica, Udelar. En el Esquema 18 se muestra un resumen

de los resultados obtenidos por DFT.
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Esquema 18. A) Mecanismos propuestos para la formacion de + 45 a partir de 27-Il. Las barreras
de activacion (AG# a 50 °C) con respecto al reactivo se incluyen en kcal.mol? para las rutas de
energia de activacion mas baja entre las variantes estereoquimicas. El % de distribucion bajo
control cinético (principio Curtin-Hammett) también se incluye para las diferentes vias. La
distribucién del diasteromero para el compuesto + 45 syn/anti (99.5:0.5) se determind en
equilibrio; B) prediccidn de los perfiles de reaccion. El proceso de energia de activacién mas baja
implica las vias verdes y negras (a través de TS1y TS7). Los calculos DFT se llevaron a cabo a nivel
de teoria M062x/6-31+G(d,p)

Los mecanismos propuestos comienzan a partir de la protonacién de 27-ll por el
catalizador NH4OAc. Esta protonacion se puede dar tanto a nivel del N de la amina como
del N de la imina. Esto desencadenaria tres vias posibles para la formacién de * 45: i)
formacién de tiazolidina 27-lll por escisidn del enlace C-N asistido por N, ii) formacién

de tiazolidina 27-lll asistida por el grupo tiol de 27-Il a través de una ciclacién 5-endo-
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trig, seguida de la escision del enlace C-N vy iii) metatesis de imina a través de un
intermedio de azetidina. Este ultimo paso fue propuesto de acuerdo con lo reportado
en literatura por Messmer et al. para iminas aromaticas'®, este paso daria lugar a la
formacidén del ion iminio 27-V, siendo un intermedio comun para todas las rutas, su
ciclacion intramolecular deriva en la formacion de la bistiazolidina + 45 (syn/anti

99.5:0.5).

De acuerdo con las barreras de activacion calculadas (AG #) a 50 ° C (Esquema 18-B), el
proceso de menor energia de activacién implica la formacién de la tiazolidina 27-1ll por
la via i) (representada en verde en el Esquema 18-A), seguido de la reaccién con el
aldehido 43a para formar el ion iminio 27-V. Finalmente, su ciclacidn intramolecular
conduce a * 45 (mostrado en negro en el Esquema 18-A). Considerando todas las
variantes estereoquimicas y las barreras de energia libre de activacion (AG) para las
rutas de energia de activacién mas baja son 21,3 y 18,3 kcal.mol-1 (TS1 y TS7,
respectivamente), Esquema 18-B. La ciclacién 5-endo-trig seguida de la escision del
enlace C-N (via ii, que se muestra en azul en el Esquema 18-A también contribuye a la
formacién del intermedio 27-1ll (24%), con una barrera de activacién cercana (22,1
kcal.mol-1, ver TS2 en el Esquema 18-B). Sin embargo, se descartd la metatesis de imina
(ruta iii, representada en rojo en el Esquema 18-A), ya que presenta estados de
transicién de mayor energia (TS4 y TS5, mostrados en el Esquema 18-B). La diferencia
de energia libre entre las barreras de activacién global de las vias i) y iii) es ATS5-TS1 =

8.1 kcal.mol1.

La relacidn diasterémerica tedrica predicha para * 45 bajo control termodindamico es
syn/anti 99.5:0.5, lo cual concuerda con el valor experimental syn/anti 90:10. Esto valida
los métodos computacionales empleados y da evidencia de que se alcanzé el equilibrio.
La preferencia termodindmica por los diasterémeros syn se puede explicar por sus
caracteristicas estructurales, Figura 6. La disposicion hacia el mismo plano de los
sustituyentes produce una conformacién de flexion o “en forma de libro” del biciclo,

separando los sustituyentes, H e isopropilo, de manera de aliviar la repulsién estérica.
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(2R,5R) anti 45: 0.2%

-G

(ZR,SR) anti 45: 0.3% (25,5R) syn 45: 47%

Figura 6. Geometrias optimizadas para DFT de las variantes estereoquimicas para el producto
final £ 45, (M062x/6-31+G(d,p) nivel de teoria). También se muestra la distribucién
estereoquimica para cada esteroisdmero en equilibrio. Las interacciones repulsivas estéricas se
representan como lineas discontinuas. Cédigo de color de dtomo: C (gris), H (blanco), N (azul), S
(amarillo)55

En resumen, se propone que el catalizador juega un papel doble al formar la imina
necesaria para el intercambio y al proporcionar el medio adcido para promoverlo. Se
identificd y elucidé mediante espectroscopia de RMN un intermedio imina (29-11) que
resulté clave en el mecanismo. Mediante calculos de DFT se obtuvieron las energias de
activacion para la transformacion de la imina 29-ll en + 45. Las rutas mas favorables
implicaron la formacién del intermedio tiazolidina 29-1ll mediante i) ruptura del enlace
N-C asistida por N, y ii) una ciclacién 5-endo-trig mediada por tiol seguida de una ruptura

del enlace C-N. La tiazolidina 29-1ll luego reacciona con el aldehido 27a para dar + 45%,

Reaccidn de intercambio catalizada por dcidos de Lewis

Debido a que obtuvimos el producto de intercambio con rendimientos variables
decidimos explorar la posibilidad de estudiar la reaccidn utilizando acidos de Lewis, con

el fin de mejorar los rendimientos. Existen descriptos en bibliografia trabajos en donde
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utilizan acidos de Lewis como Sc(ll)2%?1, Zn?? en reacciones de transaminacién, que

podrian ser aplicables a las bistiazolidinas.

Las reacciones de intercambio se ensayaron con distintos dacidos de Lewis:
In(OTf)3,Yb(OTf)s y Zn(OTf)3) en ausencia y presencia de NH4OAc, y los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Reaccién de intercambio de L-24 con 43a catalizada por acidos de Lewis utilizando MW

Acido de Lewis (5mol%)

SH HO,C
HO,C o MeOH, . 2
2\N MW:65°C, 50W, 20min. N S
S + H)H/ S/F/
S H
H
L-24 43a 29a
Entrada Ac. Lewis NH4OAc (eq) 29a, Conversion (%)
1 In(OTH)s 15 52
2 Yb(OTH)3 15 34
3 Zn(OTH), 15 47
4 In(OTH)s - 17
5 Yb(OTH)3 - 47
6 Zn(OTf), - 53

2La conversion de L-24 a 29a se calculd por *H-RMN en el crudo de reaccién

La reaccion de intercambio con acidos de Lewis se dio tanto en presencia como en
ausencia de NH4OAc. Cuando se usé In(OTf)s como catalizador, la reaccién transcurrio
mejor en presencia del NH40Ac que sin NH40Ac con 52% vs 17% de rendimiento (Tabla
4, entradas 1 y 6). Sin embargo, cuando se usé Yb(OTf); (Tabla 4, entradas 2 y 5) y
Zn(OTf)3 (Tabla 4, entradas 3 y 6), el intercambio se dio con rendimientos levemente

superiores en ausencia de NH4OAc.

Dado que el intercambio transcurre también en ausencia de NH40Ac, podemos decir
gue en ese caso el mecanismo transcurriria un mecanismo diferente al estudiado

anteriormente, probablemente mediante una hidrdlisis de iminas.
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4.3.1.C3. Sintesis de homodlogos de la cadena mercaptometilo utilizando Ila
metodologia desarrollada para la sintesis de 2-BT

La sintesis de los analogos de 2-MMBT con la cadena mercaptometilo homologada, se
planted en dos pasos como lo muestra el Esquema 19. El primer paso i) involucra la
metodologia de intercambio desarrollada anteriormente, entre distintas 2-MMBT vy el
aldehido 8 que tiene el SH protegido por un grupo tritilo para evitar su oxidacién. El

segundo paso ii) es la desproteccion del grupo tritilo.

R2 SH
SH STrt Rllg\N s
R2 R2 R1 S/l\/
R1, N S — R1, N S p— 2_MMBT
1 S/\\/ desproteccion R S/l\/ reaccion +
R intercambio 0
1= . R2 =
R' = H, Me; R2 = H, CO,H H)vsm
Analogo con una 8
cadena mercaptoetilo
en C2

Esquema 19. Esquema retrosintético para la sintesis de los andlogos con la cadena
mercaptometilo homologada

Reaccion de intercambio entre 2-MMBT y el aldehido 8:

La reaccién de intercambio entre distintas 2-MMBT y el aldehido 8, se ensayd en las
condiciones optimizadas para la metodologia desarrollada para preparar 2-BT y

catalizada con acidos de Lewis, Tabla 5.
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Tabla 5. Reaccién de intercambio entre L-24 y el aldehido 8

0]
H)vsm STrt
SH 8
HOLC /( catalizador, MeOH HO2C
%N , MW:65C, 50w, 20min. NN
s/i\/ s/x\/
H H
L-24 L-48
Entrada NH4OAc Acido de Lewis L-48,
(eq) (5 mol %) Rendimiento (%)
1 1.5 - 64
2 15 In(OT)3 10
3 1.5 Sc(0Tf)3 23
4 15 Zn(OTf)3 21
5 ; In(OTf)3 15
6 ] Sc(0Tf)3 9
7 i Zn(0Tf)3 4

La reaccidn de intercambio entre la bistiazolidina L-24 y el aldehido 8 para obtener el
producto L-48, se probd con diferentes catalizadores y sus combinaciones. Catalizada
sélo por NH4OAc (Tabla 5, entrada 1), catalizada por NH4OAc y acidos de Lewis (Tabla 5,
entradas 2-4) y catalizada sélo por acidos de Lewis (Tabla 5, entradas 5-7). Segun los
resultados obtenidos, el mejor resultado de intercambio se obtuvo cuando se catalizé la
reaccion unicamente con NH4OAc (64%, Tabla 6, entrada 1). El agregado de acido de
Lewis a la reaccién con NH4OAc no mostré mejoras en los rendimientos (10-23%), Tabla
5, entradas 2-4. En estos ejemplos, no hubo sinergia entre los dos tipos de catalizadores
para el intercambio. El uso exclusivo de acido de Lewis como catalizador, logré
intercambiar el aldehido 8 para dar el producto L-48 pero con rendimientos muy bajos

de (4-15 %), Tabla 5, entradas 5-7.

Dado que los acidos de Lewis no lograron aumentar el rendimiento de la reaccién de
intercambio, se decidié probar el intercambio entre las bistiazolidinas L-25 y + 29 con el

aldehido 8 utilizando sélo NH4OAc como catalizador, Esquema 20.
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0
H)vSTrt STrt
SH 8
HO,C NH4OAc, MeOH HO,C
N MW:65°C, 50W, 20min. N
11y, S ii - 1, S
s~/ s~/
H H
L-25
0
H)kaﬂsm STrt
SH NH,0Ac, MeOH
N MW:65°C, 50W, 20min. N
s D
H H
+ 27 + 49, 58%
0
P STrt
SH 8
NH,OAc, MeOH
N MW:65°C, 50W, 20min. N
Py [ S
S s/i\/
H H
* syn-40

Esquema 20. Reacciones de intercambio entre el aldehido 8 y las bistiazolidinas L-25, + 27 y +

syn-40

El intercambio del aldehido 8 con las bistiazolidinas L-25 y + 40 no se obtuvo en las
condiciones ensayadas. El intercambio con la bistiazolidina + 27 dio el producto + 49 con

buen rendimiento (58%).

En esta etapa, se probd homologar la cadena mercaptometilo con distintas
bistiazolidinas utilizando la reaccién de intercambio, y se logré obtener sdélo dos
andlogos protegidos en el asufre con tritilo (STrt) y la cadena mercaptometilo
homologada L-48 y + 49. El intercambio entre L-24 y 8 se probé en varias condiciones de
catdlisis, siendo el NH4OAc el mejor catalizador y reafirmando que el NH4OAc y los acidos
de Lewis no comparten el mismo mecanismo a la hora de catalizar el intercambio de

iminas.
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Desproteccion del grupo tritilo:

Para desproteger el grupo tritilo de L-48 y + 49 se usaron dos condiciones de
desproteccion. Por un lado las condiciones cldsicas con distintas proporciones de
TFA:DCM:TIS (v:v:v) y por otro lado las condiciones reportadas por Stetsenko et al. que

utiliza HCI 0.IN:TFE:TIS (v:v:v) 23, Tabla 6.

Tabla 6. Reaccion de desproteccidn del grupo tritilo L-48 y £ 49

STrt SH

R2 f Condiciones R2 f
Q\N desproteccién 2\N

S)\/S TA S/l\/s

L-48: R? = CO,H L-50: R? = CO,H
+49:R2=H +51:RZ2=H
Material de TFA:DCM:TIS HCI0.1N:TFE:TIS Tiempo Producto, %
Entrada partida (vaviv) (vaviv) (min)
[Molaridad]
1 L-48 [0.018] 8:84:8 - 60 L-50, 5
2 L-48 [0.075] 5:90:5 - 25 L-50, 2
3 L-48 [0.04] - 1:90:9 15 L-50, 10
4 + 49 [0.43] 8:84:12 - 120 51,2
5 + 49 [0.04] - 1:90:9 15 +51, 26
6 + 49 [0.05] - 1:90:9 30 51,24

En las condiciones ensayadas, la desproteccién del grupo tritilo en ambas bistiazolidinas
transcurrio mas eficientemente con el uso de la mezcla HClI 0.1N:TFE:TIS (v:v:v) (Tabla 6,
entradas 3, 5 y 6) que en las condiciones cldsicas con TFA:TIS:DCM (v:v:v) (Tabla 6,
entradas 1, 2 y 4). El aumento del tiempo de desproteccién con HCI 0.1N:TFE:TIS (v:v:v)
(Tabla 6, entrada 5 y 6) para el compuesto + 49 no influyd en el rendimiento. Los bajos
rendimientos obtenidos también se deben a la inestabilidad que presentan estos

compuestos.

En conclusidn, en esta etapa se logrd preparar dos nuevos analogos bistiazolidinas con
la cadena 2-mercaptometilo homologada en un carbono para ser evaluados como

potenciales inhibidores de MJL.



4.3.2. Caracterizacion biologica de los analogos de 2-MMBT

4.3.2A. Estudios de inhibicidon enzimatica
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Se evalud la potencia inhibitoria de los analogos obtenidos frente a enzimas

pertenecientes a las tres subclases de MpLs. La evaluacion se realizé utilizando

Imipenem (IMI) cémo sustrato y se compararon con la actividad presentada por L-24,

Tabla 7. Los ensayos de inhibicidon enzimatica estuvieron a cargo del Prof. Alejandro Vila

en la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas del Instituto de Biologia

Moleculary Celular de Rosario-Argentina (IBR-CONICET).

Tabla 7: 1Cso de L-24 y de analogos de 2-MMBT frente a distintas MfLs
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ICso (LM)
Compuesto Estructura Quimica Subclase B2 Subclase B3
NDM-1 VIM-2 Sfh-1 L1
L-24 N S 13+1 85+0.3 0.79 £0.05 22+1
s~/
H
/(SH
+27 (\N S 12+0.1 0.88+0.05 | 7.5+0.7 49104
s~/
H
0 SH
HO /(J
L-50 N S 3.1+0.2 ND >1000 12.0+0.6
s~/
H
SH
51 Nf 83+0.4 1.2+0.1 5545 7.8+0.5
s
s~
H
L
+
+40 N~ s 0.3+0.1 0.088 + 1,4+0,1 0,8+0,1
p, 0.002
S
H
SH
o
+41 QN S 1.92+0.2 0.26 £0.01 7.4+0.8 0.31+0.03
S
H
/(SH
+42 QN S 0.77 £0.04 1.01+0.06 3.7+0.3 0.62 £0.03
N \
H H
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Si comparamos la potencia inhibitoria del derivado + 27, que no contiene el acido
carboxilico con la del compuesto de referencia L-24, vemos que presentd una potencia
diez veces mayor para las enzimas de la clase subclase B1 y cinco veces mas potente
para L1 (subclase B3). Sin embargo, en Sfh-1 fue 10 veces menos activa. Por lo tanto,
podemos confirmar que la presencia del carboxilato no es fundamental a la hora de
inhibir las enzimas de subclase B1 y B3 (L1), pero si frente a Sfh-1 (B2). Esto confirma
que la interaccidn del carboxilato con el sitio activo varia segun la enzima.

Si comparamos el analogo con la cadena mercaptometil homologada L-50 con la
bistiazolidina de referencia L-24 frente a NDM-1 (ICsode 3.1y 13 uM respectivamente)
y all (ICspde 12y 22 uM respectivamente), este analogo mejord sélo en cuatro y dos
veces la potencia respecto a L-24. Sin embargo, frente a Sfh-1(B2) la homologacion de
la cadena mercaptometilo provoca una pérdida total de actividad. En cuanto a la
comparacion del homdlogo sin carboxilato £ 51 con su 2-MMBT de referencia * 27, se
observa que la homologacidon en este caso disminuye la potencia para todas las
subclases de ML, pero sobre todo para Sfh-1 que disminuye 400 veces, ICso de 55y 7.5
UM respectivamente. Por lo tanto, la homologacion de la cadena mercaptometilo en L-
50 mejord la inhibicidn para las enzimas de la subclase B1 y B3, en cambio, para £ 51 no

resulté un cambio eficaz para aumentar la potencia inhibitoria de este compuesto.

Las benzobistiazolidinas *+ 40, + 41 y la benzoimidazolidina-tiazolidina £ 42 mostraron
una potencia inhibitoria mayor frente a las enzimas de la subclase B1 y L1 (B3) que la
bistiazolidina de referencia L-24. Frente a NDM-1 presentaron una potencia entre 7y 42
veces mayor, siendo el mejor inhibidor el andlogo * 40 frente a todas las enzimas de
subclase B1 con un rango de ICso de 60 a 300 nM. Frente a L1 estos compuestos
presentan una potencia entre 27 y 70 veces mayor que L-24 y en este caso el mejor
compuesto es * 41. En la enzima Sfh-1 (B2) los tres triciclos presentaron una potencia
entre 2 y 9 veces superior que L-24.

Si se compara el analogo * 40 con el derivado con un Cl en el anillo aromatico t 41, se
observa una disminucién leve de la inhibicidn frente a la subclase B1 y Sfh-1(subclase
B2) y un aumento de la potencia inhibitoria frente a L1 (ICs0 0.8 vs 0.3 uM). Si se compara

la benzotiazolidina * 40 con la benzoimidazolidina *+ 42 no se observan cambios
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significativos, una leve disminucion de la potencia respecto a + 40, excepto para L1 que

aumenta levemente.

En conclusidn, se evalud la potencia inhibitoria de 6 andlogos de 2-MMBT frente a
distintas subclases de NDM-1 y se logrd obtener 2 nuevos inhibidores + 27 y + 40 con
una potencia de 10 y 42 veces mayor a la bistiazolidina de referencia L-24. Por lo tanto,
la sustitucion del carboxilato resulté favorable, especialmente cuando se condensé el

biciclo bistiazolidina con un anillo aromatico en los C7-C8.

4.3.2B. Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se probd determinar si la bistiazolidina L-24 y cuatro de los analogos obtenidos podian
restaurar la actividad antibidtica de Imipenem (IMI) frente a la bacteria E.coli
recombinante DH5a que expresa NDM-1. Para ello, se midié la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de IMI en ensayos de microdilucién a una concentracién de 100ug/ml
de los inhibidores, Tabla 8. Estos ensayos estuvieron a cargo del Prof. Alejandro Vila (IBR-

CONICET, Rosario, Argentina).

Tabla 8: CMI de IMI, L-24 y los andlogos + 27, + 40, + 41 y + 42 frente a E.coli DH5a que
expresa NDM-1

CMI (mg/L)

MI+ IMI+ IMI+ IMI+ IMI+
L-24 +27 +40 +41 *42

Bacteria MBL IMI

E.coli

DH5q NDM-1 | 16 2 16 2 0.5 8

Se observd que todos los compuestos excepto el andlogo sin el carboxilato + 27
restauraron la actividad del IMI en la cepa E.coli DH5a que expresa NDM-1. El mejor
inhibidor frente a esta enterobacteria fue el triciclo + 41 el cual tiene el anillo aromatico
sustituido por un cloro (Cl), con una reduccién de mds de 32 veces en la susceptibilidad
al imipenem (factor de dilucién = 5). El andlogo + 42 fue el que presenté mayor dificultad
para solubilizarse en las condiciones del ensayo y esto podria explicar la baja reduccion de CMI

de IMI. Otro factor que puede explicar este comportamiento es una mala penetracion en el

periplasma bacteriano.
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Teniendo en cuenta los resultados anteriores , se decidié determinar la CMI frente a
aislados clinicos de bacterias que expresan ML de subclase Bl. En este caso se
probaron las bistiazolidinas L-24 y L-25, los anadlogos £ 27, £ 40 y £ 42 y se midi6 la CMI
del antibiético meropenem (MEM) a una concentracién de 100mg/mL de inhibidor,
Tabla 8. La medida del analogo + 41 para el cual se obtuvo el mejor resultado en el
experimento anterior esta pendiente. Estos ensayos estuvieron a cargo del Dr. Prof.
Roberto Bonomo en Research Service, Louis Stokes Cleveland Department of Veterans

Affairs Medical Center, Cleveland, OH, USA.

Tabla 8: CMI de MEM, L-24, L-25 vy los analogos + 27, + 40 y £ 42 en aislados clinicos que
expresan MBL B1

CMI (mg/L)
MEM+ MEM+ MEM+ MEM + MEM +
Aislado clini
sladoclinico | MBL MEM "\ 54 25 s27 40+
A. baumannii NDM-1 64 16 16 32 32 16
1.58
K. pneumoniae
137 NDM-1 4 0.5 1 2 2 2
P. aeruginosa
0701128 VIM-2 4 2 2 1 2 2
K. aerogenes 619 | VIM-2 0.5 0.0625 0.0625 0.125 0.125 0.125

Se observé que todos los compuestos evaluados lograron inhibir las MBL de subclase B1
expresadas por las bacterias en los distintos aislados clinicos. Las 2-MMBT de referencia
L-24 y L-25 fueron las que mostraron mejor inhibicién frente a la bacterias K.aerogenes
619 con una reduccion de 8 veces (factor de dilucién = 3) la CMI de MEM. Los andlogos
evaluados mostraron un perfil muy similar en todos los aislados clinicos con una

reduccion de 2 a 4 veces la CMI de MEM (factor de dilucion entre 1y 2).

En resumen todos los compuestos evaluados mostraron ser inhibidores de las distintas
subclases de MPLs. En general, tanto las 2-MMBT de referencia como los cuatro
analogos evaluados en distintas cepas bacterianas restauraron la actividad antibidtica

de los antibidticos carbapenémicos (MEM o IMI).
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4.3.3. Resolucion y separacion enantiomérica de los analogos racémicos

Los analogos que presentaron mejor actividad inhibitoria respecto a las bistiazolidinas
de referencia L-24 y L-25 fueron los analogos + 27, + 40, + 41 y + 42 que se obtuvieron
como mezclas racémicas debido a que se prepararon de materiales de partida no
quirales, Figura 7. Dado que esas actividades se midieron usando las mezclas racémicas,
decidimos enfocarnos en una posible resolucién y separacidn enantiomérica para

evaluar cada enantiomero por separado.

)
.

Figura 7. Estructura quimica de los analogos obtenidos como racematos.

4.3.3.A. Antecedentes:

4.3.3.Al1. Estrategias para la resolucion y separacion enantiomérica de farmacos
racémicos:

Mas del 50% de los farmacos que estan actualmente en uso clinico son quiralesy a pesar
de que el 88% se administra en forma de racemato, la necesidad de obtener farmacos
puros 6pticamente activos ha aumentado en las industrias farmacéutica?®. Esto se debe
a que las enzimas son homoquirales y presentan interacciones estereoespecificas con
los sustratos. Por lo tanto, los enantiomeros de un compuesto pueden presentar una
reactividad distinta en un sistema biolégico a nivel farmacoldgico, toxicolégico,

metabdlico, etc?>2°.

Las principales estrategias utilizadas para la resolucién y separacién de los enantiémeros
de una mezcla racémicas son: A) Resolucidn quimica, que consiste en la reaccién de una
mezcla racémica con un agente de resolucidn homoquiral para dar dos diasteroisémeros
separables, que se tratan después de forma independiente liberando los dos
enantiomeros iniciales. B) Resolucién por cromatografia liquida de alta resolucién, que

puede ser una resolucidon directa usando una fase estacionaria quiral o bien por
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formaciéon de diasterdmeros con un reactivo de derivatizacion quiral adecuado. C)
Resolucion enzimatica, se basa en la diferente velocidad de reaccion de un enantiomero
con una enzima, mientras que el enantidmero que posee menor afinidad permanece

inalterado.

4.3.3.A2. Antecedente de resolucion de tioles primarios racémicos:

En bibliografia no existe disponible mucha informacién sobre resolucién de compuestos
quirales que contengan tioles primarios como el que presentan los analogos de 2-
MMBT. Hay reportado el uso del isotiocianato quiral R-(2)-DBD-PyNC, que es un agente
quiral fluorescente para derivatizar tioles primarios y que forma derivados
ditiocarbamatos con buena estabilidad y sensibilidad, que pueden ser detectados y

resueltos por fluorescencia y HPLC respectivamente, Figura 8%7.

R1
2
s 58
N=C=S HN-C—s R
R R?
3
¥ HS%R Base
/N\ /N\
~ /O - /O
N N
SO,N(CHg), SO,N(CHa),
R-(-)-DBD-PyNCS Derivado ditiocarbamato

Figura 8: Agente fluorescente descripto para derivatizar tioles primarios racémicos

También se encuentra descripto el uso de lipasas para la resolucidon enzimatica de
compuestos racémicos que contienen tioésteres de tioles primarios, que se usan cémo
bloques de construccién para la sintesis de farmacos cémo el captopril y otros
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) 282°3C, Los tioésteres A, B,

C, utiles para la sintesis de captopril han sido resueltos utilizando lipasas, Figura 9.
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Esteres racémicos C:R =Pr

tioéster | ,
R por ipasas i . o i,_ oH ;

®) + - o) -

(s) - !

Me S/\l)J\OR — HS OR Me)J\S/\;)J\OR e s !
= ! N SH:

RIS A'R=Me, Retiol S-tioéster 5 5

B:R=Et, ' Captopril E

1 i

Figura 9. Resolucidn por lipasas de los esteres racémicos A, B y C; Estructura quimica del
captopril

En estos casos se vio que las lipasas presentan mejor quimio selectividad cuando en el
medio de reaccién hay solventes orgdnicos como propanol, metanol, butanol siendo
mas reactivos los tioésteres que los esteres carboxilicos (oxoéster). También en
presencia de solventes orgdnicos estas enzimas resultaron ser enantioselectivas,
reaccionando preferentemente con el enantiémero R, por lo que al final de la reaccién

el tioéster restante se encuentra enriquecido en la forma S.
4.3.3.B. Resultados en la resolucién y separaciéon enantiomérica del compuesto + 27

4.3.3.B1. Formacion de diasteromeros:

Para la resolucién de + 27 se planted derivatizar el grupo tiol mediante la formacién de
tioésteres con agentes quirales como (2R, 3R)-tartrato de potasio o L-fenilalanina vy asi
formar diasterémeros los cuales podrian ser separarlos mediante purificacién por

cromatografia en columna o TLC preparativa, Esquema 21.
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SH
[ NHBoc
( N OH

S +
S
H 0]
(2R/S, 5S/R) L-fenilalanina
+ 27

HOBt,DCC,
AcOEt, TA, 5h

30%

H H
(2R, 55) (2S, 5R)
O ) O R
s NHBoc \/S NHBoc
(\N (R) + N /'\(S)
e, ® 5
S S:
H H
(2R, 5S,12R)-52 (2S, 5R,12R)-52

mezcla de diasteromeros
inseparable por cromatografia
en columna y TLC preparativa

Esquema 21. Reacciones de derivatizacién de la bistiazolidina + 27 con (2R,3R)-tartrato de

potasio y L-fenilalanina

Cuando se usé (2R,3R)-tartarato de potasio como agente quiral en presencia de HATU

no se logré obtener los tioésteres derivados. Al cambiar el agente quiral por L-

fenilalanina N-Boc y usar HOBt/DCC como acoplante, se logré obtener los productos de

derivatizacién (2R, 5S, 12R)-52 y (2S, 5R, 12R)-52 con un 30% de rendimiento. Intentos

por separar la mezcla de diasterdmeros por cromatografia en columna o TLC preparativa

no dieron buenos resultados. Por lo tanto, no se pudo resolver la mezcla racémica del

compuesto * 27 por formacidn de diasterdmeros.

4.3.3.B2. Resolucion y separacion utilizando lipasas:

Para este objetivo, se planted en primer lugar derivatizar el grupo tiol de + 27 para

formar un tioéster y luego hidrolizarlo con distintas lipasas en un medio acuoso y medir

la enantioselectividad del proceso y el rendimiento de la reaccion mediante HPLC,

Esquema 22.
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lipasa - _S” R

NS
® S R \
§7:

H :

(2S,5R)-tioéster — Evaluacién exceso

enantiomérico e.e

S S/*\/ y rendimiento de la reaccién
H H (\N (R)
+27 L /{Q/S
+ tioéster S
H
-
(2R,5S)-tiol

Esquema 22. Metodologia planteada para la resolucidn enzimatica de + 27

Derivatizacion:

La derivatizacion el grupo tiol de + 27 se realizé con cloruro de butirilo obteniéndose el

tioéster butirico £ 53 con un rendimiento moderado de 64%, Esquema 23.

o)
o)
CI)K/\ )K/\
SH  Et;N, DCM S
s 64%

H s

/w
8

+ 27 + 53
Esquema 23: Reaccion de derivatizacion de + 27

Resolucion por lipasas:

Para el estudio se utilizaron cinco lipasas: lipasa A de Cdndida Antdrtica (cal A), lipasa B
de Cdndida Antdrtica inmovilizada en resina acrilica (cal B), lipasa de Geobacillus
thermocatenolatus BTL2 wt (LG), lipasa PS Amano de Pseudomona cepasia (LPS) y lipasa
pancreatica porcina tipo Il Sigma (LPP). Este trabajo se realizé en colaboracion con el BC.
Agustin Castilla, Asistente area Bioquimica, Depto. de Biociencias, Facultad de Quimica,

UdelaR

Las reacciones de hidrdlisis se llevaron a cabo en una concentracion de [+ 53]= 0,018 M,
a 37 9C en buffer fosfato 25mM, pH 7.0. Se realizaron muestreos a diferentes tiempos
y se analizaron por TLCy HPLC para determinar el exceso enantiomérico y el rendimiento

de la reaccidn, Esquema 24.
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/(/SH o
e
S

H acido
(2R 58)-27 butirico

Esquema 24. Reaccién de hidrdélisis. Las reacciones fueron realizadas en buffer fosfato de Na
25 mM, pH 7,0, y el tioéster £ 53 se disolvié en hexano (5mg/mL), a 37°C en shaker a 180 rpm.

Andlisis por TLC:

En el analisis por TLC se pudo observar que la lipasa cal A presenta hidrdlisis de + 53 a
partir de los 30 minutos y a las 24 horas la hidrélisis parece ser total. Las lipasas cal By
LG no mostraron hidrdlisis. Las lipasas LPS y LPP tampoco mostraron la presencia del tiol
libre, pero se puede ver una mancha a un Rf menor al tiol que también se observa en el
patrén del tiol libre, que corresponderia al tiol oxidado (dimero) por lo que la hidrélisis

se estaria dando.
Andlisis por HPLC:

Las reacciones de hidrdlisis a los diferentes tiempos se analizaron por HPLC y se
determind el exceso enantiomérico del producto de hidrdlisis y el rendimiento de la

reaccion, Tabla 10.
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Tabla 10: Andlisis por HPLC de la resolucion enzimatica de + 53 con diferentes lipasas

Enzima | Nucléofilo  tiempo de conversién  tioéster + 27 (relacion de
reaccion (%) +53% enantiomeros) %
(min)
CALA H,0 10 20 80 65/35
15 20 80 63/37
20 20 80 70/30
25 32 68 65/35
30 38 62 60/40
60 39 61 64/36
110 51 49 57/43
180 63 37 56/44
24h 71 29 56/44
CALB H,O 180 0 100 -
LPP H,0 150 0 100 -
LG H,O 150 0 100 -
LP H,0 90 0 100 -
150 0 100 -
19h 15 85 53/47

Para el analisis por HPLC se utilizé una columna quiral Phenomenex lux cellulose 5uM,
Fase movil: Hexano/isopropanol 90/10

Por HPLC se pudo observar que Cal A a los 10 minutos hidrolizé un 20% de + 53 con una
relacion de enantidmeros 65/35. Esta relacion se mantiene hasta los 60 minutos y luego
comienza a disminuir hasta que a las 24 horas la relacién es casi de una mezcla racémica
56/44. Para cal By LG se analizé la toma a los 180 y 150 minutos respectivamente y se
comprobd que no habia hidrélisis. Para la lipasa LPS a las 19 horas si se observé un 15%

de hidrélisis, pero la relacidon enantiomérica del tiol es 53/47.

Por lo tanto, las Unicas lipasas que hidrolizaron el éster fueron Cal A y LPS. Aunque
ninguna de las dos resultd eficientes a la hora de separar los enantidmeros, la lipasa Cal
A fue la que mejor resolvio la mezcla de enantidémeros 65/35 con un 20 % de hidrdlisis
entre los 10 y 60 minutos de reaccién. Se planea en un futuro estudiar la reaccién con

estas enzimas en solventes orgdnicos como 1-propanol.
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Conclusiones

En este capitulo se desarrolld una nueva metodologia sintética para la
preparacion de bistiazolidinas 2-sustituidas (2-BT) mediante una reaccién de
intercambio entre 2-MMBT vy distintos aldehidos catalizada por NH;OAc.
Mediante RMN se pudo identificar un intermedio imina clave en el mecanismo
de intercambio y se pudo establecer que el NH40Ac como catalizador juega un
rol importante. Luego por cédlculos tedricos DFT se pudo determinar dos posibles
rutas favorables para obtener el producto final de intercambio a partir del
intermedio imina que implican la formacién de un intermedio tiazolidina que
reacciona finalmente con una nueva molécula de aldehido.

Por otra parte, se estudio la reaccién de intercambio catalizada por distintos
acidos de Lewis en presencia y ausencia de NH4OAc. En todos los casos se logré
obtener el producto de intercambio con rendimientos de 17-53%. Dado que la
reacciéon también transcurrid en ausencia de NH4OAc, en ese caso la reaccidon de
intercambio se estaria dando mediante un mecanismo diferente al propuesto

con NH4OAc que involucra un intermedio imina.

Utilizando la metodologia desarrollada se logré preparar dos nuevos analogos de
2-MMBT con la cadena mercaptometilo homologada en un carbono (L-50 y + 51).
La evaluacion bioldgica de estos andlogos frente a las distintas subclases de ML
reveld que en el caso de L-50 se mejoré la inhibicidn frente a las subclases B1 y
B3 respecto a su 2-MMBT de referencia (L-24). En cambio, para el andlogo + 51
se vio disminuida la eficacia en las tres subclases de MBL comparado a su 2-

MMBT de referencia (+ 27).

Cuando se intentd preparar andlogos con modificaciones a nivel del carboxilato
en C8, se obtuvo el andlogo sin el carboxilato + 27 y no se logrd preparar los
andlogos con la cadena carboxilato homologada derivados de B3-Cys o [33-
aminoalcoholes. El compuesto sin el carboxilato + 27 fue evaluado frente a las
tres subclases de MBLy se pudo observar nuevamente que la interaccién de este

grupo funcional con el sitio activo de las enzimas es variable segun la subclase.
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En las subclases B1 y B3 la ausencia del carboxilato en el inhibidor aumento entre
5y 10 veces la potencia respecto a la 2-MMBT de referencia (L-24). Sin embargo,
como se esperaba frente a la subclase B2 donde el carboxilato cumple un rol
importante en la interaccién enzima-inhibidor, la ausencia del carboxilato hizo

gue este analogo fuera 10 veces menos activo respecto a L-24.

Se logrdé preparar dos andlogos benzobistiazolidinas + 40, + 41 y un analogo
benzoimidazolidina tiazolidina = 42 como andlogos con un anillo aromatico
fusionado al anillo bistiazolidina. Los tres analogos comparados con L-24
presentaron una potencia inhibitoria de 2 a 70 veces mayor en todas las
subclases de MBL. Frente a las B1 el mejor inhibidor fue la benzobistiazolidina +
40 que no contiene sustituyentes en el anillo aromatico en cambio en B3 (L1) el
mejor inhibidor fue el anadlogo * 41 el cual tiene el anillo aromatico sustituido
por un cloro. El anillo imidazolina en + 42 no implica diferencias significativas en

la potencia de inhibicidn respecto a los otros dos analogos.

También se evalud la CMI de las 2-MMBT de referencia L-24, L-25 y de los
analogos t 27, + 40 y + 42 en aislados clinicos que expresan ML de la subclase
B1. Los resultados indicaron que todos los compuestos lograron inhibir las ML
expresadas por bacterias en los distintos aislados clinicos. Sin embargo las 2-
MMBT de referencia L-24 y L-25 fueron las que mostraron mejor inhibicién frente
a la bacterias K.aerogenes 619 y K. pneumoniae. La diferencia en los resultados
de ICso y CMI obtenidos para los andlogos triciclicos que presentaron mejor
potencia inhibitoria que las bistiazolidinas de referencia, puede deberse a varios
factores, como los problemas de solubilidad que presentaron estos compuestos
y una baja penetracion al periplasma bacteriano. Por lo que seria necesario
trabajar sobre estos triciclos para mejorar estas propiedades y obtener mejores

inhibidores.

La resolucién y separacion enantiomérica del compuesto + 27 se probd usando

dos metodologias, la derivatizacion con agentes quirales y la resolucién
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enzimatica por lipasas. La lipasa cal A fue la que hidrolizé y resolvié mejor la

mezcla racémica, pero es necesario optimizar las condiciones de reaccion.

e Parte de este trabajo fue publicado en una revista cientifica arbitrada: V.
Martinez, V. Villamil, D. Duarte, C. Saiz, D. Davyt, C. Fontana, N. Veiga, Graciela
Mahler. Preparation and Mechanistic Studies of 2-Substituted Bisthiazolidines by
Imine Exchange, Eur. J. Org. Chem., 2020, 9, 1084-1092,
doi.org/10.1002/ejoc.201901677

4.5. Perspectivas

¢ Sintesis de nuevos analogos con un anillo aromatico fusionado en C7-C8

Dado que los analogos con un anillo aromatico fusionado en C7-C8 presentaron muy
buena inhibicidn frente a las MBLs, se plantea la sintesis de nuevos analogos con nuevos
sustituyentes en el anillo aromatico, Esquema 25. Ademas, el objetivo es lograr andlogos
gue presenten una mejor solubilidad, por esa razén se plantea como sustituyentes en el

anillo grupos amino, nitro y carboxilato.

SH
condiciones S
= NH S -OH ciclocondendacion 2 N>)
R—\ | * ” R—\ l
X HO S X
X=§,N

R = CF3 Me, NO, CO,Et, NH,

Esquema 25. Estructura Quimica y sintesis de nuevos andlogos planteados con un anillo
aromatico fusionado en C7-C8
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Prodrogas

5.1. Introduccion

5.1.1. Aspectos generales de prodrogas

Las prodrogas son derivados biolégicamente inactivos, que luego de su administracion
in vivo se convierten mediante reacciones quimicas o enzimdticas en compuestos
farmacoldgicamente activos. En la mayoria de los casos, las prodrogas son derivados
guimicos simples que requieren sélo uno o dos pasos de transformacién quimica o

enzimatica para producir el farmaco original activo®.

El uso de prodrogas se ha convertido en una de las estrategias mas utilizadas y exitosa
para resolver diversos problemas asociados a los farmacos. El enfoque tradicional de
prodrogas tiene como objetivo mejorar las propiedades fisicoquimicas/
biofarmacéuticas de los farmacos (absorcidén, permeabilidad, inestabilidad quimica,
solubilidad, etc.). Por otro lado, la revolucidon molecular actual en la biologia y la medina
ha permitido usar estrategias mas sofisticadas para el disefio de prodrogas que incluye
parametros moleculares /celulares (transportadores de entrada/salida de membrana y
expresion/distribucion). Para ello se une covalentemente el farmaco a un promotor que
apunta selectivamente a ciertos transportadores de membranas y enzimas. Esto
presenta una gran ventaja para el enfoque moderno de prodrogas ya que puede permitir
dirigir el farmaco activo al sitio que realmente se necesita.?®. La evaluacién de las
nuevas drogas aprobadas por la Administracién de drogas y alimentos de Estados Unidos
en el periodo 2008-2017 informa que un 12.4% del total de farmacos de pesos

moleculares pequefios aprobados son prodrogas®?.

La mayoria de las estrategias para obtener una prodroga involucra la modificacién de
algun grupo funcional presente en el farmaco activo. Los grupos funcionales susceptibles
de disefio de prodrogas mas comunes incluyen grupo polares y/o ionizables como
hidroxilos, carboxilos, aminas y tioles>®. Las prodrogas producidas mediante
modificacion de estos grupos incluyen ésteres, carbonatos, carbamatos, amidas,

oximas; y en el caso de los tioles, tioésteres y tioéteres.

Se las pueden clasificar en tres tipos>’: (1) el farmaco activo estd unido a un
transportador o promotor, que mediante una reaccién enzimatica o quimica se escinde

para liberar el farmaco activo (Figura 1-A); (2) bioprecursores, que genera el farmaco
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activo por transformaciones metabdlicas (Figura 1-B); y (3) prodrogas dobles (co-
farmacos) en el que dos farmacos biolégicamente activos estdn unidos en una sola

moléculay que pueden escindirse por diferentes mecanismos?® (Figura 1-C)

grupo hidrofilico

Fdrmaco grupo hidrofébico
aminoacidos
A) promotor )| polimeros
, Escisidn
Férmaco —( promotor Fdrmaco —( promotor ) — 3
Fdrmaco
Modificaciones
B) .
. . enzimaticas ,
Bioprecursor Bioprecursor » | Fdrmaco
(ej: reduccién, oxidacién)
C) - Fé A Fé A
drmaco . drmaco
Farmaco A m Escisién m
Férmaco B Fdrmaco B Fdrmaco B

Figura 1. Diagrama ilustrativo de los tres tipos de Prodrogas y su metabolizacidn para liberar el
farmaco activo

5.1.2. Prodrogas de farmacos que contienen grupo tiol en su estructura

La inestabilidad quimica y metabdlica de los compuestos que contienen un grupo tiol
resulta un desafio a la hora de desarrollar un farmaco que contenga dicho grupo
funcional, ya que es muy reactivo y facilmente oxidable. Por lo que generalmente es

necesario lograr una formulacién estable con una vida util y una vida media aceptable.

En bibliografia se encuentran descriptos varios ejemplos en dénde se utiliza la estrategia
de prodrogas a través de restos tioésteres o tioéteres enfocados en eludir algunos de
los problemas asociados con los farmacos que contienen un grupo tiol en su estructura,

Figura 2.
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Figura 2. Estructura de prodrogas descriptas para fdrmacos que contienen grupo tiol; el resto
tioéter se resalta en verde; el resto tioéster se resalta en celeste; el resto de tiolactona se resalta
en rosado; el heterociclo del tipo tiofeno se resalta en amarillo.

Entre los ejemplos que presentamos, se encuentra la prodroga azatioprina con un resto
tioéter que libera el inmunosupresor 6-mercaptopurina®, Figura 2. Un ejemplo de
prodroga con un resto tioéster es el Largazol, que es un producto natural extraido de la
cianobacteria marina Symploca sp®°, el cual se hidroliza y libera el compuesto activo
largazol-tiol con importante actividad antitumoral, Figura 2. Otros tioésteres son el
zofenopril prodroga del zofinoprilato, un inhibidor de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) y el compuesto M100240 una prodroga de un inhibidor dual de las
enzimas ECA y endopeptidasa neutral'l. También hay descriptos tioésteres ciclicos o
tiolactonas como el compuesto Il y IV que son prodrogas de compuestos capaces de
inhibir la enzima glutamato carboxipeptidasa 11*?, y la oxotiazolidina (OTC) que es una
prodroga de cisteina propuesta para el tratamiento de HIV!3. Otro ejemplo que se puede
citar como prodroga del grupo tiol es el clopidogrel que es un compuesto que contiene
un anillo tiofeno, el cual al metabolizarse a través de la CYP450 libera el metabolito

activo con el grupo tiol libre y actua inhibiendo la agregacion plaquetaria.
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5.1.3. Importancia del grupo tiol y estabilidad de 2-MMBT

La estructura cristalina de las tres subclases de MPL:2-MMBT, revelé que estos
inhibidores se unen de manera dominante a través del tiol libre de la cadena
mercaptometilo a los centros di-zinc de las subclases B1 (IMP-1, Bcll) y B3 (L1). Sin
embargo, el tiol no participa en las interacciones de los inhibidores con la subclase
mono-zinc B2 (Sfh-1) y la interaccién dominante en el centro activo en este caso es con
el carboxilato!®. Por lo tanto, la presencia del grupo tiol en las 2-MMBT es fundamental
en la interaccién inhibidor-enzima de las subclases B1 y B3. A su vez, el grupo tiol libre
SH presenta el inconveniente de ser muy reactivo y facilmente oxidable a su disulfuro S-
S lo cual representa un problema en cuanto a la estabilidad quimica y metabdlica de
estos inhibidores. La evaluacion por *H-RMN de la estabilidad de la bistiazolidina L-24 en
un estudio preliminar a pH 7.5 y 27°C, reveld la oxidacion del grupo tiol a su
correspondiente disulfuro era de 33% y 71% luego de 6 y 24 h de incubacidn
respectivamente®®.

Dado estos resultados y los antecedentes de prodrogas en fdrmacos que contienen el
grupo tiol, en este capitulo vamos a abordar el disefio y preparacidn de prodrogas de 2-
MMBT. Se plantea usar como estrategia la derivatizaciéon del grupo tiol a derivados
tioésteres como o-tiolactonas y tioacetilos. La eleccidn de preparar derivados tioésteres
se basa en que son muy buenos agentes acilantes y alquilantes, por lo cual ocupan un
lugar importante en el metabolismo. Estas propiedades se deben a que el S en el enlace
tioéster no participa eficientemente en la deslocalizaciéon electronica del grupo
carbonilo. Esto sucede por la escasa superposicion entre el orbital 2p del C y el orbital
3p del S, lo que hace que el enlace tioéster sea menos estable y ademas el SH es un buen
grupo saliente. Otra propiedad de los tioésteres es que son buenos sustratos de las

enzimas carboxilesterasas presentes en higado, sangre y otros drganos*®.
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5.2. Antecedentes

5.2.1 Antecedentes sintéticos de tioésteres a partir de acidos carboxilicos y tioles

La formacidn intermolecular de un enlace tioéster entre un acido carboxilico y un tiol
libre al igual que en la formacién del enlace amida no se logra de forma directa y por esa
razén la metodologia mds comun es el uso de activantes o un agente acoplante, el cual
activa el acido carboxilico y lo hace mds susceptible al ataque nucleofilico por parte del

tiol, Esquema 1.

Acoplamiento 0]
o) Directo T J\ _S. 1
)]\ + ] Il R O R
R” “OH HS-R
Agente o
acoplante/activante _S.
- RJ\O R

Esquema 1. Reaccidn de tioesterificacidon intermolecular

Entre los agentes acoplantes descriptos en bibliografia para preparar tioésteres se
encuentran 1,3-diciclohexilcarbodiimida (DCC)'”*8, N-hidroxibenzotriazol (HOBT) y 6-Cl-
N-hidroxibenzotriazol (6-CI-HOBT)??, también estd descripto el uso de HATU y anhidrido
tripropilfosfonico (T3P) que es un agente acoplante de eleccién a la hora de usar
condiciones amigables con el ambiente?. Otros agentes activantes del dcido carboxilico
utilizados para la preparacion de tioésteres son el 1,1'-Oxalildiimidazol?* y TsCl y N-
metilimidazol?2. Sin embargo, Kobayashi et al. reportaron la sintesis directa de tioésteres
a partir de acidos carboxilicos y tioles sin necesidad de usar agentes acoplantes, usando
como catalizadores dacidos de Bronsted, entoluenoy en condiciones de reflujo

azeotrépico?3.

En el caso de la tioesterificacion intramolecular, Tsukamoto et al. describen la
preparacién de o-tiolactonas como derivados prodrogas de inhibidores de glutamato
carboxipeptidasa Il (GCPII) en condiciones de catdlisis con acido p-TsOH en tolueno y
reflujo con Dean-Stark. También describe una metodologia en la cual primero se bencila
el tiol libre y luego se procede a su ciclacién con anhidrido trifluoroacético (TFAA) y

reflujol.
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En nuestro grupo existe el antecedente de la formacién de una d-tiolactona a partir de
L-24 en un trabajo anterior, cuando se exploraba derivatizar el acido carboxilico con
pentafluorofenol, usando HOBt y DCC como agentes acoplantes!?, Esquema 2. En esa
oportunidad en lugar de obtener el producto deseado L-24-Phf, se observd que el tiol
era capaz de atacar al carbonilo activado por HOBt y DCC y formar la d-tiolactona (2R,
5R, 8R) con 22% de rendimiento. La elucidacién y asignacion de la configuracion absoluta

del compuesto se realizé por RMN y difraccion de rayos X.

o SH
S
S/l\/ N/( 22%
H /‘\/S
L-24 S H é-tiolactona (2R,5R,8R)
L-24-PhF

SH  DCC, HOBt F 0SS
HO,C :
2 /( AcOEt, 0°C-T.A F e H j‘\\\H N Productos no
2\'\‘ 16h — Hi, LS identificados
S h

Esquema 2. Sintesis explorada para la preparacién del derivado L-24-Phf

5.2.2 Antecedentes sintéticos de acetilacion de tioles

La acetilacion del grupo tiol es una de las estrategias mas utilizada para la proteccidn del
grupo tiol. En las ultimas décadas se han descripto en literatura una amplia gama de
reactivos como catalizadores de la acetilacién de tioles para formar tioacetilos, en lugar
de la metodologia clasica de acetilacidn con anhidrido acético en medio basico, Esquema

3.

o

_____ catalizador .
' HS+R! + Ac,0 5)<

Esquema 3. Reaccidn de tioacetilacion con Ac,0

Las nuevas metodologias de tioacetilacion incluyen catalisis dcida homogénea con

acidos de Lewis como Cu(OTf)2?* y AgOTf?>, catélisis heterogénea?® y catalisis basica
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(DMAP/DCC)?’. También se describe la acetilacién del grupo tiol y otros grupos en
condiciones libres de disolvente y catalizador por calentamiento de las reacciones a

60°C%8 0 80-85°C%°.

5.3. Objetivos especificos

El objetivo de este capitulo es el disefio y sintesis de prodrogas con el fin de mejorar la
estabilidad de 2-MMBT, para ello se plantea:

5.3.1. La sintesis de derivados o-tiolactona mediante ciclacién intramolecular entre el
tiol libre de la cadena 2-mercaptometilo y el acido carboxilico presentes en las 2-MMBT
bajo condiciones de acoplamiento.

5.3.2. La sintesis de derivados tioacetilos.

5.3.3. Estudiar la potencialidad de los derivados preparados determinando la estabilidad
guimica a diferentes pHs fisiolégicos y la estabilidad metabdlica en plasma y microsomas

de higado de rata.

5.4. Resultados y Discusion

5.4.1 Sintesis de derivados 3-tiolactonas

Dado los antecedentes, decidimos probar la sintesis las o-tiolactonas a partir de L-24 y
L-25 mediante ciclacién intramolecular entre el dcido carboxilico y el grupo tiol usando

como agentes acoplantes DCC/HOBT y HATU, Esquema 4.

ciclacion
_.----__|intramolecular

» N
SH 0=
HO,C /( Adent
gentes R S
R1~2\N S acoplantes R /NVJ
R s/\\/ g S
g H
R'=H, Me .
Derivado
2-MMBT d-tiolactona

Esquema 4: Sintesis propuesta para preparar d-tiolactonas a partir de 2-MMBT
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Es importante destacar que dada la particularidad que exhiben los enlaces N-C-S en los
anillos tiazolidinicos debido a su reversibilidad, es posible obtener cuatro diasterémeros
distintos por isomerizacidon de los enlaces N-C2-S y N-C5-S, esto serd ampliado mas
adelante en el punto 4.3.1b. En la Tabla 1 se describen los posibles productos que

podrian obtenerse y su porcentaje de obtencion segun las condiciones de acoplamiento.

Tabla 1. Sintesis de d-tiolactonas a partir de L-24 y L-25

Ho,. :LH Ho,. l l j<"'
[condIC|ones R, N™ g *RY, N *'R1
1 1 1

(2R,5S,8R) (2R,5S,8R) (2R,5R,8R) (2S,5R,8R) (28,58,8R)
L-24: R'=H 55a: R'=H 55b: R'=H 55¢: R'=H 55d:R'=H
L-25: R'=Me 56a: R'=Me 56b: R'=Me 56¢c: R'=Me 56d: R'=Me

% Rendimiento
2-MMBT
Entrada | Condiciones de 55a 55b 55¢ 55d 56a 56b 56c 56d
partida
3 HATU, DIPEA, L-24 0 0 14 0
DCM,
4 T.A, 12h L-25 22 0 2 0

Al preparar la d-tiolactona usando HOBt y DCC, a partir de L-24 (Tabla 1, entrada 1) en
el crudo de reacciéon por *H-RMN observamos un producto mayoritario de reaccién. Su
posterior purificacién nos permitio aislarlo con un 38% de rendimiento y caracterizarlo
como la d-tiolactona (2R,5S,8R) 55a con la misma configuracion que la bistiazolidina de
partida. La configuracién absoluta (2R, 55, 8R) se asigné mediante difraccion de rayos X.
De la columna también se logrd aislar otras dos o-tiolactonas, identificadas como
(2R,5R,8R) 55b (2%) y (2S,5R,8R) 55¢ (5%). La configuracién (2R,5R,8R) 55b ya habia sido
confirmada anteriormente por difraccion de rayos X3y la configuracién de 55c¢ se asign6
por NOESY-RMN y célculos DFT. En las mismas condiciones cuando partimos de L-25 que
contiene el gem dimetilo en la cadena lateral (Tabla 1, entrada 2), en el crudo de
reaccion se observd un solo producto. El cual fue aislado con un 93% de rendimiento y

caracterizado por RMN como la d-tiolactona (2R,5S,8R) 56a con la misma configuracion
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gue la bistiazolidina de partida. La configuracién absoluta de este compuesto se asigno

por NOESY-RMN.

Al usar HATU como agente acoplante, cuando partimos del derivado de cisteina L-24, en
el crudo de reaccidon por H-RMN no se evidencid la formacion de la 8-tiolactona 55a,
sino directamente su isémero 55c¢ (Tabla 1, entrada 3). El cual fue aislado cdmo Unico
producto con 14% de rendimiento. Cuando la bistiazolidina de partida fue L-25 derivado
de penicilamina, en el crudo de reaccidn se observod la tiolactona 56a y otro producto
minoritario (Tabla 1, entrada 4). Al purificar se aislé 56a (22%) y el producto minoritario
56¢ (5%). Este ultimo compuesto también fue caracterizado por RMN y su configuracién

asignada como (2S,5R,8R) por NOESY-RMN.

5.4.1A. Determinacion de la configuracion absoluta de las d-tiolactonas

La configuracion absoluta de las o-tiolactonas 55¢, 56a y 56¢ fueron asignadas mediante
la realizacion de experimentos RMN bidimensionales de efecto nuclear Overhauser
(NOESY) y en el caso de 55¢ ademas se asigné por célculos tedricos utilizando Teoria del

Funcional de la Densidad (DFT).

La optimizacidon de los pardmetros de los calculos tedricos DFT y los experimentos
NOESY-RMN, se hizo tomando como modelos representativos las d-tiolactonas 55a y

55b, para las cuales teniamos confirmada por difraccion de rayos X sus configuraciones.

En los cdlculos tedricos para cada molécula se realizé una busqueda conformacional
(modelo de solvente de Born, cloroformo)3° y al conférmero de menor energia se le
realizd una optimizacién inicial en MOE con el campo de fuerza AMBER 12: EHT, seguida
del método semiempirico AM1. Para la optimizacidn por DFT se utilizé el método B3LYP
con un nivel de teoria 6-311+g(d’,p’). La prediccién de *Hy 3C RMN se realiz6 mediante
el método GIAO con modelo de solvente SDM, cloroformo3!. Los desplazamientos
calculados para cada isdmero se compararon con los datos experimentales y en base a
los coeficientes de correlacién de Pearson (r), los coeficientes de determinacion (R?) y el

error absoluto medio (EAM) se determind la configuracion que se ajustaba mejor.
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En el caso de los experimentos de NOESY RMN, se estudiaron las correlaciones de las
sefiales de los protones H2, H5 y H8 y se observaron cuales de ellos presentaron

interaccion por efecto NOE.

Asignacion de configuracion absoluta de 55c:

El andlisis de *H y 3C-RMN de las 8-tiolactonas 55a, 55b y 55¢ obtenidas a partir de L-24
muestra diferencias en los corrimientos quimicos de sus protones y carbonos,
particularmente en las posiciones 2, 5y 8. En la Figura 3 se muestra la comparacion de

los espectros de *H-RMN de las tres d-tiolactonas.

c ,”Hs I ,.n,hfs [y \ il M o

|Il

55b
H5 H2 H8

I | C e w(_ﬂ,\

]

_

H‘8

Wit

|l I I J.UJJM Il

T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T T
56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 3.8 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 2

Figura 3. Espectros *H-RMN (400MHz, CDCls): A) 55a, B) 55b, C) 55¢

En la tabla 2 se muestran sdlo los corrimientos de los carbonos quirales (C2, C5y C8) y

sus protones correspondientes (H2, H5, H8).
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Tabla 2. Sefiales seleccionadas de H y 3C-RMN de las 8-tiolactonas 55a-55¢

8 'H-RMN ppm (J = Hz) 8 B3C-RMN (ppm)
o-tiolactona
H2 H5 H8 c2 5 c8
S/>i|
o ~s 4.89, dd 5.19, dd 3.94, dd
HE e 53| (1250,74) (/=26,52) (=53,95) | >8 631 €99
S H
s 4.56, dd 5.17, dd 3.94, dd
O:.%N “$  55p|(J=3.1,11.1) (J=6.7,85) (J=5.3,9.5)|653 702 73.7
s H
S
o L s 4.41, dd 5.27, d 3.94, dd
ey °5¢ | /=21,108) (=61) (/=5395)|>>> 768 739
S H
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La configuracion absoluta de los compuestos 55a y 55b*? fue confirmada por difraccion

de rayos X, Figura 4.

w
T

H
55a 55b
(2R, 5S, 8R) (2R,5R,8R)

Figura 4. Estructura quimica de las O-tiolactonas 55a y 55b y sus respectivas estructuras
moleculares obtenidas por difraccién de rayos X (ORTEP).

El experimento de NOESY-RMN del compuesto 55c reveld la existencia de una
interaccion por efecto NOE entre los protones H5 y H8, y no se observaron interacciones
entre H5-H2 y H2-H8. Por lo tanto, propusimos la configuracion absoluta como

(2S,5R,8R), Figura 5.
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Figura 5. Espectro NOESY-RMN de 55c¢

Esta asignacion fue validada por célculos DFT. Los datos experimentales de *H-RMN
obtenidos para 55c¢ fueron comparados con datos obtenidos por los cdlculos tedricos
para las configuraciones absolutas (2S,5R,8R) y (25,55,8R), Tabla 3. La comparacion de
los datos experimentales de '3C RMN con los calculados no se presentan, ya que los
datos calculados no aportaron suficiente variabilidad para discriminar entre una

configuracion u otra, debido a que los corrimientos quimicos de los carbonos se predicen

Prodrogas

(2S,5R,8R)

en base a su entorno electrdnico y los grupos funcionales cercanos que son idénticos.
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Tabla 3. Correlacion entre los corrimientos quimicos de H-RMN experimental de 55c y los
calculados para las configuraciones (2S,5R,8R) 55c y (25,5S,8R) 55d

O~_S O._S
c N s 7 N s
s s
H H
(2S,5R,8R) (2S,5S,8R)
5 Experimental 0(2S,5R,8R) 0(2S,5S,8R)
55¢ (ppm) 55¢ IASI 55d IASI
calc.(ppm) calc.(ppm)

H2 4.41 4,50 0,09 5,08 0,67
H4a 331 3,83 0,12 3,02 0,68
Hab 3.73 3,28 0,05 3,01 0,32
H5 5.27 5,34 0,07 4,79 0,48
H7a 3.45 3,37 0,02 3,36 0,09
H7b 3.35 3,33 0,12 3,49 0,14
H8 4.09 4,05 0,04 4,11 0,02
Hlla 3.22 3,58 0,36 3,59 0,37
H1lb 3.58 3,20 0,38 3,30 0,28
EAM? - - 0.14 - 0.34
CD (R%)P - - 0.91 - 0.68
CCP (r)* - - 0.95 - 0.83

2 EAM = Error absoluto medio; ? CD = Coeficiente de determinacién; ¢ CCP = Coeficiente de correlacidon de
Pearson

Segun los resultados la configuracidon que mejor se ajusta con los datos experimentales
es la configuracion (2S, 5R, 8R) siendo la que presenta menor EAM entre los valores

experimental y calculado (0.14) y mejores R?y r (0,91 y 0.95 respectivamente).

Por lo tanto, mediante la combinacién de técnicas de difraccidn de rayos X, calculos
tedricos DFT y NOESY-RMN, se logré asignar la configuracion absoluta de las tres o-

tiolactonas obtenidas a partir de L-24: 55a (2R,5S,8R), 55b (2R,5R,8R) y 55¢ (2S,5R,8R).

Asignacion de la configuracion absoluta de 56a y 56c¢:

El andlisis de *H y 3C-RMN de las &-tiolactonas 56a y 56¢ obtenidas a partir de L-25
también muestra diferencias en los corrimientos quimicos de los protones y carbonos
particularmente en posiciones 2, 5y 8. En la Figura 6 se muestra la comparacion de los

espectros de 'H-RMN de las tres 8-tiolactonas.

| 148



Prodrogas
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Figura 6. Espectros de 'H-RMN de las 8-tiolactonas obtenidas a partir de L-25: A) 56a; B) 56¢

En la tabla 4 se muestran sélo los corrimientos de los carbonos quirales (C2, C5y C8) y

sus respectivos protones (H2, H5, H8).

Tabla 4. Sefales seleccionadas de *H y 3C-RMN de las d-tiolactonas 56a y 55¢

& *H-RMN ppm (J = Hz) & 13C-RMN ppm
-tiolact
d-tiolactona H2 H5 H8 | c2 C5 8
sw
0 S 4.52, dd 519.dd  3.72,s
N 56 ' ‘ %1675 67.6 81.8
>§J 4| (=28,11.5) (J=5.7,9.5)
""f~s H

5.02,dd 5.27,d

(J=2.2,11.1) =6.1) 3.84,5s|59.4 745 81.8

Al analizar el espectro NOESY-RMN de 56a se observd sélo una interaccién por efecto
NOE entre los protones H2-H8, por lo que la configuracién absoluta para este compuesto
se pudo asignar como (2R,5R,8R), Figura 7-A. El espectro NOESY-RMN del compuesto

56¢ presento una interaccidon NOE entre los protones H8-H5 y no presentd interacciones
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entre los protones H2-H8 y H2-H5, por lo que se propuso la configuracién como

(2S,5R,8R), Figura 7-B.

A) ‘8
| e 112 Ul
— 4 L i 32
— i W= b
— * )H2-H8 ¢ »
= b ONTIE»
H8-H2 48
5o 56a
= L 5 (2R55 8R)

é S\
: H
N72Ng *
= " He s FI\\\
- » ™ W 56c
H8-H5 ( ! W t
F o) (25,5R, 8R)

.............................................

56 55 S5A 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34

Figura 7. Espectros NOESY-RMN de las d-tiolactonas A) 56a y B) 56¢

Basados en los experimentos de NOESY-RMN y en la experiencia previa para la
asignacion de las tiolactonas derivadas de cisteina, pudimos asignar la configuracién

absoluta de las o-tiolactonas 56a y 56c.
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5.4.1B. Isomerizacion de 3-tiolactonas

Los enlaces acetdlicos N-C-S de los anillos tiazolidinas son reversibles mediante
mecanismos de apertura y cierre del anillo a través de un intermedio imina o iminio3?,
tanto en medio acido como basico. Esta aperturay cierre del anillo es lo que permite la
isomerizacién de esos enlaces generalmente hacia el producto mas estable. En base a
esta propiedad nuestro grupo ha descripto reacciones de intercambio de aldehidos en

los enlaces acetélicos de tiazolidinas33, oxazolidintiazolidinas 3!y bistiazolidinas3%.

Las O-tiolactonas son triciclos que contienen en su estructura dos anillos tiazolidinas
fusionados presentando dos enlaces acetalicos N-C2-S y N-C5-S que pueden
isomerizarse. Como presentan 2 enlaces irreversibles se podrian obtener hasta cuatro
posibles diasterémeros. La d-tiolactona 55a seria el producto de ciclacidn cinético, que
mantiene la configuracion de la 2-MMBT de partida, que luego podria isomerizar a los
diasterdmeros 55b, 55c y 55d. El producto 55d no fue detectado por RMN en los crudos

de reaccidn y tampoco fue aislado de las reacciones ensayadas.

Los productos aislados de las reacciones dependieron de las condiciones de obtencién y
su purificacién. Al usar HOBt/DCC en el crudo de reaccidn sélo se observd por *H-RMN
el producto cinético 55a. En la purificacién por columna cromatografica se obtuvo algo
de isomerizacién del producto, el medio débilmente acido que proporciona la silica
podria ser el responsable de la isomerizacién a 55b y 55c. En cambio, cuando se usé
HATU/DIPEA tanto en el crudo de reacciéon como después de la purificacion se observé
y se aisld sélo 55¢, lo que sugiere que la isomerizacion se dio por el medio basico de
reaccidn. Sin embargo, aunque solo se observé 55c en el crudo de reaccidn, sélo se
obtuvo en un 14%. Por otro lado, la no isomerizacidon de 55c durante la purificacion
podria sugerir que se trata del producto termodindmico. En el Esquema 5, se propone
los posibles mecanismos de isomerizacién de 55a: A) en medio acido, y B) en medio

basico
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Esquema 5. Propuesta del mecanismo de isomerizacidn para la d-tiolactona 55a: A) en medio
acido; B) en medio basico

Con el fin de confirmar la hipétesis de que 55a es el producto cinético y 55c es el

producto termodindamico, se realizaron cdlculos tedricos de las energias libres (AG®) de

los cuatro posibles productos, Grafico 1.

{Hartrees)

Energia Libre

-1596,777

-1596,778

-1596,779

-1596,78

-1586,781

-1596,782

-1596,783

-1596,784

-1596,785

55a

AE,

. 55b

AE4

O=\_N
H" 122 H
s
55a
AE, | 2:86

S/ﬁ AE, S/ﬁ
S S
O=N

S

s H

S/>LH 0.64 S/BE
S : S
O . N O . N
H\\ AE4 H\\ '//
s H s H
55d 55¢
AEq -l s

Gréfico 1. Representacion grafica de las energias de los cuatro diasteroisémeros calculadas por
DFT.

Estos resultados indicaron que el producto cinético 55a es el que presenta mayor

energia por lo que podria isomerizar al producto termodinamicamente mas estable, de
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menor energia, que es 55¢, pasando por el diasterdémero 55b tal como se propuso en los
mecanismos de isomerizacidn, Figura 5. Como se puede observar la diferencia de
energia entre 55b y 55c¢ es AE;=-2.28 Kcal/mol, esta diferencia de energia permite aislar
tanto 55b como 55c. En cambio, la diferencia de energia entre 55d y 55¢ es sélo AEs=-
0.64 Kcal/mol, por lo que una vez que se favorece la isomerizacién a 55d esa pequefia
diferencia de energia llevaria a que se forme inmediatamente el producto

termodindmicamente mds estable 55c¢, y no sea posible observar ni aislar 55d.

5.4.1C. Estudio de isomerizaciéon de 55a en medio acido y basico

Debido a los resultados obtenidos se decidié estudiar la isomerizacidon del compuesto
55a tanto en condiciones acidas como basicas, con el fin de optimizar la obtencién de
los isémeros 55b y 55¢ los cuales fueron obtenidos en bajos rendimientos.

En primer lugar se estudio la isomerizacién de 55a en medio basico, usando DIPEA en

diferentes condiciones, Tabla 5.

Tabla 5. Estudio de las condiciones de isomerizacion de 55a en medio basico (DIPEA)

@) S O S @) S
HI:, l\H DIPEA Hll. l\H + Hll. ]<H
s IS S
A~ o .
H

- S :
H H
55a 55b 55¢c
Entrada condiciones t 253 Ei 25¢
(min) (%) (%) (%)
15 79 6 15
1 55a (leq), DIPEA (1.1 eq), DCM, MW: 30 69 10 21
30°C, 50W 45 69 5 26
60 61 5 34
) 55a (1eq), DIPEA (.1.1 eq), AcOEt, 90 24 58 48
reflujo

% de conversidn obtenida por *H-RMN en base a la integracién de sefiales de H independientes de los
diferentes productos

Primero se probd realizar la reacciéon usando DCM como disolvente, calentamiento por
MW, a 30°C y se tomaron muestras de la reaccién a diferentes tiempos (15, 30, 45 y 60

min) y se monitorearon por 'H-RMN, Tabla 6, entrada 1. En estas condiciones a los 60
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min se observd que la isomerizacion de 55a no era completa (39%) obteniéndose 55b
(5%) y 55¢ (34%). Luego se probd la reaccion con AcOEt como disolvente a reflujo
durante 90 minutos, Tabla 6, entrada 2. En estas condiciones el porcentaje total de
conversiéon de 55a fue mucho mayor (76%), observdndose la formacidon mayoritaria
hacia el producto termodindmico 55c (48%) y el intermedio 55b (28%) en menor

proporcién.

Por lo tanto, en medio bdsico se vio que 55a isomeriza a 55b y 55c¢, sin embargo, en
ninguna de las dos condiciones de isomerizacién ensayadas se logré desplazar

totalmente el equilibrio hacia el producto termodinamico.
Por otro lado también se estudié la isomerizacidon de 55a en presencia de un acido de

Lewis como In(OTf)s. La reaccidn se llevé a cabo en condiciones de MW a 40°C por un

periodo de 40 minutos, y se monitoreé por *H-RMN a distintos tiempos, Tabla 6.

Tabla 6. Isomerizacidn de 55a con In(OTf)3

O _S In(OTf);
AcOEt
Hid wH Hu, OH o+ Hu
S
S/F/ : :
H H H
55a 55b 55¢c
Condiciones Tiempo 55a 55b 55c¢
(min) (%) (%) (%)
55a, In(OTF); 10%Molar, AcOEt, 0 100 O 0
MW:40°C, 50W 5 0O 100 O
10 0 100 0
15 0 100 0
20 0 100 0
40 0 100 0

% conversion obtenido por *H-RMN en base a la integracién de H independientes de los diferentes
productos

En este caso a los 5 minutos de reaccidén ya se observd en una conversion del 100% al
producto de isomerizacion 55b. La reaccion se siguid calentando hasta los 40 minutos

con el fin de observar si ocurria la conversion de 55b al diasterémero mas estable 55c,
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pero en ese periodo no se observd ningun otro producto de isomerizacién. Por lo tanto,
utilizando como catalizador In(OTf)s se logré optimizar la preparacién del isémero 55b a
partir del isdmero 55a. Queda pendiente escalar la reaccidn y calcular el rendimiento

del producto aislado para validar la metodologia.
5.4.2. Sintesis de Derivados tioacetilos

Para la preparacién de los derivados tioacetilos a partir de L-24 y L-25 se decidié usar la
metodologia clasica de acetilacion con Ac;0 vy piridina, catalizada por 4-DMAP a T.A,
Esquema 6.

o)

SH Ac,0, Py )\\
T N
NS0, e e
R{ S)r/ R1\ S/k\/

H

H
L-24:R'=H L-57: R'=H, 30%
L-25:R'=Me L-58: R'=Me, 78%

Esquema 6. Reaccidn de tioacetilacién de L-24 y L-25

Al realizar la tioacetilacion de la bistiazolidina L-24, se obtuvo el producto tioacetilado L-
57 con un bajo rendimiento (30%) y se aislé la d-tiolactona 55a como producto
secundario (6%). Cuando se realizd la tioacetilacién de L-25 se obtuvo sélo el producto

L-58 con buen rendimiento (78%).

5.4.3 Estabilidad quimica de las prodrogas

A la hora de evaluar la estabilidad quimica de las prodrogas obtenidas, se eligié evaluar
las o-tiolactonas 55b, 55c y el compuesto tioacetilado L-57. Esta eleccion se hizo en base
a su disponibilidad sintética y estabilidad de los productos en solucidn. La d-tiolactona
55a fue descartada ya que en las condiciones de cromatografia de HPLC (FM ACN: H,O:

0.05% Ac. Férmico, pH=3), al igual que en la purificacién por columna, va isomerizando
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a 55b y 55c. Los compuestos elegidos fueron evaluados a dos pH, simulando el fluido
gastrico sin enzimas pH 1.2 (FGS) y a pH fisiolégico 7.4 (solucion buffer fosfato SBP). El
método utilizado por HPLC fue validado y para la cuantificacion se realizaron las curvas

de calibracién correspondiente a cada compuesto.

5.4.3A. Ensayo de Estabilidad a diferentes pHs

Las soluciones de FGS pH 1.2 y SBP pH 7.4 se prepararon de acuerdo con lo descripto en
Farmacopea Argentina3>38. Las prodrogas se incubaron a 37°C en las soluciones de FGS
o SBP por 6h. Se tomaron muestras de las mezclas de reaccién a los 30, 60, 180 y 360
minutos. Las muestras se filtraron y analizaron por HPLC y se cuantificd los porcentajes
remanentes de prodroga y el porcentaje de producto de hidrdlisis. Los experimentos se

realizaron por triplicado.

Estabilidad a pH 1.2, 37°C

Los resultados obtenidos para 55b, 55c y 57 en FGS pH 1.2, se describen en la Tabla 7 y
Grafico 2.

Tabla 7. Estabilidad de las prodrogas L-57, 55b y 55c en FGS pH 1.2 a 37°C

Tiempo Determinacion por HPLC (%)

(min) 55b  L-24 (a) 55¢ L-24 (b) L-57 L-24 (c)
0 100 0 100 0 100 0
30 84+3 112 77 +3 16 %2 99 +2 0
60 703 4z1 62+4 253 796 2+1
180 65t4  8+2 2+1 27+1 55+ 4 3+1
360 604  10%2 5+1 14 42 324 3+1

Los % representan el promedio de tres experimentos independientes: (a) % L-24 producto de hidrdlisis a
partir de 55b; (b) % L-24 producto de hidrdlisis a partir de 55c; (c) % L-24 producto de hidrdlisis a partir de
L-57
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Gréfico 2. Grafico de la estabilidad de los compuestos 55b, 55¢ y L-57 en FGS pH 1.2; L-24 (a)
producto de hidrdlisis de 55b, L-24 (b) producto de hidrélisis de 55¢ y L-24 (c) producto de
hidrdlisis de L-57

Los resultados indicaron que la &-tiolactona 55c es la que se degrada mas rapido a pH
acido y la que libera mayor cantidad del producto de hidrélisis L-24. El compuesto 55b
muestra una degradacion rdpida en la primer hora de incubacidn que luego se enlentece
hasta llegar al 60% a las 6 horas, siendo el producto que se mantuvo intacto en mayor
proporcién. Teniendo en cuenta que el paso de la prodroga por el estémago
generalmente es entre 0.5 y 2 horas, el compuesto tioacetilado L-57 y 55b son los que
presentan menor degradacion a la hora de incubacion (20 y 30% respectivamente), por

lo tanto serian los compuesto que estarian mas disponible para la absorcion intestinal.

Estabilidad a pH= 7.4y 37°C

Los resultados de estabilidad obtenidos para 55b, 55c y L-57 en SBP pH 7.4 se describen

en la Tabla 8 y Grafico 3.
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Tabla 8. Estabilidad de las prodrogas 55b, 55c y L-57 en SBP pH 7.4 a 37°C

Tiempo Determinacion por HPLC (%)

(min) 550  L-24(a) 55¢ L-24 (b) L-57 L-24 (c)
0 100 0 100 0 100 0
30 88+ 1 0 67+1  34+2 | 1006 0
60 83+2 0 48+1  50+2 | 100+3 0
180 5642  2+1 10+1  44+3 | 100+14 0
360 29+1 242 | 02+2 15+2 | 100+4 0

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes: (a) %L-24 producto de
hidrdlisis de 55b; (b) %L-24 producto de hidrélisis de 55c; (c) %L-24 producto de hidrélisis de L-57

100 M
—&—55b
20 oo 124 (a)
® 55¢
&
3 60 L-24 (b)
3 L-57
o
5 40 1-24 ©
(@)
20
I —— =
-50 0 50 100 150 200 250 300 350 400

tiempo (min)

Grafico 3. Estabilidad de los compuestos 55b, 55c y L-57 a pH 7.4; L-24 (a) producto de hidrélisis
de 55b, L-24 (b) producto de hidrdlisis de 55c¢ y L-24 (c) producto de hidrdlisis de L-57

En SBP pH 7.4 se observo que la d-tiolactona 55c¢ es la que se degrada mds rapidamente
(90% a las 6 h de incubacidn) al igual que a pH 1.2. También es la que liberé6 mas
producto de hidrdlisis L-24 (50% en 1 h de incubacién). Nuevamente se observa que L-
24 proveniente de 55c se oxida y se degrada con el tiempo. El producto 55b tiene un
comportamiento opuesto al que presentaba a pH 1.2, en este caso se degrada mas
lentamente la primera hora de incubacion (17% a 1 h) y luego decae mas rapido hasta
permanecer al 29% a las 6 h. El compuesto tioacetilado L-57 fue el que exhibidé la mayor
estabilidad a ese pH, permaneciendo intacto (100%) las 6 h de incubacién, por lo cual

puede ser considerado como el mejor candidato a prodroga.
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A ambos pH para las d-tiolactonas 55b y 55¢ por HPLC se detectd directamente como
producto de hidrdlisis L-24 (2R, 5S, 8R) y no se detectaron los isomeros de bistiazolidinas
L-24-1 (2R,5R,8R) o L-24-2 (2S,5R,8R), que mantendrian la configuracion de sus
respectivas d-tiolactonas de partida, Esquema 7. Esto se debe probablemente a que los
isdmeros se equilibran rapidamente a la configuracién de la bistiazolidina mas estable
L-24 (2R, 55, 8R). A su vez se observo que la bistiazolidina L-24 se oxida con el tiempo a
su correspondiente dimero L-24 (identificado por HPLC-MS) y otro producto de

degradacidn que no pudo ser identificado.

o)

ON-s Ho—¢° SH  Ho—¢° sh HO S 0O
" NI\H N/( N/( N I
— —_ — S

S S S N
s~ Hidroisis 3);\/ 3/1\/ [0x] S/‘\/ XS
H A H H S
55b L-24-1 L-24 dimero L-24
o) 0 ) HO © S OH
S HO —SH HO SH /( ‘s o)
Ho., N}H - N/( NN\ I
—_— >
S S ) S N
S):\/ Hidrélisis SJ:\/ S/‘\/ [Ox] S/A\/ S\)TS
H A H
H
55¢c L-24-2 L-24 dimero L-24

Esquema 7. Secuencia propuesta para la hidrdlisis de las 8-tiolactonas 55b y 55c; [Ox]
oxidacion

Por lo tanto, la d-tiolactona 55c es la que libera el producto de hidrélisis L-24 mas
rapidamente y en mayor proporcion tanto a pH dcido como neutro. Estas caracteristicas
la convierten en un pobre candidato para una formulacién ya que no cumple con los
requisitos de permanecer intacto en el estdmago. En cambio, 55b y L-57 podrian ser
buenos candidatos a prodrogas, siendo el mejor L-57 ya que se mantiene 100% a pH 7,4
por 6 horasy se degrada sélo un 20% en 1 h de incubacién a pH acido. De todas maneras,
para concluir que compuesto se perfila mejor como droga es necesario estudiar cémo
se comportarian a pH intestinal 6.8 para ver si a ese pH se mantienen intactas para luego
ser absorbido. Dado que luego de ser absorbido debe pasar por el higado donde se

metabolizaria, deberia estudiar la estabilidad de las prodrogas en microsomas de higado
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de rata y también en plasma para ver si se hidrolizan al compuesto activo en presencia

de las esterasas plasmaticas.

5.5. Conclusiones:

Mediante tioesterificacion intramolecular se prepard dos series de d-tiolactonas
a partir de 2-MMBT. Estos compuestos tienen la particularidad de tener dos
enlaces N-C-S reversibles que permiten la formacidn de cuatro posibles
productos de isomerizacion con diferentes configuraciones absolutas. En el caso
de los derivados de cisteina L-24 se logrd identificar y aislar tres de esos
diasterémeros y en el caso de los derivados de penicilamina L-25 sélo dos.
Utilizando diferentes técnicas como espectroscopia de RMN, difraccion de rayos
X y calculos tedricos DFT fue posible caracterizar y asignar la configuracién
absoluta de cada uno de los diasterémeros aislados. Ademas, se prepararon dos

derivados tioacetilos como posibles prodrogas.

A partir del diasterémero cinético 55a se estudid diferentes condiciones de
isomerizacién utilizando acidos y bases. El uso de In(OTf)s como catalizador
permitid la isomerizacion completa de 55a al diasterdmero 55b en sélo 5

minutos en condiciones de MW.

Los estudios de estabilidad quimica de tres prodrogas seleccionadas 55b, 55c y
L-57 en fluido géstrico simulado a pH 1.2 y en medio fisiolégico a pH 7.4, 37°C,
mostraron que el mejor candidato a prodroga es el derivado tioacetilado L-57,

por presentar mayor estabilidad en esas condiciones.
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5.6. Perspectivas
e Optimizacion de la obtencion de las d-tiolactonas

Se plantea optimizar la obtencidn de las d-tiolactonas:

1) A partir de 2-MMBT explorando el uso de distintos disolventes y otros agentes
acoplantes como las sales de uronio HBTU, HCTU, la Carbodiimida EDCI o la sal
de fosfonio PyBOP.

2) A partir de la O-tiolactona cinética explorar distintas condiciones de
isomerizacién en MW. En medio basico con distintas bases (TEA, DABCO, Cs,COs3)

y en medio acido con otros acidos de Lewis como Sc(OTf)s, AgOTF y Zn(OTf)..

e Estabilidad quimica a pH 6.8 y estabilidad metabdlica de prodrogas

Para finalizar la evaluacién de las prodrogas sera necesario estudiar su estabilidad de a
pH intestinal 6.8 y estudiar la estabilidad metabdlica en plasma y microsomas de higado
de rata. También se plantea completar la estabilidad de las prodrogas obtenidas a partir
de L-25 derivada de penicilamina en los distintos pHs fisioldgicos y su estabilidad
metabdlica. Una vez estudiada la estabilidad de todas las prodrogas se definira el
compuesto que presenta mejor perfil y en caso de que ninguno de los compuestos sea

buen candidato, se hara un redisefio para obtener nuevas prodrogas.

e Aminolisis de 3-tiolactonas

La aminolisis de tiolactonas, sobre todo de las tiolactonas con un anillo de 5 miembros,
ha sido en los ultimos afios de gran interés debido a su uso en la biomedicina3’% , en el
disefio de farmacos®® y en la sintesis de péptidos*® y polimeros*'. En nuestro caso las
tiolactonas forman anillo de 6 miembros y la apertura del anillo tiolactona permitiria la

formacién de derivados amidas de las 2-MMBT, Esquemal.
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O&-S
'i?iNl“H _RNHp 3 [
R1 R= alquilo o aromatico
RT S/!\/S Amindlisis g1
H

d-tiolactona amida 2-MMBT
O S 0]

j< RHN _—SH
Hi.. H RNH N
N ——2> R N/\S R= alquilo o aromatico

R1
R Sg /S  Aminglisis g1

H H
S-tiolactona amida 2-MMBT

0 1) Proteccién SH RHN SH
HO SH 2) formacion amida /(
1 N 3) Desproteccion SH N

R s o /‘\/S
R S/l\/ S )
H
2-MMBT (syn) amida 2-MMBT (syn)

Esquema 8. A) Reaccion de amindlisis de d-tiolactonas para obtener amidas y B) reaccién de
formacién de amidas mediante proteccidn/desproteccidn a partir de 2-MMBT

La amindlisis de las d-tiolactonas se podria hacer usando un exceso de amina (alquilica
o aromadtica), en THF y en presencia de un reductor para evitar la oxidacion del tiol libre®
o en presencia de AgOTF y DABCO* Esta metodologia evitaria los pasos de
proteccidn/desproteccion de los grupo acido carboxilico y tiol si partiéramos de las
bistiazolidinas, Esquema 8. Las diferentes o-tiolactonas nos permitiria preparar estos
compuestos con diferentes configuraciones absolutas, algo que no es posible si partimos
de 2-MMBT, ya que la Unica configuracion estable en las bistiazolidinas es el

diasterémero syn.
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6.1. Conclusiones Generales

En este trabajo de tesis, se trabajo en el disefio y preparacion de compuestos que
restauren la actividad antibidtica de los ABL, actuando como inhibidores de las MpLs.
Para ello se trabajé en la preparacion de analogos de los heterociclos de 2-

mercaptometil-tiazolidinas (2-MMT) y 2- mercaptometil-bistiazolidinas (2-MMBT).

Estos heterociclos fueron disefiados en base al conocimiento actual sobre las
caracteristicas comunes de unién e hidrdlisis de penicilinas, que son compartidos por las

diferentes ML a pesar de sus diferencias estructurales.
6.1.1. Heterociclos 2-mercaptometil tiazolidinas

En el trabajo con 2-MMT se completd la caracterizacidén de los diasterémeros syn de las
tiazolidinas derivadas de penicilamina, que no habian podido ser aislados
anteriormente. Utilizando Experimentacion de alto rendimiento (HTE por sus siglas en
inglés) se buscé optimizar la sintesis del enantidmero anti de la tiazolidina derivada de
L-cisteina. Esto nos permitié introducirnos en una metodologia de trabajo nueva para
nuestro grupo, que se basa en la miniaturizacion y aceleracién en la optimizacion de
procesos. Con esta metodologia se probaron 176 reacciones en concentraciones de los
reactivos de 10 umoles en un periodo de dos semanas. Estas reacciones incluyeron el
screening de 12 disolventes, 32 catalizadores, 2 temperaturas y 2 tiempos de reaccion.
Por lo tanto, se realizé y analizé un gran nimero de reacciones en un periodo corto de
tiempo y a microescala. Esto permitié ampliar el espacio quimico estudiado para esta
reaccion utilizando procesos ambientalmente mas amigables debido a la disminucién de

solventes y reactivos que se utilizaron, volviendo este proceso mas eficaz y econémico.

Se prepararon diez nuevos analogos de 2-MMT con distintas modificaciones, a nivel del
C4 (5, L-anti-7, L-syn-7, D-anti-7, D-syn-7), con la cadena homologada (L-anti/syn-12
que resulté muy inestable) y con modificaciones a nivel de C2 (L-anti/syn-14, D-anti/syn-
14, L-syn-20 y L-anti-22) y. La estructura quimica de los analogos de 2-MMT obtenidos

en este trabajo se describen en la Figura 1.
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Figura 1. Estructura quimica de los andlogos de 2-MMT obtenidos en este trabajo

Las modificaciones planteadas sobre la estructura de los heterociclos 4-carboxil
tiazolidinas 2,2 disustituidas no resultaron sencillas de realizar. El requisito de mantener
la cadena mercaptometilo en el C2, limité el nimero de aldehidos y cetonas posibles
para la ciclocondensacion con los aminotioles. La desproteccidn del grupo tiol cuando
se us6 como material de partida a-mercaptocetonas con el tiol protegido resultd un
paso clave y muy dificultoso en la obtencién de los analogos con el tiol libre, sobre todo
cuando se utilizd tritilo como grupo protector. La sustitucion del S del anillo por un O
para preparar analogos 2-mercapto oxazolidinas a partir de aminoalcoholes no fue
posible. Probablemente porque los aminoalcoholes son menos reactivos que los
aminotioles con el ditiano y la a.-mercaptocetona utilizada y el cierre del anillo 5-endo-
trig con el enlace imina se ve desfavorecido. La homologacidn de la cadena

mercaptometilo derivd en analogos muy inestables.

Las 2-MMT de referencia resultaron inhibidores competitivos de las tres subclases de
MpLs, con constantes de inhibicion en el rango uM. Los andlogos evaluados frente a
NDM-1 (B1) y L1 (B3) también inhibieron ambas enzimas. El cambio del acido carboxilico

por un éster etilico en las 2-MMT derivadas de L y D cisteina no presentaron cambios
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significativos en la potencia inhibitoria frente a NDM-1 y L1 en los diasterémeros anti
respecto a la 2-MMT de refrencia. Sin embargo, los diasterémeros syn disminuyeron
entre 3 y 14 veces su potencia frente a L1. El analogo syn que presenta el nitrégeno NAc
y el carboxilato homologado en C2, mantiene la potencia en NDM-1, pero disminuyd 2
veces la potencia en L1 y no presento inhibicidn frente a Sfh-1 (B2). Por lo tanto, entre
los andlogos preparados y evaluados no se encontrd ninguno que mejorara la potencia
inhibitoria de las 2-MMT de referencia. Las 2-MMT lograron restaurar la eficacia de los
ABL en aislados clinicos que expresan MBL B1 y B3. Esto sumado a la falta de toxicidad
gue presentaron estos compuestos en células eucariotas, posiciona a las 2-MMT como

estructuras muy prometedoras en el disefio de inhibidores de Mf3L.

Se obtuvieron las estructuras cristalinas de los complejos de las tiazolidinas L-anti-2 y D-
syn-2 con las tres MPBL de subclase B1 mas importantes desde el punto de vista clinico
(NDM-1, VIM-2 e IMP-1) y con Sfh-l (B2) y L1 (B3). La obtencion de la estructura
cristalina de estos complejos nos permitié comprender como es la unién de las 2-MMT
con las enzimas B1, B2 y B3. Se observd que las 2-MMT presentan un patrén de unién
similar en las tres enzimas, lo cual las diferencia de las 2-MMBTque exhiben multiples y
variados modos de unidn a los sitios activos de las MBLs. La unién de las 2-MMT implica
la coordinacién del tiol libre con el Zn(ll) en el sitio activo y varias interacciones
hidrofdbicas que estabilizan la unién de las 2-MMT con las enzimas. El grupo carboxilato
en las 2-MMT no estd involucrado fuertemente en las interacciones electrostaticas en
el sitio activo. La cristalizacién de estos complejos y estudios tedricos in silico
permitieron observar que las 2-MMT presentan una interaccion S-n entre el azufre del
anillo tiazolidina y residuos aromaticos conservados en el bucle L3 del sitio activo de las
enzimas B1 (Trp87 en NDM-1 y VIM-2, Phe87 en IMP-1). Ademas, esta interaccion se
conserva en las enzimas B2 (Trp87 en Sfh-l) y B3 (Trp39 en L1). Sin embargo, esta
interaccion S-rt no se observa con los biciclos tiazolidinas 2-MMBT. El descubrimiento
de esta interaccidén S-t que jugaria un papel importante en la unién inhibidor enzima
sobre todo en las enzimas B1, nos permitiria disefiar de manera racional nuevos

inhibidores de ML a partir de la estructura de 2-MMT.
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6.1.2. Heterociclos 2-mercaptometil bistiazolidinas

Se desarrollé y describié una nueva metodologia para introducir sustituyentes alquilicos
y arilicos en la posicién 2 del anillo de bistiazolidina utilizando una reacciéon de
intercambio con aldehidos. Ademads, se estudié y caracterizdé el mecanismo de
intercambio por RMN vy calculos DFT, contribuyendo a una mejor comprension del
mismo. Mediante esta metodologia se prepararon nuevos analogos con la cadena
mercaptometilo homologada. Por lo tanto, es una metodologia util para preparar

nuevos analogos con sustituciones diferentes de la cadena mercaptometilo original.

Se prepararon seis nuevos andlogos de 2-MMBT, con modificaciones a nivel del C8 (+
27), analogos con un anillo aromatico fusionado en C7-C8 (+ 40, + 41, + 42) y analogos
con la cadena mercaptometil homologada (L-50, + 51). La estructura quimica de los

andlogos de 2-MMT obtenidos en este trabajo se describen en la Figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de los analogos de 2-MMBT obtenidos en este trabajo

Intentos por preparar analogos de L-24 con la cadena del acido carboxilico en C8
homologada, no fueron exitosos debido principalmente a la dificultad de preparar la 33-

cisteina necesaria para la ciclocondensacion. Cuando se intentd preparar analogos
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oxazolidin-tiazolidinas también con la cadena del acido carboxilico utilizando [3-
aminoalcoholes, tampoco se lograron preparar por ciclocondensaciéon con el ditiano

correspondiente.

Los andlogos con la cadena mercaptometilo homologada L-50 y + 51 pudieron ser
preparados mediante la metodologia desarrollada para preparar 2-BT, pero
nuevamente la desproteccion del grupo tritilo resultdé un paso clave. La desproteccién
usando HCl 0.1N/TFE/TIS arroj6 mejores resultados frente a las condiciones de

desproteccidn clasica usando TFA que habia sido usada en la obtencién de tiazolidinas.

Los seis analogos preparados fueron evaluados frente a MBLs. La condensacion de un
anillo aromatico al anillo bistiazolidina en C7-C8 mejoré la actividad, ya que los tres
andlogos obtenidos (+ 40, + 41, + 42) presentaron una potencia inhibitoria de 2 a 70
veces mayor en todas las subclases de ML, respecto a las bistiazolidinas de referencia
L-24. Frente a las B1 el mejor inhibidor fue el anadlogo + 40 que no contiene sustituyentes
en el anillo aromatico en cambio en B3 (L1) el mejor inhibidor fue el andlogo + 41 que
tiene el anillo aromatico sustituido por un cloro. La eliminacién del carboxilato en C8,
analogo * 27, mejord entre 4 y 10 veces la potencia frente a las enzimas B1 y B3 en
dénde la interaccidn inhibidor-enzima esta dominada por el grupo tiol. Sin embargo,
como era de esperarse disminuyo 10 veces la potencia frente a la subclase B2 ddonde el
carboxilato cumple una funcién mas importante en la unién inhibidor-enzima. La
homologacion de la cadena mercaptometilo, andlogos L-50, + 51, no resulté tan efectiva
frente a NDM-1 (B1) y L1 (B3) ya que estos andlogos aumentaron sélo entre 2 y 4 veces
la potencia respecto a la bistiazolidina de referencia. Sin embargo, la homologacién de
esta cadena resulté muy negativa frente a Sfh-1 (B2). El andlogo + 51, con la cadena
mercaptometilo homologada y sin el carboxilato, disminuyé drasticamente la actividad
en B2 (70 veces menor), mientras que el andlogo L-50 perdi6 totalmente la actividad.
Por lo tanto, los analogos con el anillo aromatico fusionado en C7-C8 resultaron ser los
mejores inhibidores y se posicionan como el punto de partida para el disefio y sintesis

de nuevos inhibidores.

Ademds, a tres de los andlogos (+ 27, £ 40 y + 42) se les midié la CMI frente aislados

clinicos que expresaban ML de la subclase B1. Todos lograron inhibir el crecimiento
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bacteriano restaurando la accion de IMI, pero ninguno superd la inhibicion de las
bistiazolidina de referencia L-24. Esto pudo deberse a varios factores como problemas
de solubilidad, para los andlogos con el anillo aromadtico + 40 y + 42, o una baja

penetracién en el periplasma bacteriano.
6.1.3. Prodrogas

Se prepararon siete tioésteres como potenciales prodrogas de 2-MMBT, las o-
tiolactonas derivadas de L-Cys (55a, 55b y 55c) y derivadas de L-PNA (56a y 55c), y
derivados tioacetilados (L-57 y L-58). La estructura quimica de las prodrogas de 2-MMT

obtenidas en este trabajo se describen en la Figura 3.
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Figura 3. Estructura quimica de las prodrogas de 2-MMBT obtenidas en este trabajo

Las o-tiolactonas fueron obtenidas mediante tioesterificaciéon intramolecular de L-24 y
L-25, aislandose un total de tres diasterémeros para los derivados de Cys y dos para los
de PNA. Se observd para éstos compuestos que los diasterémeros que se obtenian
dependia fuertemente de las condiciones de reaccion utilizadas. Mediante estudios de
difraccidon de Rayos X, NOESY-RMN vy célculos ab initio pudieron asignarse las diferentes

configuraciones absolutas de las d-tiolactonas aisladas.
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El estudio de condiciones de isomerizacion para estos compuestos nos permitid
identificar al In(OTf)s como un buen catalizador para isomerizar totalmente la o-
tiolactona cinética 55a en el carbono C5 y obtener su isémero 55b. Esto nos permitiria
obtener con mejor rendimiento 55b ya que hasta ahora se habia obtenido como un
producto minoritario. También se realiz6 el estudio para optimizar la isomerizacién de
55a al producto termodindmico 55c¢ en medio basico y si bien la reaccidn no fue
completa se logré aumentar su proporcién, por lo que resta aun optimizar su

interconversion.

Se estudid la estabilidad quimica de las o-tiolactonas 55b, 55¢ y el compuesto
tioacetilado L-57, a pH de fluido gastrico 1.2 y a pH 7.4 a 37°C, para evaluar los mejores
candidatos a prodrogas. Las d-tiolactonas 55b y 55c¢ a pesar de tener configuraciones
absolutas distintas, en ambos pHs dieron como Unico producto de hidrélisis a la
bistiazolidina de partida derivada de L-Cys (L-24). La d-tiolactona 55b fue la que presenté
mayor estabilidad en ambos pH, en cambio 55c se hidrolizé mds rdpidamente
obteniendose L-24 en mayor proporcion tanto a pH acido como neutro. En cuanto al
compuesto tioacetilado L-57 a pesar de que presentd hidrdlisis a pH gastrico fue el que
se mantuvo intacto con un 20% de hidrdlisis a una hora de incubacién. A pH 7.4 no se
hidrolizé, permaneciendo intacto por seis horas, por lo que se perfila como un buen

candidato a prodroga.

Parte del trabajo de esta tesis dio lugar a la publicacidon en tres revista cientificas

arbitradas:

M. A. Rossi, V. Martinez, P. Hinchliffe, M.F. Mojica, V. Castillo,D. M. Moreno, R. Smith,
B. Spellberg, G. L. Drusano, C. Banchio, R. A. Bonomo,J. Spencer, A.J. Vila, G. Mahler.
2-Mercaptomethyl-thiazolidines use conserved aromatic—S interactions to achieve
broad-range inhibition of metallo-B-lactamases. Chem. Sci., 2021, 12, 2898-2908,
doi.org/10.1002/ejoc.201901677
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P. Hinchliffe,D. M. Moreno,M. A. Rossi,M. F. Mojica, V. Martinez,V. Villamil, B. Spellberg,
G. L. Drusano, C. Banchio, G. Mahler, R. A. Bonomo, A. J. Vila, J. Spencer.
2-Mercaptomethyl Thiazolidines (MMTZs) Inhibit all Metallo-B-Lactamase classes by
maintaining a conserved binding mode, ACS Infect. Dis. 2021, 7,9, 2697-2706,
doi.org/10.1021/acsinfecdis.1c00194

V. Martinez, V. Villamil, D. Duarte, C. Saiz, D. Davyt, C. Fontana, N. Veiga, Graciela
Mahler. Preparation and Mechanistic Studies of 2-Substituted Bisthiazolidines by Imine

Exchange, Eur. J. Org. Chem., 2020, 9, 1084—-1092, doi.org/10.1002/ejoc.201901677
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7.1 Consideraciones Generales:

Todas las reacciones se realizaron a partir de reactivos comerciales y en
disolventes destilados en el momento o disolventes anhidros. Los solventes

anhidros fueron secados segun lo descripto por Perrin et al.?

El seguimiento de las reacciones y columnas cromatograficas se hizo por
cromatografia en capa fina (TLC) usando placas de 0.25 mm Silica gel (SIL G/UV
254). La deteccion fue por luz UV (A=254nM), mediante la inmersion o
pulverizacion y posterior calentamiento de reveladores especificos irreversibles, o
vapores de l,. La purificacidn de los crudos de reaccién se realizé por cromatografia
en columna, usando como fase estacionaria SiO; 60 (40 um). Los crudos obtenidos
por extraccidon liquido-liquido se obtuvieron luego de concentrar a presién

reducida la fase orgdnica previo secado con Na;SOay filtrado.

Los experimentos de RMN monodimensionales (*H y 13C) y bidimensionales (COSY,
HSQC, HMBC), fueron realizados en los equipos Bruker Avance Neo de 400 MHz.
Todos los experimentos fueron realizados en CDCls, en los casos que se utilizo otro
solvente este sera informado. Los desplazamientos quimicos (8) son expresados
en ppm y referenciados a la sefial del estandar interno tetrametilsilano (TMS). Las
multiplicidades son indicadas como s (singulete), d (doblete), t (triplete), c

(cuarteto), m (multiplete), sa (singulete ancho).

Los espectros de IR se realizaron en el espectrofotémetro FT-IR 8101A Shimadzu

en film sobre pastilla de NaCl.

Los espectros de masa de alta resolucion (HRMS) fueron realizados en un equipo
Xevo G2S Q-TOF (Waters Corp). Los espectros de baja resolucion fueron realizados
en el espectrometro de impacto electréonico (MS-ElI) GCMS Shimadzu QP 1100-EX.

Los cromatogramas LCMS se realizaron en un equipo Shimadzu 8040.
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e Lasreacciones irradiadas por microondas se realizaron en el equipo CEM Discover,

equipado con viales de 10mL.

e Las medidas de la actividad dptica de los compuestos quirales se realizaron en un

polarimetro Jasco P-2000.

e Los estudios de estabilidad por HPLC se realizaron en dos equipos. Equipo Waters
Alliance (Waters Corporation, MA, USA) equipado con un mdédulo de suministro de
disolvente Waters 2695 y un detector PDA Waters 2669. Equipo Shimadzu con

sistema de bomba binario LC-10 y detector UV de longitud de onda variable.

7.2. Procedimientos sintéticos

7.2.1. Procedimientos sintéticos para la preparacion de Tiazolidinas

Metodologia general para la preparacion de 2-MMT:

En un baldn, bajo atmdsfera de nitrégeno, se disuelve el aminotiol correspondiente (3 eq)
en MeOH o EtOH seco. Se agrega el ditiano correspondiente (1 eq) y LiCl o 4c. p-TsOH
catdlitico (5% molar). La reaccidn se lleva a reflujo por 2 h. Luego la mezcla de reaccién se
concentra a presién reducida, se agregan 15 mL H,0 y se extrae con AcOEt (3 x 30 mL). La
fase organica se seca, filtra y concentra. Los residuos se purifican por cromatografia en

columna.

(2S/R,4R) -4-Carboxil-2-(etoxicarbonil)-2-(mercaptometil) tiazolidina (L-anti/syn-1)

Se prepard siguiendo la metodologia general para la preparacién de 2-MMT, partiendo
de L-Cys y el ditiano 3. El espectro de H-RMN del crudo de reaccidn presentd una relacién
diasteromérica anti:syn (60:40). El residuo se purificd usando AcOEt:Hex:AcOH (29:70:1)

para dar el compuesto L-anti-1 (35%) y el producto secundario 4 (2%).
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(2S,4R)-4-Carboxil-2-(etoxicarbonil)-2-(mercaptometil)tiazolidina (L-anti-1)

Sélido blanco: PF 99.1-101°C; 'H-RMN & 4.32 (m, 2H), 4.11

H SH
\[N \\| (dd, J=9.0, 6.2 Hz, 1H), 3.43 (dd, J = 10.7, 6.2 Hz, 1H), 3.05
>\C02Et (m, 1H), 3.03 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 1.97 (t, J = 8.4 Hz, 1H), 1.34

HO,C

(t, J=7.1 Hz, 3H); 13C-RMN & 174.1, 171.0, 79.3, 65.0, 62.9,
39.2, 33.6, 14.0; [a]?'p = -94.12 ° (¢ 2.6, AcOEt); HRMS calculado para CsH13NO4S;
[M+Na]* 274.0184, valor hallado 274.0178; Pureza HPLC: 98.9%.

(25,2'S,4R,4'R)-4-carboxil-2,2'-(metileno-disulfuro)bis(2-etoxicarbonil) tiazolidina (4)

Aceite color caramelo: H-RMN (Acetona-d6) &
j\ 4.46 (m, 1H), 4.22 (ddd, J = 14.1, 7.1, 1.4 Hz, 2H),
CO,H
g-S 3.74 (d, J = 13.8 Hz, 1H), 3.58 (d, J = 13.7 Hz, 1H),
\E >\ 3.31 (m, 1H), 3.20 (m, 1H), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 5H);
CO,Et
13C-RMN 6 172.5,171.7, 80.2, 67.4, 62.6, 50.2, 39.1,

HO,C

14.4; HRMS calculado para Ci6H24N20sS4 [M-H]™ 499,0337, valor hallado 499,0333.

(2S/R,4S) -4-Carboxil-2-(etoxicarbonil)-2-(mercaptometil) tiazolidina (D-anti/syn-1)

Se prepard siguiendo la metodologia general para la preparacién de 2-MMT, partiendo
de D-Cysy el ditiano 3. El espectro de *H-RMN del crudo de reaccién presentd una relacién
diasteromérica anti:syn 60:40. El residuo se purificd usando AcOEt:Hex:AcOH (29:70:1)

para dar el compuesto D-anti-1 (38%).

(2S,4R)-4-Carboxil-2-(etoxicarbonil)-2-(mercaptometil)tiazolidina (D-anti-1)

Aceite amarillo: Datos espectroscdpicos idénticos a los
Ho,c, R 9
2%, N>) obtenidos para L-anti-1; [a]?'p = +90.35° (¢ 1.2, AcOEt);

s’ “CO.Et | HRMS calculado para CsHisNOsS; [MNa]* 274.0184, valor

hallado 274.0178.
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(2R/S,4R)-4-Carboxil-2-(etoxicarbonil)-2-(mercaptometil)-5-dimetil tiazolidina
(L-anti/syn-2)

Se prepard siguiendo la metodologia general para la preparaciéon de 2-MMT, partiendo
de L-PNA vy el ditiano 3. El espectro de 'H-RMN del crudo de reaccién presentdé una
relaciéon diasterdmerica anti:syn 60:40. El residuo se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH

(29:70:1) para dar los compuestos L-anti-2 (41%) y L-syn-2 (46%).
(2S,4R)-4-Carboxil-2-(etoxicarbonil)-2-(mercaptometil)-5-dimetil tiazolidina (L-anti-2)

Aceite incoloro: H-RMN 6 4.33 (m, 2H), 3.84 (s, 1H), 3.00 (m,

1H), 2.94 (m, 1H), 2.00 (sa, 1H), 1.62 (s, 2H), 1.33 (t, J = 7.1 Hz,

e

HS
HO,C,, H%
,FS CO,Et| 3H), 1.30 (s, 3H); *C-RMN § 173.5, 171.3, 76.0, 72.5, 62.6, 60.7,

34.1, 26.5, 26.1, 14.0; [a]*'p = -49.1° (c 1.9, AcOEt); HRMS
calculado para CioH17NO4S; [M+Na]* 302.0491, valor hallado 302.0490; Pureza HPLC:
95.2%

(2R,4R)-4-Carboxil-2-(etoxicarbonil)-2-(mercaptometil)-5-dimetil tiazolidina (L-syn-2)

HS Aceite incoloro: *H-RMN & 4.26(m, 3H), 3.25 (d, J = 14.4 Hz, 1H),

HOLC,, N 3.11(d, J = 14.4 Hz, 1H), 1.64 (s, 3H), 1.40 (s, 3H), 1.31 (t, J= 7.1
FS CO,Et

et

Hz, 3H); 3C-RMN & 173.1, 171.3, 76.7, 73.3, 62.1, 59.4, 32.3,

28.1, 27.2, 14.0; [a]*p = -124.7° (c 1.44, MeOH); HRMS
calculado para CioH1sNO4S; [M+2Na]* 324.0316, valor hallado 324,0314. Pureza
HPLC: 95.1%

(2S/R,4S)-4-Carboxil-2-(etoxicarbonil)-2-(mercaptometil)-5-dimetil tiazolidina
(D-anti/syn-2)

Se preparé siguiendo la metodologia general para la preparacion de 2-MMT, partiendo
de D-PNA vy el ditiano 3. El espectro de 'H-RMN del crudo de reaccién presentd una
relacion diasteromérica anti:syn 60:40. El residuo se purificd usando AcOEt:Hex:AcOH

(29:70:1) para dar los compuestos D-anti-2 (44%) y D-syn-2 (28%).



Parte experimental

(2R,4S)-4-Carboxil-2-(etoxicarbonil)-2-(mercaptometil)-5-dimetil tiazolidina (D-anti-2)

Hs Aceite color caramelo: Datos espectroscopicos idénticos a los

HO,C(_N \ obtenidos para L-anti-2; [0]*!p = + 42.5 ° (c 1.6, AcOEt); HRMS
\:FS CO,Et calculado para CigH17NO4S;, [M+Na]* 302.0491, valor

hallado 302.0521; Pureza HPLC: 96.6%

(2S,4S)-4-Carboxil-2-(etoxicarbonil)-2-(mercaptometil)-5-dimetil tiazolidina (D-syn-2)

Aceite color caramelo: Datos espectroscépicos idénticos a los
HS

HO,C H% obtenidos para L-syn-2; [a]?'p =+ 129.5° (c 1.7, MeOH); HRMS

‘:FS CO,Et calculado para CioH16NO4S; [M+2Na]* 324.0316, valor

hallado 324,0314; Pureza HPLC: 95.6%

2,5-Dihidroxi-1,4-ditiano-2,5- dietil carboxilato (3)

En un balén se disolvid la sal de NaSH (11g, 0.20 mol) en MeOH
OH
SjLCOZEt (125 mL) a 0°C (solucion 1). En otro baldn se disolvidé 3-bromo

HO
EtO,C S piruvato de etilo (14 g, 0.071 mol) en MeOH (125 mL) a -10°C

(solucion 2). Luego se agregd gota a gota la solucion 1 sobre la
solucion 2. Se agité por 60 minutos. El precipitado que se formoé se filtré por Biichner, se
lavd con Et,0 (50mL), se secd a vacio y se obtuvo el compuesto 3 (7.8g, 71%) como un
s6lido blanco: H-RMN (DMSO-ds) & 6.98 (s, 2H), 4.18 (q,J = 7.1 Hz, 4H), 3.65 (d, J = 14.1Hz,
2H), 2.87 (d, J=14.1 Hz, 2H), 1.23 (t, J = 7.1 Hz, 6H); los datos espectroscdpicos coinciden

con lo reportado en bibliografia 2.

(2R/S) -Etil 2-(mercaptometil) tiazolidina-2-carboxilato (+ 5)

Se prepard siguiendo la metodologia general para la preparacién de

SH
H% 2-MMT, partiendo de cisteamina. HCl y el ditiano 3. El residuo se
[S CO,Et purificé usando AcOEt:Hex (20:80) para dar el compuesto + 5 (218

mg, 60%) como una mezcla inseparable con su producto de oxidacion
6 en una proporcion 90:10, como un aceite incoloro: (compuesto +5) : *H-RMN & 4.29 (m,
2H), 3.64 (dd, J = 10.7, 4.8 Hz, 1H), , 3.06 (m, 2H), 2.99 (m, 3), 2.86 (m, 1H) 1.98 (dd, J =
9.7,6.8 Hz, 1H), 1.33 (t, /= 7.1 Hz, 2H); 3C-RMN § 171.5, 80.5, 62.3, 52.1, 37.5, 32.9, 14.0;
MS (El) m/z (%) calculado para C7H13NO,S; 207.04, valor hallado 206.95 (82.7), 101.5
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(11.7). (compuesto 6): *H-RMN & 3.46 (m, 2H), 3C-RMN & 79.8, 79.4, 76.7,62.4,52.4,50.4,
49.8.

(2S/2R, 4R) -2,4- Dietil carboxilato — (2-mercaptometil) tiazolidina (L-anti/syn-7)

Se prepard siguiendo la metodologia general para la preparacién de 2-MMT, partiendo
de L-Cys etil ester. HCl y el ditiano 3. El espectro de 'H-RMN del crudo de reaccién
presentd una relacién diasteromérica anti:syn 56:44. El residuo se purificé usando

AcOEt:Hex (20:80) para dar los compuestos L-anti-7 (42%) y L-syn-7 (19%).

(2S,4R) 2,4- Dietil carboxilato — (2-mercaptometil) tiazolidina (L-anti-7)

Aceite color caramelo: *H-RMN & 4.35 (m, 2H), 4.25 (m, 2H), 3.91
Eo,c. H SH
2 \[N o (m, 1H), 3.70 (d, J = 12.0 Hz, 1H, NH), 3.35 (dd, J = 10.2, 5.6 Hz,
>\COZEt

1H), 2.98 (d, J = 2.5 Hz, 1H), 2.96 (s, 1H), 2.87 (t, J = 10.4 Hz, 1H),

2.01 (dd, J = 9.5, 7.1 Hz, 1H), 1.33 (c, J = 7.3 Hz, 6H); 13C-RMN &
170.7, 169.8, 79.4, 65.0, 62.6, 61.8, 40.0, 34.0, 14.1, 14.1; [a.]p?? = -69.24° (¢ 1.51, CHCI3);
HRMS calculado para CioH17NQ4S; [MNa]* 302.0497, valor hallado 302.0494.

(2R,4R) 2,4- Dietil carboxilato — (2-mercaptometil) tiazolidina (L-syn-7)

H  SH Aceite color caramelo: 'H RMN 6 4.41 (t, J = 6.7 Hz, 1H), 4.25

\E>) (m, 4H), 3.27 (m, 1H), 3.20 (m, 2H), 3.10 (m, 1H), 2.01 (dd, J =
"CO,Et
11.5, 5.8 Hz, 1H), 1.32 (td, J = 7.1, 1.4 Hz, 6H); 3CRMN & 171.4,

EtO,C

170.9, 80.0, 66.0, 62.3, 61.88, 38.9, 32.9, 14.1, 14.0; [a]p*?=-135.10° (¢ 0.93, CHCl3); HRMS
calculado para CioH17NQO4S; [MNa]* 302.0497, valor hallado 302.0494.

(2S/2R,4S)- 2,4- Dietil carboxilato —(2-mercaptometil) tiazolidina (D-anti/syn-7)

Se preparé siguiendo la metodologia general para la preparacion de 2-MMT, partiendo
de D-Cys etil ester. HCl y el ditiano 3. El espectro de *H-RMN del crudo de reaccién
presentd una relacién diasterdmerica anti:syn 56:44. El residuo se purificdé usando

AcOEt:Hex (20:80) para dar los compuestos D-anti-7 (25%) y D-syn-7 (21%).
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(2R,4S)-2,4- Dietil carboxilato —(2-mercaptometil) tiazolidina (D-anti-7):

Aceite color caramelo: Datos espectroscopicos idénticos a los
E0,c, N "

N
>) obtenidos para L-anti-7; [a]p?! =+63.66 ° (c 1.09, CHCls).
“CO,Et

(25,4S)-2,4- Dietil carboxilato —(2-mercaptometil) tiazolidina (D-syn-7)

Aceite caramelo: Datos espectroscopicos idénticos a los

H SH
EtO,C,, N | . )1 o
>§\\ obtenidos para L-syn-7; [a]p?! =+174.97 ° (c 0.26, CHCls).
s’ YCOEt

3-(tritiltio) propanal (8)

En un baldn se disolvié Acroleina dietilacetal (5.85 mL, 38.4 mmol) y

)(L/\ acido camporsulfénico (297 mg, 1.27mmol) en H,O (1.4 mL), la
H STrt

mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente por 30 minutos.

Luego se destild entre 48-60°C y se recogio acroleina (1.71 g, 30.5 mmol). A una solucidn
de TrtSH (4.28 g, 14.4 mmol) en DCM (80 mL) se agregd acroleina (1.21 g, 21.7 mmol) y
trietilamina (3.03 mL, 21.7 mmol). La mezcla se agité a temperatura ambiente por 1 hora.
La reaccidn se concentrd y el residuo se purificd usando AcOEt:Hex (15:85), para dar el
compuesto 8 (6.49 g, 90%) como un sélido blanco: *H-RMN 8 9.55 (t, /= 1.3 Hz, 1H), 7.42
(m, 6H), 7.29 (m, 5H), 7.22(m, 4H), 2.46 (td, J = 6.9, 1.1 Hz, 2H), 2.36 (tt, J = 6.7, 1.2 Hz,

2H); los datos espectroscépicos coinciden con lo reportado en bibliografia3.

(2R/S,4R)-4- Carboxil- 2-(2-(tritiltio)etill)tiazolidina (L-anti/syn-9)

Se prepard siguiendo la metodologia general para la

HO,C H>(//ST” preparacion de 2-MMT, partiendo de L-Cys y el aldehido 8.
\ES ’ El residuo se purifico usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1)

para dar el compuesto L-anti/syn-9 (123 mg, 31%) como un
aceite color caramelo: *H-RMN (anti)  4.63 (t, J= 8.4 Hz, 1H), 4.15 (t,J = 9.8 Hz, 1H), 3.16
(m, 3H), 3.04 (m, 1H), 2.23 (m, 2H); (syn) 6 4.48 (t, J = 5.3Hz, 1H), 3.98 (t, J = 7.4 Hz, 1H);
13C-RMN (anti) 6 173.2,144.3,129.6,127.9, 126.7,66.8, 66.1, 63.6,34.2,35.4,29.4; (syn)
66.9, 64.8
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(2R/S,4R)-4- Carboxil- 5,5-dimetil 2-(2-(tritiltio)etil)tiazolidina (L-anti/syn-10)

Se prepard siguiendo la metodologia general para la

HO,C H>(//ST” preparaciéon de 2-MMT, partiendo de L-PNA y el aldehido 8.
IS H El residuo se purific6 usando AcOEt:Hex:AcOH (40:60:0.1)

para dar el compuesto L-anti/syn-10 (83mg, 59%) con una
relacion anti:syn 60:40, como un aceite color caramelo: *H-RMN: (anti) 6 7.39 (m, 6H),
7.26 (m, 5H), 7.18 (m, 4H), 4.53 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 3.62 (s, 1H), 2.28 (dd, J = 15.7, 8.1 Hz,
2H), 1.79 (m, 1H), 1.61 (m, 1H), 1.59 (s, 3H), 1.22 (s, 3H); (syn) d 7.39 (m, 6H), 7.26 (m,
5H), 7.18 (m, 4H), 4.63 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 3.70 (s, 1H), 2.28 (dd, J = 15.7, 8.1 Hz, 1H), 1.89
(m, 1H), 1.61 (m, 2H), 1.57 (s, 3H), 1.27 (s, 3H); 3C-RMN (anti) & 171.4, 144.6, 129.6,
128.0, 126.7, 73.5, 67.1, 64.7, 56.8, 35.3, 29.4, 29.3, 26.9 (syn) & 171.0, 144.5, 129.1,
128.2,127.8, 72.0,67.0,64.1,56.7,36.0, 29.3, 29.1, 26.8

(2R/S,4R)-4-Carboxil-5,5-dimetil-2-(2-mercaptoetil)tiazolidina (L-anti/syn-12)

En un baldn se colocé el compuesto L-anti/syn-10 (75 mg,
H SH . .
HO2CJ:N 0,16 mmol), y se agregd una solucién de 5%TFA:5%TIS en

S H DCM (15 mL). La reaccidn se agité a temperatura ambiente

por 15 min. A la mezcla de reaccion se le agregd MeOH (20
mL) y se concentrd. El residuo se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1) para dar el
compuesto L-anti/syn-12 (19mg, 53%, inestable) con una relaciéon anti:syn 60:40, como
un aceite color amarillo: *H-RMN (anti) § 4.87 (t, J= 6.4 Hz, 1H), 3.80 (s, 1H), 2.67 (m, 2H),
2.33 (m, 1H), 2.08 (m, 1H), 1.69 (s, 3H), 1.38 (s, 3H); (syn) 6 4.99 (t, /= 6.7 Hz, 1H), 3.97 (s,
1H), 2.67 (m, 2H), 2.33 (m, 1H), 2.08 (m, 1H), 1.68 (s, 3H), 1.42 (s, 3H); 3C-RMN* (anti)
6 170.9, 73.4, 63.2, 56.1, 39.3, 28.9, 28.2,21.4; (syn) 6 170.0, 71.9, 62.2, 55.3, 39.3, 27.4,
25.8, 21.4 (*)Los valores de 3C de ambos diasterdmeros fueron obtenidos por HSQC y
HMBC porque el producto es inestable en solucién, y no resistio el tiempo del

experimento de 3C-RMN.
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(2R/S,4R)-4-Carboxil-2-(mercaptometil)-2,5,5-trimetiltiazolidina (L-anti/syn-14)

Se prepar6 siguiendo la metodologia general para la preparacion
HS

HO,C H% de 2-MMT, partiendo de L-PNA y el ditiano 13. El residuo se

\:FS Me purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (29:70:1) para dar el compuesto

L-anti/syn-14 (219 mg, 59%) con una relacién anti:syn 60:40, como

un aceite amarillo: *H RMN (anti) & 4.06 (s, 1H), 3.03 (d, J = 14.4 Hz, 1H), 2.82 (d, ) = 14.4
Hz, 1H), 1.70 (s, 6H),1.36 (s, 3H); (syn) & 3.95 (s, 1H),2.95 (d, J = 13.8 Hz, 1H), 2.76 (d, J =
13.8 Hz, 1H), 1.75 (s, 3H), 1.63 (s, 4H), 1.33 (s, 3H); 3C RMN (anti) 8 172.2, 75.5, 72.1,
59.8, 36.0, 31.6, 29.0, 27.5; (syn) 6 172.5, 76.7, 72.5, 59.9, 38.3, 28.4, 28.2, 27.7; HRMS
calculada para CgHi1sNO2S; [M+H]* 222,0622, valor hallado 222,0636.

(2R/S,4S)-4-Carboxil-2-(mercaptometil)-2,5,5-trimetiltiazolidina (D-anti/syn-14)

Se preparé siguiendo la metodologia general para la preparacién
H de 2-MMT, partiendo de D-PNA y el ditiano 13. El residuo se
FS Me purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (39:60:1) para dar el compuesto

D-anti/syn-14 (282 mg, 76%) con una relacion anti:syn 60:40,

como un aceite caramelo: Datos espectroscépicos idénticos a los obtenidos para L-

anti/syn-14.

Bromo acetoacetato de etilo (16)

En un baldn bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvié acetoacetato
0] O
de etilo 15 (2.0 g, 15.4 mmol) en Et;0 seco (5 mL). En bafo de
NP 20¢ ) en £60 seco (5 mi)

hielo se agregd gota a gota Br, (2.95 g, 18.44 mmol) por un

periodo de una hora. La reaccién se agité a temperatura ambiente toda la noche. El
solvente se concentrd a presion reducida, se agregd una solucion saturada de NaHCO3 (30
mL) y se extrajo con AcOEt (3 x 30 mL). La fase orgdnica se sec9, filtré y concentré. El
residuo se purificé usando AcOEt:Hex (10:90) para dar el compuesto 16 (2.4g, 76%) como
un aceite color marrén: *H-RMN & 4.22 (m, 2H), 4.06 (s, 2H), 3.71 (s, 2H), 1.30 (m, 3H); los

datos espectroscopicos coinciden con lo reportado en bibliografia®.
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4-Tiotrifenilmetano acetoacetato de etilo (17)

En un baldn bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvio el trifenil
0] 0]
TrtSMOEt metanotiol (379 mg, 1.4 mmol) en DCM seco (5 mL). Se agregd

bromo acetoacetato de etilo 16 (28 5 mg, 1.37 mmol) gota a

gota con una jeringa y se dejo agitando a temperatura ambiente 4 horas. El solvente se
concentrd a presion reducida, se agregd AcOEt (25 mL) y se lavd con H,0 (3 x 10 mL),
solucién saturada de acido citrico (3 x 10 mL), solucién saturada de NaHCO3 (3 x 10 mL) y
Brine (2 x 10 mL). La fase orgdnica se secg, filtré y concentré. El residuo se purificé usando
AcoEt:Hex (10:90) para dar el compuesto 17 (264 mg, 65%) como un aceite incoloro: *H
RMN & 7.42 (m, 7H), 7.28 (m, 5H), 7.25 (m, 3H), 4.10 (c, J = 7.2 Hz, 1H), 3.24 (s, 1H), 3.18
(s, 1H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 1H); 3C RMN 6 198.5, 166.8, 144.0, 129.5, 128.2, 127.0, 67.4,
61.4,47.3,42.7,14.0.

4-Tioacetil acetoacetato de etilo (18)

En un baléon bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvid
0] 0]

AcS bromoacetoacetato de etilo 16 (1 g, 4.8 mmol) en acetona seca

C \)J\)J\OEt

(5 mL). En bafio de hielo se agregd tioacetato de potasio (709

mg, 6.2 mmol) y se agitd por 2 horas. Se agregd H.0 (10 mL) vy se extrajo con CHCl; (4 x
30 mL), la fase organica se seco, filtrd y concentrd. El residuo se purificé usando AcOEt:Hex
(20:80) para dar el compuesto 18 (860 mg, 88%) como un aceite marrén: *H RMN 6 4.21
(c,J=7.2 Hz, 2H), 3.87 (s, 2H), 3.59 (s, 2H), 2.40 (s, 3H), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

(2S/R,4R)- 4-Carboxi-2-(etoxi etil ester)-2-((tritiltio)metil) tiazolidina (L-anti/syn-19)

Se prepard siguiendo la metodologia general para la

HOZC\EH STrt preparacion de 2-MMT, partiendo de LCys y la o-

S CO,Et mercaptocetona 17. El residuo se purificd usando

AcOEt:Hex:AcOH (20:80:1) para dar el compuesto L-anti/syn-
17 (68mg, 56%) con una relacién anti:syn 60:40, como un aceite caramelo: *H RMN: (anti)
& 7.46 (m, 7H), 7.32 (m, 5H), 7.24 (m, 3H), 4.13 (m, 2H), 3.85 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.22 (m,
1H), 3.16 (m, 1H), 2.75 (m, 3H), 2.53 (dd, J = 32.0, 14.1 Hz, 1H), 1.26 (m, 3H); (syn) & 7.46
(m, 7H), 7.32 (m, 5H), 7.24 (m, 3H), 4.23 (t, J=7.0 Hz, 1H), 4.13 (m, 2H), 3.31 (m, 1H); 13C-
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RMN (anti) 6 174.3, 170.2, 144.1, 129.5, 128.1, 127.0, 77.2, 67.1, 64.3, 61.3, 43.5, 38.5,
43.2,29.6 ; (syn) 6173.4,129.1,128.1, 126.9, 64.9, 38.3.

(2R,4R)-4-Carboxil-N-acetyl-2-(2-etoxi-2-oxoetil)-2-mercaptometil) tiazolidina
(L-syn-20)

Se prepard siguiendo la metodologia general para la

OY

HOZC\ENVSH preparaciéon de 2-MMT, partiendo de L-Cys y la a-
L

., mercaptocetona 18. El residuo se purific6 usando

AcOEt:Hex:AcOH (29:70:1) para dar el compuesto L-syn-20 (35
mg, 23%) como un aceite caramelo: *H-RMN 6 4.99 (d, J = 6.3 Hz, 1H), 4.17 (m, 2H), 3.75
(m, 3H), 3.34 (dd, J = 13.1, 4.0 Hz, 2H), 3.27 (dd, J = 32.0, 10.4 Hz, 1H), 2.19 (d, J = 2.9 Hz,
3H), 1.65 (m, 1H), 1.28 (dt, J=11.1, 7.2 Hz, 3H); 3C-RMN 6§ 173.4, 171.5,170.1, 77.9, 66.4,
61.2,43.0,34.3,32.7,25.2,14.1.
(2S/2R,4R)-2-(Metil-tioacetil)-2-(2-etil-carboxietilester)-5,5-dimetiltiazolidina
(L-anti/syn-21)

Se preparé siguiendo la metodologia general para la preparacidon de 2-MMT, partiendo
de L-PNAYy la a-mercaptocetona 18 en DCM. El espectro de *H-RMN del crudo de reaccion
presentd una relacién diasteromerica anti:syn 75:25. El residuo se purificé usando

DCM:AcOEt (80:20), para dar los compuestos L-anti-21 (29%) y L-syn-21 (6%).

(2S,4R)-2-(Metil-tioacetil)-2-(2-etil-carboxietilester)-5,5-dimetiltiazolidina (L-anti-21)

Aceite caramelo: 'H RMN & 4.17 (m, 2H), 4.01 (s, 1H), 3.40
Ho,c. N $AC
2 ):N | (dd, J = 81.2, 14.2 Hz, 2H), 2.80 (dd, J = 56.4, 15.2 Hz, 2H),

>{/002Et
YA

2.36 (s, 3H), 1.68 (s, 3H), 1.29 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.26 (s, 3H);

13C RMN 6 194.9, 174.1, 170.7, 77.2, 76.3, 72.0, 61.4, 61.1,
41.3, 30.5, 28.8, 26.9, 14.1; HRMS calculada para Ci3H20NOsS; [M+2Na]+ 380.0578, valor
hallado 380.0579.
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(2R,4R)-2-(Metil-tioacetil)-2-(2-etil-carboxietilester)-5,5-dimetiltiazolidina (L-syn-21)

o Aceite caramelo: 'H RMN & 4.16 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.90 (s, 1H),
H c

INV coet | 373 (s 2H), 3.00 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 2.86 (d, J = 16.3 Hz, 1H),
e s
S 2.41 (s, 3H), 1.62 (s, 3H), 1 .41 (s, 3H), 1.28 (t, J = 7.2 Hz, 3H); 3C

HO,C

RMN 6 196.2,172.4,170.0, 75.2,72.2,60.8, 59.5, 45.7, 39.3, 30.5, 27.5, 27.3, 14.1; HRMS
calculada para C13H20NOsS; [M+2Na]+ 380.0578, valor hallado 380.0565.

(2S,4R)-4-Carboxil-2-(2-etil-carboxietilester)-2-(mercaptometil)-5,5-dimetiltiazolidina
(L-anti-22):

En un baldn se disolvié el compuesto L-anti-21 (82 mg, 0.24 mmol)

HOC( . sH )
\F o/ en MeOH (2 mL) y buffer fosfato pH 8 (20 mL). Se agregd

e S
COEt Cisteamina.HCl (111 mg, 0.98 mmol) y se agitd a temperatura

ambiente por 30 minutos. Luego se ajustd el pH de la mezcla de reaccién con HCl 6M y
se llevé a pH 3 para luego extraer con AcOEt (3 x 20 mL) . La fase organica se sec9, filtro
y concentrd. El residuo se purifico usando DCM:AcOEt:AcOH (80:20:0.1) para dar el
compuesto L-anti-22 ( 17 mg, 24%) como un aceite caramelo: 'H RMN 6 4.18 (m, 2H), 3.87
(s, 1H), 3.07 (dd, J = 14.6, 4.1 Hz, 1H), 2.87 (dd, J = 80.3, 14.6 Hz, 2H), 1.65 (s, 3H), 1.30 (t,
J = 6.8 Hz, 3H), 1.26 (s, 3H); 13C RMN 6 173.9, 171.2, 72.1, 61.3, 61.01, 41.4, 37.8, 28.9,
27.1, 14.3; [a]p?'= -25.8° (¢ 0.305, CHCl3); HRMS calculada para C11H1sNO4S; [M+Na]*
316.0653, valor hallado 316.0653.

7.2.2. Procedimientos sintéticos para la preparacion de Bistiazolidinas

(2R,5S,8R)-8-Carboxil-2-mercaptometil-1-aza-3,6-ditiobiciclo [3.3.0]octano (L-24):

En un baldn se disolvié L-Cys (1 g, 8.3 mmol) en EtOH (20 mL). Se

SH
HOG /( agregod 2,5-dihidroxi-1,4-ditiano 26 y ac. p-TsOH catalitico (10%
N

s S Molar). La mezcla de reaccién se calentd a reflujo por 2hs. Luego se

H

concentré y se agregdé 15 mL H,O y se extrajo con AcOEt (3 x 30 mL).
La fase organica se sec9, filtrd y concentré. El residuo se purificd usando AcOEt:Hex:AcOH
(30:70:0.1) para dar el compuesto L-24 (1.3 g, 65 %) como un sélido blanco: *H RMN §
5.05 (dd, J = 5.8, 4.2 Hz, 1H), 4.32 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 4.25 (dd, J = 7.1, 3.3 Hz, 1H), 3.55 (dd,
J=12.0,5.8 Hz, 1H), 3.43 (dd, J = 11.4, 3.3 Hz, 1H), 3.33 (dd, J = 11.4, 7.1 Hz, 1H), 3.11 (dd,
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J=12.0, 4.2 Hz, 1H), 2.81 (dd, J = 8.5, 6.9 Hz, 2H), 1.86 (t, J = 8.5 Hz, 1H, SH); 13C RMN &
172.1,75.6, 74.5, 71.5, 39.2, 34.3,34.0 5.

(2R,5S,8R)-8-Carboxil-7-dimetil-2-mercaptometil-1-aza-3,6-ditiobiciclo[3.3.0]octano
(L-25).

Se preparé de manera andloga a la ruta descripta para la

HO,C SH - . - .
/( preparacion L-24, a partir de L-PNA vy el ditiano 26. El residuo se
N
S/‘\/S purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1) para dar el compuesto

L-25 (1.58 g, 89%) como un sélido blanco: *H RMN & 4.98 (dd, J =
6.6, 5.4 Hz, 1H), 3.80 (s, 1H), 4.31 (t, / = 7.3 Hz, 1H), 3.43 (dd, J = 11.7, 6.6 Hz, 1H), 3.06
(dd, J = 11.7, 5.4 Hz, 1H), 1.89 (t, J = 8.7 Hz, 1HSH), 2.81 (m, 2H), 1.62 (s, 3H), 1.52 (s, 3H);
3CRMN 6 174.6, 77.0, 70.5, 70.1, 58.6, 40.5, 33.9, 32.9, 25.6 °.

(2RS,5SR)-2-Mercaptometil-1-aza-3,6-ditiobiciclo[3.3.0]octano (+ 27)

En un balén se disolvié cisteamina.HCl (1.0 g, 8.8 mmol) en buffer
acetato pH 5 (20 mL). Se agregé el ditiano 26 ( 1.61 g, 10.56 mmol) y la

mezcla de reaccion se calentd a reflujo por 2 horas. Se extrajo con

AcOEt (3 x 30mL). La fase orgdnica se seco, filtrd y concentré. El residuo
se purificé usando AcOEt:Hex (20:80) para dar el producto + 27 (1.26 g, 74 %) con una
relacion syn:anti (90:10) como un aceite incoloro: *H RMN (syn) 6 4.97 (dd, J = 5.2, 3.7
Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 7.0, 6.0 Hz, 1H), 3.54 (ddd, J = 11.6, 5.2, 0.5 Hz, 1H), 3.48 (ddd, J =
11.5,5.7, 4.8 Hz, 1H), 3.21 (ddd, J=11.5, 7.2, 6.6 Hz, 1H), 3.12 (m, 1H), 3.08 (m, 2H), 2.82
(ddd, J =13.6, 7.6, 7.0 Hz, 1H), 2.65 (ddd, J = 13.6, 9.1, 6.0 Hz, 1H), 1.84 (dd, /=9.1, 7.6
Hz, 1H); 3C RMN (syn) & 74.5, 73.2, 57.1, 38.4, 33.5, 31.8. Las propiedades
espectroscépicas coinciden con lo descripto en literatura, dénde fue reportado

erroneamente como anti®.

Tert-butil 3-((tert-butoxicarbonil)amino)-4-hidroxibutanoato (28)

En un baléon bajo atmdsfera de nitrogeno se disolvid Boc-
NHBoc
Boc\)\/OH Asp(OtBu)-0OSu (1.0 g, 2.59 mmol) en THF seco (25 mL). La mezcla

se llevé a 0°C vy se agregd NaBHa4 (245 mg, 6.5 mmol) y se agitd por

10 min. Luego la mezcla de reaccién se agito a T.A por 4h. La mezcla se volvid a llevar a

0°C y se agrego una solucién H,0:Brine 1:1 y acido citrico 0.5M (20 mL). Se extrajo con
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AcOEt (3 x 30 mL). La fase organica se lavé con una solucién de NaHCO3 5% (20 mL) y Brine
(20 mL), se secd, filtréd y concentrd. El residuo se purificd usando AcOEt:Hex (40:60) para
dar el compuesto 28 (680mg, 95%) como un aceite incoloro: *H RMN & 5.24 (sa, 1H, NH),
3.96 (m, 1H), 3.68 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 2.79 (sa, 1H, OH), 2.52 (m, 2H), 1.45 (s, 9H), 1.44 (s,
9H); 13C RMN 5 171.3, 156.1, 81.5, 79.9, 65.0, 49.8, 37.6, 28.5, 28.2.

Tert-butil 4-(tioacetilo)-3-((tert-butoxicarbonil)amino)butanoato (30)

En un baldn bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvié 28 (660 mg,

NHBoc

2.39 mmol) en piridina (3 mL). La mezcla se llevé a 0°Cy se agregd
Boc\)\/SAc

con bomba de jeringa una solucién de TsCl (594 mg, 3.12 mmol) en

piridina (3 mL) por un periodo de 5 minutos. La mezcla de reaccidn se agitd por 2h a T.A
y luego se concentrd. El residuo se volcé en H,0 (70 mL) y se extrajo con AcOEt (4 x 30
mL). La fase orgdnica se lavé con HCl 5% (20 mL), H.O (15 mL) y brine (15 mL), se secé,
filtré y concentré. Bajo atmosfera de N3 se disolvid el crudo anterior sin purificar en DMF
(8 mL). Se agregd AcSK (687 mg, 6 mmol) y se agitd a T.A por 20 h. Se extrajo con AcOEt
(4 x 40 mL) y la fase orgénica se lavé con HCl 5% (20mL), H20 (20 mL), solucién saturada
de NaHCOs (20mL), Brine (20mL ), luego se secd, filtrd y concentrd. El residuo se purifico
usando AcOEt:Hex (20:80) para dar el compuesto 30 (50 mg, 6%) como un aceite
amarillento: *H RMN 4.15 (m, 1H), 3.13 (m. 2H), 2.49 (m, 2H), 2.37 (s, 3H), 1.48 (s, 9H),
1.46 (s, 9H). Se recuperdé el material de partida 28 (420 mg, 63%).

Metil 3-((tert-butoxicarbonil)amino)-4-hidroxibutanoato (33)

O  NHBoc En un baldn bajo atmédsfera de nitrégeno, se suspendié L-f3

OH

MeO serina (1.0 g, 8.4 mmol) en MeOH seco (25 mL). La mezcla se

llevo a 0°C y se agregd SOCI; (1.5 g, 12.59 mmol) y se agité a
T.A por 12 h. Luego se concentrd y el residuo conteniendo el intermedio 32 se disolvié
bajo atmdsfera de nitrogeno en THF seco (20 mL). La mezcla se llevé a 0°C vy se agregd
EtsN (3.35 mL, 24.04 mmol) y Boc20 (2.9 g, 13.2 mmol) y se agité por 15 min. Luego la
mezcla de reaccidn se agitd a T.A por 12 h. El disolvente se concentré y el residuo se volcé
en una solucién saturada de NaHCOs3 (20 mL) y se extrajo con AcOEt (4 x 30 mL). La fase
organica se seco, filtrd y concentré. El residuo se purificé usando AcOEt:Hex (60:40) para
dar el compuesto 33 (560 mg, 29%) como um aceite incoloro y el producto secundario 34

(340 mg, 20%) como un aceite color amarillo: (Compuesto 33): 'H RMN 6 5.28 (sa, 1H,
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NH), 4.01 (m, 1H), 3.70 (s, 3H), 3.69 (m, 2H), 2.92 (sa, 1H, OH), 2.64 (d, J = 6.0Hz, 2H), 1.44
(s, 9H); 3C RMN & 172.4, 156.0, 79.9, 64.5, 52.0, 51.9, 49.5, 36.0, 28.4. (Compuesto 34):
1H RMN & 4.90 (as, 1H, NH), 4.50 (m, 3H), 4.21 (dd, J = 6.9Hz, 1H), 2.84 (dd, J = 7.7, 17.9
Hz, 1H), 2.45 (dd, J = 3.9, 17.9 Hz, 1H), 1.45 (s, 9H); 3C RMN § 175.2, 155.2, 80.6, 73.6,
47.7, 35.0, 28.20.

Metil 4-(tioacetilo)-3-((tert-butoxicarbonil)amino)butanoato (36)

O  NHBoc En un baldn bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvié 33 (560

MeO SAc | mg, 2.44 mmol) en piridina (3 mL). La mezcla se llevé a 0°C y se

agregd con bomba de jeringa una solucién de TsCl (560 mg, 2.93
mmol) en piridina (3 mL) por um periodo de 5 minutos. La mezcla de reaccién se agitd a
T.Apor 12 hyluego se concentro. El residuo se volco en H,0 (20 mL), se extrajo con AcOEt
(4 x 35 mL). La fase organica se lavé con HCl 5% (20 mL), H20 (20 mL), Brine (20 mL), se
seco, filtré y concentrd. Bajo atmodfera de nitrogeno se disolvid el crudo de reaccién
anterior conteniendo el compuesto 35 en DMF (5 mL). A 0°C se agregd AcSK (459 mg,
4.02 mmol) y se agité a T.A. por 23 horas. Se agregd una solucién H;O:Brine 1:1 (20 mL) y
se extrajo con AcOEt (4 x 30 mL). La fase orgdnica se lavé con una solucién saturada de
NaHCOs (10 mL), H20 (10 mL), HCI 5% (10 mL), H20 (10 mL), Brine (10 mL), se secb, filtré
y concentré. El residuo se purificé usando AcOEt:Hex (20:80) para dar el compuesto 36
(190 mg, 22%) como un aceite incoloro: *H RMN & 5.13 (sa, 1H, NH), 4.07 (m, 1H), 3.70 (s,
3H), 3.14 (m, 2H), 2.59 (m, 2H), 2.36 (s, 3H), 1.43 (s, 9H); 33C RMN & 195.6, 171.7, 155.3,
79.8,52.0,47.7,37.8,32.9,30.7, 28.5.

((1R,3aS)-3,3a-Dihidro-1H-benzo[d]tiazol[4,3-b]tiazol-1-yl)metanotiol (+ 40)

En un balén se disolviéd 2-aminotiofenol 37 (500 mg, 4.59 mmol)

SH
Q\N/( en EtOH (15 mL). Se agrego el ditiano 26 y ac. p-TsOH (5% molar)
S
I

y se calentd a reflujo con agitacidn por 2 h. El solvente se

concentro, el residuo se volcd en H,O (20 mL) y se extrajo con
AcOEt (3 x 30 mL). La fase orgdnica se seco, filtré y concentrd. El residuo se purificé usando
AcOEt:Hex (10:90) para dar el compuesto *syn 40 (489 mg, 44%) como un aceite incoloro:
'HRMN & 7.12 (ddd, J=7.6, 1.3, 0.4 Hz, 1H), 7.09 (ddd, /= 7.9, 7.4, 1.1 Hz, 1H), 6.88 (dt, J
= 7.5, 1.1 Hz, 1H), 6.86 (ddd, J = 8.0, 1.1, 0.6 Hz, 1H), 5.18 (dd, J = 9.0, 4.8 Hz, 1H), 5.11
(dd, J=9.9, 5.3 Hz, 1H), 3.22 (dd, J = 10.6, 5.3 Hz, 1H), 2.98 (ddd, J = 13.8, 9.0, 6.2 Hz, 1H),
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2.93 (dd, J=14.8, 9.5 Hz, 1H), 2.72 (ddd, J = 13.8, 10.8, 4.8 Hz), 1.90 (dd, / = 10.8, 6.3 Hz,
1H); 3CRMN 6 145.3,126.3, 124.6,123.1,122.2,111.0, 70.5, 70.3, 40.0, 33.5; HRMS (ESI)
calculada para CioH12NS3 [M+H]* 242.0132, valor hallado 242.0119.

((1R,3aS)-7-Cloro-3,3a-dihidro-1H-benzo[d]tiazol[4,3-b]tiazol-1-yl)metanotiol
(x41)

Se preparé de manera andloga a la ruta descripta para la

Cl
/(SH preparacion de + 40, a partir de 4-cloro-2-aminotiofenol 38 y el
/NF/S ditiano 26. El residuo se purific6 usando AcOEt:Hex:AcOH
S H (70:29:1) para dar el compuesto + syn 41 (140 mg, 41%) como

un aceite color amarillo: *H RMN & ppm 7.00 (m, 1H), 6.86 (d, J
= 1.9 Hz, 1H), 6.84 (s, 1H), 5.14 (dd, J = 10.0, 5.3 Hz, 1H), 5.10 (dd, J = 9.0, 4.8 Hz, 1H), 3.23
(dd, J = 10.7, 5.3 Hz, 1H), 2.94 (m, 2H), 2.72 (m, 1H), 1.89 (dd, J = 10.8, 6.5 Hz, 1H); 13C
RMN & ppm 146.7,132.0, 123.5, 122.0, 111.3, 71.1, 70.0, 39.9, 33.3.

((1R,3aR)-3a,4-Dihidro-1H,3H-benzo[4,5]imidazol[1,2-c]tiazol-1-yl)metanotiol (+ 42)

sH Se prepard de manera analoga a la ruta descripta para la
Q\ /( preparacién de * 40, a partir de 1,2-fenildiamina 39 y el ditiano
N
S . e , .
H/H\\/ 26. El residuo se purificé usando AcOEt:Hex (20:80) para dar el

compuesto + syn 42 (120mg, 53%) como un aceite color caramelo:

H RMN & ppm 6.81 (m, 3H), 6.70 (dd, J = 6.4, 2.4 Hz, 1H), 5.34 (dd, J = 7.5, 5.4 Hz, 1H),
4.97 (dd, J=9.0, 4.6 Hz, 1H), 3.15 (dd, J = 10.6, 5.4 Hz, 1H), 2.90 (ddd, J = 13.7, 9.0, 6.3 Hz,
1H), 2.82 (dd, J = 10.6, 7.5 Hz, 1H), 2.69 (ddd, J = 13.6, 10.6, 4.7 Hz, 1H), 1.90 (dd, J = 10.6,
6.3 Hz, 1H); 3C RMN & ppm 140.77, 138.03, 121.89, 121.85, 111.87, 109.95, 83.10, 71.52,
38.90, 33.89; HRMS (ESI) calculada para CioH12N2S; [M+Na]* 247.0340, valor hallado
247.0341

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2-lsopropyl-1-aza-3,6-dithiobicyle[3.3.0]octane (44a)

En un tubo de MW, se disolvid L-24 (100 mg, 0.42 mmol) en MeOH

HO,C I seco (1 mL). Se agregd isobutiraldehido 43a (0.077 mL, 0.84 mmol)

N S y NH2OAc (48.5 mg, 0.63 mmol) y la mezcla de reaccion se llevé al

S H MW a 65°C, 50W por 20 min con agitacidn. El solvente se concentro

y el residuo se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1) para dar
el compuesto 44a (64 mg, 55%) como un aceite incoloro: *H RMN & 5.02 (m, 1H), 4.12
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(dd, J = 7.1, 3.0 Hz, 1H), 4.06 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 3.46 (dd, J = 11.9, 5.7 Hz, 1H), 3.42 (dd, J
= 11.4, 3.0 Hz, 1H), 3.33 (dd, J = 11.3, 7.1 Hz, 1H), 3.02 (dd, J = 11.9, 4.3 Hz, 1H), 1.91 (dc,
J=13.3,6.7 Hz, 1H), 1.04 (d, J = 6.6 Hz, 1H); 3CRMN & 173.6, 79.7, 73.9, 71.2, 38.2, 35.3,
33.3, 20.0, 18.5; [a]p?! -31,3° (c 3.2, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]* calculada
para CoH16NO,S; 234.0617, valor hallado 234.0607.

(2R,5S,8R)-8-Carboxil-2-etil-1-aza-3,6-ditiobiciclo[3.3.0]octano (44b)

Se preparé de manera andloga a la ruta descripta para la
HO,C
2 N/</ preparacion de 44a, a partir de L-24 y propano aldehido 43b. El
S/l\/s residuo se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1) para dar el
H

compuesto 44b (69 mg, 75%) como un aceite caramelo: *H RMN
65.04 (1H,t,J=5.6),4.18 (dd, J=5.4, 8.3 Hz, 1H), 4.09 ( dd, J = 3.6, 7.1 Hz, 1H), 3.45 (m,
1H), 3.37 (m, 2H), 3.05 (dd, J = 5.1, 8.3 Hz, 1H), 1.91 (m, 1H), 1.71 (tt, J = 7.3, 14.3 Hz, 1H),
1.02 (t, J = 7.3 Hz, 3H); 3C RMN 6 172.6, 74.6, 73.2, 70.2, 37.9, 33.3, 31.6, 11.3; [a]p?!
+96.1° (c 0.20, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]* calculada para CgH1aNO;S;
220.0466, hallada 220.0432.

(2R,5S,8R)-8-Carboxil-2-((RS)-2,6-dimetil-5-hepteno)-1-aza-3,6-ditiobiciclo
[3.3.0]octano (44c)

Se preparé de manera analoga a la ruta descripta para la

- preparacion de 44a, a partir de L-24 y + citronellal 43c. El
HOLC residuo se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1)
2
N para dar el compuesto 44c (142 mg, 54%) mezcla
S
s/‘\/ diasterémerica 2RS syn:2RS anti 90:10, como un aceite
H

caramelo: (2RS) syn-44c: 'H RMN & 5.07 (m, 2H), 4.32
(m, 1H), 4.10 (m,1H), 3.46 (m, 1H), 3.37 (m, 2H), 3.05 (m, 1H), 1.97 (m, 2H), 1.75 (m, 1H)
1.69 (s, 3H), 1.65 (m, 1H), 1.61 (s, 3H), 1.54 (m, 1H), 1.37 (m, 1H), 1.15 (m), 0.92 (q, / = 6.4
Hz, 3H); (2R 0 2S) syn-44c: 13C RMN 6 174.1, 131.3, 124.3, 73.1, 71.1, 69.2, 46.1, 38.0,
37.4,33.5, 30.6, 25.6, 25.2, 19.8, 17.6; (2R 0 2S) syn-44c: 3C RMN &§ 174.1, 131.3, 124.2,
72.9,71.1,69.11, 45.4,37.6,36.1,33.5, 30.4, 25.6, 25.1, 19.7, 17.5; (2RS) anti-44c: *H RMN
8 4.87 (m, 1H), 4.70 (m, 1H); (2R o 25) anti-44c: 3C RMN & 70.9, 19.1; 13C RMN & 70.8,
19.0; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + Na]* calculada para CisH27NO2S:Na 352.1375, valor
hallado 352.1394.
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(8R)-Carboxil-1-aza-3,6-ditiobiciclo[3.3.0]octano (44d)

Se preparé de manera analoga a la ruta descripta para la

HO.C preparacién de 44a, a partir de L-24 y formaldehido 43d. . El
N\

S S residuo se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1) para dar el

H compuesto 44d (39 mg, 45%) como un aceite color amarillo: *H

RMN 6 4.93 (dd, J = 6.4, 4.4 Hz, 1H), 4.30 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 4.12 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 4.10
(m, 1H), 3.41 (m, 3H), 3.06 (dd, J = 11.8, 4.3 Hz, 1H); 3C RMN & 173.3, 72.8, 70.0, 58.2,
40.0, 34.2; [a]p?! +83.6° (c 0.43, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]+ calculada para
CsH10NO2S; 192.0147, valor hallado 192.0141.

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2-(m-tolyl)-1-aza-3,6-dithiobicyle[3.3.0]octane (44e)

Se prepar6 de manera andloga a la ruta descripta para la

preparacion de 44a, a partir de L-24 y 3-metil benzaldehido 43e. El

HO,C residuo se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1) para dar el
/T\/S compuesto 44e (64 mg, 54%) como un aceite incoloro: *H RMN &

S H 7.31 (m, 2H), 7.28 (m, 1H), 7.16 (m, 1H), 5.28 (dd, J = 6.3, 4.2 Hz,

1H), 5.16 (s, 1H), 4.10 (dd, J = 7.4, 2.8 Hz, 1H), 3.60 (dd, J = 11.7, 6.3
Hz, 1H), 3.52 (dd, J = 11.5, 2.7 Hz), 3.40 (dd, J = 11.5, 7.4 Hz, 2H), 3.24 (dd, J = 11.8, 4.2 Hz,
1H), 2.36 (s, 3H); 3C RMN 6173.8, 138.8, 138.3, 130.0, 129.0, 128.6, 125.1, 74.18, 72.9,
68.1, 36.9, 33.5, 21.6; [a]o?! +196.0° (c 3.2, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + Na]*
calculada para Ci13H1sNO2S2Na 304.0436, valor hallado 304.0433.

(2R,5S,8R)-8-Carboxil-2-fenil-1-aza-3,6-ditiobiciclo[3.3.0]octano (44f)

Se prepar6 de manera analoga a la ruta descripta para la

HOLC preparacidn de 44a, a partir de L-24 y benzaldehido 43f. El residuo
2
N se purific6 usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1) para dar el
S
S/l\/ compuesto 44f (56 mg, 50%) como un aceite color caramelo: *H
H

RMN & 7.52 (m, 2H), 7.35 (m, 3H), 5.30 (dd, J = 6.3, 4.1 Hz, 1H), 5.21
(s, 1H), 4.12 (dd, J = 7.4, 2.8 Hz, 1H), 3.60 (dd, J = 11.8, 6.3 Hz, 1H), 3.45 (m, 1H), 3.24 (dd,
J=11.8,4.1 Hz, 1H); 3 CRMN 6 173.2, 138.3, 129.0, 128.9, 127.8, 74.0, 72.9, 68.0, 36.9,
33.4; [a]p?! +199.7° (c 2.6, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]* calculada para
C12H13NO,S; 268.0466, valor hallado 268.0462.
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(2R,5S,8R)-8-Carboxil-2-(4-metoxifenil)-1-aza-3,6-ditiobiciclo [3.3.0] octano (44g)

Se preparé de manera andloga a la ruta descripta para la

OMe
preparacion de 44a, a partir de L-24 y 4-metoxi benzaldehido
HO,C 43g. . El residuo se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1)
N para dar el compuesto 44f (42 mg, 40%) como un aceite color
A4~
S A amarillo: *H RMN & 7.46 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 6.93 (d, J = 8.7 Hz,

2H), 5.28 (dd, J = 6.4, 4.1 Hz, 1H), 5.17 (s, 1H), 4.10 (dd, J = 7.4,
2.7 Hz, 1H), 3.84 (s, 3H), 3.62 (dd, J = 11.8, 6.4 Hz, 1H), 3.54 (dd, J = 11.5, 2.7 Hz, 1H), 3.41
(dd, J=11.5, 7.5 Hz, 1H), 3.26 (dd, J = 11.8, 4.1 Hz, 1H); 13C RMN 6 171.7, 160.3, 132.0,
129.3,114.5,73.6,72.5,67.8, 55.4, 36.5, 33.1; [a]p?! +127.4° (c 2.1, MeOH); HRMS (ESI/Q-
TOF) m/z: [M + H]* calculada para C13H16NO3S; 298.0572, valor hallado 297.0554.

(2R,5S,8R)-8-Carboxil-2-(3-bromofenil)-1-aza-3,6-ditiobiciclo [3.3.0]octano (44h)

Se preparé de manera andloga a la ruta descripta para la
o preparacion de 44a, a partir de L-24 y 3-bromo benzaldehido
e N 43h. . El residuo se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1)
S/‘\/S para dar el compuesto 44h (62 mg, 42%) como un aceite
H

incoloro: *H RMN & 7.68 (m, 1H), 7.46 (m, 2H), 7.24 (m, 1H),
5.27 (dd, J = 6.1, 3.3 Hz, 1H), 5.18 (s, 1H), 4.14 (dd, J = 6.8, 3.9 Hz, 1H), 3.59 (dd, J = 11.7,
6.2 Hz, 1H), 3.51 (dd, J =11.4, 3.3 Hz, 1H), 3.42 (m, 2H), 3.23 (dd, J = 11.7, 3.4 Hz, 1H); 13C
RMN & 174.0, 141.5, 131.9, 130.8, 130.4, 126.4, 122.8, 74.0, 72.4, 68.2, 37.2, 33.7; [a]p?*
+115.0° (c 3.0, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]* calculada para Ci2H13BrNO,S;
345.9571, valor hallado 345.9563.

(2R,5S,8R)-8-Carboxil-2-(4-(trifluorometil)-1-aza-3,6-ditiobiciclo [3.3.0]octano (44i)

Se preparé de manera andloga a la ruta descripta para la

CF4
preparacion de 44a, a partir de L-24 y 4-trifluorometil
HO,C benzaldehido 43i. El residuo se purific6 usando
N AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1) para dar el compuesto 44i (44
A~
S h mg, 31%) como un aceite incoloro: *H RMN 6 7.65 (c, J = 8.6

Hz, 4H), 5.29 (m, 2H), 4.13 (dd, J = 7.0, 3.9 Hz, 1H), 3.58 (dd, J
= 11.8, 6.1 Hz, 1H), 3.46 (m, 2H), 3.25 (dd, J = 11.8, 3.2 Hz, 1H); 13C RMN & 174.5, 143.6,
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130.3 (c, Jcr = 32.4 Hz), 128.0, 125.7 (c, Jer = 3.7 Hz), 123.9 (c, Jcr = 272.2 Hz), 74.0, 72.5,
68.3,37.5, 33.9; [a]p?! +265.0° (c 2.2, MeOH);. HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]+ calculada
para Ci3H13F3sNO3S; 336.0340, valor hallado 336.0351.

(2R,5S,8R)-8-Carboxil-2-(4-chlorofenil)-1-aza-3,6-ditiobiciclo [3.3.0]octano (44j)

Cl Se preparé de manera analoga a la ruta descripta para la
preparacion de 44a, a partir de L-24 y 4-cloro benzaldehido
HO,C 43j. . El residuo se purifico6 usando AcOEt:Hex:AcOH
S/T\/S (30:70:0.1) para dar el compuesto 44j (43 mg, 34%) como un

H aceite incoloro: 'H RMN & 7.47 (m, 2H), 7.33 (m, 2H), 5.29 (dd,

J=6.2,3.4 Hz, 1H), 5.19 (s, 1H), 4.11 (dd, J = 6.7, 4.0 Hz, 1H), 3.58 (dd, J = 11.7, 6.2 Hz,
1H), 3.43 (m, 2H), 3.23 (dd, J = 11.7, 3.4 Hz, 1H); 3C RMN 6 174.3, 137.6, 134.8, 129.3,
129.1,74.1, 72.4, 68.1, 37.1, 33.8; [a]p?! +173.0° (c 2.1, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z:
[M + H]* calculada para C12H12CINO,S; 302.0076, valor hallado 302.0071.

(2RS,5SR)-2-isopropil-1-aza-3,6-ditiobiciclo[3.3.0]octano (+ 45)

Se preparé de manera analoga a la ruta descripta para la preparacion

2/ de 44a, a partir de £ 27 y el aldehido 43a en condiciones de MW por

N S 40 min. . El residuo se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1)
s~/
H

para dar el compuesto *+ 45 como mezcla inseparable syn:anti 90:10

(61 mg, 65%), como un aceite incoloro: *H RMN (syn) & 5.00 (dd, J =
4.9,3.1 Hz, 1H), 3.91 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 3.14 (m, 2H), 3.02 (m, 2H), 1.82 (m, 1H), 0.99 (dd,
J=6.6,4.9 Hz, 6H); (anti) 5 4.56 (dd, J = 8.4, 7.3 Hz, 1H), 4.46 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 3.46 (m,
1H), 3.25 (m, 2H), 1.94 (m, 1H), 1.16 (d, J = 6.5 Hz, 3H), 1.05 (d, J = 6.6 Hz, 3H);}3C RMN
(syn) 6 77.2, 75.8, 57.2, 37.7, 35.5, 31.8, 20.1, 17.8; (anti) 6 79.5, 72.0, 45.6, 40.3, 32.7,

31.6, 22.3, 21.0; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]* calculada para CgH16NS2 190.0719, valor
hallado 190.0718.

(2RS,5SR)-2-(2-Deuteriopropil)-1-aza-3,6-ditiobiciclo[3.3.0]octano (+ 45-d)

En un baldn se disolvié +29 (20 mg, 0.10 mmol) en MeOD-d4 (0.6 mL).
D

1/ Se agrego el aldehido 43a (0.018 mL, 0.21 mmol), NH4OAc (12 mg,
0.15 mmol) y la reaccién se llevd a MW a 65°C, 50W por 10 min. El

s~

N
H

solvente se concentrd y el residuo se purific6 usando AcOEt:Hex
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(10:90) para dar el compuesto * 45-d (6 mg, 31 %) mezcla inseparable syn:anti 90:10,
como um aceite amarillento: *H RMN & 5.01 (dd, J =4.7, 3.2 Hz, 1H), 3.91 (s, 1H), 3.45 (m,
2H), 3.15 (m, 2H), 3.06 (dd, J = 11.5, 3.0 Hz, 1H), 3.01 (m, 1H); 13CRMN & 77.2, 75.8, 57.1,
37.7, 35.0 (t, Jco= 19.5 Hz), 31.8, 20.0, 17.7; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]* calculada
para CsH1sDNS; 191.0781, valor hallado 191.0784.

(2RS,5SR)-2-Pentil-1-aza-3,6-ditiobiciclo[3.3.0]octano (+ 46)

Se preparé de manera andloga a la ruta descripta para la

preparacion de 44a, a partir de + 27 y hexanal 43k en condiciones

de MW por 60 min. . El residuo se purific6 usando AcOEt:Hex

(40:60) para dar el compuesto * 46 (79mg, 21%) mezcla

inseparable syn:anti 83:17, como un sélido amarillento; *H RMN
(syn) 65.02 (dd, J=5.5, 3.3 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 8.3, 5.0 Hz, 1H), 3.50 (dd, J = 11.4, 5.6 Hz,
1H), 3.41 (m, 1H), 3.02 (m, 1H), 1.79 (m, 1H), 1.59 (m, 1H), 1.33 (m, 8H), 0.89 (t, /= 6.9 Hz,
4H); (anti) 6 4.73 (dd, J = 8.4, 5.8 Hz, 1H), 4.53 (m, 1H), 3.17 (m, 4H), 2.82 (m, 1H), 1.99
(m, 1H); 13C RMN (syn) 6 75.2, 70.3, 55.5, 38.8, 36.7, 31.6, 26.9, 22.4, 14.0; (anti) 6 72.0,
71.7,46.3, 40.4, 33.7,31.7, 28.0, 13.4; ESI(+)-LCMS m/z : 218.10 [M+H]*

(2R,5S,8R) - 8-Carboxil-2-isopropil-7,7-dimetil-1-aza-3,6-ditiobiciclo [3.3.0] octano
(L-47)

Se preparé de manera andloga a la ruta descripta para la
HO,C l/ preparacion de 44a, a partir de L-25 y el aldehido 43a. . El residuo
N

1, S se purificd usando AcOEt:Hex:AcOH (30:70:0.1) para dar el
s

H compuesto L-47 (50 mg, 52%) como un aceite color caramelo: H

RMN 6 4.87 (t, /= 6.5 Hz, 1H), 4.03 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.74 (s, 1H),
3.32(dd,J=11.3, 6.7 Hz, 1H), 3.00 (dd, /= 11.3, 6.4 Hz, 1H), 1.81(m, 1H), 1.61 (s, 3H), 1.50
(s, 3H), 1.05 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 6.6 Hz, 3H); 13C RMN & 174.0, 80.7, 77.6, 69.1,
55.1, 40.5, 35.9, 28.9, 28.1, 20.3, 19.6; [a]o?! +173.0° (¢ 2.1, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF)
m/z [M+H]* calculada para C11H1sNO;S; 262.0930; valor hallado 262.0933.
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(3R)-5-(2-(Tritiltio)etil)tetrahidro-5H-tiazol[4,3-b]tiazol-3-carboxil (L-48)

Se preparé de manera analoga a la ruta descripta para la

STrt
HO,C preparacién de 44a a partir de L-24 y el aldehido 8. . El residuo
/T\/S se purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (20:80:0.1) para dar L-48
S H (64%) como un aceite caramelo: *H-RMN & 7.42 (m, 5H), 7.30 (m,

5H), 7.22 (m, 5H), 4.90 (dd, J = 5.8, 4.4 Hz, 1H), 4.16 (t, J = 6.7 Hz,
1H), 3.99 (dd, J = 7.2, 2.8 Hz, 1H), 3.37 (m, 2H), 3.24 (dd, J = 11.4, 7.2 Hz, 1H), 2.98 (dd, J =
12.0, 4.3 Hz, 1H), 2.39 (m, 1H), 2.27 (m, 1H), 1.65 (m, 2H); 13C-RMN 6 171.5, 144.5, 144.4,
129.54, 128.0, 127.9, 126.8, 73.2, 72.05, 70.9, 67.1, 38.4, 37.2, 33.2, 28.9; HRMS (ESI)
calculada para C7H26NO2S3 [M-H]  492.1126, valor hallado 492.1131

(5R,7aS)-5-(2-(Tritiltio)etil)tetrahidro-5H-tiazol[4,3-b]tiazol (+ 49)

Se prepard de manera analoga a la ruta descripta para la

STrt
preparacion de 44a a partir de £ 27 y el aldehido 8. . El residuo se
<\N s purificé usando AcOEt:Hex:AcOH (10:90) para dar el compuesto +
S/L\/ 49 (158 mg, 58%) como mezcla diastereomérica syn:anti 86:14,

como un aceite color caramelo: Rendimiento *H-RMN (syn) 6 7.42
(m, 5H), 7.31 (m, 5H), 7.23 (m, 5H), 4.84 (dd, J = 5.4, 3.5 Hz, 1H), 4.08 (dd, J = 7.3, 6.0 Hz,
1H), 3.37 (dd, J = 11.4, 5.4 Hz, 1H), 3.00 (m, 5H), 2.28 (m, 2H), 1.70 (m, 1H), 1.58 (m, 1H);
(anti) 4.62 (m,1H), 4.44, m, 1H), 3.21(m, 5H); (anti) 8 4.62 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 4.44 (dd, J =
7.8, 7.3 Hz, 1H), 3.23 (m, 5H); 3C-RMN (syn) & 146.8, 129.6, 127.9, 127.9, 127.2, 82.0,
74.7, 69.3, 55.9, 37.8, 37.5, 31.7, 29.2; (anti) 6 144.8, 127.9, 126.6, 66.7. HRMS (ESI)
calculada para Ca6H27NNaSs [M+Na]* 472,1203, valor hallado 472.1204.

(8R,5RS,2RS)-8-Carboxil-(2-mercaptoetilo) -1-aza-3,6-ditiobiciclo [3.3.0] octano (L-50)

En un baldn se disolvié L-48 (50 mg, 0.10 mmol) en DCM (2mL).

SH
HO.C Se agregd 1mL de una solucién de HCI(0.1N):TFE:TIS (1:90:9) y
2
N se agitd a T.A por 15 min. A la mezcla de reaccién se le agregd
S
s/k\/ H,0 (5mL) y se extrajo con DCM (3 x 15 mL). La fase organica se
H

seco, filtrd y concentrd. El residuo se purificé usando AcOEt: Hex
(20:80) para dar el compuesto L-50 (2.5 mg, 10%) mezcla inseparable syn:anti 82:18, como
un aceite incoloro: *H-RMN (syn) 6 5.05 (dd, J = 5.8, 4.9 Hz, 1H), 4.50 (m, 1H), 4.17 (dd, J
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= 6.9, 4.3 Hz, 1H), 3.50 (dd, J = 11.9, 6.0 Hz, 1H), 3.39 (m, 2H), 3.10 (dd, J = 11.9, 4.7 Hz,
1H), 2.69 (m, 2H), 2.12 (m, 1H), 2.00 (m, 1H), 1.48 (t, J = 7.9 Hz, 1H); (anti) & 4.35 (dd, J =
8.1, 5.5 Hz, 1H), 4.24 (dd, J = 6.8, 3.0 Hz, 1H), 3.56 (dd, J = 12.0, 5.9 Hz, 1H), 3.44 (dd, /= 6.4, 3.9
Hz, 2H), 2.85 (m, 2H); *C-RMN (syn) 6 172.0*, 81.4, 73.0, 71.4, 70.2, 42.2, 38.7, 33.5, 29.7,
21.7 (*corroborado por HMBC); HRMS (ESI) calculada para CgH1aNO,S3 [M+H]* 252,0187,
valor hallado 252.0183.

2-((5R,7aS)-Tetrahidro-5H-tiazol[4,3-b]tiazol)etanotiol (+ 51)

Se preparé de manera andloga a la ruta descripta para la

SH
preparacién de L-50 a partir de * 49. El residuo se purificé
N usando AcOEt:Hex (10:90) para dar el compuesto + 51 (4.8 mg,
s
S/F/ 26%) mezcla syn:anti 90:10, como un aceite color caramelo: H-
H

RMN (syn) 6 4.98 (dd, J = 5.4, 3.8 Hz, 1H), 4.34 (dd, J = 6.9, 6.2
Hz, 1H), 3.51 (dd, J = 11.4, 5.5 Hz, 1H), 3.42 (dt, J = 13.4, 4.9 Hz, 1H), 3.11 (m, 4H), 2.66 (m,
2H), 2.08 (m, 1H), 1.92(m, 1H), 1.43 (t, J = 8.0 Hz, 1H); (anti) 5 4.89 (dd, J = 7.7, 6.1 Hz, 1H),
4.58 (dd, J = 7.8, 7.2 Hz, 1H); 3C-RMN (syn) & 74.6, 68.9, 55.9, 42.8, 37.8, 31.7, 21.7; (anti)
d 75.6, 64.1, 40.7, 36.1, 23.5; MS (ESI) m/z (%) calculada para CiaH24N2NaSs (dimero)
[M+Na]*435,0 valor hallado 435.0 (100)

7.2.3 Procedimientos sintéticos para la preparacion de Prodrogas

Metodologia general para preparar o-tiolactonas:

Método A)

En un baldn se disuelve 2-MMBT (0.42 mmol) en AcOEt (5 mL). Se agrega HOBt (0.46
mmol) y DCC (0.46 mmol) y se deja agitando toda la noche a T.A. La reaccién se concentra
y el residuo se purifica usando AcOEt:Hex (10:90), para dar la Oo-tiolactona

correspondiente.
Método B)

En un baldn se disuelve 2-MMBT (0.42 mmol) en DCM seco (5 mL). La mezcla se lleva a
0°C y se agrega HATU (0.51 mmol), DIPEA (0.92 mmol, 0.16 mL) y 4-DMAP (0.04 mmol)
y se agita por 30 minutos. Luego se agita toda la noche a T.A. La reaccién se concentra y

el residuo se vuelca en HCI 5% (10 mL) y se extrae con AcOEt (4 x 20 mL). La fase orgdnica
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se lava con NaHCOs3 10% (25 mL), se seca y concentra. El residuo se purifica usando

AcOEt:Hex (10:90) para dar la o-tiolactona correspondiente.

Utilizando la metodologia A para preparar o-tiolactonas a partir de L-24, se obtuvieron los
compuestos 55a (38%) y 55b (2%).

Utilizando la metodologia B para preparar d-tiolactonas, a partir de L-24, se obtuvo el
compuesto 55¢ (14%)

(2R,5S,8S)-9-Ona-1-aza-3,6,10-tritiotriciclo[3.3.5.0]onceavo (55a)

Sélido blanco; PF: 103-107°C; *H-RMN 8 5.17 (dd, J = 6.7, 8.5 Hz, 1H),
OS
H

4.56 (dd,J=3.1,11.1 Hz, 1H), 3.94 (dd, J = 5.3, 11.5 Hz, 1H), 3.69 (dd,

Ir, :k\H
N

S

s/l\/

H

J=9.6,11.5 Hz, 1H), 3.60 (t, J = 11.0 Hz, 1H), 3.57 (dd, J = 5.3, 11.5

Hz, 1H), 3.30 (dd, J = 3.1, 10.7 Hz, 1H), 3.20 (m, 2H); 3C-RMN &

196,8, 73.7, 70.2, 65.3, 38.9, 38.8, 37.7; [a]o®!= -89.7° (c 0.345,
CHCls); HRMS (ESI) calculada para C7H10NOSs [M+H]* 219,9925, valor hallado 219.9927.
La estructura molecular de 55a fue obtenida por difraccion de Rayos X a un nivel de

resolucion de 0.0071A°.

(2R,5R,8S)-9-Ona-1-aza-3,6,10-tritiotriciclo[3.3.5.0]onceavo (55b)

Sélido blanco; PF: 132-136°C; H-RMN & 5.19 (dd, J = 2.6, 5.2 Hz, 1H),

(0]
S
" l\H 4.89 (dd, J = 5.0, 7.4 Hz, 1H), 4.06 (dd, J = 3.7, 6.5 Hz, 1H), 3.70 (dd, J
N7 =3.7,10.8 Hz, 1H), 3.64 (dd, J = 1.8, 14.4 Hz, 1H), 3.40 (dd, J = 6.5,
S7:
A 10.8 Hz, 1H), 3.35 (dd, J = 5.2, 14.4 Hz, 1H), 3.21 (dd, J = 5.0, 11.0 Hz,

1H), 2.83 (dd, J = 7.4, 11.2 Hz, 1H); 3C-RMN & 198.5, 73.9, 69.1, 63.1, 39.0, 35.1,34.6;
[a]p?'=-68.8° (¢ 0.335, CHCI3). La estructura molecular de 55b fue obtenida por difraccion

de rayos X a un nivel de resolucién de 0.79 A°.

(2S,5R,8S)-9-Ona-1-aza-3,6,10-tritiotriciclo[3.3.5.0]onceavo (55c¢)

sélido blanco; PF: 121-125°C; H-RMN & 5.27 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 4.41
:// S}H (dd, J = 2.1, 10.8 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 8.1, 10.0 Hz, 1H), 3.71 (dd, J =
NN\ | 6.2, 11.3 Hz, 1H), 3.45 (dd, J = 10.5, 8.1 Hz, 1H), Hz, 1H), 3.35 (t, J

575 =10.3 Hz, 1H), 3.33 (d, J=11.3 Hz), 3.22 (dd, J=11.4, 2.3 Hz, 1H); 13C-

RMN 6 197.4, 76.8, 73.9, 59.32, 35.5, 34.7, 34.5; [a]o?'= +86.8 (c
0.235, CHCls)
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Utilizando la metodologia A para preparar d-tiolactonas, a partir de L-25 se obtuvo el

compuesto 56a (93%).

Utilizando la metodologia B para preparar d-tiolactonas, a partir de L-25 se obtuvieron los

compuestos 56a (22%) y 56¢ (2%).

(2R,5S,8S)-9-Ona-7-dimetil-1-aza-3,6,10-tritiotriciclo[3.3.5.0]Jonceavo (56a)

Sélido blanco: PF: 76-78°C; *H-RMN & 5.19 (dd, J = 5.7, 9.5 Hz, 1H),
4.52 (dd, J = 2.8, 11.5 Hz, 1H), 3.72 (s, 1H), 3.56 (dd, J = 10.5, 11.4 Hz,
1H), 3.24 (m, 3H), 1.65 (s, 3H), 1.63 (s, 3H); 3C-RMN & 197.0, 82.7,

67.7, 67.4, 62.6, 39.1, 37.3, 26.9, 25.3; [a]p?'= -222.5° (c 0.385,

CHCl3); HRMS (ESI) calculada para CsH1aNOSs [M+H]* 248,0238, valor hallado 248.0222.

(2S,5R,8S)-9-Ona-7-dimetil-1-aza-3,6,10-tritiotriciclo[3.3.5.0]onceavo (56c¢)

Sélido blanco; *H-RMN & 5.27 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 5.02 (dd, J = 2.2, 11.1

Sj< Hz, 1H), 3.84 (s, 1H), 3.63 (dd, J = 6.4, 11.2 Hz, 1H), 3.54 (t, J = 11.2 Hz,
H

N

S 1H), 3.25 (d, J = 11.3 Hz, 1H), 3.21 (dd, J = 2.4, 11.4 Hz, 1H), 1.67 (s,

A 3H), 1.60 (s, 3H); 3C-RMN & 197.2, 81.4, 74.1, 62.7, 59.1, 34.9, 34.5,

~
~
N

S

33.6, 29.8; HRMS calculada para CgH13NNaOS [M+Na]* 270,0057,
valor hallado 270, 0053.

(3R,5R,7aS)-5-((Tioacetilo)metil)tetrahidro-2H-tiazol[4,3-b]tiazol-3-carboxil (L-57)

En un baldn se disolvié L-24 (200 mg, 0.84 mmol) en Py (0.5 ml).

SAc
S\ La mezcla se llevé a 0°Cy se agregd Ac,0 (0.8 mL, 8,4 mmol) y 4-
|‘|020\[N>€S DMAP (10 mg, 0.084 mmol). La reaccidn se agitdé 10 minutos a 0°
s H y luego toda la noche a T.A. Luego se agregd hielo, se agité 15

minutos, y se se llevd a pH 3, con HCl 5% para luego ser extraida
con AcOEt (4 x 20 mL). La fase orgdnica se secd, filtré y concentrd. El residuo se purifico
usando AcOEt:Hex (20:80) para dar el compuesto L-57 (70mg, 30%) como un aceite color
caramelo: H RMN & 5.09 (dd, J = 5.9, 3.9Hz, 1H), 4.38 (dd, J = 5.8 Hz, 1H), 4.20 (dd, J =
7.1,2.9 Hz, 1H), 3.60 (dd, /= 11.4, 5.5 Hz, 1H), 3.42 (dd, /= 11.4, 2.9 Hz, 1H), 3.32 (dd, J =
11.4, 7.1 Hz, 1H), 3.21 (dd, J = 6.8, 4.4 Hz, 2H), 3.12 (dd, J = 12.0, 3.9 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H);
13C RMN 6 195.6, 172.6, 73.4, 71.8, 71.4, 39.1, 37.4, 33.6, 30.7; [a]o® - 38.2° (c 1.1,
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CH,Cl,); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: calculada para Ci11H1sNOsNaySs [M+ 2Na-H]* 352.0088,
valor hallado 352.0088

(3R,5R,7aS)-5-((Tioacetilo)metil)-2,2-dimetiltetrahidro-2H-tiazol[4,3-b]tiazol-3-carboxil
(L-58)

Se preparé de manera analoga a la ruta descripta para la
HO,C /(SAC preparacién de L-57, a partir de L-25. El residuo se purifico
N S usando AcOEt:Hex:AcOH (20:80:0.1) para dar el compuesto L-

N\ S
H 58 (78 %) como un aceite color caramelo: *H RMN (400 MHz,

CDCl3) 6 5.05 (dd, J = 6.6, 4.9 Hz, 1H), 4.37 (dd, J = 8.2, 5.6 Hz, 1H), 3.75 (s, 1H), 3.52 (dd,
J=11.8, 6.6 Hz, 1H), 3.30 (dd, J = 14.3, 5.6 Hz, 1H), 3.12 (dd, J = 14.3, 8.3 Hz, 1H), 3.04 (dd,
J=11.8, 4.8 Hz, 1H), 2.40 (s, 3H), 1.59 (s, 3H), 1.47 (s, 3H); 3C RMN (100 MHz, CDCls) &
195.5,170.5,79.3,72.5,69.4,55.0,40.7 36.6, 30.8, 27.9; [a]p*° -43.0° (c 1.1, AcOEt); HRMS
(ESI/Q-TOF) m/z: calculada para CoH13NOsNaSs [M + Na]+ 301.9955, valor hallado
301.9957.

7.3. Métodos Experimentales:

7.3.1. Disfraccion de Rayos X
Técnica de cristalizacion:

La obtencidn de los cristales se realiz6 mediante el método de cristalizacidén por difusion
de vapor. Se usé una mezcla de disolventes miscibles entre si. El compuesto se disolvié en
la menor cantidad de disolvente en el que es soluble. Luego se agregd una cantidad de
disolvente precipitante pero en cantidades tales que permita la disolucién del mismo.
Para 10mg de compuesto se usd un volumen final de 4-5mL. La solucidn final se filtré a

un vial y se dejé durante 7-10 dias, en condiciones de evaporacion lenta.
Datos recabados de la estructura molecular de 55a

A colorless paralelle piped-like specimen of C;HgNOSs, approximate dimensions 0.595 x
0.134 x 0.103 mm, was used for the X-ray crystallographic analysis. The X-ray intensity
data were measured. The frames were integrated with the Bruker SAINT software
package using a narrow-frame algorithm. The integration of the data using an

orthorhombic unit cell yielded a total of 15886 reflections to a maximum 6 angle of 72.31°
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(0.0071 A resolution), of which 3542 were independent (average redundancy 15.886,
completeness = 97%, Rint = 0.0490%, Rsigma = 0.0406%). The final cell constants of a =
11.4682(5) A, b = 5.3017(3) A, ¢ = 15.1947(7) A, 923.34(8) A3, are based upon the
refinement of the XYZ-centroids of 9466 reflections above 20 o(l) with 5.82° < 28 <
144.62°. Data were corrected for absorption effects using the multi-scan method
(SADABS). The calculated minimum and maximum transmission coefficients (based on
crystal size) are 0.421 and 0.754. The final anisotropic full-matrix least-squares refinement
on F2 with 109 variables converged at R1 = 4.25%, for the observed data and wR2 =
10.49% for all data. The goodness-of-fit was 1.305. The largest peak in the final difference
electron density synthesis was 0.42 e+

Table 1. Sample and crystal data for 55a

Identification code cu_200203_AP_VE229 Om_a
Chemical formula C7HsNOS;

Formula weight 219.33 g/mol

Temperature 296 K

Wavelength 0. 1.54178 A

Crystal size 0.595 x0.134 x 0.103 mm
Crystal habit colorless paralellepiped
Crystal system monoclinic

Space group P1211

Unit cell dimensions a=11.4682(5)A a=90°

b=5.3017(3) A B =91.900 (2)°
c=15.1947(7) A y=90°

Volumen 923.34(8) A?
VA 4

Density (calculated) 1.578 g/cm?
Absorption coefficient 6.941 mm?

F (000) 456.0

Table 2. Data collection and structure refinement for 55a.

Theta range for data collection 5.82to 144.62 A°

Index ranges -14<h<14,-6<k<5,-18<1<17

Reflections collected 15886

Independent reflections 3542 [Rint = 0.0490, Rsigma = 0.0406]
sigma

Coverage of independent reflections 97%
Absorption correction multi-scan
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Max. and min. Transmission 0.421 and 0.754

Refinement method Full-matrix least-squares on F2
Refinement program SHELXL-2014/6 (Sheldrick, 2014)
Function minimized S w (Fo? — Fc?)?

Data / restraints / parameters 3542/1/217

Goodness-of-fit on F? 1.062

Final R indices R; =0.0387, wR, =0.1019

R1=0.0425, wR,=0.1049

Weighting scheme w=1/[s?(Fo?) +(0.0079P)?+1.3470P]
where P= (Fo?+ 2Fc?)/3

Absolute structure parameter 0.070(12)

Largest diff. peak and hole 0.42 and -0.30 €A

R.M.S. deviation from mean 0.078 eA3

Datos recabados de la estructura molecular de 55b

A colorless paralelle piped-like specimen of C;HsNOS3, approximate dimensions 0.080 mm
x 0.090 mm x 0.380 mm, was used for the X-ray crystallographic analysis. The X-ray
intensity data were measured. The total exposure time was 36.58 hours. The frames were
integrated with the Bruker SAINT software package using a narrow-frame algorithm. The
integration of the data using an orthorhombic unit cell yielded a total of 29583 reflections
to a maximum 6 angle of 26.60° (0.79 A resolution), of which 1867 were independent
(average redundancy 15.845, completeness = 99.7%, Rint = 3.98%, Rsig = 1.98%) and 1779
(95.29%) were greater than 2s(F2). The final cell constants of a = 5.2493(7) A, b =
12.0624(18) A, ¢ = 14.1479(16) A, volume = 895.8(2) A3, are based upon the refinement
of the XYZ-centroids of 9466 reflections above 20 o(l) with 5.757° < 28 < 53.18°. Data were
corrected for absorption effects using the multi-scan method (SADABS). The ratio of
minimum to maximum apparent transmission was 0.866. The calculated minimum and
maximum transmission coefficients (based on crystal size) are 0.7570 and 0.9410. The
final anisotropic full-matrix least-squares refinement on F2 with 109 variables converged
at R1 = 3.98%, for the observed data and wR2 = 9.49% for all data. The goodness-of-fit
was 1.305. The largest peak in the final difference electron density synthesis was 0.422 e
/A3-/A3 and the largest hole was -0.286 e-/A3. On the basis of the final model, the
calculated density was 1.626 g/cm? with an RMS deviation of 0.078 e- and F(000), 456 e-.
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Table 1. Sample and crystal data for 55b

Identification code ValerieC_VC269_1829

Chemical formula C7HINOS3

Formula weight 219.33 g/mol
Temperature 298(2) K

Wavelength 0. 71073 A

Crystal size 0.080 x 0.090 x 0.380 mm

Crystal habit

Crystal system
Space group

Unit cell dimensions

colorless paralellepiped
Orthorhombic

P212121

a=5.2493(7)A  a=90°
b=12.0624(18) A B =90°
c=14.1479(16) A y=90°

Parte experimental

Volumen 895.8(2) A
YA 4

Density (calculated) 1.626 g/cm?
Absorption coefficient 0.774 mm?
F (000) 456

Table 2. Data collection and structure refinement for 55b.

Theta range for data collection
Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Coverage of independent reflections
Absorption correction

Max. and min. Transmission
Refinement method
Refinement program

Function minimized

Data / restraints / parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indices

Weighting scheme
Absolute structure parameter

Largest diff. peak and hole
R.M.S. deviation from mean

2.88 to 26.60°

-6<=h<=6, -15<=k<=15, -17<=I<=17
29583

1867 [R(int) = 0.0398]

99.7%

multi-scan

0.9410 and 0.7570

Full-matrix least-squares on F2
SHELXL-2014/6 (Sheldrick, 2014)

S w (Fo? - Fc?)?

1867 /0/109

1.305

1779 data; I1>2s(1) R1 = 0.0398, wR2 =
0.0939

all data R1 =0.0421, wR2 = 0.0949
w=1/[s}(Fo?) +(0.0079P)%+1.3470P]
where P= (Fo?+ 2Fc?)/3

0.0(0)

0.422 and -0.286 eA*

0.078 A
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7.3.2. Ensayos de Estabilidad

Validacion de la metodologia analitica (HPLC):

Especificidad: Para comprobar de que se puede evaluar de manera inequivoca el
compuesto de interés, se verificd que el MeCN utilizado como disolvente en la soluciéon
stock y posteriores diluciones no presentara sefales que interfieran con nuestro analito

de interés en el tiempo de desarrollo del cromatograma.

Linealidad: Para verificar la linealidad del sistema se realizé una curva de calibraciéon
con cinco niveles de concentracion del analito (120%-100%-80%-50%-20%). Cada
muestra sé inyectd por triplicado, el grafico de la curva de calibracidon se obtuvo en
funcidn del drea vs concentracion, y se determind la ecuacién de la recta y su R?.

Precision: Lla precision del método se evalud mediante determinaciones de
repetibilidad de la muestra que contiene una concentracién igual al 100%. La muestra

se inyectd cinco veces consecutivas y se calculd el coeficiente de variacion (CV).

Exactitud: Para determinar la exactitud del método se prepararon y analizaron dos
muestras independientes de concentracién 100% y se calculé la diferencia (%) obtenida
entre los analisis.

Curvas de calibracion:

Los estandares de calibracidn de D-anti-2 se prepararon a concentraciones de 0.039,
0.097, 0.155, 0.194, 0.233 mg /mL a partir de una solucién stock de 1 mg /ml mediante
dilucién con MeCN. Para el analisis por HPLC se usé una columna Phenomenex Luna C18
(4,6 mm x 150 mm, 5 um) a temperatura ambiente y a una longitud de onda de 215 nm.
Se usé como fase moévil A una solucién 99% MeCN (0.05% acido féormico) y como fase
movil B una solucién H,0 (acido formico al 0,05%) a un caudal de 1 ml/min. Se corrié en

un sistema de gradiente: 50-99% A (0-10 min), 99% A (10-12 min) y 50% A (12.01-15 min).

Los estandares de calibracién de las d-tiolactonas y de la bistiazolidina L-24 se prepararon
a concentraciones de 0.048, 0.040, 0.032, 0.020 y 0.008 mg/mL a partir de una solucion
stock de 10 mg/mL mediante dilucién con una solucién MeCN:H,0 (35:65). Se usé una

columna Phenomenex kinetex 5um EVO C18 100 A, 150x 4.6mm a temperatura ambiente
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y a dos longitudes de onda 215 y 254 nm. El analisis se corrio usando un sistema isocratico

35:65 MeCN:H>0 0.01% acido Férmico a un caudal de 1 mL/min.

Ensayo de estabilidad de 2-MMT:

A 500uL de una solucion stock de D-anti-2 (0.194 mg/mL) en MeCN, se agregd a 500 pL
de una solucién BP a pH 7.2. La mezcla se incubd con agitacidn a 27°C. Se hicieron tomas
de 50uL a diferentes tiempos: 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h. Las muestras se filtraron y

analizaron inmediatamente por HPLC. El ensayo se realizé por duplicado

Ensayo de estabilidad de prodrogas a pH 1.2y 7.4:

A 40uL de una solucion stock de prodroga (0.040 mg/mL) en DMSO, se le agregd 960 pL
de la solucién pH 1.2 o0 7.4. La mezcla se incubd con agitacién a 37°C por 6h. Se hicieron
tomas a diferentes tiempos: 30 min, 1 h, 3 h, 6 h. Se tomaron 100 uL de la mezcla de
reaccion y se llevaron a 1 mL con una soluciéon H,O:MeCN 65:35. Las muestras se filtraron

y analizaron por HPLC. El ensayo se realizé por triplicado
7.3.3. Ensayos Inhibicion en ML

Los ensayos de inhibicién que incluyeron la determinacion de Ki in vitro y de I1Csg in vivo
en células de E. coli que expresan NDM-1, estuvieron a cargo del Prof. Alejandro Vila en
la Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas del Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Rosario-Argentina (IBR-CONICET). La determinacion de la concentracién
minima inhibitoria estuvo a cargo del Dr. Prof. Roberto Bonomo en Research Service,
Louis Stokes Cleveland Department of Veterans Affairs Medical Center, Cleveland, OH,

USA.

Preparacion de proteinas para las determinaciones de Ki in vitro: Las enzimas NDM-1 y
VIM-2 se clonaron en una version modificada del pET28b+(TEV)’, con el sitio de corte TEV
en lugar del correspondiente a trombina y pET28b+ respectivamente. El N-terminal His6-
MBLs fue expresado en E. coli BL21(DE3) e inducido con 0,2 uM IPTG y 0,5 uM ZnSO4
durante 16 hs a 18 °C. Las células fueron inactivadas por sonicacion y el extracto crudo
fue purificado en una columna de Ni-Sepharose, las proteinas obtenidas fueron cortadas
con TEV (NDM-1) o proteasas de trombina (VIM-2). Para purificar el IMP-1 se empleé el
plasmido pET26-blalMP-1. La proteina se expresd en E. coli BL21(DE3) con 0,5 mM IPTG y
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0,5 uM ZnSO4 durante 16 hs a 20 °C. La lisis celular se realizé mediante sonicacién y la
fraccidn soluble fue dializada por 16 hs contra 50 uM Tris-Cl pH 7.5, 100 uM ZnSO4 y 10
UM B-mercaptoethanol y luego aclarada por centrifugacion. Esta fraccion fue cargada en
una columna de intercambio catidnico equilibrado con 50 uM Tris-Cl pH 7.5, IMP-1 fue
eluida con un gradiente NaCl de 0-500 uM en 50 uM Tris-Cl pH 7.5. Todas las
preparaciones de proteinas tienen una pureza >95%, segun lo determinado por el

protocolo SDS-PAGE.

Determinacion de Ki in vitro: La hidrdlisis de Imipenem frente a las distintas ML fue
monitoreada con un espectrofotémetro JascoV-670, con As300 = -9000 M cm™ y a una
longitud de onda A= 300 nm. Las reacciones se llevaron a cabo en cubetas de cuarzo de
0,1 cm de longitud, a una concentracién final enzimatica de 1 nM (NDM-1) y 3 nM (IMP-
1y VIM-2) en 10 uM HEPES pH 7,5, 200 uM NacCl, 50 mg/L BSA'y 20 uM ZnSO4 a 30 °C. Las
tiazolidinas se disolvieron en DMSO a una concentracién final de 100 uM y se diluyeron
en el amortiguador de reaccion a la concentracién deseada. Las reacciones se iniciaron
con la adicién enzimadtica a una mezcla de sustrato-inhibidor. Se observé la fase inicial
lineal de los cursos de tiempo para todas las condiciones. En presencia del inhibidor se
midié una disminucién de la tasa de hidrdlisis con respecto a la reaccién en su ausencia.
Las constantes de inhibicion (Ki) fueron determinadas por el ajuste de datos al modelo de

inhibicidn competitiva implementado en GraphPad Prism 5.0.

Preparacion de las células bacterianas para los estudios de inhibicion in vivo (ICsp): Las
células de E. coli portadoras del vector pMBLe o pMBLe-NDM-12 se inocularon en 10 ml
de medios LB complementados con 25 mg/L de gentamicina y se cultivaron a 37 2C hasta
que las células alcanzaron un OD600 de 0,6. Para la induccién NDM-1, se anadié 100 uM
IPTG y el cultivo fue incubado por otras 2 hs a la misma temperatura. Las células se
sedimentaron mediante centrifugacién y se resuspendieron en 1 ml de fosfato sddico de
50 mM pH 7.0 con 5 uM ZnSO4. Este proceso se repitid 3 veces; finalmente, las células
fueron resuspendidas en el mismo buffer en un OD600 de 0.15. Para realizar los
experimentos de *H-RMN, se tomd 500 pL de la suspension celular (con 10 % D20) y se
agregaron diferentes concentraciones de cada compuesto y/o 500 uM imipenem vy se

colocaron en un tubo de RMN para la adquisicion de datos. Los sobrenadantes de las
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suspensiones celulares se recogieron por centrifugacién y luego se filtraron a través de
filtros de 0,22 uM para los controles.

Andlisis y mediciones por *H-RMN:

Todos los espectros fueron adquiridos en un espectrometro Bruker Avance de 600 MHz
equipado con una sonda TXI. Todos los experimentos se realizaron a 25 °C y se
adquirieron con 64 escanes y un tamano de datos de 32K, utilizando técnicas estandar.
Los espectros H-RMN fueron procesados y analizados con TopSpin 3.2 (Bruker). Todos
los espectros de una serie determinada se trazaron con la misma relacién de escala.
Andlisis y mediciones de ICsg in vivo en células de E- coli que expresan NDM-1:

Para la estimacién del ICso en la célula seguimos el procedimiento publicado en
literatura®®. Las células de E. coli que expresan NDM-1, ancladas a la membrana externa,
fueron expuestas a Imipenem y después de 9 a 15 min el antibidtico se degradd por
completo. En presencia del inhibidor, esta tasa de hidrdlisis fue mas lenta y después de
30 minutos de incubacién en el imdn, la célula de E. coli seguia siendo viable. También se
confirmé por 1H-RMN que el Imipenem es estable en el buffer empleado y en presencia
de células E. coli que carecen de carbapenemases. No se observé enzima libre en el medio
de medida, confirmando que la reaccién ocurrié dentro de la periplasma bacteriano. Con
el fin de evaluar la potencia de los inhibidores en las células bacterianas, calculamos el
porcentaje de inhibicién 15 min después del inicio de la reaccién empleando la siguiente
ecuacién (Ecuacién 1):

S-S,
Pinhibicisn = 100 - 100 x

(Ecuacion 1)
T 22

donde [S1] y [S2] corresponden a la concentracidn de sustrato, en presencia y ausencia
de inhibidor respectivamente, y se obtienen por la integral de la sefial entre 1,22-1,18
ppm. [ST] es la suma de [S2] y [P2] o [S1] y [P1], donde [P1] y [P2] son concentracion de
producto obtenida por las integrales de sefiales comieron 1,17-1,12 ppm en presencia y
ausencia del inhibidor, respectivamente. Los valores ICso se obtienen ajustando la

concentracion en el % de inhibicidn en la ecuacion 2:
100

1 (i)

donde [I] es la concentracion del inhibidor y n es el factor de cooperatividad.

Pinhibicion = 100 - (Ecuacién 2)
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Ensayos de susceptibilidad a los antimicrobianos (CMI):

En estos experimentos se utilizaron ocho aislados clinicos de diferentes especies dentro del
orden Enterobacterales, expresando MBLs NDM-1, VIM-2 o IMP-1. Las CMI fueron
determinadas por el método de microdilucién de caldo de acuerdo con las directrices del
Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI)."® Se prepararon diluciones seriadas de
imipenem (imipenem-cilastatina, Merck &CO, Whitehouse Station, NJ, USA) y meropenem
(Zuventus Healthcare Ltd., Bari-Brahmana, Jammu, India) de 64 mg/L a 0,03 mg/L. Las 2-MMT
fueron probadas a una concentracion constante de 100 ug/L. Los ensayos se realizaron por
triplicado.

Cultivo celular y Ensayo de Toxicidad:

Las lineas celulares Vero (de rifidon de mono verde africano), HEK293 (rifidn embrionario
humano) y L929 (fibroblasto de ratdn) fueron cultivadas en un medio de Eagle modificado
de Dulbecco (DMEM, Gibco) complementado con 10 % suero bovino fetal, penicilina G
(100 unidades/ml, Sigma), y estreptomicina (100 mg/L, Sigma) y mantenido en una
incubadora humidificada de COz al 5 % a 37 °C. La viabilidad celular se analizé utilizando
el ensayo MTT.!! Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de
4500 células por pocillo. Los compuestos sintetizados se disolvieron en DMSO (Merck) a
114,6 mM y luego se diluyeron en el medio de cultivo para lograr la concentracion final
para los diferentes tratamientos. Después de 24 hs de incubacidn, se agrega bromuro de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolyl)-2,5-difenilo-2H-tetrazolium (MTT) (0,5 mg/ml; Sigma) y se
incuba durante 4 hs a 37 °C. Después de la eliminacién del medio de cultivo, los cristales
formados se disolvieron en DMSO y la absorbancia se midié a 562 nm utilizando un lector
de microplacas. Como controles negativos, se incubaron las células con la concentracién

correspondiente de DMSO (Merck), segun la dilucién.
7.3.4. Cristalizacion de complejos 2-MMT 2:MfL:

La determinacién estructural de los complejos MBL:2-MMT por difractometria de rayos X
estuvieron a cargo del Dr. Prof. James Spencer en School of Cellular and Molecular

Medicine, Universidad de Bristol, Bristol-Reino Unido.

Para los estudios cristalograficos, la formas recombinantes de NDM-1, VIM-2 e IMP-1 se

produjeron segun lo descripto anteriormente.'>1314, La cristalizacion de IMP-1 y NDM-1
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también fue descripta anteriormente® 10, VIM-2 se cristalizé a 19 °C mezclando 1 pL de
proteina (8 mg/ml en 50 mM HEPES pH 7.5, 100 mM NaCl, 1 mM TCEP y 0,1 mM ZnCly)
con 2 pL de reactivo de cristalizacion (0,1 M Mg(HCO3)2, 25 % PEG 3350) y equilibrado con
500 uL de reactivo de cristalizacion. Los complejos NDM-1 se obtuvieron afiadiendo a los
cristales 2 mM de inhibidor L-anti-2 o D-syn-2 (disueltos en reactivo de cristalizacidn)
mediante goteo por 90 min y 120 min respectivamente; los cristales fueron entonces
crio-protegidos por una breve exposicion al glicerol acuoso del 20 % (v/v) y
posteriormente refrigerados en nitréogeno liquido. Los complejos IMP-1 y VIM-2 se
obtuvieron remojando cristales en una solucién crio-protectora (solucién diluida al 25 %
(v/v) con glicerol acuoso) complementado con 4mM de inhibidor durante 60 min;

posteriormente, los cristales se enfriaron repentinamente en nitrégeno liquido.

Los datos de difraccién se recogieron a 100 K en Diamond Light Source en lineas de haz
104 (IMP-1: D-syn-2), 104-1 (IMP1: L-anti-2; VIM-2: L-anti-2; VIM-2: D-syn-2) o 103 (NDM-
1: L-anti-2; NDM-1: D-syn-2). Los datos IMP-1: L-anti-2, IMP-1: D-syn-2 y NDM-1: L-anti-2
se integraron en DIALS14 y se escalaron y fusionaron en Aimless (CCP4 suitel5). Los datos
VIM-2: L-anti-2 se integraron en iMosflm16 y se escalaron y fusionaron en Aimless. Los
datos VIM-2: D-syn-2 y NDM-1: D-syn-2 se integraron en XDS17 y se escalaron y
fusionaron en XSCALE como parte de la canalizacidn xia218. Las fases se calcularon
mediante reemplazo molecular en Phaser19, utilizando PDB IDs 4bz31 (VIM-2), 6rmf12
(NDM-1) 0 5hh420 (IMP-1). Las estructuras se completaron mediante rondas iterativas de
construccion manual de modelos en Coot21 y refinamiento en Phenix22. Los datos de
VIM-2: L-anti-2 se hermanaron segun lo determinado por Xtriage (h, -k, -I; 0,15 fraccion
gemela). Las estructuras de ligando y las restricciones geométricas se calcularon con
Phenix eLBOW?22. La validacidn de la estructura fue asistida por Molprobity23 y Phenix.

Las figuras fueron creadas en PyMol (www.pymol.org).

7.3.5. Determinacion estructural mediante calculos QM-MM

Para los calculos hibridos de Mecanica Cuantica-Mecanica Molecular (QM-MM), se utilizé
la Unién Funcional Ajustada de Densidad de Carga Autoconsensante (SCC-DFTB) para
describir la regién QM y el campo de fuerza ff14SB para describir la region MM

implementada en Amberl6. Las estructuras iniciales se tomaron de las estructuras
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cristalinas de NDM-1 en complejo con L-anti-2 y D-syn-2, y se construyeron in-silico para
los andlogos de oxazolidina reemplazando el atomo de azufre con un oxigeno. Se
afadieron dtomos de hidrégeno, y cada proteina se sumergié en una caja periddica
octaédrica truncada con una distancia minima soluto-pared de 8 A, llena de moléculas de
agua TIP3P explicitas28, utilizando el mddulo de salto AMBER1627. El radio de van der
Waals, las constantes de fuerza y las distancias de equilibrio, los angulos diédros para L-
anti-2 y D-syn-2 se tomaron de la base de datos gaff y las cargas parciales se calcularon
con cargas RESP utilizando el método Hartree-Fock y el conjunto de bases 6-31G*. Para
acomodar las moléculas de disolvente y los posibles choques, se realizé una minimizacién
inicial a nivel mecdnico molecular de cada estructura compleja, seguida de una
optimizacién de la geometria QM-MM. La regidn QM consistid en iones Zn (lI) mas las
cadenas laterales coordinadas de residuos Trp87, His116, His118, Asp120, His196, Cys221,

Asn233, His263 y el compuesto L-anti-2 o D-syn-2.
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7.4 Espectroscopia de 'H y 3C-RMN de compuestos seleccionados:

Compuesto L-anti-1:
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Compuesto L-anti-2:
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Compuesto L-syn-2:
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Compuesto 4
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Compuesto L-anti-7:
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Compuesto L-syn-7
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Compuesto L-anti/syn 12 (relacién 60:40):
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Compuesto L-anti/syn-14 (relacién 60:40):
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Compuesto L-anti-21:
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Compuesto L-syn-21
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Compuesto L-anti-22:
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Compuesto + 27 (syn/anti 90:10):
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Compuesto + 40:
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Compuesto + 41:
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Compuesto + 42
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Compuesto L-50 (syn/anti 82:18):
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Compuesto + 51:
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Compuesto 55a:
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Compuesto 55b:
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Compuesto 55c:
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Compuesto 56a:
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Compuesto 56¢
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Compuesto L-57

ono-—

[{if
£F'E
ET'E
G6L'E
T2'E
EZ'E
ELE
ZE'E—=
.vm.m;\
.ﬁv.m%
TR'E
ar'k
b.¢4_
81'b
LE'
BE'P—F
BE'P
TE'E
£0°5
80's
80’5
60’5

92—

A

EEEE

i
Lzgy
Rgot
Rggy
0T

66'0

FEE0

=oot

0.0

0.5

10

15

20

5

3.0

35

4.0

4.5

50

EE

&0

6.5

0

L0E~
SEE—
FEE—
E'BE-T

9T Ly
m.ﬁh__
EELy
L1985

|

U
w.hhg__.A
EEL

CELT—

FEET—

T
110

T
130

170

150




[239

Parte experimental

Compuesto L-58:
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Infections caused by multidrug resistant (MDR) bacteria are a major public health threat. Carbapenems are
among the most potent antimicrobial agents that are commercially available to treat MDR bacteria. Bacterial
production of carbapenem-hydrolysing metallo-B-lactamases (MBLs) challenges their safety and efficacy,
with subclass B1 MBLs hydrolysing almost all B-lactam antibiotics. MBL inhibitors would fulfil an urgent
clinical need by prolonging the lifetime of these life-saving drugs. Here we report the synthesis and
activity of a series of 2-mercaptomethyl-thiazolidines (MMTZs), designed to replicate MBL interactions
with reaction intermediates or hydrolysis products. MMTZs are potent competitive inhibitors of B1 MBLs
in vitro (e.g., Ki = 0.44 puM vs. NDM-1). Crystal structures of MMTZ complexes reveal similar binding
patterns to the most clinically important B1 MBLs (NDM-1, VIM-2 and IMP-1), contrasting with previously
studied thiol-based MBL inhibitors, such as bisthiazolidines (BTZs) or captopril stereoisomers, which
exhibit lower, more variable potencies and multiple binding modes. MMTZ binding involves thiol
coordination to the Zn(i) site and extensive hydrophobic interactions, burying the inhibitor more deeply
within the active site than p/L-captopril. Unexpectedly, MMTZ binding features a thioether—m interaction
with a conserved active-site aromatic residue, consistent with their equipotent inhibition and similar
binding to multiple MBLs. MMTZs penetrate multiple Enterobacterales, inhibit NDM-1 in situ, and restore
carbapenem potency against clinical isolates expressing B1 MBLs. Based on their inhibitory profile and
lack of eukaryotic cell toxicity, MMTZs represent a promising scaffold for MBL inhibitor development.
These results also suggest sulphur—1t interactions can be exploited for general ligand design in medicinal
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Introduction

B-Lactams are the most frequently prescribed antibiotics as they
are well tolerated, bioavailable and broadly active against
multiple Gram-positive and -negative bacteria."> Despite their
unrivalled therapeutic efficacy, the increasing occurrence of
multidrug-resistant (MDR) bacteria in clinical environments
has become a major public health problem.® This situation is
aggravated by growing numbers of susceptible, compromised
patients, including patients with COVID-19 for whom coin-
fections with antibiotic-resistant bacteria are frequently
reported.**

Carbapenems are highly potent anti-infective agents that are
often used to treat MDR Gram-negative bacteria.® Among Gram-
negative bacteria, the main mechanism of carbapenem resis-
tance is the expression of f-lactamases, enzymes that hydrolyse
the B-lactam ring, rendering these compounds inactive against
their targets."”® Presently, the most worrisome B-lactamases are
the metallo-B-lactamases (MBLs), Zn(u)-dependent enzymes
that display a broad substrate profile, being capable of inacti-
vating penicillins, cephalosporins and carbapenems.**
Furthermore, these enzymes are refractory to the action of all
currently available B-lactamase inhibitors, including
mechanism-based compounds such as clavulanic acid, tazo-
bactam and sulbactam, the diazabicyclooctane avibactam, and
the boronate vaborbactam."” MBLs are becoming increasingly
widespread in clinically relevant Gram-negative pathogens
including diverse Enterobacterales species, Pseudomonas aeru-
ginosa and Acinetobacter spp., on which they confer carbapenem
resistance.”® Since carbapenem resistant Gram-negative
bacteria are usually also extensively drug resistant (XDR), the
World Health Organization (WHO) has assigned them the
“highest priority for antibacterial drug research and develop-
ment”."* The worldwide dissemination of genes encoding for
MBLs, and the continuing emergence of new enzymes and
variants, is rapidly making them leading contributors to the
global antibiotic resistance crisis.

MBLs are classified into three subclasses, with the most
clinically relevant enzymes of subclass B1 active with two Zn(u)
ions bound to their active site.'®" Although the metal coordi-
nation sphere is conserved in all B1 enzymes, little homology is
present between the active sites of different enzymes even
within this subclass. For example, the most important B1
enzymes (those of the IMP, VIM and NDM families) share
approximately 30% sequence identity.>'®'® This structural
diversity makes the development of a universal MBL inhibitor
an exceptionally challenging task.”™ As a result, the use of
chelating compounds as MBL inhibitors has been pursued,****
despite the risk of off-target activity arising from indiscriminate
chelation of metal ions.

One strategy to address the challenge of MBL inhibition is to
exploit our current knowledge regarding common features of -
lactam antibiotic binding and hydrolysis that are shared by
different MBLs despite their structural differences.'>** Based on
this approach, we recently reported a series of bisthiazolidines
(BTZs), bicyclic substrate mimics decorated with a zinc-binding

© 2021 The Author(s). Published by the Royal Society of Chemistry
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thiol moiety (Fig. 1), that are cross-class MBL inhibitors active in
vitro and against bacterial pathogens expressing MBLs.”** X-
ray crystallographic analyses of MBL:BTZ complexes revealed
that this scaffold mimics the structure of bicyclic substrates,
and that different stereochemistries can elicit different coordi-
nation modes within the active site, that nevertheless result in
equally effective inhibition.>

Common mechanistic features of MBLs are identified by
kinetic, spectroscopic and structural studies. MBLs of multiple
subtypes have been shown to hydrolyse carbapenems via
a common catalytic intermediate, in which the B-lactam ring
has already been cleaved, that interacts with the metal site in
a manner that is consistent across different enzyme targets.'>*
The binding mode of these intermediates resembles that re-
ported for several enzyme-product adducts described by X-ray
crystallography.”?® Capturing features of the interactions of
hydrolytic intermediates, and related hydrolysed products, with
MBLs, can therefore guide the design of compounds aimed at
inhibiting multiple MBL targets.

Based on this knowledge, we here report a novel 2-
mercaptomethyl-thiazolidine (MMTZ) scaffold, a prototype that
partially resembles MBL-bound intermediates and product
species, whilst retaining the metal-binding thiol group present
in the BTZs. This “second advanced” series of inhibitors
displays more potent inhibitory activity than the earlier, “first
generation” BTZs and can restore the activity of imipenem
against MBL-producing carbapenem resistant Enterobacterales

(MBL-CREs). Importantly, 2-mercaptomethyl-thiazolidines
A H B
R H
°
OH
O/\
Penicillins Carbapenem
Anionic Intermediate
C H D 0
/\//S EtO
s WR 5. R
’)/N R HS HN R
HS
@ o
Bisthiazolidine (BTZ) 2-Mercaptomethyl-
thiazolidine (MMTZ)
E F o
o N HO S
OH HN
o}
SH
o7 TOH
L-Captopril Thiazolidine-2-4-dicarboxylic
acid

Fig. 1 Chemical structure of the (A) penicillins, (B) carbapenem
anionic intermediate, (C) bisthiazolidine (BTZ), (D) MMTZ scaffold
herein designed, (E) L-captopril reported in ref. 30 and 31 as an MBL
inhibitor, (F) thiazolidine-2-4-dicarboxylic acid reported in ref. 32 as an
MBL inhibitor.
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(MMTZs) represent a synthetically accessible series of phar-
macophores that can be easily prepared by a condensation
reaction of aminothiols with mercapto-carbonyl compounds
masked under a dithiane form. All synthesised and tested
MMTZs show similar inhibitory potency against different B1
MBLs, consistent with a conserved mode of binding. MMTZ
stereoisomers display a less variable range of potencies than
stereoisomers of a chemically related compound, p/i-captopril,
a clinically approved anti-hypertensive agent previously inves-
tigated”” as an MBL inhibitor.?®* Crystal structures of NDM-1,
VIM-2 and IMP-1 complexed with MMTZs reveal that this is
likely due to the reduced conformational flexibility of MMTZs,
compared to the captopril series, and to the presence of
a conserved interaction between the sulphur atom of the thia-
zolidine (TZ) ring and an aromatic residue present at the base of
a mobile active site loop present in the different B1 enzymes.
Thus, MMTZs represent a novel scaffold able to inhibit the
clinically relevant B1 MBLs in vitro and in situ through
a conserved binding mode and constitute a promising new
avenue in the continuing search for MBL inhibitors.

Results
Design and synthesis of MMTZs

BTZs are bicyclic MBL inhibitors, designed as substrate mimics,
decorated with two zinc binding groups: a thiol and a carbox-
ylate (Fig. 1).*® Based on these features we envisioned that
a simpler, monocyclic compound, mimicking the reaction
intermediate or hydrolysis product, could allow us to better
explore stereochemical preferences in the in the MBL active site,
retaining the main binding features of the BTZs, but being more
versatile with respect to stereochemistry. In this regard, -
captopril captures these features (Fig. 1), partially mimicking
the five-membered ring present in hydrolysed penicillins and
conserving the carboxylate moiety, with the thiol group
providing an anchoring point to the metal binding site.”®
However, different captopril stereoisomers demonstrate a range
of inhibitory potencies towards B1 MBLs.*>*' We reasoned that
a TZ scaffold bearing a thiol group and carboxylate moiety
(Fig. 1) could outperform or improve upon captopril due to the
shorter thiol-bearing side chain, that would restrict conforma-
tional mobility within the active site and provide a more rigid
metal-binding scaffold. Since a TZ containing two carboxylate
groups was shown to be a potent inhibitor of the B1 enzyme
CcrA (Fig. 1),>* we hypothesised that a MMTZ molecule would
elicit even more potent inhibition due to the presence of the
zinc-binding thiol moiety.

Thiazolidines are versatile motifs broadly used in medicinal
chemistry®® that can be easily obtained by the condensation
between carbonyls and 1,2-aminothiols. Based on the required
structural features, two series of 2-ethoxycarbonyl-2-
mercaptomethyl thiazolidine-4-carboxylic acids were designed
(Fig. 2), 1a with R = H, and 1b with R = Me, thus including the
gem dimethyl group present in penicillins. For each series, we
prepared the L and p enantiomers starting from the corre-
sponding t and p amino acids 2. The mercapto-ketone needed
for its preparation was used under the dithiane form 3, and

2900 | Chem. Sci,, 2021, 12, 2898-2908
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Fig. 2 (A) Synthetic scheme of 2-mercaptomethyl-thiazolidines

(MMTZs) and reaction yields. (B) Chemical structure of the MMTZ
inhibitors: L-anti-1a (brown), p-anti-1a (orange), L-anti-1b (green), L-
syn-1b (light blue), p-anti-1b (purple) and p-syn-1b (pink). The ster-
eocentres of the thiazolidine ring are labelled according to their
absolute configuration as S or R.

synthesised as previously reported.** MMTZs were next
prepared by cyclocondensation of 1,2-aminothiols 2 and
dithiane 3 (Fig. 2), affording the syn/anti diastereomeric
mixtures, that were easily purified and evaluated as pure
compounds. In the case of MMTZ 1a, only the anti diastereomer
could be isolated, although both isomers were observed in NMR
spectra of the crude reaction. The two diastereomers of thia-
zolidine 1b were isolated and characterised independently.
MMTZs (i-anti-1a, p-anti-1a, 1-anti-1b, o-anti-1b, 1-syn-1b, p-syn-
1b) were prepared and isolated (Fig. 2). The stability of the
compound p-anti-1b was assessed in PBS (pH 7.2, 27 °C). We
observed that, under these conditions, 88% of intact MMTZ
remains after 6 hours (Fig. S1t). Analysis by LCMS indicates that
the MMTZ did not hydrolyse to penicillamine and the main
degradation product was the disulphide derivative (Fig. S2t).

MMTZs are potent MBL inhibitors

We assessed the inhibitory potency of the synthesised MMTZs
against three representatives, clinically important, subclass B1
MBLs: NDM-1, IMP-1, and VIM-2."” Hydrolysis rates for the
carbapenem imipenem were determined under steady-state
conditions in the presence of MMTZs, with progress curves

© 2021 The Author(s). Published by the Royal Society of Chemistry
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Inhibition potencies of MBLs inhibitors. K; of MMTZs and BTZs and ICsq of captopril compounds

Inhibition potency (uM)

Inhibitor Chemical structure NDM-1 IMP-1 VIM-2 Ref.
[o]
EtO s,
L-anti-1a nd N 5.2 + 0.7 1.0 + 0.2 0.38 + 0.05 This work
OH
o]
eo, s
p-anti-1a et 2.5+ 0.5 1.3 + 0.1 0.39 + 0.04 This work
JOH
[e]
E(O«/s
r-anti-1b ne { 0.44 + 0.06 0.46 + 0.05 0.75 =+ 0.09 This work
OH
o
E(O—/Z) s
L-syn-1b Hs N 8§+1 6.0 + 0.6 3.6 + 0.4 This work
OH
o
[o]
g0,
p-anti-1b hs HN—/ 31403 0.93 + 0.08 0.9 +0.1 This work
o/’/~OH
Eto‘ﬁ/
/" S i
p-syn-1b v ) 0.60 £ 0.05 2.0 £ 0.2 1.9 £ 0.1 This work
Jom
H
s S
L-BTZ-1 )/Ni 741 8+2 2.9+ 0.4 23 and 25
HS 3 OH
H
< -8
p-BTZ1 N 19+3 6+1 3.2+ 04 23 and 25
HS— 0/}\OH
H
s Qe
L-BTZ-2 e 18 +3 15+ 3 6+1 23 and 25
HS: OH
(0]
g s
p-BTZ-2 S__»Nﬁ 1241 1443 10 £ 2 23 and 25
HS— O/}\OH
[o]
1-Captopril ”sﬁﬁ 157 £ 1 2341 44408 31
© OH
o
p-Captopril ”SYL_“Q 20 +2 741 0.07 + 0.01 31
Oﬁ\OH
[e]
. . Hs/\)\w
L-epi-Captopril : ﬁ >500 436 + 1 6+2 31
° OH
[e]
. , I,
p-epi-Captopril o= 65+1 173 £1 5.5+ 0.7 31

OH

able to be fitted to a competitive inhibition model (Fig. S3 and
S47) yielding inhibition constants (K;) in the low-to sub-uM
range (Table 1).

All MMTZs were potent inhibitors of all three assayed MBLs,
with K; values ranging between 0.38 and 8 uM. The two anti-

© 2021 The Author(s). Published by the Royal Society of Chemistry

enantiomers of MMTZ 1a showed similar potencies against
each enzyme (e.g. 5.2 and 2.5 pM against NDM-1 for r-anti-1a
and p-anti-1a, respectively) despite their differing enantiomeric
configurations. In contrast, for the MMTZs 1b, bearing a gem-
dimethyl group, the stereochemistry has an impact (though
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modest) upon inhibition. In the case of NDM-1, K; values for
these four compounds varied between 0.44 and 8 uM. Of the six
compounds tested, the two most potent NDM-1 inhibitors are r-
anti-1b (0.44 pM) and p-syn-1b (0.60 puM), both with the gem-
dimethyl group. Within the series of compounds 1b, the
heterocycles with the mercaptomethyl group in the 25 config-
uration (t-anti-1b and bp-syn-1b) were better inhibitors than
those in the 2R configuration: MMTZ r-anti-1b was 7-fold more
active against NDM-1 than its enantiomer p-anti-1b; and p-syn-
1b was 13 times more active than the enantiomer r-syn-1b. The
potencies displayed by MMTZs with an R stereocentre were
comparable to the K; values of compounds from the 1a series.

The MMTZ inhibitors performed best against VIM-2 (K;
values between 0.38 and 3.6 pM), with the two 1a compounds
showing the highest potency. For IMP-1, K; values ranged
between 0.46 and 6 pM. Among compounds containing the gem-
dimethyl group (series 1b), MMTZs with an anti configuration
showed generally lower K; values than their syn counterparts for
both VIM-2 and IMP-1. MMTZ r-anti-1b showed the best inhi-
bition profile against all three MBLs. Overall, the inhibitory
activity against MBLs is clearly better than that of BTZs against
the B1 enzymes (Table 1). In the case of NDM-1, L-anti-1b and p-
syn-1b are 12-fold more potent inhibitors than 1-BTZ-1 (the best
compound within the BTZ series), with all other MMTZs dis-
playing equal lower or lower K; values to those measured for t-
BTZ-1 (Table 1).

We then assessed the ability of these compounds to pene-
trate the bacterial outer membrane and inhibit NDM-1 within
the bacterial periplasm.® To this end, we used "H NMR to follow
imipenem hydrolysis by E. coli cells expressing NDM-1 in the
presence of the different inhibitors (Fig. S5T). NDM-1 in the E.
coli periplasm hydrolyses a solution of 500 pM imipenem
completely in 12-15 min (Fig. S51). All MMTZs were able to
protect imipenem from the hydrolytic activity of NDM-1. Table 2
summarises the in-cell 1Cs, values for E. coli cells expressing
NDM-1. In E. coli, p-syn-1b was the most potent inhibitor (in-cell
IC5o = 10 uM, Fig. S5 and S6t). MMTZs lacking the gem dimethyl
group, L-anti-1a and p-anti-1a, were 5 and 6 times less potent
than p-syn-1b. However, MMTZs bearing the gem dimethyl
group and different stereochemistry than p-syn-1b displayed
lower potencies. These relatively elevated ICs, values likely arise
from differences in cell penetration and in the stability of the
inhibitor thiol in the cellular environment. In comparison, L-
BTZ-1, displayed an in-cell ICs, for NDM-1-catalysed imipenem

Table 2 In-cell ICsg. Imipenem hydrolysis by E. coli cells expressing
NDM-1 was followed in the presence of different concentration of the
MMTZs

Inhibitor In-cell ICs¢ (uM)
L-anti-la 54+ 4
p-anti-1a 64 + 5
r-anti-1b 160 + 10
L-syn-1b 230 + 30
p-anti-1b 210 £ 10
p-syn-1b 10+1

2902 | Chem. Sci, 2021, 12, 2898-2908

View Article Online

Edge Article

hydrolysis of 23 uM,* in the equivalent low micromolar range to
the value for p-syn-1b.

MMTZs adopt a uniform binding mode to class B1 MBLs

To understand the interactions of MMTZs with the different B1
MBLs, we obtained the crystal structures of NDM-1, VIM-2 and
IMP-1 in complex with both r-anti-1b and p-syn-1b (resolutions
1.4-1.87 A, Table S1%), the most potent compounds in the
inhibition studies. In all cases clear positive F, — F, difference
density was observed in electron density maps derived from
inhibitor-exposed crystals. Compounds could be modelled into
these features (Fig. S7t) with real space correlation coefficients
(RSCC values, calculated during PDB submission) =0.91 (Table
S2t) giving high confidence in the presence and correct fitting
of bound inhibitor.***” For all enzymes inhibitors were
modelled into all molecules of the asymmetric unit (ASU), with
the exception of NDM-1:r-anti-1b, in which the inhibitor was
modelled in only one of the two chains in the ASU. Evidence of
inhibitor dimerization in the active sites was not present.

In all cases, the thiol moiety of the inhibitors binds equi-
distant between the two zinc ions, displacing the hydrolytic
water/hydroxide (Fig. 3 and Table S37), and maintaining a Zn-
Zn distance of 3.57-3.79 A (Table S37). This distance is consis-
tent with that reported for the uncomplexed forms of MBLs and
for some complexes with products and inhibitors.>3®3%4¢
Additionally, several hydrophobic residues lining the active site
significantly stabilise inhibitor binding. These include residues
on the mobile L3 loop, with NDM-1 Leu59, Met61 and Val67
contributing to binding in both inhibitor complexes (Fig. 3A
and B), while in VIM-2 Phe61 and Tyr67 at the base of the L3
loop are in close proximity to both inhibitors (Fig. 3C and D). In
IMP-1, due to a small conformational change in the flexible L3
loop,* either two (Val61, Phe87, i-anti-1b, Fig. 3E) or three
(Valé61, Trp64, Phe87, p-syn-1b, Fig. 3F) hydrophobic residues
stabilise binding. Furthermore, the residue Trp87 (in NDM-1
and VIM-2) or Phe87 (IMP-1) is positioned close (approxi-
mately 4 A) from the ethoxy sidechain in all the MBL:MMTZ
complexes, providing a strong hydrophobic interaction. In
NDM-1 only, an additional hydrophobic residue, Ile29 situated
close to the N-terminus, also contributes to binding.

The inhibitors form few hydrogen bonds within the active
site (Table S3t). For r-anti-1b, the carboxylate interacts weakly
with Asn233 on the L10 loop in NDM-1 and IMP-1 (3.46 and 3.28
A, respectively), but this is not observed in the VIM-2 complex.
In complexes with p-syn-1b the inhibitor interacts more closely
with the backbone amide of Asn233 (2.56-3.07 A, Table S31),
while in VIM-2 there is an additional weak interaction with
Arg228 (3.39 A) that is not present in NDM-1 and IMP-1.

Overlays of complexes of r-anti-1b with NDM-1, VIM-2 and
IMP-1 highlight the similarities in binding (Fig. S8AY), partic-
ularly between NDM-1 and IMP-1, with differences in the posi-
tioning of the L10 loop in VIM-2 resulting in a slightly different
orientation for the bound inhibitor. The structures also high-
light some flexibility of binding for the ethoxy carbonyl side
chain, which is rotated 180° about the carbonyl carbon in the
IMP-1:1-anti-1b structure compared to NDM-1 or VIM-2, largely

© 2021 The Author(s). Published by the Royal Society of Chemistry
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due to the lack of hydrogen bonds between the inhibitor side
chain and the protein backbone. This flexibility is also apparent
in the electron density, which is more poorly defined for the
ethoxy -CH; atoms in the NDM-1 structures (Fig. S71).

The inhibitor p-syn-1b binds very similarly to NDM-1 and
IMP-1 (Fig. S8Bt) but has a slightly different orientation in VIM-
2 due to interactions of the carboxylate with Arg228. Despite
these small differences in binding, however, both r-anti-1b and
p-syn-1b display broadly consistent binding modes, making few
(and weak) interactions with the protein backbone and with the
thiol:zinc interaction dominating binding.

Role of a common S-7v interaction on MMTZ binding

Notably, the sulphur atom of the thiazolidine ring of MMTZs is
located at 3.8 A from the edge of the indole group of NDM-1
Trp87, at the base of loop L3 (Fig. 4). A similar sulphur-n
interaction with an aromatic group at this position (Trp in
NDM-1 and VIM-2, Phe in IMP-1) is observed in all 6 complex
structures with the two MMTZs (Fig. 4 and Table S37). In NDM-1

© 2021 The Author(s). Published by the Royal Society of Chemistry

and IMP-1, the sulphur atom is located in a coplanar manner to
the edge of the aromatic ring, while in VIM-2, the sulphur forms
a stacking interaction with Trp87. The conservation of this
interaction does not seem to be incidental. Unfortunately,
attempts to test its role by preparing oxazolidine analogs, using
the same synthetic methodology, were unsuccessful (data not
shown). Therefore, we decided to explore its role in silico. Based
on the crystal structures of NDM-1 bound to r-anti-1b and p-syn-
1b, we constructed structural models of the analogous 2-mer-
captomethyl oxazolidines (MMOZs) bound to NDM-1 by
replacing the sulphur atom of the thiazolidine ring with an
oxygen atom. The experimental geometries of the bound
MMTZs and the simulated geometries of the bound MMOZs
were minimised by hybrid quantum mechanics molecular
calculations (QM/MM). The adducts of MMTZs with NDM-1
yielded final geometries similar to those in the crystal struc-
ture, i.e., preserving the S-m distances (Fig. S9A and Bf).
Instead, in the theoretical complexes with MMOZs, the inter-
action distance between the O atom and Trp87 was increased
upon geometry optimization (Fig. S9C and D). The difference is

Chem. Sci, 2021, 12, 2898-2908 | 2903
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Fig. 4 Interactions of the thiazolidine ring sulphur atom with the

aromatic group of the residue at position 87. Interactions (black
dashes) between the benzene ring of Trp87 or Phe87 (blue sticks) and
the thiazolidine sulphur of L-anti-1b (top, green sticks) or p-syn-1b
(bottom, pink sticks) in the active sites of NDM-1 (A and B), VIM-2 (C
and D) and IMP-1 (E and F). Distances shown in A are measured from
the centre of the benzene ring to the thiazolidine sulphur atom.

most prominent in the NDM-1:r-anti-1b complex which showed
an increase of 1.10 A when the O is present and significant
movement of the ligand. In the NDM-1:p-syn-1b adduct, the O-7
distance is 0.34 A longer than the S-7 distance. We conclude
that the presence of the thioether S favours the interaction with
the aromatic groups in all studied MBLs, contributing to
binding.

MMTZs restore the action of imipenem against
Enterobacterales and are not toxic against eukaryotic cells

We analysed the activity of MMTZs against clinical isolates
producing MBLs by measuring their impact on the minimal

View Article Online
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inhibitory concentration (MICs) of imipenem (Table 3). MMTZs,
particularly compound b-anti-1b, were able to successfully
inhibit the MBLs present in Enterobacterales, as evident by
a reduction of up to 16-fold in MIC values. In the absence of the
carbapenem antibiotic, none of the MMTZs inhibitors has
a detrimental effect on the bacterial growth, indicating that
reduction of the MIC values is due to the restoration of
susceptibility to imipenem through inhibition of the MBLs by
the MMTZ inhibitors.

Finally, we evaluated the cytotoxicity of the six MMTZs
against cultured HEK293, L929 and VERO cell lines at 260, 355
and 530 pM (Fig. 5). Encouragingly, compounds bearing the
gem dimethyl group did not show any toxicity under the assayed
conditions. However, MMTZ p-anti-1a induced a decline in cell
viability percentages in almost all conditions, while r-anti-1a
was more selectively toxic towards the HEK293 cell line. Overall,
however, the combined impact of MMTZs in lowering the MICs
of MBL-CRE, and their lack of or low toxicity, make them
promising compounds for development as MBL inhibitors.

Discussion

Here we report a series of MMTZs as potent inhibitors of B1
MBLs. These compounds showed comparable potencies against
the three representative MBLs enzymes (NDM-1, VIM-2 and
IMP-1, the most clinically important resistance determinants).
MMTZs were able to enter the periplasm of E. coli, as evidenced
by inhibition of NDM-1 catalysed imipenem hydrolysis in situ,
and restore the antimicrobial effect of imipenem against clin-
ical Enterobacterales. The discrepancies between the K; and in-
cell 1C5, values can be attributed either to the stability of the
thiol groups in the different strains or to differences in
permeability between the clinical strains. Despite differences in
the stereochemistry of individual inhibitors, the MMTZ scaffold
utilises a similar binding mode to bind to the active site of the
different MBLs tested.

As previously reported for most thiolate MBL inhibitors,>>*°
the driving force for MMTZ binding to the active site is the
interaction with the metal centre of the thiolate, that bridges
the two Zn(u) ions and replaces the hydroxide/water nucleo-
phile. MMTZs share this binding mode with the related BTZs
and with the captopril stereoisomers. Notably, however, MMTZs

Table 3 Minimum inhibitory concentrations of imipenem (IMI) and MMTZs for a panel of clinical isolates expressing B1 MBLs

MIC (mg L)
IMI + IMI + IMI + IMI + IMI + IMI +
Isolate MBL IMI L-anti-1a p-anti-1a L-anti-1b L-syn-1b p-anti-1b p-syn-1b
K. pneumoniae (1.37) NDM 32 8 8 8 16 8 8
E. coli (8.68) NDM-1 64 16 16 16 32 16 32
K. pneumoniae (LC 82) IMP-13 1 0.5 0.25 0.25 1 0.25 0.5
Enterobacter spp. (42713) IMP 16 16 8 8 16 8 8
P. mirabilis (UNC KPC 170)* IMP 16 8 8 4 16 1 8
K. pneumoniae (6907) VIM-2 4 2 2 1 4 1 4
K. aerogenes (6915) VIM-2 8 4 2 2 4 2 4
K. pneumoniae (5639) VIM-24 8 8 4 4 8 1 8

“ Due to intrinsic reduced susceptibility to imipenem, strains from the Morganellaceae family were tested using meropenem.
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differ from these compound classes through the absence of
electrostatic interactions, such as those of the carboxylate
groups of BTZs or captopril stereoisomers with Asn233
(conserved in most B1 MBLs) and Lys224 (NDM-1 and IMP-1) or
Arg228 (VIM-2) (Fig. S10 and S11t). These interactions have
been also identified as critical for substrate recognition by
MBLs. Notwithstanding, MMTZs show better inhibition poten-
cies against the B1 MBLs tested than BTZs or captopril stereo-
isomers. Most importantly, our data reveal that the different
MMTZs adopt a similar, common binding mode to their
different B1 MBL targets, contrasting with other thiol-based
inhibitors where binding is both enzyme and stereospecific.***

MMTZs were designed to mimic product-like reaction
intermediates (Fig. 1) or replicate enzyme:product interactions,
with the addition of a thiol to strengthen binding to the bi-Zn(u)
site. Therefore, we compared the binding modes of MMTZs with
some reported enzyme:product complexes, such as those of
NDM-1 with hydrolysed meropenem (PDB 5ypm*'), cefuroxime
(PDB 502e*?) and ampicillin (PDB 5zgr*®). The five-membered
rings of the MMTZs lies perpendicular in the active site with
respect to the rings of the hydrolysed antibiotics (Fig. S127) as
a result of the electrostatic interactions of the f-lactam
carboxylate group with Lys224 that are not replicated by
MMTZs.

The conserved sulphur-m interaction (Fig. 4) plays a signifi-
cant role in enhancing MMTZ binding, as confirmed by QM/
MM calculations. This interaction is not present in the
enzyme-product complexes of penicillins with MBLs,** since
the thiazolidine ring of ampicillin is perpendicular to the
MMTZ thiazolidine ring (Fig. S12t). Therefore, MMTZs provide
stronger interactions than penicillins
hydrolysis products.

In the case of the complex with the cephalosporin cefurox-
ime, the six-membered dihydrothiazine ring lies perpendicular
to the five-membered ring of MMTZs. However, the geometry of
the cefuroxime dihydrothiazine ring enables the interaction of
the sulphur with Trp87 to be maintained (Fig. S121). It is also
notable that, in MMTZ complexes with NDM-1, the position of
the L3 loop more closely resembles that observed in the
complex with hydrolysed meropenem than in those with either
ampicillin or cefuroxime. This may reflect the absence in
MMTZs of a group equivalent to the relatively bulky C6/C7

sulphur-aromatic

© 2021 The Author(s). Published by the Royal Society of Chemistry

substituents of these substrates (as opposed to the much
smaller C6 hydroxyethyl group of meropenem), and the conse-
quent avoidance of possible steric clashes.

MMTZs also resemble the captopril stereoisomers (Table 1),
since both families of compounds have a carboxylate group
bound to a five-membered ring (mimicking the intermediate/
product of penicillin hydrolysis) and an additional thiol
moiety. However, the different captopril stereoisomers exhibit
a wide range of inhibitory potencies towards B1 MBLs (Table 1).
For example, epi-p- and epi-L-captopril are only efficient inhibi-
tors of VIM-2, while showing greatly reduced potency against
NDM-1 and IMP-1.*° The adducts of p- and r-captopril with B1
MBLs show a similar binding mode in the active site, but the
p isomer is much more potent and targets a wider range of
MBLs. This is not the case for the different stereoisomers of the
MMTZs reported here, whose potencies across the range of
targets fall consistently within the low- to sub-uM range.
Selectivity of captopril b isomers has been explained by appre-
ciating the more extensive electrostatic interactions of the
carboxylate moiety with Lys224 (NDM-1, IMP-1) or Arg228 (VIM-
2) (Fig. S10%1).** A comparison of the binding modes of the
MMTZs with captopril reveals that the five-membered ring of
MMTZs is positioned more deeply within the active site (i.e.
closer to the metal centre), despite the smaller number of
electrostatic interactions and hydrogen bonds formed by
MMTZs (Fig. S10t). This finding confirms our prediction that
a shorter side chain connecting the thiol group with the five-
membered ring could enhance binding with respect to the
captopril variants.

We conclude that the consistent involvement in binding of
sulphur-7 interactions (not possible for the pyrrolidine ring of
captopril) explains the better and more uniform inhibitory
potency of MMTZs against the range of B1 MBLs, compared to
the more variable potency of the different captopril isomers.

Similarly, although the related, but less potent, BTZs show
more consistent inhibitory potency across different MBL
targets, they do so by means of different binding modes that,
while overall conserving the electrostatic interactions of the
carboxylate group with residues at positions 224, 228 and 233,
vary markedly between MBL target and BTZ stereoisomer. Due
to their rigid bicyclic scaffold, none of the BTZs tested can adopt
a mode of binding that shows significant sulphur-m

Chem. Sci., 2021, 12, 2898-2908 | 2905
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interactions, supporting our hypothesis that such an interac-
tion both enhances inhibitory potency and controls the
conformation in the MBL active site of bound MMTZ.

Thioether-aromatic interactions can stabilise ligand binding
by up to ca. 3.2 kcal mol™, an energy comparable to a salt
bridge, with the further advantage of being insensitive to pH
changes.*** The distances and orientations observed in these
MBL:MMTZ complexes (Fig. 4) are, based on previous experi-
mental and theoretical studies, expected to maximise these
interactions.*® This interaction orients the five-membered ring
of the MMTZ within the active site, overriding the steering effect
of the electrostatic interactions that may be formed by the
carboxylate group. We conclude that the MMTZ scaffold
improves the affinity of the thiol binding group by favouring
hydrophobic contacts with the active site of B1 MBLs, specifi-
cally by means of a sulphur- interaction with the conserved
aromatic residue at position 87.

Conclusions

MMTZs were iteratively designed as a novel chemical scaffold to
inhibit B1 MBLs. The six purified inhibitors displayed inhibition
constants in the low- to sub-uM range for the B1 enzymes, with p-
syn-1b as overall the most consistently potent inhibitor of both the
different purified enzymes in vitro and, in combination with car-
bapenem antibiotics, in antibacterial assays against MBL-
expressing strains of clinical microorganisms such as E. coli.
These compounds are versatile and can be easily prepared with
high yields. Since we report that the carboxylate group of MMTZs is
not involved in significant electrostatic interactions, the possibility
of introducing other substituents at the 4-position could result in
even more potent inhibitors to improve the development of this
scaffold. Furthermore, our discovery that the sulphur- interaction
apparently plays a key role in inhibitor binding strongly supports
the suggestion that this feature can be exploited as a general
concept both in MBL inhibition, taking advantage of the availability
of conserved hydrophobic residues in accessible positions across
multiple target enzymes, and more widely in ligand design in
medicinal chemistry.

Experimental methods
General methods

Reactions were monitored by analytical thin layer chromatog-
raphy (TLC) on 0.25 mm silica gel coated plastic sheets (SIL G/
UV 254). Flash chromatography on silica gel 60 (40 um average
particle diameter) was used to purify the crude reaction
mixtures. All NMR spectra were recorded in CDCl3, at 300 K on
a Bruker Avance 400 MHz spectrometer equipped with a 5 mm
QXI probe and on an Avance III 400 MHz spectrometer equip-
ped with a 5 mm BBO probe. Chemical shifts (6) are expressed
in ppm using tetramethylsilane (TMS) as internal reference, and
multiplicities are indicated as s (singlet), d (doublet), t (triplet),
g (quartet), m (multiplet), br (broad). All reactions were carried
out in dry, freshly distilled solvents under anhydrous conditions
unless otherwise stated. HRMS-ESI spectra were recorded on
MicroTOF-QTM (Bruker Daltonics) mass spectrometers. Optical
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rotation was measured using a Kruss Optronic GmbH P8000
polarimeter with a 0.5 mL cell (concentration ¢ given as g/100
mL). The purity of final tested compounds was =95% as
determined by 'H-NMR, and HPLC.

Synthesis of diethyl 2,5-dihydroxy-1,4-dithiane-2,5-
dicarboxylate 3

To a stirred solution of ethyl 3-bromopyruvate (14 g, 0.071 mol) in
MeOH (125 mL) cooled at —10 °C, was added a cooled (0 °C)
suspension of NaHS (11 g, 0.20 mol) in MeOH (125 mL) at 2 mL per
minute. A white solid is formed during the addition, and cooling
with stirring was continued for 1 h. The solid was collected, washed
with Et,0 (50 mL) and dried to give 3 as white solid (7.8 g, yield
73%). 'H-NMR (400 MHz, DMSO-d,) 6 6.98 (s, 2H), 4.18 (q, J =
7.1 Hz, 4H), 3.65 (d, ] = 14.1 Hz, 2H), 2.87 (d,J = 14.1 Hz, 2H), 1.23
(t,/ = 7.1 Hz, 6H) according to reported values in literature.*

Synthesis of (2S,4R)-2-(ethoxycarbonyl)-2-(mercaptomethyl)
thiazolidine-4-carboxylic acid (L-anti-1a)

To a stirred suspension of r-cysteine (L-2a) (1 g, 8.3 mmol) in
MeOH (20 mL) was added under N,, dithiane 3 (1.4 g, 2.76
mmol), LiCl (35 mg, 0.82 mmol) and heated at reflux for 2 h. The
reaction mixture was concentrated under reduced pressure. The
residue was poured into H,O (60 mL), the pH was adjusted to 3
with HCl 1 M, and extracted with AcOEt (3 x 60 mL). The
combined organic layers were dried (Na,SO,), filtered and
concentrated. A crude reaction was obtained as a diastereo-
meric mixture of L-anti/syn-1a 70 : 30. The crude was purified by
SiO, using nHex : AcOEt : AcOH (70 : 29 : 1) to afford r-anti-1a
as white solid (0.32 g, yield 40%), mp 99.1-101 °C. '"H-NMR (400
MHz, CDCl;) 6 4.36-4.29 (m, 2H), 4.11 (dd, J = 9.0, 6.2 Hz, 1H),
3.43 (dd, J = 10.7, 6.2 Hz, 1H), 3.06-3.01 (m, 1H), 3.03 (d, J =
8.4 Hz, 2H), 1.97 (t, ] = 8.4 Hz, 1H), 1.34 (t,/ = 7.1 Hz, 3H), 0.86
(br, NH). "*C-NMR (100 MHz, CDCl;) ¢ 174.1, 171.0, 79.3, 65.0,
62.9, 39.2, 33.6, 14.0. [aJ3! = —94.12 (c 2.6, AcOE).

Synthesis of (2R,4S)-2-(ethoxycarbonyl)-2-(mercaptomethyl)
thiazolidine-4-carboxylic acid (p-anti-1a)

Prepared in analogous route as described for r-anti-1a, starting
from p-cysteine p-2a and dithiane 3. The crude was purified by
SiO, using nHex : AcOEt : AcOH (70 : 29 : 1) to afford p-anti-1a
as a white solid, yield 48%. The spectroscopic properties were
identical to those obtained for r-anti-la. HRMS calculated for
CgH13NO,S, [MNa]" 274.0184, found 274.0178.

Synthesis of (2S/R,4R)-2-(ethoxycarbonyl)-2-(mercaptomethyl)-
5,5-dimethylthiazolidine-4-carboxylic acid (L-anti/syn-1b)

Prepared in analogous route as described for r-anti-1a,
starting from r-penicillamine 1-2b and dithiane 3. A crude
reaction was obtained as a diastereomeric mixture (L-anti/syn-
1b 60:40). The crude was purified by SiO, using
nHex : AcOEt : AcOH (70:29:1) to afford r-anti-1b 46%
yield, and t-syn-1b 41% yield.
(25,4R)-2-(Ethoxycarbonyl)-2-(mercaptomethyl)-5,5-dimethyl
thiazolidine-4-carboxylic acid (r-anti-1b). Colourless oil, yield

© 2021 The Author(s). Published by the Royal Society of Chemistry
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46%. "H-NMR (400 MHz, CDCl;) § 4.37-4.26 (m, 2H), 3.84 (s,
1H), 3.03-3.00 (m, 1H), 2.96-2.90 (m, 1H), 2.00 (s, 1H, br), 1.62
(s, 2H), 1.33 (t,J = 7.1 Hz, 3H), 1.30 (s, 3H). *C-NMR (100 MHz,
CDCl;) 6 173.5,171.3, 76.1, 72.5, 62.6, 60.7, 34.1, 26.5, 26.1, 14.0.
HRMS calculated for C;,H;,NO,S, [MNa]" 302.0491, found
302.0490; [a]' = —49.1 (c 1.9, AcOE).
(2R,4R)-2-(Ethoxycarbonyl)-2-(mercaptomethyl)-5,5-dimethyl
thiazolidine-4-carboxylic acid (i-syn-1b). Colourless oil, yield
41%. "H-NMR (400 MHz, CDCl;) 6 4.31-4.20 (m, 3H), 3.25 (d, ] =
14.4 Hz, 1H), 3.11 (d, J = 14.4 Hz, 1H), 1.64 (s, 3H), 1.40 (s, 3H),
1.31(t,J = 7.1 Hz, 3H). ">C-NMR (100 MHz, CDCl;) § 173.1,171.3,
76.7, 73.3, 62.1, 59.4, 32.4, 28.1, 27.2, 13.9. C;oH;,NO,S, [MNa]"
302.0491, found 302.0490. [a]3' = —124.7 (c 1.44, CH;OH).

Synthesis of (25/R,4S5)-2-(ethoxycarbonyl)-2-(mercaptomethyl)-
5,5-dimethylthiazolidine-4-carboxylic acid (p-anti/syn-1b)

Prepared in analogous route as described for r-anti-1a, starting
from p-penicillamine p-2b, and dithiane 3. The residue was
purified by SiO, using nHex : AcOEt : AcOH (60 : 40 : 0.5) to
afford p-anti-1b 44% yield, and p-syn-1b 40% yield.
(2R,4S)-2-(Ethoxycarbonyl)-2-(mercaptomethyl)-5,5-dimethyl
thiazolidine-4-carboxylic acid (p-anti-1b). Colourless oil, yield
44%; the spectroscopic properties were identical to those ob-
tained for r-anti-1b, [a]p = +42.5 (c 1.6, AcOEt). HRMS calcu-
lated for C,oH;,NO,S,, [MNa]" 302.0491, found 302.0521.
(25,4S)-2-(Ethoxycarbonyl)-2-(mercaptomethyl)-5,5-dimethyl
thiazolidine-4-carboxylic acid (p-syn-1b). Colourless oil, yield
40%; the spectroscopic properties were identical to those ob-
tained for r-syn-ib. [} = +129.5 (¢ 1.7, CH;OH). HRMS
calculated for C;oH;,NO,S, [M,Na]" 324.0316, found 324.0314.
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ABSTRACT: Metallo-f-lactamase (MBL) production in Gram-neg-
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metallo-B-lactamases (MBLs)

ative bacteria is an important contributor to f-lactam antibiotic \\O ‘ /\’Trpm
resistance. Combining f-lactams with f-lactamase inhibitors (BLIs) is o=/ Trp87 V.

a validated route to overcoming resistance, but MBL inhibitors are not S 1(5:2 /:‘Q» —
available in the clinic. On the basis of zinc utilization and sequence, HS N2% -0 = Sn -,
MBLs are divided into three subclasses, B1, B2, and B3, whose differing H T g

« HO
active-site architectures hinder development of BLIs capable of “cross- 4
» o1 liees . q 2-Mercaptomethyl 1=
class” MBL inhibition. We previously described 2-mercaptomethyl thiazolidines Ser223V

thiazolidines (MMTZs) as B1 MBL inhibitors (e.g., NDM-1) and here MBL inhibitors
show that inhibition extends to the clinically relevant B2 (Sfh-I) and B3

(L1) enzymes. MMTZs inhibit purified MBLs in vitro (e.g,, Sth-l, K;

0.16 uM) and potentiate f-lactam activity against producer strains. X-ray crystallography reveals that inhibition involves direct
interaction of the MMTZ thiol with the mono- or dizinc centers of Sth-I/L1, respectively. This is further enhanced by sulfur-z
interactions with a conserved active site tryptophan. Computational studies reveal that the stereochemistry at chiral centers is critical,
showing less potent MMT?Z stereoisomers (up to 800-fold) as unable to replicate sulfur-z interactions in Sth-I, largely through steric
constraints in a compact active site. Furthermore, in silico replacement of the thiazolidine sulfur with oxygen (forming an
oxazolidine) resulted in less favorable aromatic interactions with B2 MBLs, though the effect is less than that previously observed for
the subclass Bl enzyme NDM-1. In the B3 enzyme L1, these effects are offset by additional MMTZ interactions with the protein
main chain. MMTZs can therefore inhibit all MBL classes by maintaining conserved binding modes through different routes.

B2 MBL B3 MBL

KEYWORDS: antibiotic resistance, f-lactamases, inhibitors, carbapenemase

Bl INTRODUCTION

f-Lactams are the most prescribed antibiotic class worldwide,
but their efficacy is increasingly challenged by the growing
problem of antibiotic resistance.' The production of p-
lactamases in Gram-negative bacteria is the major resistance

ichia coli, and Pseudomonas aeruginosa. B1 enzymes have a wide
substrate specificity and can hydrolyze almost all f-lactam
antibiotics, including the carbapenems, such as imipenem and
meropenem, that were once considered antibiotics of last-
resort. The active site of Bl enzymes is conserved, containing

mechanism in the clinic, as members of this large enzyme
family are capable of inactivating all A-lactam antibiotics.” f-
Lactamases can be divided into two mechanistic groups: the
serine-f-lactamases (Ambler classes A, C, and D,>* SBLs) and
the zinc ion dependent metallo-B-lactamases (class B," MBLs).
SBL-catalyzed hydrolysis involves the attack of a nucleophilic
serine on the f-lactam ring and occurs with formation and
resolution of a covalent acyl-enzyme intermediate via labile
tetrahedral species.” Conversely, MBLs utilize an active site
water/hydroxide to hydrolyze the f-lactam ring without
formation of a covalent intermediate (Figure 1A).°

MBLs can be further subdivided into the B1, B2, and B3
subclasses, based on active site architecture and zinc
utilization.>” The B1 enzymes,8 such as NDM-1, VIM-2, and
IMP-1, are plasmid mediated and widespread, produced in
Gram-negative bacteria such as Klebsiella pneumoniae, Escher-

© XXXX American Chemical Society

WACS Publications

two Zn(II) ions, termed Zn1 and Zn2, that are coordinated by
three amino acids each. Znl is coordinated by three histidine
residues (His116, His118, and His196; standard MBL
numbering throughout’) and Zn2 by Asp120, Cys221, and
His263. The Zn(II) ions are bridged by a water/hydroxide that
is thought to act as the nucleophile in S-lactam hydrolysis. B2
MBLs are monozinc enzymes, containing a zinc ion
coordinated as in the Zn2 site of Bl MBLs. To date, they

Received: April 10, 2021
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Figure 1. MBL-catalyzed f-lactam breakdown and MBL inhibitors. (A) Penicillin breakdown by MBLs, resulting in penicilloic acid product
formation via a proposed high-energy tetrahedral intermediate. (B) Inhibitors based on proposed species in f-lactam hydrolysis. Left,
bisthiazolidine (BTZ) scaffold, R = H/CHj; middle, bicyclic boronates (e.g., taniborbactam, QPX7728); right, 2-mercaptomethyl thiazolidine
(MMT?Z) scaffold, R = H/CH;. (C) 2-Mercaptomethyl thiazolidines studied here. The absolute R/S configurations of the chiral carbon centers (C-
2 and C-4, labeled) are shown. L-anti-1a (brown), p-anti-1a (orange), L-anti-1b (green), L-syn-1b (cyan), p-anti-1b (purple) and D-syn-1b (pink).

Part C is adapted from Rossi et al.®

have been identified on the chromosomes of the Serratia
fonticola (Sth-1'°), Aeromonas sp. (CphA'"), and Pseudomonas
sp. (PEM'), organisms capable of causing a range of
opportunistic infections in the clinic. B2 MBLs are
carbapenemases but have a narrower substrate profile than
the Bl enzymes, as they are unable to hydrolyze most
penicillins and cephalosporins."*~'® In contrast, in the dizinc
B3 enzymes, Znl is coordinated as in B1 MBLs but Zn2 is
coordinated by Aspl120, His121, and His263, resulting in a
different active site architecture to the B1 and B2 MBLs. They
are found on the chromosomes of numerous environmental
and pathogenic Gram-negative bacteria, including Stenotropho-
monas maltophilia (L1'"'®), Elizabethkingia meningoseptica
(GOB'??°), and Pseudomonas otitidis (POM-1*"). Some have
now been shown to be incorporated into the chromosomes of
pathogenic bacteria via a mobile genetic element,”””’
indicating the potential for wide dissemination. Taken together
with their wide substrate spectrum that includes efficient
carbapenem hydrolysis, B3 enzymes could pose an increasing
clinical concern.

Inhibitors closely mimicking f-lactam molecules (e.g.,
clavulanic acid and tazobactam), diazabicyclooctanes (DBOs,
e.g. avibactam) and vaborbactam (a cyclic boronate), are now
used in the clinic to inactivate some SBLs through covalent
attachment to the nucleophilic serine.”*™° However, the
mechanistically distinct MBLs are not inhibited and can
hydrolyze the f-lactam based inhibitors.”” This has prompted
extensive investigations into MBL inhibitor development, with
bicyclic boronates currently representing the most promising
compounds (Figure 1B).”**’ For example, taniborbactam
(formerly VNRX-5133), currently in late-stage clinical
development, is a potent inhibitor of most SBLs and Bl
MBLs.”*"*" In addition, QPX7728 is in phase 1 clinical trials
and has an improved spectrum of activity compared to

taniborbactam, particularly against SBLs and the Bl MBL
IMP-1.>**® Despite these significant advances in MBL
inhibitor development, there remains a need for further
exploration of compounds active against all MBL subclasses
that will increase our available armamentarium to combat
antibiotic resistance and guard against the possible future
dissemination of enzymes beyond subclass B1.

We considered that common features of species populated
during antibiotic hydrolysis by diverse MBLs could be
exploited for inhibitor development.”*>> To this end, we
previously reported on the synthesis of a series of
bisthiazolidines (BTZs) that were designed as bicyclic
substrate mimics, containing a carboxylate and additional
free thiol as a zinc-binding moiety (Figure 1B).*® We
demonstrated that BTZ stereoisomers inhibited all MBL
subclasses by adopting multiple binding modes in the
structurally different active sites.”’

More recently, we described a series of 2-mercaptomethyl
thiazolidines (MMTZs) that were designed to exploit common
features of the binding of hydrolyzed B-lactam products to the
MBL active site (Figure 1B).° These compounds contain a
thiazolidine ring and two chiral carbon centers with
carboxylate and free thiol groups (Figure 1C). Some
MMTZs also include a gem-dimethyl group that is also present
in penicillins and some BTZs. They inhibit the clinically
important Bl enzymes NDM-1, VIM-2, and IMP-1 by
adopting consistent binding modes that exploit thiol-Zn
coordination and an interaction of the thiazolidine sulfur
with a conserved aromatic residue in the active site.

Here, we utilize enzyme kinetics, microbiology, X-ray
crystallography, and computational chemistry techniques to
demonstrate that MBL inhibition by MMTZs extends to the
subclass B2 and B3 enzymes, Sth-I and L1. These data further
explore the roles of conserved interactions in the active site,
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Table 1. MMTZ Inhibition Constants (K;, M) against Purified, Recombinant Metallo-f-Lactamases

B2 MBL B3 MBL B1 MBLs™?
Inhibitor Sth-1 L1 NDM-1 VIM-2 IMP-1
L-anti-1a 0.16 + 0.03 10.0 + 0.8 52407 0.38 + 0.05 1.0 £ 02
D-anti-1a 20 +2 40 + 0.5 2.5+0.5 0.39 + 0.04 13+ 0.1
L-anti-1b 13 +0.1 20 +2 0.44 + 0.06 0.75 + 0.09 0.46 + 0.05
L-syn-1b 100 + 10 28 +3 8+ 1 3.6 + 0.4 6.0 + 0.6
D-anti-1b 130 + 10 14 +02 3.1+03 0.9 + 0.1 0.93 + 0.08
D-syn-1b 1.0 + 0.1 4.0 + 0.6 0.6 + 0.05 19 + 0.1 2.0 + 0.2
L-BTZ-1° 0.26 + 0.03 12+1 7+1 29 + 04 8+2
p-BTZ-1° 26 + 3 10+1 19+3 32+ 04 6+1
L-BTZ-2" 0.36 + 0.04 11+2 18+3 6+ 1 15+3
D—BTZ—ZZ’ 29+ 3 10+ 1 12 +1 14 +3 10 £ 2

“B1 MMTZ data are from Rossi et al.° following the same protocol as used here. PAll BTZ data are from Hinchliffe et al., calculated following the
same protocol as used here.>” BTZs -1 and -2 are with and without a gem-dimethyl group, respectively. See Figure S3A for chemical structures of

the L/D-BTZ stereoisomers.
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Figure 2. Effect of MMTZs on imipenem minimum inhibitory concentrations of MBL-expressing E. coli. The minimum inhibitory concentration of
imipenem (IMI) + 100 yg/mL MMTZ was determined for the E. coli strain DH10B expressing NDM-1, Sth-I or L1 (see Methods for details). At
this concentration, in the absence of antibiotic, MMTZs do not have a detrimental effect on bacterial growth. An asterisk denotes the inhibitor had
a 4-fold effect on MIC (i.e., two dilutions). A 2-fold effect (i.e., one dilution factor) is not considered significant. Results are the mode of three

biological replicates.

including the sulfur-z interaction, in maintaining a conserved
binding mode. The results highlight that exploiting common
features of the MBL active site can represent a tractable route
toward achieving cross-class inhibition and new drug develop-
ment.

Bl RESULTS AND DISCUSSION

MMTZs are Cross-Class MBL Inhibitors In Vitro. To
determine the inhibition profile of MMTZs against MBLs, we
first measured inhibitory constants (K, values) against the
clinically relevant B2 and B3 enzymes Sfh-I and L1 by
monitoring imipenem hydrolysis in the presence of MMTZs
(Figures S1 and S2). Inhibition profiles could then be
compared with our previously collected K; data for the Bl
MBLs (Table 1).

Our results show that MMTZs potently inhibit all MBL
subclasses, although there are clear differences between
different enantiomers. This is most apparent with Sth-I for
which K; values range from 0.16 #M to 130 uM, an ~800-fold
difference. In particular, there are ~100-fold reductions in K;
between L/D-anti-la, L/D-anti-1b, and L/D-syn-1b. Further,
compounds in which C-2 of the thiazolidine ring is in the (R)-
configuration have poor potency compared to the (S)-isomer,
with K values of 20, 100, or 130 uM (p-anti-1a, L-syn-1b, and

D-anti-1b, respectively). We also found BTZs to be 100-fold
less potent against Sth-I when the chiral carbon center bearing
the mercaptomethyl group is in the (S)-configuration, i.e., the
p-enantiomer (Figure S3A). However, unlike the BTZs, the
presence of a gem-dimethyl group in MMTZs also adversely
affects their potency against Sth-I, with a c. 10-fold reduction in
K; between L-anti-la/1b and D-anti-la/1b. Variation in the
inhibitory activity of MMTZs against L1 is less apparent (as is
also the case for BTZs), although a slight preference for the -
over the L-isomer is observed (2.5-/7-/14-fold K; increases for
anti-1a, anti-1b and syn-1b L/D stereoisomers, respectively).
The two compounds most active against the range of MBLs
tested here, and previously,® are L-anti-la and D-syn-1b. In
contrast, D- and L-captopril, compounds with a free thiol and
pyrrolidine ring (Figure S3B), display particularly poor
potency against a B2 enzyme (Ks 72/950 uM against
CphA), and are up to 20-fold less potent than MMTZs
against B3 enzymes (Ks 20/8.8 uM against L1/SMB-1)
(Table S1).

We next sought to determine whether MMTZs could
potentiate antibiotic activity against recombinant E. coli
expressing NDM-1, Sth-I, and L1 by measuring their effect
on the minimal inhibitory concentration (MIC) of imipenem
(chosen as Sth-I predominantly hydrolyzes carbapenems and
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for consistency with our previous work®) in broth micro-
dilution assays (Figure 2).

At a concentration of 100 ug/mL, MMTZs display variable
effectiveness in lowering the imipenem MIC of MBL-
expressing E. coli DH10B. Although some of the compounds
only cause a 2-fold reduction in imipenem susceptibility, a
number result in a more significant 4-fold reduction (i.e., a
factor of 2 dilutions, see asterisks in Figure 2). Indeed,
compound L-anti-la was the most effective, causing a 4-fold
MIC reduction against E. coli producing NDM-1, Sth-I or L1.
The compound that was most potent against purified,
recombinant MBLs, D-syn-1b, surprisingly showed the least
effect against these MBL-expressing bacteria. To test whether
lower concentrations of inhibitor could potentiate activity, we
tested the effect of 50 and 75 ug/mL on the imipenem MIC
against the Ll-expressing E. coli DH10B (Table S2). These
data indicate that 50 pg/mL of L-anti-1b, D-syn-1b, and L-syn-
1b all caused a 4-fold reduction in imipenem MIC, indicating
lower concentrations of inhibitor can potentiate imipenem
activity against a lab strain carrying an efficient carbapenemase.
However, we note that concentrations of 100 pg/mL were
required for effective imipenem potentlatlon against a number
of clinical strains expressing B1 MBLs.°

We have previously reported that MMTZs are relatively
stable in solution (PBS), w1th 12% forming disulfides after 6 h
and 88% remaining intact.’ It is possible that over the time
course of an MIC assay this may have a small, but limited,
effect on the MIC profiles, contributing to the discrepancy
between K; values and MICs, but we consider it unlikely that
this is the sole explanation. We note that penetration into the
bacterial periplasm may also be a contributing factor, as our
previously determined in cell IC;, values against NDM-1 were
also slightly elevated compared to in vitro K; values.’

MMTZs therefore inhibit all MBL subclasses and can
potentiate carbapenem activity against recombinant E. coli
expressing enzymes from all three MBL classes. These in vitro
data also highlight the importance of considering inhibitor
stereochemistry for cross-class inhibition, with stereochemical
preferences particularly marked in the case of the B2 enzymes
which have a narrower substrate specificity. In contrast,
inhibition of the B1 MBLs was less affected by stereochemistry,
with the B3 enzymes displaying moderate selectivity toward
the different stereoisomers.

X-ray Crystallography. Having previously estabhshed that
MMTZs adopt a consistent binding mode to B1 MBLs,” we
next sought to determine how they interact with the active sites
of both Sth-I and L1 by X-ray crystallography. We therefore
soaked preformed MBL crystals in MMTZs and obtained high-
resolution structures of L-anti-1la bound to Sth-I and p-syn-1b
to L1 (Table S3). These represent the two compounds that
can be considered the most potent over all three MBL
subclasses tested (Table 1). Sth-I crystallized in space group
P2, with two molecules in the asymmetric unit (ASU) and L1
in space group P6,22 with one molecule in the ASU. In both
cases, bound MMTZ could be modeled into clearly defined F,-
F, electron density (Figure S4) with real space correlation
coefficients calculated by the PDB after refinement of 0.96/
0.97 (Sth-I, chains A and B) and 0.95 (L1).

MMTZ binding involves interaction of the thiol directly
with the monozinc center of Sth-I, or bridging the dizinc center
of L1 and displacing the catalytic water/hydroxide (Figure 3).
In Sth-], there is a weak hydrogen bond between the ethyl ester
carbonyl of L-anti-1a and the side chain nitrogen of Asn233

V67

W87 %

gl Sth-I:
) L-anti-1a

—_ o

F156

Figure 3. Interactions of MMTZs in the active site of L1 and Sth-L
Left, thiol-Zn interactions and hydrogen bonds in MMTZ:MBL
complexes (distance labeled). Right, interactions with hydrophobic
residues lining the active site (blue sticks). (A) L-anti-1a (brown)
binding to Sfh-I; (B) p-syn-1b (pink) binding to L1.

(32 A). In contrast, p-syn-1b binding to L1 is stabilized by
stronger hydrogen bonds with the side chain oxygens of
Ser223 (2.5 A) and Tyr33 (2.9 A).

The binding mode of D-syn-1b to L1 has similarities with its
binding to the dizinc Bl enzymes NDM-1 and VIM-2,
particularly with respect to the positioning of the thiol and
carboxylate groups (Figure SS5). However, the C-2 ethyl ester
side chain is rotated 180° and therefore points in the opposite
direction in L1. Furthermore, in the B1 enzymes, there is only
a single (c. 2.6—3 A) interaction with the backbone nitrogen of
Asn233 in comparison to the hydrogen bonds p-syn-1b makes
with two amino acid residues in L1.

Structure—Activity Relationships and Conserved
Sulfur-z Interactions. X-ray- crystallographlc data, both
presented here and previously,® therefore indicate that
MMTZs employ a consistent binding mode to the active
sites of diverse MBLs, especially when compared with the
diverse modes of binding previously observed for complexes of
the bicyclic BTZs. This is highlighted by the identification that
in BI MBLs, MMTZ binding utilizes a conserved sulfur-z
interaction between the thiazolidine sulfur atom and an active
site aromatic residue (Trp87 in NDM-1/VIM-2 or Phe87 in
IMP-1). We note that this interaction is conserved in the B2
and B3 enzymes Sth-I and L1, with distances comparable to
those observed in the B1 enzymes (Figure 4).

Notably, the sulfur-z interaction is not conserved for the
bicyclic thiazolidine stereoisomers (bisthiazolidines, BTZs) for
which diverse binding modes allowed cross-class inhibition.>”
Indeed, in comparison with their respective MMTZ analogues,
L/D-BTZs bind very differently to both Sth-I and L1 (Figure
S6): the BTZ carboxylate, rather than the thiol, interacts with
the Zn(II) ion in Sfh-I, and in L1, the BTZ thiazolidine ring is
flipped in comparison to that of the MMTZ These differences,
that are also observed for the B1 enzymes,® perhaps reflect the
more constrained bicyclic ring scaffold of BTZs which does not
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Figure 4. Sulfur-7 interactions of MMTZs in MBL active sites. Views
from the active sites of MBLs with dashes showing the interaction
(distances labeled) of the MMTZ sulfur with an active site tryptophan
(blue sticks) in (A) NDM-1:L-anti-1b (PDB 6zyp°), (B) NDM-1:p-
syn-1b (PDB 6zyq6), (C) Sth-IiL-anti-1a (PDB 7bj9) and (D) L1:p-
syn-1b (PDB 7bj8).

afford these compounds the flexibility to adopt consistent
binding modes that exploit the sulfur-z interaction.

Furthermore, based on comparisons with X-ray crystal
structures of biapenem bound to the B2 enzyme CphA (PDB
1x8i**) and hydrolyzed penicillin G bound to L1 (PDB
6u0z™*) (Figure S7), MMTZ binding does not closely reflect
that of f-lactam-derived hydrolysis products. To date, there are
no crystal structures available for B2 MBLs in complex with
penicillin-derived products as penicillin is not hydrolyzed by
these enzymes, so direct comparisons cannot be made between
the orientations of the respective thiazolidine rings. However,
the carboxylate of the biapenem-derived product in the CphA
complex points in the opposite direction to the MMTZ
carboxylate in Sth-I, indicative of likely differing binding modes
adopted by MMTZs and f-lactams (Figure S7A). The
pyrroline ring of hydrolyzed biapenem lies in the same plane
as the MMTZ thiazolidine, although interactions of the
pyrroline N with Zn2 place the ring more deeply in the active
site and closer to the Zn(II) ion than for the MMTZ. In the
case of L1 (Figure S7B), both MMTZ and hydrolyzed
penicillin G hydrogen bond with active site residues Tyr33
and Ser223. However, the thiazolidine rings lie at 90° to one
another, resulting in a much weaker sulfur-7 interaction for the
hydrolyzed antibiotic, compared to that possible for the
MMTZ. We previously observed the same relationship when
comparing MMTZ/antibiotic binding in NDM-1.°

To understand the importance of these conserved
interactions, and particularly the structure—activity relation-
ships apparent for Sth-I, we modeled in silico the MMTZs p-
anti-1a, L-syn-1b, and D-anti-1b that are ~125—800-fold less
potent against Sth-I than L-anti-la. We first generated
structures of MMTZs docked in the active site as their anion
(see Methods) and subsequently optimized these with
quantum mechanical/molecular mechanics (QM/MM) simu-

lations. This procedure was validated by closely reproducing
the r-anti-la binding mode to Sth-I determined crystallo-
graphically, particularly maintaining sulfur-z and thiol-Zn
interactions (Figure S8). These optimized, crystallographically
intractable complexes resulted in an increase of the sulfur-z
interaction from 6.11 A in the QM/MM optimized crystal
structure (PDB 7bj9, L-anti-1a) to 7.50 A (p-anti-1a) and 6.72
A (L-syn-1b) (Figure S9A,B, respectively). These binding
modes most likely arise due to limited space in the active site
for the ligand to occupy, preventing conformations that
maintain the sulfur-z interaction. This also results in a
conformationally constrained L-syn-1b (625-fold less potent
than L-anti-1a), in which its carbonyl oxygen is in an
energetically unfavorable position, 1.7 A from the thiol sulfur,
further contributing to the poor potency of this MMTZ
isomer. In contrast, D-anti-1b binds to the active site with the
thiazolidine sulfur pointing away from Trp87 and in the
opposite direction to the other docking modes (and the
crystallographic structure of the L-anti-la complex), further
highlighting that the sulfur-7 interaction cannot be maintained
(Figure S9C). These constraints on the ligand geometry are
consistent with the narrower substrate profile of Sth-I
compared with most Bl or B3 enzymes. These structural
data rationalize the significant structure—activity relationships,
particularly the impact of the stereochemistry on inhibitory
potency, for MMTZs against Sth-I, where K; values for
compounds with C-2 in the (R)-configuration were signifi-
cantly poorer than those when C-2 is in the (S)-configuration.
Furthermore, our crystallographic data support these observa-
tions by showing that the addition of a gem-dimethyl group to
MMTZs can result in steric clashes with Val67 (Figure 3A,
right), contributing to the ~10-fold reduction in potency of the
1b compounds against Sth-I (Table 1).

It has previously been shown that potency can be less for
inhibitors which have an oxazolidine/triazole rather than
thiazolidine/thiadiazole ring,40 highlighting the potential
importance of the sulfur atom for inhibition. Therefore, to
further explore the role of the sulfur-7 interaction in B2 and B3
MBLs, we selectively replaced the thiazolidine sulfur with an
oxygen atom in silico and optimized the complexes with
resultant isosteric 2-mercaptomethyl oxazolidines (MMOZs)
with QM/MM. This in silico approach was necessary as the
oxazolidine compounds were synthetically intractable due to
instabili‘? issues. Our previous QM/MM simulations with
NDM-1" using the same methodology revealed that MMOZs
caused an increase in the interaction distance between the O/S
of the MMOZ/MMT?Z and the conserved active site aromatic
residue Trp87 (Figure SA,B). Here, we note that the effect in
Sth-I and L1 is less prominent than that in the B1 NDM-1:L-
anti-1a complex (Figure S and Table S4). In the case of NDM-
l:L-anti-1a, the larger effect was caused by significant
movement of the MMOZ in the NDM-1 active site, which is
not observed in the Sth-I and L1 simulations or in the NDM-
1:p-syn-1b complex.

Although MMOZ movement in the NDM-1:p-syn-1b and
Sth-I:L-anti-la complexes is limited, the distance of the
heteroatom to Trp87 still increases compared to its equivalent
in the MMTZ complexes. This can be partly explained by the
shorter C—O, compared to C—S, bond distance, resulting in
the oxygen atom being further from Trp87 than is the sulfur. In
L1, however, the distance increase is minimal (0.13 A), which
can be explained by the increased number of hydrogen bonds
formed by D-syn-1b in the active site, potentially outweighing
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Figure 5. QM/MM optimized structures of MMTZs and their
analogous oxazolidines in MBLs. Views from the active show overlays
of QM/MM optimized complex structures for MMTZs (colored as in
Figure 3) and their MMOZ analogues (cyan) bound in MBLs. NDM-
1 simulations were performed previously.6 (A) NDM-1:L-anti-1a; (B)
NDM-1:p-syn-1b; (C) Sth-Lir-anti-1a; (D) L1:p-syn-1b.

the effect of the O/S-aromatic interaction. Substitution of the
sulfur with an oxygen therefore has variable effects in silico, but
the data are suggestive that the sulfur-7 interaction exerts
greatest influence in the NDM-1:L-anti-la complex. Indeed,
the S to O substitution appears to only affect structures in
which the hydrogen bonds in the active site are minimal
(NDM-1 and Sth-I) but has a less substantive contribution
when inhibitor binding is stabilized by stronger hydrogen
bonds (L1). Further, inhibitor binding in Sth-I is more likely
driven by constraints imposed by the narrow active site, with a
reduced contribution from sulfur-7 interactions.

B CONCLUSIONS

In summary, our analysis demonstrates, and provides the basis
for, cross-class inhibition of MBLs by MMTZs. Although
sulfur-7r interactions contribute to MMTZ:MBL interactions in
all cases, our data suggest that different factors are responsible
for establishing the broadly similar binding modes in the three
structurally different active sites. In B1 MBLs such as NDM-1,
sulfur-7 interactions most likely dominate; B2 enzymes (e.g.,
Sth-I) have a constrained active site that can sterically clash
with MMTZs, particularly those with a gem-dimethyl group or
C-2 in the (S)-configuration, whereas in B3 enzymes, the
contribution of hydrogen bonds to binding appears to override
the sulfur-7 interaction. Differences in potency and the
potential for steric clashes with the active site highlight the
need to consider alternative inhibitor stereoisomers to achieve
cross-class MBL inhibition and more generally in future
inhibitor development. MMTZs therefore represent a promis-
ing MBL inhibitor scaffold that is synthetically accessible,
allowing for the design of future iterations that improve
potency in bacterial cells.

B MATERIAL AND METHODS

Synthesis of 2-Mercaptomethyl Thiazolidines.
MMTZs were synthesized as previously described.® Purity
was determined by HPLC to be >95% as described in Rossi et
al.

Inhibition Constants. Inhibition constants were deter-
mined as previously described.® In detail, K; values were
determined under steady-state conditions by following
imipenem hydrolysis by Sth-I and L1 at 30 °C. Imipenem
breakdown was measured as a decrease in absorbance at 300
nm (Aesp = —9000 M~'cm™) in a Jasco V-670 spectropho-
tometer. Reactions were setup in a 0.1 cm path length quartz
cuvette with a final volume of 300 uL. Final enzyme
concentration was 2 nM. Reaction buffer contained 10 mM
HEPES pH 7.5, 200 mM NaCl and 50 mg/L BSA. Reaction
buffer for L1 was supplemented with 20 uM ZnSO,. MMTZs
were dissolved in DMSO at a final concentration of 100 mM
and diluted in the reaction buffer to the desired concentration.
The DMSO concentration (0.07%) does not affect the enzyme
activity (data not shown). The reactions were started and
monitored with the addition of the MBLs to a substrate and
inhibitor mixture. Linear time courses were observed for all the
conditions and less than 5% of the substrate was consumed
after 300 s (Figure S1). Reaction rates were obtained from the
slope of these time courses and fitted with the Competitive
Inhibition model in GraphPad Prism 5.0, from which the
inhibition constant (K;) could be calculated (Figure S2).

The same protocol was followed for the previously published
K, determination of the MMTZ comspounds with B1 enzymes®
and the BTZ compounds with B1,*° B2, and B3 enzymes.”’

Microbiology. Minimal inhibitory concentrations (MICs)
for imipenem were determined by the broth microdilution
method in cation-adjusted Mueller Hinton broth according to
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guide-
lines.*" Imipenem was chosen as a representative carbapenem
as Sth-1 is predominantly a carbapenemase. E. coli DH10B cells
were transformed with pMBLe (containing blaypy.; or blagg, ;)
or pBC-SK (containing bla; ;). NDM-1 and Sfh-I expression
was induced with 0.1 mM IPTG. MMTZs were dissolved to
250 mM in DMSO before dilution to 100 ug/mL in serial
doubling dilutions of imipenem (from 64 mg/L to 0.025 mg/
L). Results presented are the mode of three biological
replicates.

X-ray Crystallography. L1 and Sth-1 were produced,
purified, and crystallized as previously described.””** L1 was
crystallized by mixing 1 uL protein (23 mg/mL in 10 mM Tris
pH 7, S mM ZnSO,, 100 mM NaCl) with 1 yL crystallization
reagent [0.1 M HEPES pH 7.75, 1.5% PEG400, 2 M
(NH,),S0,].”” Sfh-I was crystallized by mixing, in a 3:2
ratio, protein (15 mg/mL, in 50 mM HEPES pH 7.5, 10%
glycerol) with 0.2 M sodium acetate and 27 wt %/vol PEG
3350." MMTZs were dissolved in crystallization buffer at $
mM and soaked into preformed crystals for 1 h 20 m (L1) or 1
h (Sfh-1). Diffraction data were collected at Diamond 103 (Sth-
I) or I04—1 (L1). Reflections were indexed and integrated in
Mosflm (L1) or Dials** (Sth-I) and scaled in Aimless.”* Phases
were calculated with molecular replacement in Phaser*’ using
sevd® or Sew0®” as search models for L1 and Sth-],
respectively. Structural models were completed with iterative
rounds of refinement in Coot*® and Phenix.*’ Ligand restraints
were calculated in eLBOW'”*® and modeled into clearly
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defined F,-F, electron density. Figures were created in
PyMol.*”’

Computational Calculations. Starting structure prep-
aration. All ligands were prepared as thiolate anions, with the
carboxylate also deprotonated. Oxazolidine complexes were
built in silico by replacing the sulfur atom with an oxygen atom
in the corresponding L1 and Sth-I crystal structures, PDBs
7bj8 and 7bj9, respectively.

Sth-I complexes with crystallographically intractable
MMTZs were initially docked in Autodock 4.2.6°° using the
solvent sites biased Autodock4 docking method (SSBMD).>’
Using information from the available crystal structures, we
modified the Autodock4 scoring function by adding an energy
term for the thiol sulfur atom to the original function. The Sth-
I crystal structure (PDB 7bj9) was used as the receptor protein
with hydrogen atoms added by AutoDockTools4.” Structures
of compounds p-anti-1b, L-syn-1b, D-anti-1a were optimized in
vacuum at Hartree—Fock/6-31G* level using Gaussian 09°>
and subsequently prepared in pdbqt format using AutoDock-
Tools4.>® The grid map was set to 40 X 40 X 40 points with a
grid spacing of 0.375 A centered on the catalytic site. For each
calculation, 100 different docking runs were performed, and
the resulting 100 poses were clustered according to a ligand
RMSD cutoff of 2 A. The predicted binding free energy score
(AG) and population were the criteria used to choose the
correct ligand pose, further considering the crystallographic
information on similar compounds.

Quantum Mechanics/Molecular Mechanics (QM/MM)
optimizations. All starting structures were geometrically
optimized at the Quantum Mechanics/Molecular Mechanics
(QM/MM) level. For hybrid QM/MM calculations, we used a
semiempirical method PM6°° to describe the QM region and
the ff14SB force field>* to describe the MM region as
implemented in Amber16.°>°° Hydrogen atoms were added,
and each protein was immersed in a truncated octahedral
periodic box with a minimum solute-wall distance of 8 A, filled
with explicit TIP3P water molecules,”” using the AMBER16
leap module.”” The van der Waals radius, force constants, and
equilibrium distances, angles, and dihedral of the studied
inhibitors were taken from the gaff database, and partial
charges were RESP charges computed using the Hartree—Fock
method and 6-31G* basis set.””*® To accommodate solvent
molecules and possible clashes, an initial minimization at the
molecular mechanic level of each complex structure was
performed, followed by QM/MM geometry optimization. The
QM region consisted of both Zn(II) ions plus the coordinated
side chains of residues of the first coordination sphere and the
inhibitor compound.
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ASU asymmetric unit

BLI p-lactamase inhibitor
BTZ bisthiazolidine

DBO diazabicyclooctane

MBL metallo-f-lactamase
MIC minimum inhibitory concentration
MMOZ  2-mercaptomethyl oxazolidine

MMTZ  2-mercaptomethyl thiazolidine
QM/MM quantum mechanics/molecular mechanics
SBL serine-ff-lactamase
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Abstract: Bisthiazolidines (BTZ) are bicyclic compounds consid-
ered as penicillin analogs that inhibit the full range of Metallo-
[-Lactamases (MBLs) and potentiate f-lactam activity against
resistant bacteria. Herein, we present a new methodology to
prepare 2-substituted bisthiazolidines by aldehyde exchange.
Thirteen new bisthiazolidines were prepared using this method-
ology, with yields ranging from 31 to 75 %. The reaction is
based on in situ imines formation, which are able to exchange
side chains. The reaction intermediates were studied based on
NMR experiments, and a key imine 1b-Il could be detected in
\the reaction mixture. Furthermore, a DFT computational analy-

sis was performed to gain insights into the reaction mechanism,
allowing us to unveil the different pathways and their activation
barriers within the synthetic route. The results suggest that the
most favorable route involve the formation of the thiazolidine
1b-lll by i) a N-assisted N-C bond cleavage, and ii) a thiol-
mediated 5 endo-trig cyclization followed by a C-N bond cleav-
age. In contrast with previously reported evidence, the imine
metathesis was discarded as a plausible pathway. Finally, the
reaction of 1b-lll with aldehyde 2a leads to bicycle 4a via the
iminium ion 1b-V.

/

Introduction

Bisthiazolidines!" (1) are enantiomerically pure bicycles previ-
ously prepared in high yields (Scheme 1).[! Interestingly, they
display activity against Metallo-3-Lactamases (MBLs), a diverse
set of enzymes that catalyze the hydrolysis of a broad range of
B-lactam drugs including carbapenems.># These compounds
have been recently characterized as cross-class inhibitors
against seven different MBLs, some of clinical relevance like
NDM-1, VIM-2, and L1.125-7

Bicycles 1 are obtained in a tandem reaction by double con-
densation of L-aminothiols with two molecules of mercapto-
acetaldehyde. Attempts to isolate the thiazolidine intermediate
failed and the bicyclic 2-mercaptomethyl bisthiazolidines prod-
ucts were always obtained in high yields (Scheme 1). Therefore,
the possibility to introduce a different substituent in the posi-
tion 2 of the heterocycle was limited, since it was not possible
to isolate the thiazolidine intermediate that could react with a
different aldehyde (R3CHO).
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Scheme 1. Synthesis of mercaptomethyl bisthiazolidines 1.
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Thiazolidines are imino-type compounds, having the
ability to exchange at the acetalic position with different alde-
hydes.®B="" Imine exchange is a process triggered by acid catal-
ysis,['2 aminel'31¥ or transition metal complexes containing a
metal-imido group M=NR (M = Zr,['*] Mo,"® Nb,['7 Tj 118 Hfl19]),
We envisioned the potentiality of this phenomenon in bis-
thiazolidines as well.

The present work explores the synthesis of 2-substituted bis-
thiazolidines with alkyl or aryl chains by exchanging 2-mercap-
tomethyl bisthiazolidines with different aldehydes. The mecha-
nistic details of the synthetic route were unraveled using a
combined NMR spectroscopic and in silico techniques.

Results and Discussion

Bisthiazolidine 1a, and isobutyraldehyde 2a were selected as a
model for the exchange reaction. We first assayed the reaction
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in MeOH, both in absence of catalyst or using additives as
pTsOH ac.,'2% NH,OAc,2" and L-Proline,'??! (see Table 1). The re-
sults showed that a catalyst is needed for the reaction to pro-

ceed, and the best conversion was obtained when using
NH,OAc.

Table 1. Results of the exchange reactions using different catalysts.

/\}, MeOH
I catalyst
\8 reflux, 3h
CO,H co2
SH synla syn3a
Entry Catalyst 1a to 3a conversion [%]!
1 - 0
2 pTsOH (0.1 equiv.) 0
3 NH,OAc (1.5 equiv.) 60
4 L-Pro (1.5 equiv.) 14

[a] The conversion of 1a to 3a was determined by 'H-NMR spectroscopy
using the formula % = (I3/(114 + 132))100; where | is the integral value of the
corresponding compounds.

Once the best catalyst was established, the use of microwave
(MW) and conventional heating was explored to perform the
exchange reaction. The results revealed that both heating
methods gave similar yields but when using MW the reaction
time was shorter (see entries 1 and 2 in Table 2). Consequently,
we selected it as a source of heating to explore the optimal
solvent for the exchange reaction.

Table 2. Solvent reaction screening for the conversion.

H
H
S/\*’\Sg . Io NH,OAc /\F \2
)/N conditions I

HS Syﬂ“acoeH 2a syn 3202H
Entry Conditions:solvent, Temperature, 1a to 3a con- 3a yield
time version [%]! [%]™!
1 MeOH, reflux, 3 h 60 60
2 MeOH, MW 65 °C, 20 min. 60 55
3 BAL pH 5, reflux, 3 h 0 nd
4 DCE, MW 65 °C, 20 min. 0 ndl
5 DCM, MW 65 °C, 20 min. 0 ndl
6 iPrOH, MW 65 °C, 20 min. 28 20
7 TFE, MW 65 °C, 20 min. 45 45
8 BuOH, MW 65 °C, 20 min. 1 ndl
9 EtOH, MW 65 °C, 20 min. 65 60
10 MeCN, MW 65 °C, 20 min. 0 ndl
1 DMF, MW 65 °C, 20 min. 34 23
12 Neat, MW 65 °C, 5 min. 100 33

[a] The conversion of 1a to 3a was determined by 'H-NMR spectroscopy
using the formula % = (I52/(11a + 132))100; where | is the integral value of the
corresponding compound. [b] Isolated yield obtained after chromatographic
purification. [c] Nd = not determined. [d] BA = buffer acetate pH 5.

Different organic solvents, including nonpolar, polar protic
and aprotic, as well as aqueous buffer or neat conditions, were
employed to study the effect over the reaction.?3! The results
are compiled in Table 2. The reaction did not proceed in aque-
ous buffer at pH 5 or in MeCN (see entries 3 and 10, respec-
tively), or in nonpolar solvents like DCM and DCE (see entries 5
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and 4, respectively). The results evidenced that among the dif-
ferent solvents tried, MeOH and EtOH (entries 2 and 9, respec-
tively) gave the best results in terms of reaction time and yield
(55 and 60 %, respectively). Solvent free conditions led to lower
yield (33 %), probably due to decomposition of starting mate-
rial.

The ability of 1a to exchange with aliphatic and aromatic
aldehydes was studied using general conditions previously as-
sayed, aldehyde (2 equiv.), NH4OAc (1.5 equiv.), MeOH, MW,
20 min (Scheme 2). The reaction was carried out with a diverse
group of aldehydes, with yields ranging from 31 % to 75 %.
Aliphatic aldehydes exchanged more efficiently than the aro-
matic ones, with yields ranging from 45 % to 75 %. Aromatic
aldehydes were able to exchange only using MW heating, lead-
ing to the products in moderate yields (from 31 to 54 %). Inter-
estingly, conventional heating led to decomposition products,
and the desired products could not be isolated. The electronic
nature of the substituent in the aromatic ring did not present
a clear influence in the exchange process and in this case, the
best yield was obtained with m-tolualdehyde (54 %).

" /\Q

- .

Z'N 0" H Mw: 20, 65°C, 50W S)/N

la co,H 2 q 3
SH 1

NH,OAc, MeOH

R, CO.H
- /\ . /Y\/Y * —H
3b, 75% 3c, 54% 3d, 45%
O o
e, 54% 3f, 50% 3g, 40%
* —< >*CF3 * —< >—C|
h, 42% 30, 31% 3], 34%

Scheme 2. Preparation of 2-substituted bisthiazolidines.

Mercaptomethyl bisthiazolidines 1b and 1¢, which bear dif-
ferent substituents at positions 7 and 8, were used to study the
scope of the metathesis reaction (Scheme 3). The compounds
were submitted to exchange conditions with aldehyde R'CHO
2 (2 equiv.), and NH4OAc (1.5 equiv.) in MW for 20 min. Both
heterocycles 1b-c were able to exchange, leading to products
4a, 4b and 5 (65 %, 21 % and 52 % yield respectively). The need

\S) R'= 4+ —4a:65%

R'=s ;a0 21 %

H

/\1/\8) R'CHO SYN
Hsj ® :

/\FS /\FS .

22 _ g e

j % 52 9% -(Nxe/'

HS 1c CO,H 5 CO.H
H

S,\T,s z_l_s/\il,s
B R

Scheme 3. Compounds 1b, 1¢c, and 4b were used for the exchange under
the following conditions R'"CHO (2 equiv.), NH,OAc (1.5 equiv.), MeOH, MW,
at 65 °C and 50 W for 20 min.
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of mercaptomethyl group for the exchange process was evalu-
ated using 2-pentyl bisthiazolidine 4b, with aldehyde 2a (see
Scheme 3). The formation of the expected product 4a was ob-
served, indicating that 2-mercaptomethyl is not essential for the
reaction.

Mechanistic Studies

Bisthiazolidines are imino-type compounds, potentially able to
reversible exchange a C=N linkage. Initially, the mechanism was
thought to proceed through an imine exchange process involv-
ing imines formed in situ. Basically, imine equilibration process
is described to occur by three main types of reactions, hydroly-
sis, amine-imine exchange (transimination), or imine-imine ex-
change (imine metathesis).*¥ We propose an exchange of spe-
cies formed in situ.

To study the reaction, we performed time-course NMR exper-
iments of the different reaction steps, aiming to identify key
intermediate products. The reactions were performed in
[D,JMeOD, and monitored using 1D 'H and 2D 'H,'3C-HSQC
and "H,"”’N-HMBC NMR spectra.

Isobutylimine Formation, (Step A)

First, we studied the initial equilibration process of aldehyde 2a
(2 equiv.) with NH;0Ac (1.5 equiv.) in MeOD-d,, in an NMR tube
at room temperature. During this reaction we observed the for-
mation of a complex mixture of species. Progressive deuteration
of the a-position of the starting aldehyde took place, as well
as formation of the imine Ill and of the intermediate product
(carbinolamine I1). Based on the NMR analyses we proposed the
deuteration mechanism shown in Scheme 4.

o : oD
: , 0CD,

MeOD-d,
—_—

H
hemiacetal
NH,OAc
l MeOD -d
; H
0 NDz " tND? m-g ND
carbinolamine imine enamine
MeOD-d, MeOD-d, le
oD MeOD-d; o] (oD
D D E— n}—( D
I-d 0OCDg 2a-d H -d {\NDZ

Scheme 4. Proposed deuteration mechanism of aldehyde 2a and imine Il at
the a-position of the carbonyl and imine functions, respectively, in MeOD-d,,.

When the aldehyde 2a is dissolved in MeOD-d,, an equilib-
rium is established with the hemiacetal I. Upon addition of
NH,OACc, key proton resonances corresponding to the carbinol-
amine Il, imine Ill, and enamine IV could be observed at 3.84,
7.64 and 6.39 ppm, respectively. The equilibrium between com-
pounds II and Ill is confirmed by the observation of an ex-
change peak in the 1D "H,’"H-NOESY spectrum of the imine
proton of compound Il to the proton attached to the hemiami-
nal carbon in compound Il (Figure 1).
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Figure 1. 1D 'H,"H-NOESY spectrum (t,, = 500 ms) recorded by selective
irradiation of the imine protons of compounds Il and llI-d, 20 min after the
addition of NH,OAc to the aldehyde 2a in MeOD-d,. An exchange peak can
be observed from the imine proton of compounds Il and llI-d to the protons
attached to the hemiaminal carbon of compounds Il and lI-d.

The formation of the deuterated species started immediately
after the addition of NH4OAc, observed mainly as a change in
the signal multiplicity from doublet to singlet due to the pres-
ence of a deuterium. The proton-deuterium couplings are typi-
cally much smaller that proton-proton couplings and therefore
they are not observed herein. A gradual increase of the ratio of
the aldehyde protons of 2a-d (9.59 ppm, s, (v;,, = 0.9 Hz) and
2a (9.59 ppm, d, 3Jy 4y = 1.1 Hz) could be observed through time
(Figure 2). The same process occurred for the imine protons of
I-d (7.63 ppm, s, (V12 = 2.9 Hz) and Il (7.64 ppm, d, 3Jyy =
5.6 Hz), as well as the carbinolamine protons of ll-d (3.82 ppm,
s, (v, =2.9 Hz) and Il (3.82 ppm, d, 3J,;1; = 6.0 Hz). The deutera-
tion of the aforementioned species is almost complete after
two hours of reaction. A gradual decrease in the intensity of
the enamine proton resonance of compound IV (6.36 ppm, s)
could also be observed, leading to a nearly complete disappear-
ance of the signal after eight hours of reaction. An increase in
the intensity of the hemiacetal proton resonance of the deuter-
ated compound I-d (4.17 ppm, s) can also be observed in the
"H-NMR spectra (data not shown), with a concomitant drop of
the respective signal of 1 (4.17 ppm, d, %)y = 5.7 H2).

Imine Intermediate Formation, (Step B)

After a two-hour reaction of aldehyde 2a with NH;OAc in
MeOD-d,, the imine proton resonance of deuterated IlI-d was
observed as a singlet at 7.63 ppm (Figure 3 B). The '*C and >N
resonances of the imine moiety of compound Ill-d were ob-
served at 172.7 ppm and -217.1 ppm, respectively. These chem-
ical shifts were obtained from the corresponding 'H,">C-HSQC
and "H,">N-HMBC spectra, and the nitrogen chemical shift is
informed using MeNO, as external reference.?”!

The resonance of the imine lll-d disappeared immediately
after the addition of bisthiazolidine 1b (1 equiv.), and two new
resonances (both broad singlets) can be observed at 7.58 and
7.55 ppm (Figure 3B), corresponding to two diastereomers of
1b-lI-d. In the "H,"3C-HSQC spectrum these protons correlate to
carbon resonances at 171.8 and 171.9 ppm, respectively,
whereas the "H,">N-HMBC spectrum revealed two-bond correla-
tions from the aforementioned protons to nitrogen resonances
located at —-215.2 ppm. The signals of the starting material 1b
were still observed in the reaction mixture, (Figures S4).
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Figure 2. Selected regions of the time-course 'H-NMR spectra of the reaction

of aldehyde 2a with NH,OAc in MeOD-d,, showing selected resonances of

compounds 2a (aldehyde proton), Il (hemiaminal proton), Il (imine proton), and IV (enamine proton), and their respective deuterated counterparts [D]-2a,

Il-d and llI-d.
L_——J\/\IW

dur=755
H bre 7.5 gm=171.9
?_é H7=7. NG = -215.2
HS‘\_N P ber=171.8
* 6 o Bno=-215.2
v

. N
2 [S>:]”

syn/anti 1b-ll-d

7.60
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Figure 3. "H-NMR spectra of the reaction mixtures: A) 2a (0.21 mmol), NH,OAc
(0.15 mmol) in MeOH-d, (0.6 mL), r.t, 2 h, step A; B) 2a (0.21 mmol), NH,0Ac
(0.15 mmol), bisthiazolidine 1b (0.10 mmol), MeOH-d, (0.6 mL), r.t., t = 2 min,
step B; C) idem B) after 2 h at 50 °C, step C. The '3C and >N chemical shift
of the atoms highlighted in red color were obtained from 'H,">C-HSQC and
"H,">N-HMBC correlations to the respective imine protons.
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Product Formation, (Step C)

After heating the reaction in the NMR tube at 50 °C for 120 min,
the signals of the intermediate 1b-Il d (7.58 and 7.55 ppm)
completely disappeared and just a few minor signals were ob-
served in the imine region between 7.62-7.44 ppm (Figure 3
C). The signals of the starting material 1b also disappeared and
the exchanged product 4a-d could be observed, see Figure S9.
Its presence was confirmed by independent preparative synthe-
sis in MeOH-d,.

Based on the above-mentioned 'H-NMR analysis we pro-
posed the mechanism depicted in Scheme 5. The imine llI-d is
formed in the reaction media, as observed by NMR, step A).
The iminium specie 1b-I could be formed by bisthiazolidine 1b
opening, which was not observed in the "H-NMR spectrum. Im-
ine nitrogen of llI-d would attack the iminium carbon of com-
pound 1b-l to produce a new imine intermediate 1b-Il, ob-
served in the NMR spectra as a diastereomeric mixture, step B).
The structure of 1b-Il was proposed, based on spectroscopic
analysis on chemical shifts of 'H (7.58 bs and 7.55 bs), 13C (171.8

"L
li-d

MeOD-d

+ Rpi
NH,OAc + R'CHO —

.
SH Z~_-SH
N +H (\ N7 + ll-g-H*
SH_s sV, T
b H S 1 H S P
HH
H P D
N NJ\{D step C) SK\N‘%
syn/anfi 1b-1l syn d4a-d

Scheme 5. Proposed exchange process mechanism.
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Scheme 6. A) Mechanistic proposal. The activation barriers (AG* at 50 °C) with respect to the reactant are included in kcal mol™' for the lowest-activation-
energy paths among the stereochemical variants. The distribution % under kinetic control (Curtin-Hammett principle) are also included for the different
pathways. Diastereomer distribution for compound 4a syn/anti (99.5:0.5) was determined at equilibrium. B) Predicted reaction profiles. The lowest-activation-
energy process involves the green and black pathways (through TS1 and TS7). The DFT calculations were carried out at M062x/6-31+G(d,p) level of theory.

and 171.9), and "N (-215.2), see Figure 3B and Figures S4-S7
in the supporting information. When the reaction was heated
at 50 °C for 2 h, the exchange took place. Intermediate 1b-II
then led to the product 4a-d as the main reaction product.

Theoretical Calculations

To gain insights into the mechanism of step C, we conducted
DFT calculations to the exchange process on the intermediate
1b-Il. The level of theory used was M062x/6-31+G(d,p). All the
stereochemical possibilities were taken into account (see Figure
S11 and S12 for details). The summarized results are depicted
in Scheme 6.

The mechanistic proposal begins with the protonation of 1b-
Il at the amine or imine N atoms, mediated by NH,OAc catalyst.
This triggers three different mechanistic pathways to form 4a:
i) thiazolidine 1b-Ill formation by N-assisted N-C bond cleavage,
ii) thiazolidine 1b-Ill formation assisted by the thiol group of
1b-Il via a 5 endo-trig cyclization, followed by the C-N bond
cleavage, and iii) imine metathesis via an azetidine intermedi-
ate, as proposed by Messmer et al. for aromatic imines,['? giv-
ing rise to the formation of iminium ion 1b-V.

The iminium ion 1b-V is a common intermediate for all the
routes, its intramolecular cyclization led to bisthiazolidine 4a.
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According to the computed activation barriers (AG*) at 50 °C
(Scheme 6 B), the lowest-activation-energy process involves the
formation of the thiazolidine 1b-Ill by pathway i) (depicted in
green in Scheme 6A), followed by the reaction with aldehyde
2a to form the iminium ion 1b-V. Finally its intramolecular cycli-
zation leads to 4a (shown in black in Scheme 6 A). Considering
all the stereochemical variants, the activation free energy barri-
ers for the lowest-activation-energy paths are 21.3 and
18.3 kcal mol™" (TS, and TS,, respectively; see Scheme 6 B and
S12). The 5 endo-trig cyclization followed by the C-N bond
cleavage (pathway ii, shown in blue in Scheme 6) also contrib-
ute to the formation of intermediate 1b-lll (24 %), with a close
activation barrier (22.1 kcal mol™', see TS, structure in Scheme 6
B). Nevertheless, the imine metathesis (route iii, depicted in red
in Scheme 6 A) was ruled out, since it exhibits higher energy
transition states (TS, and TSs, shown in Scheme 6 B and S11).
Indeed, the free-energy difference between the global activa-
tion barriers of pathways i) and iii) is Arssrs; = 8.1 kcal mol™',

Finally, the theoretical diastereomeric ratio predicted for 4a
under thermodynamic control is syn/anti (99.5:0.5), in accord-
ance to the experimental value syn/anti (90:10). This validates
the computational methods employed and gives evidence that
the equilibrium was reached. The thermodynamic preference
for the syn diastereomers can be accounted for by their struc-
tural features (Figure S13). The syn arrangement of the groups
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triggers a bending or “book-like” conformation of the bicycle,
pulling apart the H and isopropyl substituents, and relieving
the steric repulsion.

Conclusions

In summary, we have developed a new methodology to intro-
duce alkyl and aryl substituents at position 2 of bisthiazolidine
ring with yields up to 75 %. These findings could be useful to
prepare new analogs of bisthiazolidines as MBLs inhibitors. The
reaction occurs by the in situ formation of imines followed by
exchange, using NH,OAc as promoter. The catalyst plays a dual
role by forming the necessary imine for the exchange and giv-
ing the acidic media to promote it. A key imine intermediate
(1b-1l) was identified by NMR spectroscopy and chemical shifts
of the different "N-imine were reported. DFT calculations al-
lowed us to furnish a clear picture of the mechanism and acti-
vation barriers for the transformation of imine 1b-Il into 4a.
The most favorable routes involve the formation of thiazolidine
1b-Ill by i) N-assisted N-C bond cleavage, and ii) a thiol-medi-
ated 5 endo-trig cyclization followed by a C-N bond cleavage.
Thiazolidine 1b-lll then reacts with aldehyde 2a to give 4a.
Altogether these results contribute to a better understanding
of the exchange process, adding new information to the scarce
data available.

Experimental Section

1. General Methods: Reactions were monitored by analytical thin
layer chromatography (TLC) on 0.25 mm silica gel coated plastic
sheets (SIL G/UV 254). Flash chromatography on Silica gel 60 (40 um
average particle diameter) was used to purify the crude reaction
mixtures. All NMR spectra were recorded in [D]ICDCl; at 300 K on a
Bruker Avance 400 MHz spectrometer equipped with a 5 mm QXI
probe and on Avance Il 400 MHz spectrometer equipped with a
5 mm BBOF plus probe. Chemical shifts (0) are expressed in ppm
using tetramethylsilane (TMS) as internal reference, and multiplici-
ties are indicated as s (singlet), d (doublet), t (triplet), q (quartet), m
(multiplet), b (broad). The assignments of "H and "*C-NMR resonan-
ces were made based on a combination of 'H,'H-COSY, 'H,'3C-
HSQC, and "H,"3C-HMBC spectra. The >N chemical shifts were de-
termined using 'H,"”>N-HMBC experiments, and referenced to
MeNO,. Microwave reactions were performed using a single-mode
from CEM Discover. All microwave reactions were performed in a
sealed tube reaction condition. Reaction temperatures were moni-
tored by an internal probe, and the temperature was maintained in
each experiment. All reactions were carried out in dry, freshly dis-
tilled solvents under anhydrous conditions unless otherwise stated.
Yields are reported for chromatographic and spectroscopic ('H and
3C NMR) pure compounds unless otherwise stated. HRMS spectra
were recorded on Xevo G2S Q-TOF (Waters Corp) and MicrOTOF-
QTM (Bruker Daltonics) mass spectrometers. ESI(+)-LCMS spectra
were recorded on LTQ XL Thermo. Optical rotation was measured
using a Kruss Optronic GmbH P8000 polarimeter with a 0.5 mL cell
(concentration ¢ given as g/100 mL). C, H, N and S analyses were
carried out with a Thermo Scientific Flash 2000 elemental analyzer.

2. Synthetic Procedures

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2-mercaptomethyl-1-aza-3,6-dithiobi-
cyle[3.3.0]octane (syn 1a): To a stirred solution of L-cysteine (1 g,
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8.3 mmol) in buffer acetate pH 5 (100 mL), was added 1,4-dithiane-
2,5-dithiol (1.5 g, 9.9 mmol). The mixture was heated at reflux for
2 h. Then, it was cooled and poured into a saturated aqueous solu-
tion of NaCl (30 mL), extracted with EtOAc (5 x 30 mL), dried
(Na,S0O,) and filtered. The solvent was removed under reduced pres-
sure and the residue was purified by chromatography on SiO,
(nHex/EtOAc/AcOH, 7:3:0.1) to give compound 1a (1.3 g, 65 %,
syn/anti, 92:08) as a white solid: "TH-NMR 6 = 5.05 (dd, J = 5.8, 4.2 Hz,
1H), 432 (t, J = 6.9 Hz, 1H), 4.25 (dd, J = 7.1, 3.3 Hz, 1H), 3.55 (dd,
J =120, 58 Hz, 1H), 3.43 (dd, J = 114, 3.3 Hz, 1H), 3.33 (dd, J =
11.4, 7.1 Hz, 1H), 3.11 (dd, J = 12.0, 4.2 Hz, 1H), 2.81 (dd, J = 8.5,
6.9 Hz, 2H), 1.86 (t, J = 8.5 Hz, 1Hgy). The spectroscopic properties
were identical as described in literature.”

(2RS,5SR)-2-Mercaptomethyl-1-aza-3,6-dithiobicyle[3.3.0]oc-
tane (+ syn 1b): Prepared in analogous route as described for 1a,
starting from cysteamine-HCl, to give 1b (2.6 g, 74 %, syn/anti,
92:08) as an yellow oil: '"H-NMR ¢ = 4.97 (dd, J = 5.2, 3.7 Hz, TH),
424 (dd, J = 7.0, 6.0 Hz, 1H), 3.54 (ddd, J = 11.6, 5.2, 0.5 Hz, 1H),
3.48 (ddd, J = 11.5, 5.7, 48 Hz, 1H), 3.21 (ddd, J = 11.5, 7.2, 6.6 Hz,
1H), 3.12 (m, 1H), 3.08 (m, 2H), 2.82 (ddd, 13.6, 7.6, 7.0 Hz, 1H), 2.65
(ddd, J = 13.6, 9.1, 6.0 Hz, 1H), 1.84 (dd, J = 9.1, 7.6 Hz, 1H); '3C-
NMR 6 = 74.5, 73.2, 57.1, 38.4, 33.5, 31.8. The spectroscopic proper-
ties were identical as described in literature, erroneously reported
as anti.

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-7-dimethyl-2-mercaptomethyl-1-aza-3,6-
dithiobicyle[3.3.0]octane (syn 1c): Prepared in analogous route as
described for 1a, starting from L-penicillamine to give 1c as a white
solid: "H-NMR 4.98 (dd, J = 6.6, 5.4 Hz, 1H), 431 (t, J = 7.3 Hz, 1H),
3.80 (s, 1H), 3.43 (dd, J = 11.7, 6.6 Hz, 1H), 3.06 (dd, J = 11.7, 5.4 Hz,
1H), 1.89 (t, J = 8.7 Hz, 1Hgy), 2.81 (m, 2H), 1.62 (s, 3H), 1.52 (s,
3H); m.p. 89-97 °C. The spectroscopic properties were identical as
described in literature.™

(2R,55,8R)-8-Carboxyl-2-Isopropyl-1-aza-3,6-dithiobicyle-
[3.3.0]octane (syn 3a): To a solution of bisthiazolidine 1a (100 mg,
0.42 mmol) in dry MeOH (1 mL) was added isobutyraldehyde 2a
(0.077 mL, 0.84 mmol) and NH,OAc (48.5 mg, 0.63 mmol). The reac-
tion mixture was stirred at 65 °C for 20 min. under microwave irradi-
ation (50 W). The solvent was evaporated under reduced pressure
and the residue was purified by column chromatography on flash
silica gel (n Hex/EtOAc, 7:3 + 0.1 % AcOH) to give 3a (64 mg, 55 %)
as colorless oil: "H-NMR 6 = 5.02 (t, J = 4.3 Hz 1H), 4.12 (dd, J = 7.1,
3.0 Hz, 1H), 4.06 (d, J = 6.6 Hz, 1H), 3.42 (m, 2H), 3.33 (dd, J = 11.3,
7.1 Hz, 1H), 3.02 (dd, J = 11.9, 4.3 Hz, 1H), 1.91 (dq, J = 13.3, 6.7 Hz,
1H), 1.04 (d, J = 6.6 Hz, 6H); "3C-NMR & = 173.6, 79.7, 73.9, 71.2,
38.2, 35.3, 33.3, 20.0, 18.5; IR (NaCl) v 2851-3006 (br), 2958, 2931,
2870, 1718 (s), 1440, 1381, 1219, 1193, 1085 cm™; [a]p?" -31,3° (¢
3.2, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]* Calcd for CoH,6NO,S,
234.0617, found 234.0607.

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2-ethyl-1-aza-3,6-dithiobicyle[3.3.0]oc-
tane (syn 3b): Prepared in an analogous route as described for 3a
starting from 1a and propionaldehyde 2b to give 3b (69 mg, 75 %)
as colorless oil: '"H-NMR 6 = 5.04 (t, J = 5.6 Hz, TH), 4.18 (dd, J =
5.4, 8.3 Hz, 1H), 4.09 (dd, J = 3.6, 7.1 Hz, 1H), 3.45 (m, 1H), 3.37 (m,
2H), 3.05 (dd, J = 5.1, 8.3 Hz, 1H), 1.91 (m, 1H), 1.71 (tt, J = 7.3,
14.3 Hz, TH), 1.02 (t, J = 7.3 Hz, 3H); "3C-NMR 0 = 172.6, 74.6, 73.2,
70.2, 37.9, 33.3, 31.6, 11.3; IR (NaCl) v 2840-3076 (br), 2964, 2931,
2873, 1722 (s), 1625, 1438, 1377, 1267, 1212, 734, 702 cm™; [a]p?’
+96.1 (c 0.20, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M - H]~ Calcd for
CgH1,NO,S; 218.0315, found 218.0309.

Epimeric mixture (2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2"-((RS)-2,6-dimethylhept-5-
en-1-yl)-1-aza-3,6-dithiobicyle[3.3.0]octane (syn 3c): Prepared in an
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analogous route as described for 3a, starting from 1a and = citron-
ellal 2c to give an epimeric mixture of syn/anti 3c diastereomers
(142 mg, 54 %, epimeric mixture syn/anti, 90:10) as colorless oil: (2’
RS) 3c: 'TH-NMR 6 = 5.07 (m, 2H), 4.87* (m, 1H), 4.70% (m, 1H), 4.32
(m, TH), 4.10 (m,1H), 3.46 (m, 1H), 3.37 (m, 2H), 3.05 (m, 1H), 1.97
(m, 2H), 1.75 (m, 1H) 1.69 (s, 3H), 1.65 (m, 1H), 1.61 (s, 3H), 1.54 (m,
1H), 1.37 (m, 1H), 1.15 (m), 0.92 (q, J = 6.4 Hz, 3H); 6 = 174.1, 131.3,
124.3,124.2,73.1,729,71.1, 70.9%, 70.8%, 69.2, 69.1, 46.1, 45.4, 38.0,
37.6, 36.1, 37.4, 33.5, 30.6, 30.4, 25.6, 25.2, 25.1,19.8, 19.7,
19.1%,19.0%, 17.6, 17.5% (* denotes minor diastereomer); IR (NaCl) v
2758-3154 (br), 2960, 2924, 2870, 2854, 1722 (s), 1624, 1444, 1379,
1211, 1145, 735 cm™'; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + Na]* Calcd for
C16H,NO,NaS, 352.1375, found 352.1394.

(55,8R)-Carboxyl-1-aza-3,6-dithiobicyle[3.3.0]octane (syn 3d):
Prepared in an analogous route as described for 3a starting from
1a and formaldehyde 2d to give 3d (39 mg, 45 %) as yellow oil: "H-
NMR 0 = 4.93 (dd, J = 6.4, 4.4 Hz, TH), 4.29 (d, J = 10.2 Hz, 1H), 4.11
(d, J =10.2 Hz, TH), 4.08 (m, 1H), 3.41 (m, 3H), 3.06 (dd, J = 11.8,
4.3 Hz, 1H); "3C-NMR 6 = 173.3, 72.8, 69.9, 58.2, 40.0, 34.2; [a]p*’
+83.6 (¢ 0.43, MeOH); IR (NaCl) v 2798-3100 (br), 2931, 2864, 1720
(s), 1622, 1438, 1215, 732 cm™'; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + HI*
Calcd for CgH,oNO,S, 192.0147, found 192.0141.

(2R,5S5,8R)-8-Carboxyl-2-(m-tolyl)-1-aza-3,6-dithiobicyle-
[3.3.0]octane (syn 3e): Prepared in an analogous route as de-
scribed for 3a starting from 1a and 3-methylbenzaldehyde 2e to
give 3e (64 mg, 54 %) as colorless oil: 'TH-NMR 6 = 7.40 (d, J =
8.1 Hz, 2H), 7.18 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 5.30 (dd, J = 6.1, 3.8 Hz, 1H),
5.16 (s, TH), 4.10 (dd, J = 7.3, 3.0 Hz, 1H), 3.60 (dd, J = 11.7, 6.3 Hz,
1H), 3.47 (dd, J = 11.5, 3.0 Hz, 1H), 3.41 (dd, J = 11.4, 7.3 Hz, 1H),
3.23(dd, J = 11.8, 3.7 Hz, 1H), 2.35 (s, 3H); 3C-NMR 0 = 174.4, 139.9,
134.9, 129.6(2C), 127.8(2C), 73.9, 72.6, 67.9, 36.6, 33.3, 21.1; IR (NaCl)
v 2846-3075 (br), 3024, 2937, 2922, 2860, 1718 (s), 1511, 1440, 1228,
1150, 1105, 912, 809, 732 cm™"; [alp?' +196.0° (c 3.2, MeOH); HRMS
(ESI/Q-TOF) m/z: [M + Nal* Calcd for C;5H;sNO,S,Na 304.0436,
found 304.0433.

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2-phenyl-1-aza-3,6-dithiobicyle[3.3.0]oc-
tane (syn 3f): Prepared in an analogous route as described for 3a
starting from 1a and benzaldehyde 2f to give 3f (56 mg, 50 %) as
yellow oil: "TH-NMR 6 = 7.52 (m, 2H), 7.35 (m, 3H), 5.30 (dd, J = 6.3,
4.1 Hz, 1H), 5.21 (s, 1H), 4.12 (dd, J = 7.4, 2.8 Hz, 1H), 3.60 (dd, J =
11.8, 6.3 Hz, TH), 3.45 (m, 2H), 3.24 (dd, J = 11.8, 4.1 Hz, 1H); 3C-
NMR ¢ = 173.2, 138.3, 129.0, 128.9, 127.8, 74.0, 72.9, 68.0, 36.9, 33.4;
IR (NaCl) v 2885-3075 (br), 3059, 3030, 2933, 1718 (s), 1490, 1448,
1400, 1207, 914, 734, 698 cm™"; [alp?" +199.7° (c 2.6, MeOH); HRMS
(ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]* Calcd for C;,H;4,NO,S, 268.0466, found
268.0462.

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2-(4-methoxyphenyl)-1-aza-3,6-dithiobi-
cyle[3.3.0]octane (syn 3g): Prepared in an analogous route as de-
scribed for 3a starting from 1a and 4-methoxybenzaldehyde 2g to
give 3g (42 mg, 40 %) as yellow oil: 'TH-NMR 6 = 7.44 (d, J = 8.7 Hz,
2H), 6.91 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.26 (dd, J = 6.4, 4.1 Hz, 1H), 5.15 (s,
1H), 4.08 (dd, J = 7.4, 2.7 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.60 (dd, J = 11.8,
6.4 Hz, 1H), 3.52 (dd, J = 11.5, 2.7 Hz, TH), 3.39 (dd, /= 11.5, 7.5 Hz,
1H), 3.24 (dd, J = 11.8, 4.1 Hz, 1H); ">3C-NMR 6 = 171.7, 160.3, 132.0,
129.3, 114.5, 73.6, 72.5, 67.8, 55.4, 36.5, 33.1; IR (NaCl) v 2886-3088
(br), 3001, 2933, 2837, 1737, 1722 (s), 1608, 1512, 1440, 1240, 1174,
1031, 833, 736 cm™'; [alp?! +127.4° (c 2.1, MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF)
m/z: [M + HI* Calcd for C,3H,sNO5S, 298.0572, found 298.0554

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2-(3-bromophenyl)-1-aza-3,6-dithiobi-
cyle[3.3.0]octane (syn 3h): Prepared in an analogous route as de-
scribed for 3a starting from 1a and 3-bromobenzaldehyde 2h to
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give 3h (62 mg, 42 %) as colorless oil: 'TH-NMR & = 7.68 (m, TH),
7.47 (m, 2H), 7.24 (m, 1H), 5.27 (dd, J = 6.1, 3.3 Hz, 1H), 5.18 (s, T1H),
4.14 (dd, J = 6.8, 3.9 Hz, TH), 3.59 (dd, J = 11.7, 6.2 Hz, 1H), 3.51 (dd,
11.4, 3.3 Hz, 1H), 3.42 (dd, J = 11.4, 7.3 Hz, 1H), 3.23 (dd, J = 11.7,
3.4 Hz, 1H); "3C-NMR 6 = 173.3, 141.3, 131.9, 130.8, 130.4, 126.4,
122.8, 74.0, 72.4, 68.2, 37.2, 33.6; [alp?' +115.0° (c 3.0, MeOH); IR
(NaCl) v 2834-3095 (br), 3064, 2940, 2927, 2850, 1728 (s), 1701,
1431, 1330, 1282, 1213, 997, 860, 785 cm™'; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z:
M + HI* Calcd for C;,H,3BrNO,S, 345.9571, found 345.9563.

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2-(4-(trifluoromethyl)-1-aza-3,6-dithiobi-
cyle[3.3.0]octane (syn 3i): Prepared in an analogous route as de-
scribed for 3a starting from 1a and 4-(trifluoromethyl)benzaldehyde
2i to give 3i (44 mg, 31 %) as colorless oil: "TH-NMR 6 = 7.65 (q, J =
8.6 Hz, 4H), 5.29 (t, J = 4.0 Hz 2H), 4.13 (dd, J = 7.0, 3.9 Hz, TH), 3.58
(dd, J =118, 6.1 Hz, 1H), 3.46 (m, 2H), 3.25 (dd, J = 11.8, 3.2 Hz,
TH); 3C-NMR 6 = 174.4, 143.6, 130.7 (q, Jcr = 32.4 Hz), 129.9, 129.4,
128.0, 125.7 (0, Jcr = 3.7 Hz), 123.9 (q, Jcr = 272.2 Hz), 74.0, 72.5,
68.2, 37.4, 33.8; IR (NaCl) ¥ 3135-3600 (br), 2929, 2857, 1720 (s),
1637, 1417, 1325, 1124, 1016, 847, 738 cm™"; [alp?' +265.0° (c 2.2,
MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + H]* Calcd for Cy3H;3F3NO,S,
336.0340, found 336.0351

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2-(4-chlorophenyl)-1-aza-3,6-dithiobi-
cyle[3.3.0]octane (syn 3j): Prepared in an analogous route as de-
scribed for 3a starting from 1a and 4-chlorobenzaldehyde 2j to
give 3j (43 mg, 34 %) as colorless oil: "TH-NMR 6 = 7.47 (m, 2H), 7.33
(m, 2H), 5.29 (dd, J = 6.2, 3.4 Hz, 1H), 5.19 (s, TH), 4.11 (dd, J = 6.7,
4.0 Hz, TH), 3.58 (dd, J = 11.7, 6.2 Hz, 1H), 3.43 (m, 2H), 3.23 (dd,
J=11.7,3.4 Hz, TH); 3C-NMR 0 = 174.1, 137.4, 134.6, 129.1, 129.0,
74.0, 723, 67.9, 37.0, 33.6; IR (NaCl) v 2831-2998 (br), 2922, 2850,
1718 (s), 1685, 1489, 1226, 1145, 829, 735 cm™'; [a]p?' +173.0° (c 2.1,
MeOH); HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + HI* Calcd for C;,H;,CINO,S,
302.0076, found 302.0071.

(2RS,55R)-2-isopropyl-1-aza-3,6-dithiobicyle[3.3.0]octane (+ syn
4a): Prepared in an analogous route as described for 3a starting
from 1b and isobutyraldehyde 2a, microwave irradiation was
40 min, to give 4a as inseparable diastereomeric mixture (61 mg,
65 %, syn/anti, 90:10) as colorless oil: syn-4a: "H-NMR ¢ = 5.00 (dd,
J =49, 3.1 Hz, 1H), 3.91 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 3.44 (m, 2H), 3.13 (m,
2H), 3.06 (dd, J = 11.6, 3.1 Hz, 1H), 3.01 (dt, J = 7.4, 3.7 Hz, 1H), 1.82
(m, 1H), 0.97 (dd, J = 6.6, 4.9 Hz, 6H); 3C-NMR 6 = 77.2, 75.8, 57.1,
37.7,35.5,31.8, 20.1, 17.8; anti-4a: "H NMR 4.56 (dd, J = 8.4, 7.3 Hz,
1H), 4.46 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 3.25 (m, 2H), 1.94 (m, 1H), 1.14 (d, J =
6.5 Hz, 3H), 1.03 (d, J = 6.6 Hz, 3H); "3C-NMR 6 = 79.5, 72.0, 45.6,
40.3, 32.7, 31.6, 22.3, 21.0; IR (NaCl) v 2956, 2931, 2868, 1606, 1465,
1307, 1203, 1157, 1066, 750 cm™' HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + HI*
Calcd for CgH NS, 190.0719, found 190.0718.

(2RS,55R)-2-(2-Deuteropropan-2-yl)-1-aza-3,6-dithiobicyle-
[3.3.0]octane (+ syn 4a-d): To a solution of + (2RS,55R)-2-Mercapto-
methyl-1-aza-3,6-dithiobicyle[3.3.0]octane 1b (20 mg, 0.10 mmol)
in MeOD-d, (0.6 mL) was added isobutyraldehyde 2a (0.018 mL,
0.21 mmol) and NH4OAc (12 mg, 0.15 mmol). The reaction mixture
was stirred at 65 °C for 10 min. under microwave irradiation (50 W).
The solvent was evaporated under reduced pressure and the resi-
due was purified by column chromatography on flash silica gel
(nHex/EtOAc, 9:1) to give 4a-d as a diasteromeric mixture (6 mg,
31 %, syn/anti, 90:10) as yellow oil. syn 4a-d: "H-NMR ¢ = 5.01 (dd,
J=4.7,3.2 Hz, 1H), 3.91 (s, 1H), 3.45 (m, 2H), 3.15 (m, 2H), 3.06 (dd,
J=11.5,3.0 Hz, 1H), 3.01 (m, TH); '3C-NMR 6 = 77.2, 75.8, 57.1, 37.7,
35.0 (t, Jc.p= 19.5 Hz), 31.8, 20.0, 17.7; IR (NaCl) v 2916, 2852, 1684,
1566, 1312, 1261, 945. 745 cm™'; HRMS (ESI/Q-TOF) m/z: [M + HI*
Calcd for CgH;5sDNS, 191.0781, found 191.0784.
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(2RS,55R)-2-pentyl-1-aza-3,6-dithiobicyle[3.3.0]octane (+ syn
4b): Prepared in an analogous route as described for 3a starting
from 1b and hexanal, microwave irradiation was 60 min, to give 4b
as a diastereomeric mixture (79 mg, 21 %, syn/anti, 83:17) as yellow
oil: '"H-NMR 6 = 5.02 (dd, J = 5.5, 3.3 Hz, 1H), 4.73* (dd, J = 8.4,
5.8 Hz, 1H), 4.53* (m, 1H), 4.09 (dd, J = 8.3, 5.0 Hz, 1H), 3.50 (dd, J =
11.4, 5.6 Hz, 1H), 3.41 (m, 1H), 3.17* (m, 4H), 3.02 (m, TH), 2.82* (m,
1H), 1.99* (m, 1H), 1.79 (m, 1H), 1.59 (m, TH), 1.33 (m, 8H), 0.89 (t,
J = 6.9 Hz, 4H); "3C-NMR 6 = 75.2, 72.0%, 71.7%, 70.3, 55.5, 46.3%
40.4%, 38.8, 36.7, 33.7*%, 31.7*%, 31.6(2C), 28.00%, 26.9, 22.6, 22.4*, 14.0,
13.9*(*minor anti diastereomer); IR (NaCl) v 2929, 2854, 1458, 1442,
1301, 1246, 1122, 1072, 730 cm™; ESI(+)-LCMS m/z: [M + H]* Calcd
for C;oH0NS, 218.10, found 218.10; elemental analysis calcd. for
CyoH1oNS,: C 55.25, H 8.81, N 6.44, S, 29.50, found: C 55.41, H 8.63,
N 6.48, S, 29.48.

(2R,5S,8R)-8-Carboxyl-2-isopropyl-7,7-dimethyl-1-aza-3,6-di-
thiobicyle[3.3.0]octane (syn 5): Prepared in an analogous route as
described for 3a starting from 1c and isobutyraldehyde 2a. The
reaction mixture was stirred at 65 °C for 60 min under microwave
irradiation (50 W). The solvent was evaporated under reduced pres-
sure and the residue was purified by column chromatography on
flash silica gel to give 5 (50 mg, 52 %) as colorless oil: 'TH-NMR ¢ =
4.87 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 4.03 (d, J = 8.4 Hz, TH), 3.74 (s, 1H), 3.32 (dd,
J=11.3,6.7 Hz, 1H), 3.00 (dd, J = 11.3, 6.4 Hz, 1H), 1.81(m, 1H), 1.61
(s, 3H), 1.50 (s, 3H), 1.05 (d, J = 6.7 Hz, 3H), 0.97 (d, J = 6.6 Hz, 3H);
3C-NMR 6 = 174.0, 80.7, 77.6, 69.1, 55.1, 40.5, 35.9, 28.9, 28.1, 20.3,
19.6; IR (NaCl) v 2838-3078 (br), 2964, 2929, 2868, 1720 (s), 1462,
1367, 1190, 1134, 741 cm™'; [alp?' +173.0° (c 2.1, MeOH) HRMS
(ESI/Q-TOF) m/z [M + H]* Calcd for Cq7H;oNO,S, 262.0930, Found
262.0933.

3. Sample preparation for Mechanistic Studies
Step A)

A solution of isobutylaldehyde (15 mg, 0.20 mmol), NH,OAc (12 mg,
0.15 mmol) in CD;0D (0.6 mL) was prepared in an NMR tube. The
reaction was monitored by 1D 'H, and 2D "H,"H-COSY, "H,"3C-HSQC,
TH,"3C-HMBC NMR experiments, for 2 h at room temperature and
the Imine llI-d was identified: "TH-NMR 6 = 7.63 (s), 0.81 (s); '*C-NMR
0 =1727,33.5, 16.2.

Step B)

The bisthiazolidine 1b (20 mg, 0.10 mmol) was added to the NMR
tube of step A). The reaction was monitored at room temperature
by 1D "H and '3C experiments and 2D 'H,"H-COSY, 'H,"3C-HSQC,
TH,"3C-HMBC spectra, the Intermediate 1b-Il (dr 60:40) was identi-
fied: "H-NMR 6 = 7.58 (s),7.56* (s) 4.32 (dd, J = 7.6, 5.7 Hz), 4.27*
(m), 4.19 (bs), 4.14* (bs), 3.36 (m), 3.16* (m), 3.12 (m), 3.03* (m), 2.75
(m), 2.50 (M), 2.67 (m), 2.47 (m); '>C-NMR 6 = 171.9, 171.8%, 80.5%,
80.3, 71.1, 70.4%, 56.4%, 56.3, 38.8, 38.3, 33.5 (t, / = 19.4 Hz), 30.9,
30.8%, 18.4 (*minor diastereomer)

Step Q)

The NMR tube of step B) was warming at 50 °C for 2 h. The reaction
was monitored by 1D 'H, and 2D "H,"H-COSY, 'H,"3C-HSQC, H,'3C-
HMBC NMR experiments.

4. Sample Preparation for >N Experiments

To perform the 2D 'H,">N-HMBC experiments the procedure
described above was followed using ">NH,OAc in step A).

5. Computational Calculations

Initial geometries of all the stereoisomers were pre-optimized by
molecular mechanics (MMFF94X forcefield; energy gradient =
0.01 kcal/mol/A3), as implemented in MOE.?®! The solvent (meth-
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anol) was modeled by means of the Generalized Born model (¢ =
33.1). In order to explore the potential energy surface, a conforma-
tional search was performed using the LowModeMD search
method,?”? with the same forcefield and solvation method, without
cut-offs, and with a RMS gradient = 0.005 kcal/mol/A3 (rejection
limit = 100; RMSD limit = 0.25 A; energy window = 7 kcal/mol;
iteration limit = 10000).

The most stable conformations were selected and fully optimized
by means of the density functional theory method (DFT),?8! em-
ploying the M06-2x functional,’?®! which has been reported to have
excellent across — the-board average performance in general ther-
mochemistry and kinetics.??! To represent the electronic wave func-
tion, the 6-31+G(d,p) basis set’*® was used, since 6-31+G(d) has
showed satisfactory performance for similar systems.'®"! The extra p
polarization functions were added to hydrogen atoms to enhance
the computational description of the hydrogen-mediated interac-
tions.3? The calculations were carried out without symmetry con-
straints and with an ultrafine integration grid, employing the Gaus-
sian 09 code.*3! All the stereochemical variants were considered
during the calculations. The influence of the solvent (methanol) was
simulated by an [EFPCM method (implicit solvation), with radii and
non-electrostatic terms from Truhlar and co-workers' SMD solvation
model.®# To verify the nature of each stationary state, the Hessian
matrix was analytically calculated. The optimized geometries of the
intermediates were found to have only real vibrational frequencies,
whereas the transition states exhibited a single negative eigenvalue.
This negative normal mode was animated and examined in each
case, confirming that it reflects the structural change in going from
reactants to products. The computational results were rendered
with Gaussview 5.0.55!

Zero-point energies and thermal corrections were taken from un-
scaled analytical vibrational frequencies. The yield under kinetic
control was estimated by means of the Transition State Theory,3%
using the Curtin-Hammett principle.3”!
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