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En la actualidad, uno de los principales desafios de la quimica medicinal es el
desarrollo de nuevos agentes antibacterianos capaces de superar la creciente
aparicién de resistencias frente a los farmacos existentes.

Los antibidticos B-lactamicos han sido la clase mas importante de antibidticos
durante varias décadas y representan la mitad del mercado mundial de
antibacterianos. A pesar de ello, su utilidad como agentes terapéuticos esta siendo
amenazada por [-lactamasas, enzimas que los inactivan por hidrélisis. La
resistencia bacteriana a los antibiéticos es una epidemia emergente en todo el
mundo y existe una necesidad urgente de nuevas estrategias para mantener la
efectividad de los agentes antimicrobianos actuales.

Este trabajo de tesis se enfocd en el disefio y sintesis de nuevos heterociclos
analogos a bistiazolidinas y tiazolidinas previamente preparadas por el grupo de
investigacion. Los nuevos compuestos fueron evaluados frente a enzimas j-
lactamasas y se logré identificar una serie de derivados mas activos que los
heterociclos originales. Ademas, se aplic6 un enfoque biotecnolégico para la
obtencion de benzobisheterociclos enantioméricamente puros, logrando resultados

altamente prometedores.
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Currently, one of the main challenges in medicinal chemistry is the development of
new antibacterial agents capable of overcoming the growing emergence of resistance
to existing drugs.

B-lactam antibiotics have been the most important class of antibiotics for several
decades, accounting for half of the global antibacterial market. Despite this, their
usefulness as therapeutic agents is being threatened by B-lactamases, enzymes that
inactivate them by hydrolysis. Bacterial resistance to antibiotics is an emerging
epidemic worldwide and there is an urgent need for new strategies to maintain the
effectiveness of current antimicrobial agents.

This work focused on the design and synthesis of new heterocycles analogous to
bisthiazolidines and thiazolidines previously prepared by the research group. The
new compounds were evaluated against B-lactamases enzymes, and it was possible
to identify a series of analogs more active than the original heterocycles. In addition,
a biotechnological approach was applied to obtain enantiomerically pure

benzobisheterocycles, achieving highly promising results.
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Tesis de Doctorado — Valentina Villamil

1.1 Antibidticos B-lactamicos y resistencia bacteriana

1.1.1 Antibiéticos B-lactamicos

El descubrimiento y desarrollo de antibidticos es quizas el avance médico
mas importante del siglo XX. Desde su introduccion en el uso clinico antes de la
Segunda Guerra Mundial, los antibiéticos han salvado innumerables vidas y

continGian siendo una terapia de cabecera contra infecciones bacterianas.!

A partir del descubrimiento de la penicilina G, los antibioticos B-lactamicos
(ABL) se han convertido en los farmacos de eleccion para el tratamiento de
diversas infecciones bacterianas. Actualmente, estos agentes representan el
65% del mercado mundial de antibidticos que incluyen mas de 50 medicamentos

comercializados.?

Se caracterizan por un anillo B-lactamico de cuatro miembros en su
estructura y se clasifican en cuatro categorias principales: penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemos y monobactamas.? La estructura de las diferentes
clases de ABL se muestra en la Figura 1.1.

HH R NHH
R "= s . =S
PR
O - O R
CO,H CO,H
Penicilinas Cefalosporinas Carbapenemos Monobactamas

Figura 1.1: Estructura de los ABL.: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos y monobactamas.

Las penicilinas, cefalosporinas y carbapenemos representan los ejemplos
mas exitosos y utilizados en la clinica. En particular, los carbapenemos son los
ABL reservados para infecciones intra-hospitalarias graves, como por ejemplo
las infecciones intra-abdominales (apendicitis complicadas y peritonitis),
meningitis bacterianas e infecciones de la piel. Entre ellos, los mas comunmente

utilizados son el imipenem*y el meropenem.®

Por otro lado, las monobactamas han sido utilizadas en menor extension,

pero han sido objeto de varias patentes en los Ultimos afios.®

Pagina | 3



Capitulo 1

Los ABL son activos contra bacterias Gram-(+) y Gram-(-). El mecanismo
de accion a nivel molecular de los ABL es la acilacion irreversible de un residuo
de serina de las transpeptidasas, enzimas bacterianas responsables de la
biosintesis de la pared celular (también llamadas proteinas de union a penicilina,
PBP).”® Este es un proceso Unicamente bacteriano y que ocurre en la pared
celular, un lugar de la célula mas facilmente accesible que los objetivos

intracelulares de otros antibidticos.%10
1.1.2 Resistencia bacteriana a antibi6éticos

Pese a todos sus beneficios para la salud humana, la utilizacion masiva
de antibidticos, tanto en ambientes nosocomiales como en suplementos
alimentarios para animales destinados al consumo humano, ha demostrado ser
una fuerza impulsora para la evolucion de las bacterias y el desarrollo de

resistencia hacia estos agentes.!?

En el afio 1992 la resistencia a antibiéticos fue reconocida como una crisis
sanitaria con la aparicion de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), S. aureus
resistente a vancomicina (VRSA) y Enterococcus spp resistente a vancomicina
(VRE).*2 En los ultimos afios, la lista de patégenos mas peligrosos ha crecido
hasta incluir E. faecium, K. pneumoniae, A. baumannii y P. aeruginosa, que han
sido denominados colectivamente como patégenos ESKAPE.!3 La prevalencia
de cepas resistentes a multiples farmacos va en aumento y es extremadamente
preocupante, generando muchas especulaciones. En 2019, la resistencia a
antibiéticos se atribuy6é directamente a 1.27 millones de muertes en todo el

mundo, notoriamente mayor al afio 2014 donde se detectaron 700 000.14

Sin excepcion, la resistencia se ha desarrollado para toda clase de
antibioticos, tanto naturales como sintéticos, luego de unos pocos afos de su
introduccién en la clinica, y ahora se reconoce ampliamente que la resistencia

bacteriana a los antibidticos es una consecuencia inevitable de su uso.1®

La resistencia bacteriana a los ABL se ha logrado mediante tres
estrategias principales: i) modificacion de las PBP para que no reconozcan a los
ABL; ii) produccion de enzimas [-lactamasas que hidrolizan el anillo B-lactdmico

y iil) sobreexpresion de bombas de eflujo para su expulsion activa.

Pagina | 4



Tesis de Doctorado — Valentina Villamil

El principal mecanismo de resistencia hacia estos agentes, tanto en
Gram-(+) como Gram-(-), es la expresion de B-lactamasas, que hidrolizan el

anillo B-lactamico y los vuelve ineficaces.'®
1.2 B-Lactamasas

Actualmente se han identificado mas de 7500 B-lactamasas de diverso
espectro de accion y especificidad por el sustrato.’

Estas enzimas se dividen en dos grandes grupos, distinguidas por
diferencias fundamentales en su mecanismo hidrolitico: las serina--lactamasas
(SBL) utilizan un residuo de serina para la hidrélisis mientras que las metalo-3-

lactamasas (MBL) utilizan un hidroxilo activado por zinc como nucleéfilo.'®

Ademas, existe un sistema adicional para clasificarlas basado en la
secuencia aminoacidica (clasificacion de Ambler).1° Este sistema divide a las B-

lactamasas en cuatro clases: las clase A, Cy D son SBL y las clase B son MBL.

Las cuatro clases estan ampliamente distribuidas en mdultiples especies
de bacterias ambientales y clinicamente significativas. La diseminacion de [-
lactamasas se ha visto exacerbada en gran medida por la transferencia de
material genético entre microorganismos, a través de la integracion de genes
que codifican para estas enzimas en elementos genéticos mdviles, como

plasmidos o transposones.?°

Dentro de cada clase, algunas familias de enzimas se han diseminado
ampliamente entre los patégenos bacterianos mas importantes. En general, se
trata de bacterias Gram-(-) responsables de infecciones oportunistas en
pacientes inmuno-comprometidos. Las familias de enzimas clave incluyen: TEM,
SHV, CTX-M y KPC (clase A); NDM, IMP y VIM (clase B); CMY y ADC (clase C)
y OXA-23, OXA24/40 y OXA-48, (Clase D).

1.2.1 Serina-B-Lactamasas

Existen evidencias de que las SBL pudieron haber evolucionado a partir
de las PBP, con las que comparten un motivo invariable Ser-Xaa-Xaa-Lys. Tanto
la catalisis por parte de las SBL como la inhibicion de las PBP involucran este
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residuo de serina como nucledfilo a través de la formacion de un complejo acil-

enzima covalente.?!

Aunque las tres clases de SBL difieren sustancialmente en la secuencia,
todas emplean un mecanismo hidrolitico basado en un proceso de acilacion-

desacilacion, Figura 1.2.%7

R H
H 1
77/ W R?]/N l-:l S o) " S o)
N\>\ > 0 AJ:\Q\“‘ — > P HN\_)\
C 0 S Oio. ¢
COzH B1H /O K\ COzH Ser CozH
B O\ Ser H H-0
H. ) A
0 H O o H Ic
Ser )
E+S IT
R H R H
] N H
O L )N o S
OH = HO -
COH ~ser CO2H
Heo B2H
|
Ser T
E+P

Figura 1.2: Mecanismo general de hidrélisis de penicilinas de las serina-B-lactamasas. Se
representa: Enzima (E), Sustrato (S), Intermediario Tetrahédrico (IT), Intermediario Covalente
(IC), Producto (P).Y"

La primera etapa del mecanismo hidrolitico de las SBL consiste en el
ataque nucleofilico del residuo de serina del sitio activo, activado por una base
general, al carbonilo del anillo de B-lactama (E + S), que da como resultado un
intermedio tetraédrico de alta energia (IT). La protonacion del nitrégeno de la B-
lactama conduce a la escisién del enlace C-N, regeneracion del carbonilo y a la
formacion del intermedio acil-enzima covalente (IC). A continuacion, una
molécula de H20 activada por una base general del sitio activo ataca el complejo
covalente formando nuevamente un intermediario tetraédrico de alta energia
(IT). La regeneracion del carbonilo y la liberacion del residuo de serina regenera

la enzima activa y libera el ABL hidrolizado e inactivo (E + P).":22
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Las tres clases de SBL divergen mecanisticamente, en particular con
respecto a las identidades y las interacciones con las bases generales
involucradas en el mecanismo. Las enzimas Clase A, utilizan un residuo de
Glul66 para activar el residuo de serina nucleofilico y también seria la base
general que desprotona la molécula de H20 para la desacilacion. En las enzimas
Clase C, el residuo clave para la acilacion y desacilacién de la enzima seria una

Tyrl50, mientras que para las enzimas clase D, seria un residuo de Lys.’
Serina-B-Lactamasas Clase A

Las enzimas de clase A son las B-lactamasas mas ampliamente
distribuidas y mas extensamente estudiadas. Dentro de ellas, las enzimas KPC
son las mas significativas clinicamente, principalmente debido a su habilidad de
hidrolizar carbapenemos, ABL de ultimo recurso para infecciones bacterianas
graves. Actualmente, estas enzimas estan distribuidas en varias especies,
principalmente en K. pneumoniae, responsable de la mayoria de las infecciones

oportunistas de pacientes comprometidos en el &mbito sanitario.??

Las familias PC1,2* TEM,?> SHV?6 y CTX-M?’ también han tenido una gran
relevancia clinica debido a su rapida diseminacién en plasmidos y otros
elementos genéticos moviles a través de una gama de patdogenos Gram-(-),
particularmente las Enterobacteriaceae. Estas enzimas hidrolizan la mayoria de
las penicilinas, y muchas de ellas son capaces de hidrolizar incluso
cefalosporinas de tercera generacion como cefotaxima y ceftazidima. Este
conjunto de enzimas ha generado el fenotipo de "espectro extendido" (-
lactamasas de espectro extendido o ESBL). Las ESBL amenazan

significativamente la efectividad de cefalosporinas en varios contextos clinicos.?®
Serina-B-Lactamasas Clase C

Las SBL de clase C estan ampliamente distribuidas en los cromosomas
de muchos patégenos Gram-(-). La relevancia clinica de esta clase de enzimas
estd dada por la diseminacién de ciertos miembros de la familia, como las
enzimas AmpC, CMY, FOX y DHA, en elementos genéticos moviles tanto en

Enterobacteriaceae como en especies no fermentadoras como P. aeruginosa.

Pagina | 7



Capitulo 1

En estos microorganismos, estas enzimas son las principales causantes de la
resistencia a las cefalosporinas como cefalotina, cefazolina y cefoxitina, y

también a la mayoria de las penicilinas.?°
Serina-B-Lactamasas Clase D

Las enzimas SBL de clase D son las mas diversas y, en muchos aspectos,
las menos conocidas de todas las [B-lactamasas. Todas las enzimas
pertenecientes a esta clase se llaman OXA, y tienen actividad contra penicilinas,
cefalosporinas y carbapenemos. Aunque muchos miembros son cromosomicos,
ha aumentado su diseminacién a través de plasmidos en P. aeruginosa®® y, mas
recientemente, la diseminacion de enzimas carbapenemasas en A. baumannii®!

y Enterobacteriaceae (particularmente K. pneumoniae).3?
1.2.2 Metalo-B-Lactamasas

Las MBL son enzimas dependientes de zinc, y siguen un mecanismo
hidrolitico diferente a las SBL: utilizan un hidroxilo de una molécula de H20
coordinada con Zn?* para hidrolizar el anillo B-lactamico, sin la formacién de un
intermediario covalente con la enzima. Se cree que estas enzimas tuvieron un

origen evolutivo diferente a las SBL y que no estan relacionadas con las PBP.33

Las MBL son estructuralmente muy diversas y, en funcién de esta
diversidad, se han dividido en tres subclases segun el alineamiento de la
secuencia, la estructura del sitio activo y la estequiometria del metal: B1, B2 y
B3.34

Las tres subclases comparten el mismo pliegue proteico general: su
estructura terciara esta compuesta por motivos a-hélices y hojas B plegadas
segun affa. Sin embargo, presentan arquitecturas de sitios activos distintas. En
las enzimas B1 y B3, el sitio activo contiene dos iones Zn?* ubicados en una
cavidad amplia flanqueada por dos bucles, mientras que las enzimas B2

contienen un solo Zn?+.3%

Dentro de la subclase B1, las enzimas clinicamente relevantes son: NDM-
1,36 VIM-2,37 IMP-1,28 y CcrA.3° El sitio activo de estas enzimas esta altamente

conservado y contiene dos iones Zn?* denominados Znl y Zn2, que estan
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coordinados por tres aminoacidos cada uno. El Znl esta coordinado por tres
residuos de histidina (His116, His118 e His196) y un hidroxido proveniente de
una molécula de H20 (W1). El Zn2 adopta una coordinacion bipiramidal trigonal
con W1, Aspl120, Cys221 e His263 como ligandos y una segunda molécula de
H20 (W2) que completa el conjunto de ligandos, Figura 1.3A.%° Los iones Zn?*
estan unidos por W1 que actia como puente entre ellos y se cree que actla
como nucledfilo en la hidrolisis de los ABL.

Las enzimas B1, estan incorporadas en plasmidos y se encuentran
ampliamente distribuidas en bacterias Gram-(-) como K. pneumoniae, E. coli y
P. aeruginosa. Tienen una amplia especificidad de sustrato y pueden hidrolizar

casi todos los ABL, incluidos los carbapenemos.

A) B) C)
His118 Asp120 His118 Asp120
<, His263 His118 Vg Asp120
E; a‘ His263 Zn2 His263
ano\N. Q\| Asnll6 ‘$ (j\ H|s]_96 TZnl ‘
His116 ff JL & \
\CysZZl His121 \
[\ cys221 His196 ] His116 '
His196 —)
B1 B2 B3

Figura 1.3: Esfera de coordinaciéon de Zn?* en el sitio activo de las tres subclases de MBL: A)
B1, B) B2 y C) B3.22 Los iones Zn?* se muestran en gris claro (Znl y Zn2) y los residuos
involucrados en la coordinacién con Zn?* en celeste. Las moléculas de H20 (W1 y W2) se

muestran en color rojo.*

Dentro de la subclase B2, las enzimas representantes son: Sfh-1, CphA 'y
PFM. Estas enzimas contienen un unico ion de zinc que ocupa una posicion
homologa a Zn2 en las subclases B1, coordinado por una molécula de H20 (W1),
Aspl120, Cys221 e His263. Una segunda molécula de H20 (W2), activada por
His118 e His196, es probablemente el nucledfilo en las enzimas B2, Figura 1.3B.
El sitio activo de las MBL B2 es mas estrecho respecto a las subclases B1 y B3
y, por lo tanto, tienen un perfil de sustrato mas restringido. Como resultado, las
enzimas B2 son incapaces de hidrolizar la mayoria de las penicilinas y
cefalosporinas y son casi exclusivamente carbapenemasas.*?>3 Hasta la fecha,

se han identificado en los cromosomas de S. fonticola (Sfh-1),* Aeromonas sp.
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(CphA)* y Pseudomonas sp. (PFM),* organismos capaces de causar una

variedad de infecciones oportunistas en la clinica.

En la sublcase B3, la enzima clinicamente relevante es L1. En estas
enzimas el Znl ocupa una posicidon homologa al Zn2 de la subclase B1, mientras
que el Zn2 coordina con Asp120, His121 e His263, lo que da como resultado una
arquitectura de sitio activo diferente respecto a las MBL pertenecientes a la
subclase B1 y B2, Figura 1.3C.

Estas enzimas se encuentran en los cromosomas de numerosas bacterias
Gram-(-) ambientales y patégenas, incluidas S. maltophilia (L1)*, E.
meningoseptica (GOB)* y P. otitidis (POM-1).4° Recientemente se ha descripto
que algunas enzimas de esta subclase son capaces de incorporarse a los
cromosomas de bacterias patdgenas a través de un plasmido, lo que indica el
potencial para su diseminacién.®® En conjunto con su amplio espectro de
sustratos que incluye la hidrolisis eficiente de carbapenem, las enzimas B3

podrian plantear una preocupacion clinica cada vez mayor.

A pesar de las diferencias estructurales, existen varias caracteristicas
comunes del mecanismo de reaccion de las MBL de las tres subclases.
Actualmente, se acepta que hay dos pasos principales durante la reaccion: el
ataque nucleofilico al carbonilo y la protonacion del &tomo de N de la B-lactama
luego de la hidrdlisis, Figura 1.4. Sin embargo, hay varias controversias respecto
a la acumulacion de intermediarios de reaccién, la identidad del nucledfilo y el
donante de protones, y la funcién especifica de cada ion metalico durante el

proceso.??

En la Figura 1.4 se muestra la propuesta aceptada de mecanismo de
hidrélisis de carbapenemos para la subclase B1. En una primera etapa, se une
el sustrato (E + S); el Zn1 polariza el carbonilo de la B-lactama activandolo para
el posterior ataque nucledfilico, y el carboxilato del ABL coordina con el Zn2. Esto
desplaza al hidroxilo puente entre ambos Zn y permite el ataque sobre el

carbonilo de los ABL.
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Figura 1.4: Mecanismo propuesto para la hidrélisis de carbapenemos por enzimas
pertenecientes a la subclase Bl. Se representa: Enzima (E), Sustrato (S), Intermediario
Tetrahédrico (IT), Intermediario Aniénico (Al), Producto (P).?2

El ataque nucleofilico del grupo -OH lleva a la formacién del intermediario
tetraédrico (IT) de alta energia. A diferencia de las SBL, este intermedio
tetraédrico esta energéticamente cerca de los estados de transicion relacionados
y no ha sido “atrapado”. Este intermediario colapsa rapidamente y evoluciona
hacia un intermedio aniénico (IA) con carga negativa en el nitrégeno de la -
lactama, que se deslocaliza en el anillo de pirrolina y se estabiliza mediante una
fuerte interaccion con el Zn2. Luego, se da la neutralizacion de esta especie con
un protén proveniente del puente H2O/OH- entre los dos Zn?* (EP), liberando el
producto hidrolizado (P).??

A pesar de las diferencias estructurales de las tres subclases de MBL, la
flexibilidad del sitio activo les permite a estas enzimas hidrolizar a la gran
diversidad de ABL utilizados en clinica. En particular, es altamente preocupante
su actividad carbapenemasa y su rapida diseminacion en muchas bacterias
patogenas, siendo responsables de la mortalidad y morbilidad ante el fracaso del

tratamiento con antibidéticos.
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1.3 Estrategias para combatir la resistencia mediada por B-

lactamasas

Pese a que el desarrollo de resistencia hacia los ABL sigue en aumento,
estos agentes siguen siendo la terapia de cabecera contra infecciones
bacterianas gracias a su amplio espectro de accion y excelente perfil de
seguridad. Por ese motivo, existe una necesidad urgente de encontrar nuevas

estrategias para mantener su efectividad en el ambito clinico.

Actualmente existen dos enfoques para combatir la resistencia bacteriana
y preservar el uso de ABL en el tratamiento de infecciones: (i) disefar y
desarrollar nuevos antibiéticos que sean capaces de escapar a la accion de las
B-lactamasas, o (ii) asociar los ABL ya existentes con compuestos inhibidores de

B-lactamasas para que los primeros puedan alcanzar las PBP.
1.3.1 Desarrollo de ABL resistentes a la inactivacion por B-lactamasas

La estrategia inicial para superar la resistencia a las B-lactamasas fue
modificar las cadenas laterales de penicilinas y cefalosporinas para mejorar la
estabilidad frente a estas enzimas. De esta manera, a principios de la década de
los 80 salieron al mercado nuevas cefalosporinas de espectro extendido, como
ceftazidime y cefepime. Ademds, surgieron nuevas clases de ABL:

carbapenemos y monobactamas.

Sin embargo, el uso indebido y excesivo de antibibticos ha ejercido una
gran presién evolutiva sobre los microorganismos que condujo a la
diversificacion de la especificidad de sustrato de estas enzimas. De esta manera,
casi tan pronto como se introduce un nuevo ABL en el uso clinico, rpidamente
se identifica alguna B-lactamasa con la capacidad de hidrolizarlo y, por lo tanto,
inactivarlo, comprometiendo su efectividad clinica. Por este motivo, en los
altimos afos, ha habido una disminucion significativa en el desarrollo de nuevos
ABL, y el énfasis principal para combatir la resistencia bacteriana ha estado
centrado en el uso de ABL ya existentes en combinacion con inhibidores de -

lactamasas que restauren su actividad antimicrobiana.>!
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1.3.2 Combinaciones de ABL e inhibidores de SBL

El acido clavulanico fue el primer inhibidor de B-lactamasas introducido en
la clinica en la década de 1970.5? Este compuesto es un producto natural activo
Gnicamente frente a SBL clase A, y se ha utilizado en combinacion con
amoxicilina para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes
gue expresan estas enzimas. Una década mas tarde, salieron al mercado el
sulbactam®® y el tazobactam como inhibidores de SBL de clase A y C, Figura
1.5.%

H 0] (@)
=0 oH 1P 1P
o= TO< o
° - T
OH Y y
o) O/\OH O/\OH
Acido clavulanico Sulbactam Tazobactam
o H
N
e T TR
Q S O _B
N5 oM HO " 0 OH
N\
(0] \O
Avibactam Vaborbactam

Figura 1.5: Estructura del acido clavulanico, sulbactam, tazobactam y vaborbactam, inhibidores

de SBL utilizados en clinica.

Todos estos inhibidores contienen un anillo B-lactamico, y la inhibicion se
basa en la formacion de complejos acil-enzima con las SBL con una velocidad
de desacilacion baja. Méas recientemente, se introdujo en la clinica el

avibactam,!’ un inhibidor no B-lactamico de SBL clase A, C y D.

A fines del afio 2019 fue aprobado para su uso clinico el vaborbactam, un
compuesto conteniendo un boronato ciclico, que se utilizada en combinacién con
meropenem (ABL del tipo carbapenemo). El vaborbactam es un inhibidor de SBL

clase Ay C.%

Las combinaciones ABL/inhibidor de B-lactamasas en uso clinico tienen
aplicacion limitada ya que ninguno de los inhibidores aprobados es activo contra
SBL de espectro extendido (BLEE) y de clase D, y no inhiben MBL.%® Hasta el

momento no existen inhibidores de MBL aprobados para su uso en clinica.
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1.4 Inhibidores de Metalo-B-lactamasas descriptos en literatura

Los inhibidores de MBL ideales deberian dirigirse a las enzimas de todas
las subclases. Sin embargo, dado que se trata de grupo muy heterogéneo de
enzimas, ha resultado dificil de lograr. Muchos inhibidores de MBL descriptos en
literatura son activos contra una enzima especifica 0 una subclase de MBL,
mientras que son poco potentes frente a otras MBL. Por este motivo, el desarrollo

de un inhibidor comun a todas las subclases es altamente desafiante.

Se han descripto varias estrategias de inhibicion para este tipo de
enzimas, que incluyen principalmente: i) analogos a sustratos o producto
(conteniendo tioles,>"%® acidos carboxilicos®® o hidroxamatos®® como grupos
coordinantes de zinc), ii) analogos a estados de transicion (fosfonatos,®! acidos
0 ésteres borénicos®? y ciclobutanonas®®), iii) inhibidores irreversibles (seleno-

derivados®) y iv) quelantes de zinc (EDTA).®® Algunos ejemplos se muestran en

la Figura 1.6.
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Figura 1.6: Inhibidores de MBL reportados en bibliografia: Analogos a sustrato o producto (tioles,
acidos carboxilicos e hidroxamatos) y andlogos a estados de transicion (fosfonatos, acidos o

ésteres bordnicos y ciclobutanonas).
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El grupo carboxilato presente en todos los ABL proporciona la principal
fuerza impulsora para la unién con las MBL, coordindndose directamente con
Zn2 e interactuando con un residuo cargado positivamente en la posicion 224,
generalmente una Lys.3® De esta manera, muchos inhibidores reportados en
bibliografia contienen un grupo quimico con una alta afinidad por el Zn, como
grupos tioles, acidos carboxilicos e hidroxamatos, Figura 1.6. Algunos de estos
compuestos mostraron valores de Ki en el orden micromolar frente a enzimas de

relevancia clinica como NDM-1, VIM-2 e IMP-1, ver Figura 1.6.

Los analogos del estado de transicion son generalmente inhibidores
enzimaticos potentes, ya que se unen mas estrechamente a la enzima que los
propios sustratos.®® En el caso de las B-lactamasas, un primer estado de
transicion implica la preformacién de un carbono tetraédrico que da lugar a un
intermedio tetraédrico estable (en el caso de SBL) o de alta energia (MBL). Por
lo tanto, los inhibidores de los analogos del estado de transicién en las B-
lactamasas intentan mimetizar el intermediario tetraédrico formado durante el

mecanismo hidrolitico de estas enzimas.

De esta manera, se han descripto algunos compuestos conteniendo
ciclobutanonas, fosfonatos o bisfosfonatos, y acidos o ésteres borénicos como
analogos a estados de transicion a estas enzimas. Este enfoque tiene como

ventaja su potencial inhibicién conjunta de SBL y MBL.

Los grupos fosfonato se han considerado “imitadores” de estados de
transicion basados en la geometria tetraédrica del atomo de fosforo. Este
enfogue se ha utilizado para inhibir las SBL®" y, recientemente, algunos de ellos
han mostrado potencia inhibitoria frente a las MBL.58

Los compuestos conteniendo acidos o ésteres boronicos como analogos

a estado de transicion han resultado especialmente utiles.

Un ejemplo es el Taniborbactam, Figura 1.6, un boronato biciclico activo
contra la mayoria de las subclases de MBL y SBL. Como excepcion, el
Taniborbactam no es activo frente a enzimas de la subclase B3. Actualmente,
este compuesto se encuentra en ensayos clinicos de fase 3 para el tratamiento

de infecciones del tracto urinario.5?
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Otro ejemplo es el boronato biciclico QPX7728, Figura 1.6, un inhibidor
potente de SBL y MBL de las subclases B1. Sin embargo, no es activo frente a
enzimas pertenecientes a la subclase B2 ni B3. Este compuesto se encuentra en
ensayos clinicos de fase | para el tratamiento de varios tipos de infecciones

bacterianas.%?

A pesar de los avances recientes en el desarrollo de boronatos ciclicos,
por el momento no existen inhibidores clinicamente utiles contra las MBL. El
namero de casos de resistencia mediados por MBL continla en aumento y se ha
convertido en un importante problema de salud publica. Esta situacién se ve
agravada por un namero creciente de pacientes susceptibles y comprometidos,
incluidos pacientes con COVID-19 para los que se notifican frecuentemente
coinfecciones con bacterias resistentes a antibiéticos.’® Por lo tanto, existe una
necesidad urgente de desarrollar nuevos inhibidores de MBL de amplio espectro
para preservar el uso de los ABL en clinica y dar batalla a las infecciones

bacterianas producidas por microorganismos resistentes.
1.5 Antecedentes de grupo

Desde hace varios afios nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en el
disefio y sintesis de nuevos inhibidores cross-class de MBL. En este sentido, se
reportd la sintesis de bistiazolidinas (BTz) 171727374 y oxazolidinil-tiazolidinas
(OTZ) 27 como andlogos a sustrato Yy tiazolidinas (TZ) 37677 como analogos a
producto. Estos compuestos resultaron activos frente a todas las subclases de
MBL.

En la Figura 1.7 se muestra la similitud estructural entre las BTZy OTZ y
el sustrato penicilina, y la similitud entre las TZ y el producto de hidrdlisis de la
penicilina. La potencia inhibitoria de estos compuestos se basa en la interaccion

del grupo tiol con los iones de Zn?* en el sitio activo.
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Figura 1.7: Similitud estructural entre las BTZ y TZ y el sustrato penicilina, y la similitud entre las

TZ y el producto de hidrdlisis de la penicilina. Se representa: Enzima (E), Sustrato (S),
Intermediario Tetrahédrico (IT), Intermediario Aniénico (Al), Producto (P).

1.5.1 Bistiazolidinas y Oxazolidinil-tiazolidinas

El disefio de 1y 2 se basé en las propiedades definitorias de los sustratos
de B-lactamasas (un biciclo, un nitrdgeno cabeza de puente tetraédrico y un
grupo carboxilato) combinados con un tiol libre (que es un grupo de union a zinc
de alta afinidad). Estos compuestos fueron sintetizados utilizando como
materiales de partida diferentes [-aminotioles 4 y [p-aminoalcoholes 5,

respectivamente, y ditiano 6a, la forma polimérica del mercaptoacetaldehido,
Esquema 1.1.

L
S~ OH

o)
? AN sH

Mercaptoacetaldehido

R?,R1NH2 5 ,R! SH synL-1a, X=8, R'=CO,H; R?*=R%=R*=H
, o MeOH, : R? N/</ syn L-1b, X=S, R12=COZH; Ri=H;3R3jR4=CH3 |

- + 2 >~ 13 syn D-1a, X=8, R“=CO,H; R'=R*=R"*=H !
RR;‘4 XH HJ\/SH p-TSOH, | R ) /‘\/S syn D-1b, X=S, R?=CO,H; R'=H; R®=R*=CHj |
X=S. 4 reflijo 1 R™X syn L-2a, X=0, R'=CO,Me; R2=R%=H; R*=CHj !
x=oﬁ, 5 | H syn 2b, X=0, R'=Ciclohexil; R>=R3=R*=H :

............................................................

Esquema 1.1: Sintesis de BTZ 1y OTZ 2.
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La sintesis de las BTZ y de las OTZ se basa en una doble
ciclocondensacion via iones iminio. En la Figura 1.8 se muestra como ejemplo el

mecanismo de formacién de la bistiazolidina BTZ L-1a.

CO,H + )
H\ ’ + C?H 2 5-endo- tr/g HO-G /\?H
NH, H — H\ NH + H
SH \-/ SH H20 Su S/\m/SH SH
Mezcla
diastereomérica
- H,0

HO,C SH HO,C

2 SH
2\ 5-endo-trig /\/
s/‘\/

BTZ

Figura 1.8: Mecanismo de formacion de BTZ L-1a por doble ciclacion de L-cisteina 'y 2 moléculas

de mercaptoacetaldehido, catalizada en medio acido.

Primero tiene lugar la formacién de la primera tiazolidina a partir de L-
cisteina y el primer equivalente de mercaptoacetaldehido via ion iminio. El
producto probablemente sea una mezcla diastereomérica, Figura 1.8. Segun las
reglas de Baldwin, estas ciclaciones 5-endo-trig se ven desfavorecidas. Sin
embargo, el azufre generalmente desobedece las reglas de Baldwin y permite
las ciclaciones de este tipo.”® Luego, en forma andloga tiene lugar la segunda
ciclacion obteniendo la bistiazolidina deseada. Hay evidencias de que, si bien
en la primera ciclacidén se obtendria una mezcla diastereomérica de la tiazolidina
intermedia, dado que se trata de sistemas dinamicos y reversibles,’® para dar la
segunda ciclacion el biciclo se equilibra para dar lugar al isébmero syn,
energéticamente mas estable. Cuando se utlizan [(-aminotioles y -
aminoalcoholes quirales, se obtiene un solo diastereémero con excelentes % de
exceso diastereomérico (% ed). De esta manera, esta reaccién es altamente

regio y estereoespecifica.

Como antecedente de este trabajo, se prepararon 4 bistiazolidinas: 2 de
la serie L, obtenidas a partir de la L-cisteina o de la L-peniciliamina (L-1lay L-1b,

respectivamente) y sus respectivos enantiomeros de la serie D a partir de la D-
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cisteina o de la D-peniciliamina (D-1a y D-1b, respectivamente). También se

prepararon 2 oxazolidinil-tiazolidinas 2a-b, Figura 1.9.

o] o] 0 o] o)
HO SH HO SH HO— —SH HO— —SHMeO SH Cy /(SH
N/( N/( ~N ~N N/( 2\"‘
s s (\ s \(\ s e s ,l\/s
S S/l\/ S S—: o) o
H H A A H H
syn L-1a syn L-1b syn D-1a syn D-1b syn L-2a syn 2b

Figura 1.9: Estructura de las BTZ 1 y OTZ 2 preparadas por nuestro grupo.

Las BTZ preparadas fueron evaluadas y caracterizadas como inhibidores
competitivos de todas las subclases de MBL, mostrando valores de K; en el orden
MM, Tabla 1.1. Ademas, lograron restaurar la actividad de ABL frente a
microorganismos resistentes Gram-(-) que expresan NDM-1: K. pneumoniae, A.

baumanii y P. rettgeri, aislados de casos clinicos hospitalarios.”*

Tabla 1.1: Valores de Kide las BTZ 1 y OTZ 2 frente a todas las subclases de MBL.

Ki (MM)

Compuesto NDM-1 VIM-2 IMP-1 Sfh-1 L1
L-1a 7+1 3.7+0.3 812 0.26£0.03  12+1
L-1b 18+3 3.8+0.2 15+3  0.36+0.04  11+2
D-l1la 19+3 5.410.4 6x1 26+3 101
D-1b 12+1 14+1 1443 29+3 10+1

2a 1.6+0.6 ND ND ND ND
2b 150 £ 30 ND ND ND ND

ND = No determinado.

La OTZ 2a mostré una buena actividad inhibitoria frente a NDM-1, enzima
de relevancia clinica (Ki = 1.6 £ 0.6 uM). Por otro lado, la OTZ 2b resulté inactiva
frente a NDM-1 (Ki = 150 + 30 uM), Tabla 1.1.7°

Se lograron obtener las estructuras cristalinas de los complejos MBL:L-1a
y L-1b para las tres principales subclases de MBL. Esto permitié observar los
modos de unién al sitio activo de las diferentes enzimas; a modo de ejemplo se
muestran los complejos MBL:L-1a para las enzimas NDM-1, Sfh-1y L1, Figura
1.9A-C.

Pagina | 19



Capitulo 1
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Figura 1.9: Estructuras cristalinas de los complejos MBL:L-1a para las enzimas: A) NDM-1; B)

Sfh-1y C) L1.8% Los iones Zn2* se muestran en gris, y las moléculas de H20 en rojo.

Los resultados mostraron que las BTZ de la serie L se unen a las MBL
binucleares B1 y B3 a través del tiol, el cual actiia como puente entre los iones
Zn?*. El carboxilato no interacciona con el centro metdlico; en enzimas Bl
interacciona con dos moléculas de H20 y en enzimas B3 con un residuo de
serina. Por dltimo, L-1a se une a la MBL Sfh-I, perteneciente a la subclase B2, a
través de las interacciones de su carboxilato con Zn?*, y el tiol se encuentra en

la profundidad de la cavidad hidrofébica.
1.5.2 Tiazolidinas
El disefio de las mercaptometil tiazolidinas TZ 3 se basé en su similitud

estructural con el producto de hidrdlisis de las penicilinas catalizado por MBL.

Las tiazolidinas se obtienen a partir de la ciclacién via ion iminio de B-
aminotioles 4 y etil-3-mercapto-2-oxopropanoato, producto de la

despolimerizacion del ditiano sustituido 6b, ver Esquema 1.2.

EtO,C
2 S A 2 0
Hoi[ J\/SH
ACOE EtO,C
OH Etil-3-mercapto-2-oxopropanoato
6b
R? : R R! anti L-3a, R'=CO,H; R?=R%®=R*=H; R%=CO,Et; R®=CH,SH :
R2, NH2 _ MeOH, _ b anti L-3b, R'=CO,H; R?=H; R3=R*=CH3; R%=CO,Et; R®=CH,SH !
R JJ\/SH o, P R NH  syn L-3b, R'=CO,H; R%=H; R3=R*=CHa; R5=CH,SH; R®=CO,Et |
i sH  EtOC et | R 11R6 anti D-3a, R?=CO,H; R'=R%=R*=H; R5=CH,SH; R®=CO,Et !
| R5  anti D-3b, R%=CO,H; R'=H; R®*=R*=CH3; R5=CH,SH; R®=CO,Et
4 ' 3 syn D-3b, R2=CO,H; R'=H; R®*=R*=CHj;; R%=CO,Et; R®=CH,SH !

Esquema 1.2: Sintesis de TZ 3.
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A diferencia de las BTZ, al utilizar mercaptocetonas la reaccion se detiene
en la primera ciclacion. Esto se debe probablemente a la menor electrofilia de la
cetona, y probablemente la presencia del sustituyente éster etilico en lugar del
protén, lo que hace que el NH de la primera tiazolidina encuentre mas

impedimento para atacar como nucleofilo.

En cambio, en la sintesis de BTZ no se puede detener la reaccion en la
primera ciclacion, sino que, al ser el aldehido mas electrofilico, rapidamente

ocurre la segunda ciclacion, dando lugar a la bistiazolidina.

Cuando se utilizo L- o D-penicilamina como material de partida, se aislaron
los dos diastereémeros syn y anti correspondientes, Esquema 1.2. Por el
contrario, cuando se utilizé L- o D-cisteina, los isdbmeros syn L-3a y syn D-3a,
respectivamente, no se pudieron aislar, probablemente por su inestabilidad. De
esta manera, se prepararon seis TZ, ver Figura 1.10.

0 0 0 0 0 0
HO\§\ HOj\ H(j\ HO—/ HO— HO—/
NH NH NH /~NH ~~NH ~NH
SHO D SH s Mo SCM an S g4
3/1"1// A S i/ N S S):\/ W SJ;\/ N S/l"///

CO,Et CO,Et CO,Et CO,Et CO,Et CO,Et
anti L-3a anti L-3b syn L-3b anti D-3a anti D-3b syn L-3b

Figura 1.10: Estructura de las TZ 3 previamente preparadas por nuestro grupo.

Estos compuestos fueron caracterizados como inhibidores competitivos
de todas las subclases de MBL, mostrando valores de K; en el orden uM, ver
Tabla 1.2.77

Tabla 1.2: Valores de Kide las TZ 3 frente a todas las subclases de MBL.

Ki (UM)

Compuesto NDM-1 VIM-2 IMP-1 Sfth-1 L1
anti L-3a 52+0.7 038+005 1.0+0.2 0.16+x0.03 10.0x0.8
anti L-3b 0.44+0.06  0.75+0.09  0.46+0.05 1.310.1 20£2
syn L-3b 8+1 3.6£0.4 6.0+0.6 100+10 28+3
anti D-3a 25+05 039+005 13%0.1 20+2 4.0£0.5
anti D-3b 3.1+0.3 0.9+0.1 0.93+0.08 130+ 10 1.4+0.2
syn D-3b 0.60+0.05 1.9+0.1 2.0£0.2 1.0+0.1 4.01£0.6

Los resultados muestran que la actividad frente a estas enzimas depende

de la estereoquimica y de la configuracion relativa de las TZ evaluadas. En

Pagina | 21



Capitulo 1

general, el mejor compuesto resultd la TZ anti L-3b, mientras que el menos activo

frente a las enzimas ensayadas resulté el compuesto syn L-3b.

Ademas, las TZ lograron restablecer la susceptibilidad al imipenem de
Enterobacteriaceae provenientes de aislados clinicos, logrando una reduccion

de hasta 16 veces los valores de MIC.

En conclusion, las BTZ y TZ resultaron buenos inhibidores de todas las
subclases de MBL. Esto no es facil de lograr, debido principalmente a que las
tres subclases presentan un sitio activo muy variable. En base a estos
antecedentes, en el presente trabajo se plantea la modificacion estructural de
BTZ y TZ para mejorar ain mas la potencia inhibitoria de los compuestos

originales frente a todas las subclases de MBL.
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2.1 Objetivo General

El objetivo general de esta tesis es disefiar y sintetizar nuevos heterociclos
con mejorada actividad frente a B-lactamasas y mayor estabilidad, basados en
inhibidores del tipo mercaptometil bistiazolidinas BTZ 1 y tiazolidinas TZ 3
previamente caracterizados por el grupo como inhibidores de todas las

subclases de MBL.
2.2 Objetivos Especificos

Para lograr el objetivo general, se plantean los objetivos especificos
descriptos a continuacion, los cuales seran desarrollados a lo largo de los

diferentes capitulos de esta tesis:
2.2.1 Disefar y sintetizar una serie de prodrogas derivadas de BTZ1y TZ 3

Para alcanzar este objetivo especifico se pretenden disefiar y preparar
nuevas prodrogas de BTZ 1y TZ 3, con los grupos carboxilato y tiol protegidos
adecuadamente. Luego, se propone realizar diferentes experimentos para
predecir silas prodrogas preparadas podrian exhibir mejores propiedades ADME

y una mayor estabilidad en medios biologicos respecto a las drogas originales.

Por un lado, se plantea realizar calculos tedricos de las propiedades
ADME utilizando un software adecuado. Ademas, se propone llevar a cabo
estudios de estabilidad en buffer acuosos simulando el perfil de pH del TGl y en
plasma, y por ultimo evaluar actividad frente a organismos resistente que

expresan MBL.

2.2.2 Disefar y sintetizar una serie de nuevos derivados ésteres y amidas

a partir del acido carboxilico de la BTZ 1a

Para alcanzar este objetivo especifico se pretende disefiar los nuevos
analogos en base a estudios in silico, con la hipotesis de que la incorporacién de
grupos hidrofébicos pueda aumentar las interacciones con las MBL y que la
presencia de aminas primarias pueda favorecer la penetracién a través de la

pared bacteriana. Luego, se propone explorar metodologias sintéticas que nos
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permitan preparar dichos derivados, y realizar su caracterizacion estructural

espectroscopica.

Por ultimo, se pretende realizar la evaluacion bioldgica de los analogos
preparados frente a MBL pertenecientes a las tres subclases de MBL y su

evaluacion contra bacterias resistentes expresando MBL.

2.2.3 Diseiar y sintetizar una serie de benzobisheterociclos (BBH)
anadlogos aBTZ 1

Para alcanzar este objetivo especifico se pretende disefar los nuevos
BBH conteniendo un anillo aromatico fusionado a la bistiazolidina. Para ello, se
utilizaran herramientas de quimica computacional. Luego, se plantea explorar
diferentes metodologias sintéticas para la preparacion de los BBH propuestos, y

Su caracterizacion estructural espectroscopica.

Una vez preparados los compuestos, se propone realizar su evaluacion
biologica frente a MBL pertenecientes a las tres subclases de MBL y su

evaluacion contra bacterias resistentes expresando MBL.

Por dltimo, se pretende seleccionar los compuestos mas prometedores y
continuar su caracterizacion mediante estudios de estabilidad en plasma y de

citotoxicidad en células mamiferas.

2.2.4 Explorar diferentes enfoques quimicos y biocataliticos para obtener

BBH enantioméricamente puros

Para alcanzar este objetivo especifico se propone realizar una resolucién
de las mezclas racémicas de BBH, ya sea mediante la derivatizacion para formar
diastereémeros o utilizando herramientas biocataliticas, tales como enzimas

Monoamino Oxidasas (MAO).

Por ultimo, se plantea realizar la evaluacion biologica de los enantidmeros

puros aislados frente a MBL.
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2.2.5 Disefar y sintetizar una serie de andlogos aBTZ 1y TZ 3 en donde el
tiol es reemplazado por otros grupos capaces de coordinar con zinc

Para alcanzar este objetivo especifico se pretende disefar los nuevos
analogos en base a la hipotesis de que el tiol puede ser reemplazado por otros
grupos quimicamente mas estables que mantengan la actividad frente a MBL.
Para tales fines, se propone desarrollar una metodologia sintética que nos
permita preparar dichos derivados.

Por dltimo, se plantea realizar la evaluacion bioldgica de los analogos
preparados frente a MBL pertenecientes a las tres subclases y su evaluacion

contra bacterias resistentes expresando MBL.

2.2.6 Disefar y sintetizar una serie de derivados de BTZ y TZ conteniendo
acidos o ésteres bordnicos como potenciales inhibidores tanto de MBL
como de SBL

Para alcanzar este objetivo especifico se pretende disefiar los nuevos
analogos, en donde se explora el reemplazo del tiol y del acido carboxilico de las

BTZy TZ por un acido o éster boronico.

Luego, se propone desarrollar una metodologia sintética que nos permita
preparar los nuevos derivados y realizar su caracterizacion estructural

espectroscopica.

Por ultimo, se plantea realizar la evaluacion biolégica de los analogos
preparados frente a SBL y MBL pertenecientes a las tres subclases y su

evaluacioén contra bacterias resistentes.
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3.1 Introduccién

3.1.1 Desarrollo de nuevos antimicrobianos utilizando estrategias basadas

en prodrogas

El disefio de farmacos antibacterianos es muy desafiante. Parte de la
dificultad asociada con el desarrollo de nuevos agentes radica en que, para
ejercer su accién, deben presentar una estabilidad adecuada y alta
permeabilidad a través de la pared celular bacteriana que les permita acumularse

en el sitio de infeccion.!

Una estrategia que ha ganado importancia en los ultimos afios para
superar estos desafios es la sintesis de prodrogas, derivados bioreversibles de
farmacos que experimentan una transformacion enzimatica y/o quimica in vivo
para liberar el farmaco original activo.? Este enfoque resulta muchas veces mas
sencillo que la optimizacion del compuesto lider para llegar a un perfil PK/PD
adecuado. En la ultima década, la FDA ha aprobado 30 profarmacos, siendo el

10% de ellos para aplicaciones antibacterianas.®*

Dependiendo de qué variable PK/PD se desee abordar, puede ser
deseable aumentar la hidrofilia o la lipofilia para mejorar la solubilidad o la

permeabilidad pasiva a través de membranas, respectivamente.

Para mejorar la solubilidad en agua del farmaco se puede unir
covalentemente un componente polar o un grupo ionizable. Entre los grupos
polares mas utilizados, se encuentran los glicoles, polietilenglicol o azlcares.®
Como ejemplo, se describen una serie de prodrogas de ciprofloxacina mas
solubles en agua que el farmaco original, en donde el acido carboxilico se
encuentra esterificado con mono, di y trietilenglicol, hidrolizables en medios
biolégicos, Figura 3.1.6 También se desarrollaron prodrogas de la moxifloxacina,
conteniendo éteres de celulosa que llevaron a una mejora de la biodisponibilidad

y eficacia del antibi6tico.’

Por otro lado, los grupos funcionales ionizables mas empleados para
mejorar la solubilidad en agua de antimicrobianos son los grupos fosfato. La
ceftarolina fosamil, conteniendo un grupo N-fosfato, es un ejemplo de

profarmaco mas soluble que la droga original utilizado en clinica para el
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tratamiento de infecciones por S. aureus resistente a la meticilina (MRSA), Figura
3.1.8 Las aminas primarias también se han empleado con estos fines, que
ademds han mostrado una mejora en la permeabilidad de los antimicrobianos a

través de la pared celular, especialmente en bacterias Gram-(-).°

“R=H, CH,

Cefetamet pivoximetil Orapenem Sultamicilina (0]

Figura 3.1: Ejemplos de estructura de prodrogas con aplicaciones antibacterianas descriptas en
literatura. Las prodrogas ceftarolina fosamil, pivampicilina, sulbactam pivoximetoxil, cefetamet

pivoximetil, orapenem y sultamicilina se utilizan en clinica.

Por el contrario, cuando se desea aumentar la lipofilia de un farmaco que
contiene grupos funcionales polares y/o ionizados, como los grupos carboxilato
0 aminas, se pueden agregar grupos hidrofébicos para enmascarar la carga. Un
enfoque ampliamente utilizado ha sido la sintesis de ésteres o amidas que
pueden ser hidrolizados por esterasas'® o peptidasas,!! respectivamente, tanto
plasmaticas como bacterianas. En particular, el uso de ésteres como prodrogas
ha sido fundamental para superar la biodisponibilidad oral limitada de algunos

ABL, debida a una baja absorcién gastrointestinal.?
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Por ejemplo, se han reportado varios pivoximetoxil ésteres, entre los
cuales destaca la pivampicilina®® y cefetamet pivoxil,*4 pivoximetoxil ésteres de
la ampicilina y cefetamet, respectivamente, usadas en clinica desde hace méas
de 30 afios, Figura 3.1. Con este enfoque se logré6 mejorar notoriamente la
lipofilia y la biodisponibilidad oral respecto al farmaco original. Una vez
hidrolizado el profarmaco, el pivaloiloxi ester se elimina como pivalato conjugado
con carnitina.’® Un ejemplo mas reciente es el Orapenem®, pivoximetoxil éster
del tebipenem, primer carbapenemo desarrollado para uso oral. Este profarmaco
fue aprobado en Jap6n en 2009 para su uso pediatrico en el tratamiento de otitis,

sinusitis y neumonia.*®

El desarrollo de ésteres como prodrogas se ha extendido a inhibidores de
SBL como el sulbactam. Para estos fines se desarrollo el sulbactam pivoximetoxil
ester, que logré incrementar notoriamente la absorcion gastrointestinal cuando

se administra por via oral, Figura 3.1.%7

Otra estrategia que se ha utilizado es el uso de “co-drogas”, por ejemplo
la sultamicilina, conteniendo ampicilina y sulbactam unidos covalentemente por
un pivaloiloxi éster, Figura 3.1.'8 Esto permite la administraciéon conjunta del ABL
y un inhibidor de SBL, protegiendo simultaneamente los grupos carboxilato
causantes de la baja absorcidn gastrointestinal observada cuando se
administran por separado. Esta estrategia también disminuyé los efectos
secundarios comunes de los medicamentos dosificados por separado, como la

diarrea y la disenteria.
3.1.2 Nuevas prodrogas de bistiazolidinas BTZ y tiazolidinas TZ

Se pretende llevar a cabo ensayos in vivo con las BTZ y TZ previamente

preparadas, en un régimen de administracion oral en un modelo de raton.

Tanto las BTZ como las TZ tienen como caracteristica en comun la
presencia de un acido carboxilico y un grupo tiol. El tiol es propenso a la
oxidacion en medios biolégicos, dando lugar a derivados del tipo disulfuros que
carecen de actividad inhibitoria contra MBL. Ademas, en algunos medicamentos
la presencia del grupo tiol se ha asociado con “rush” cutanea, un ejemplo es el

Captopril.1® Por otro lado, el grupo carboxilato podria llevar a una absorcién
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gastrointestinal erratica.'® Para evitar estos problemas, se propone explorar la
preparacion de prodrogas para mejorar las propiedades fisicoquimicas,

biofarmacéuticas y farmacocinéticas de estos compuestos.

3.2 Objetivo Especifico

3.2.1 Disefiar y sintetizar prodrogas derivadas de BTZ1y TZ 3

Para alcanzar este objetivo especifico se pretenden disefiar y preparar
nuevas prodrogas de BTZ 1y TZ 3, con los grupos carboxilato y tiol protegidos
adecuadamente. Luego, se propone realizar diferentes experimentos para
predecir si las prodrogas preparadas podrian exhibir mejores propiedades ADME

y una mayor estabilidad en medios biologicos respecto a las drogas originales.

Por un lado, se plantea realizar céalculos tedricos de las propiedades
ADME utilizando un software adecuado. Ademas, se propone llevar a cabo
estudios de estabilidad en buffer acuosos simulando el perfil de pH del TGl y en
plasma, y por ultimo evaluar la actividad frente a organismos resistentes que

expresan MBL.

3.3 Resultados y discusion

En el presente Capitulo se muestran los resultados mas relevantes

obtenidos en la sintesis de nuevas prodrogas de BTZy TZ.
Las principales actividades realizadas en este marco se relacionan con
los objetivos especificos y se desarrollan a continuacion.

3.3.1 Disefio y sintesis de prodrogas de bistiazolidinas y tiazolidinas

Se disefiaron los compuestos 7 y 8 como posibles prodrogas de BTZ L-
la-b y de TZ L-3a-b, respectivamente, en las que el grupo acido carboxilico se
encuentra protegido como éster de pivoximetoxilo y el tiol como tioacetilo o

tiopivaloilo, Figura 3.2.
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Prodrogas de BTZ: Prodrogas de TZ:

3 -
R3 = -CH,-0-COC(CHa)s RS = -CHy-O- COC(CHy);

-
’

Figura 3.2: Disefio de prodrogas de BTZ (7) y TZ (8) propuestas.
Sintesis de prodrogas de bistiazolidinas BTZ

Se disefiaron las prodrogas de BTZ 7a-d, Esquema 3.1. En los derivados
7a-b el tiol esta protegido como acetil-tioéster y en los compuestos 7c-d el tiol
esta esterificado con acido pivalico. Las estrategias sintéticas generales para su

preparacion se muestran en el Esquema 3.1.

A020/F’y /( >]/ conducuones %\\(o\/
O CH2C|2
HO /(SH
1
Ez‘ /T\/S T %, R1=R2=H’ 96% 7a R1=R2=H
1-p2— !
S ) 9b, R'=R?=CH; 62% 7b, R'=R?=CH,

1a, R'=R2=H Condiciones
1b,R'=R?=CH; ————— %\(O\/ j\
¥ s

Esquema 3.1: Sintesis de las prodrogas 7a-d.

7c R'=R?=H
7d, R'=R?=CHj,4

Para la sintesis de las prodrogas 7a-b, en primer lugar se prepararon las
BTZ S-Acetiladas 9a-b a partir de L-1a y L-1b, respectivamente, utilizando una
mezcla Ac2O/Py (1:1).2° Los compuestos se obtuvieron en buenos rendimientos,
96 y 62% respectivamente. Luego, se ensayaron las condiciones para la sintesis
del éster de pivaloxilo descriptas en bibliografia, partiendo de 9a, clorometil
pivalato y TEA, sin solvente (método a).?! En dichas condiciones, no se obtuvo
el producto deseado, sino que se aisl6 el hemiacetal 10 en un 48% de

rendimiento, Esquema 3.2.
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Reets o ij qgw

H
9a 7a, 0% 10, 48%

Esquema 3.2: Propuesta para la sintesis de 7a utilizando condiciones reportadas en bibliografia;
método a): clorometil pivalato, TEA, T. A., 24 h.

Con el fin de encontrar las condiciones para obtener el producto deseado,
se realizé un screening de solventes a pequefia escala (5 mg) utilizando como
modelo de estudio 9a, y se exploraron dos rutas sintéticas adicionales: i) 9a acido
libre, clorometil pivalato y TEA como base (método b), y ii) formando previamente
la sal sodica del acido carboxilico de 9a utilizando NaOAc/AcOEt y luego

agregando clorometil pivalato en ausencia de base (método c), ver Tabla 3.1.

La metodologia de trabajo se baso en la miniaturizacion de reacciones, un
enfoque desarrollado por High Throughput Experimentation (HTE) para
encontrar el tiempo 6ptimo de reaccion.?>?3 La ventaja de la miniaturizacion de
reacciones es que requiere pocos miligramos de reactivos (microescala) y los

tiempos de manipulacion son mas cortos.

De esta manera, se llevo a cabo el screening utilizando diferentes
solventes aproticos polares. Luego de 24 horas, se tomo6 una alicuota de cada
reaccion individual y se diluyé para su andlisis por HPLC.?° Los resultados se

muestran en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1: Screening a pequefia escala de solventes para la sintesis de 7a a partir de 9a.
Condiciones: Método b): clorometil pivalato, solvente, TEA, T. A.,, 24 h; Método c): i)
NaOAc/AcOEt, ii) clorometil pivalato, solvente, T. A., 24 h.

O o 0
IS e
/‘\/S Método b)oc) 0 S/T\/S 0]
H
7a

7a, R wpLc (%)

Solvente Método b) Método c)
DMSO 61 72
DMF 76 86
Acetona 2 4
Acetonitrilo 3 5
THF 4 5
NMP 58 64
1,4-Dioxano 3 3

Los mejores resultados para la obtencion de 7a a partir de 9a se lograron
utilizando el método c) en DMF como solvente (86% de rendimiento). El método
b) también llevdo a buenos resultados, aunque levemente menores (76%).
También se obtuvieron buenos rendimientos en DMSO y en 1-metil-2-pirrolidona.
Los solventes menos polares (acetona, acetonitrilo, THF y 1,4-dioxano) llevaron

a los rendimientos mas bajos (menores a 5%).

Una vez establecidas las mejores condiciones de reaccion, se llevo a cabo

el escalado utilizando el método b) y el método ¢) en DMF, Tabla 3.2.
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Tabla 3.2: Sintesis de las prodrogas 7a-d utilizando: Método b): clorometil pivalato, DMF, TEA,
T. A, 24 h; Método c): i) NaOACc/AcOEt, ii) clorometil pivalato, DMF, T. A., 24 h.

A

)

HO S o
o)
ol I e
R2 /‘\/S Método b) o c) 5 \

S . R?

H S
9a, R'=R?=H 7a, R'=R2=H
9b, R'=R?=CH, 7b, R'=R?=CHj,4
Rendimiento (%)?
Producto Método b Método ¢
7a 53 65
7b ND 59

2Rendimientos de los productos puros luego de purificacién por columna cromatografica.

El compuesto deseado 7a se obtuvo en 53 y 65% de rendimiento
utilizando el método b) y c), respectivamente, Tabla 3.2, validando el screening
a pequefia escala. Segun el andlisis del crudo de reaccion por *H RMN, no se
obtuvo en estas condiciones el hemiacetal 10. La prodroga 7b se preparo de
manera analoga partiendo de 9b, utilizando el método c) en DMF, con un 59%

de rendimiento, Tabla 3.2.

Por otro lado, las prodrogas 7c y 7d, se prepararon partiendo de L-1ay L-

1b, respectivamente, utilizando el método c) en DMF, Esquema 3.3.

O O
O
"o /(SH HO\/O /(S)/% HO\/OW /(S
Método ¢ R N }
R1 /N Método c) Lo Ra s O . reed NN
2" S R O
R? \g A~/ s s

H H 2

H
1a, R'=R2=H 7¢, R'=R2=H, 61% Dimero, 11a, R'=R2=H, 26%
1b, R'=R?=CH,4 7d, R'=R?=CHj3 43% 11b, R'=R?=CH; 31%

Esquema 3.3: Sintesis de las prodrogas 7c-d utilizando método c): i) NaOAc/AcOEt, ii) clorometil
pivalato, DMF, T. A., 24 h.

Los compuestos 7c-d se obtuvieron con un 61 y 43% de rendimiento,
respectivamente. Los bajos rendimientos obtenidos se deben a que parte del

material de partida sufre reacciones de oxidacidbn en estas condiciones,
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formando las especies diméricas 11a y 11b en 26 y 31% de rendimiento,

respectivamente, Esquema 3.3.
Sintesis de prodrogas de tiazolidinas

Se disefiaron las prodrogas de TZ 8a-b con el grupo carboxilato protegido
como pivaloxilo y el tiol protegido como pivaloilo. Las estrategias sintéticas para

su preparacion se muestran en el Esquema 3.4.

D
(@]
HO

(o)
ACZO/Py : \\
NH g Método c) o)
7;» R1 - .I”/S oy toeeee - (0]
0 R?'S
HO CO,Et R NH /S
R\Z S i (0]
rRi=( N1 St CO,Et
"

R2S 1" o o
CO,Et

L-anti 3a, R'=R%=H

o o
L-anti 3b, R'=R?=CHj, Método c) \\o © \\O °
| VEORR R N
NH T}L NH
R1‘ /l--n/s (0] R1‘ o S
R2 S R2 S
CO,Et CO,Et" 2
8a, R'=R%=H, 31% 12a, R'=R%=H, 15%
8b, R'=R?=CH,3, 29% 12b, R'=R?=CHj, 18%

Esquema 3.4: Sintesis de las prodrogas de TZ 8a-b. Método c: i) NaOAc/AcOEt, ii) clorometil
pivalato, DMF, T. A., 24 h.

En primer lugar, se intentd S-acetilar las tiazolidinas, en forma analoga a
la ruta utilizada para sintetizar 7a-b. Sin embargo, la reaccion llevé a una mezcla
compleja de especies, Esquema 3.4. Esto podria deberse a la mayor reactividad
de la amina secundaria de las TZ respecto a las terciarias de las BTZ. Por esa
razon, se prepararon Unicamente las prodrogas 8a y 8b partiendo de L-anti 3a 'y
L-anti 3b, respectivamente, y clorometil pivalato, Esquema 3.4, en 31y 29% de
rendimiento, respectivamente. Se aislaron como subproductos de las reacciones
las especies diméricas 12ay 12b en 15y 18% de rendimiento, respectivamente,

Esquema 3.4.

De esta manera se obtuvieron 4 prodrogas de BTZ (7a-d) y 2 prodrogas
de TZ (8a-b), Figura 3.3.
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N[SgZ/ o N/(SW/%
S/‘\/S 5 S/A\/Sm S/i\/s

°ﬁo o

H CO,Et
7d 8a

Figura 3.3: Estructura de las prodrogas preparadas 7a-d y 8a-b.

3.3.2 Ensayos preliminares para evaluar la utilidad de los compuestos

sintetizados como posibles prodrogas

Con el objetivo de estudiar su utilidad como posibles prodrogas, nos

planteamos las siguientes hipotesis iniciales:

i) Las prodrogas se mantienen intactas a lo largo del TGI, donde

finalmente se absorben y pasan al torrente sanguineo, Figura 3.4.

i) Una vez en sangre, el éster pivaloxilo se hidroliza por accion de las
carboxiestearasas sanguineas para liberar el acido carboxilico. En cuanto al tiol,
se mantiene protegido en plasma para asi evitar reacciones de oxidacion, Figura
3.4.

iil) El inhibidor ingresa a la bacteria a través de porinas como tioéster,

donde se hidroliza por esterasas bacterianas e inhibe las MBL, Figura 3.4.
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Figura 3.4: Estrategia basada en prodrogas aplicada a BTZ 1la, propuesta de hidrélisis por

esterasas sanguineas o bacterianas.

Para corroborar las hipotesis y determinar si las prodrogas preparadas
podrian exhibir un mejor comportamiento respecto a las drogas originales, se

plantea realizar tres tipos de experimentos:

i) predecir las propiedades ADME tedricas de las prodrogas y de las drogas

originales mediante calculos tedricos utilizando el software Molinspiration.?*
i) llevar a cabo estudios de estabilidad en buffer acuosos y en plasma humano.

iii) realizar ensayos de concentracion minima inhibitoria (MIC por sus siglas en
inglés) para evaluar si las prodrogas podrian ejercer su acciéon atravesando la

pared celular bacteriana.
i) Célculos tedricos de las propiedades ADME

Las reglas de Lipinski, o regla de los cinco, sirven como guia primaria para
determinar si un compuesto tiene propiedades fisicoquimicas adecuadas para
ser activo por via oral.?® En ellas se establecen los rangos éptimos de ciertas
propiedades fisicoquimicas tales como: peso molecular (PM < 500 Da), lipofilia
(logP < 5), numero de enlaces rotables (NER < 10), y nUmero de aceptores
(NAEH < 10) y dadores (NDEH < 5) de enlaces de hidrégeno.?® En un intento por
mejorar estas predicciones, se reportaron algunas variantes de las reglas de

Lipinski, por ejemplo, el enfoque de Ghose?’ (logP >-0.4 y < 5.6 lleva a mejores
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predicciones) y el enfoque de Veber?® (area de superficie polar topoldgica (TPSA
< 140 A?).

Para cada compuesto en estudio se puede calcular el valor teorico de
estas propiedades utilizando un programa de célculo adecuado.?® En este trabajo
se utiliz6 el software Molinspiration;?* para calcular las propiedades
fisicoquimicas que permitan predecir la adsorcion, distribucion, metabolizacion y
excrecion (ADME) tedricas tanto de las prodrogas 7a-d y 8a-b preparadas como
de las drogas originales la-b y 3a-b y asi predecir si el enfoque de prodrogas
llevaria a compuestos con mejorada biodisponibilidad oral. Los resultados

obtenidos se resumen en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3: Célculos tedricos de las propiedades ADME utilizando el software Molinspiration.°

PM NDEH NAEH NER | TPSA 0'292 6

Compuesto | <500 Da <5 <10 <10 <140 A (Lipinsi(i

(Lipinski) | (Lipinski) | (Lipinski) | (Veber) | (Veber) / Ghose)
L-la 237.4 1 8 2 41 -0.84
L-1b 265.4 1 8 2 41 -0.03
L-anti 3a 251.3 2 5 5 76 -1.14
L-anti 3b 279.4 2 5 5 76 -0.33
7a 393.5 0 6 9 73 3.25
7b 421.6 0 6 9 73 4.05
7cC 435.6 0 6 10 73 4.57
7d 415.9 0 6 10 73 5.38
8a 449.6 1 8 13 108 4.28
8b 477.6 1 8 13 108 5.08

PM = peso molecular (< 500 Da), lipofilia (logP < 5), NER = nimero de enlaces rotables (< 10), NAEH =
numero de aceptores de enlaces de hidrégeno (< 10), NDEH = nimero de dadores de enlaces de hidrégeno
(< 5) y TPSA = area de superficie polar topoldgica (< 140 A?). Cédigo de color: Verde, cumple; Rojo, no

cumple.

Respecto al peso molecular, tanto las prodrogas como las drogas

originales cumplen las reglas de Lipinski.

Tanto el TPSA como el logP son descriptores que estan relacionados con
la capacidad de un farmaco para atravesar las membranas celulares del tracto
gastrointestinal. Estos parametros son los mas importantes y decisivos a la hora
de predecir la biodisponibilidad oral de compuestos basado en las reglas de

Lipinski.®* Los resultados muestran que las prodrogas 7a-d y 8a-b exhiben
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valores teoricos para TPSA y logP dentro de los rangos Optimos, ver Tabla 3.3.
Las drogas originales 1a y 3a mostraron un valor de logP calculado fuera del
rango optimo (-0.84 y -1.14, respectivamente). Por lo tanto, segun esta
aproximacion las prodrogas propuestas (7ay 7c, y 8a, respectivamente) podrian

mejorar las propiedades de ADME respecto a la droga original.

Por ultimo, algunas de las prodrogas excedieron el limite de nimero de
enlaces rotables permitidos estipulado por Lipinski (8a-b). Sin embargo, existen
prodrogas disponibles en el mercado que no cumplen con esta regla, por
ejemplo, el Fosinopril (prodroga de Fosinoprilat) y Simvastatina (prodroga de

Simvastatina &cido libre).3!

En su conjunto, estos resultados de estudios teoricos indicarian que las
prodrogas sintetizadas podrian tener buena biodisponibilidad cuando se

administren por via oral.
i) Estudios de estabilidad en buffer acuosos y plasma

Para obtener informacion acerca de la estabilidad de estos compuestos,
se estudio la degradacion quimica y enzimatica en buffer acuosos a pH 1.2, 4.5,
6.8 y 7.4, simulando el gradiente de pH a través del TGI, y en plasma. Para estos
fines se seleccionaron como modelos de estudio las prodrogas S-Acetilo 7ay S-
Pivaloilo 7c. También se realizaron ensayos de degradacion en plasma del
compuesto lider BTZ 1a para comparar la estabilidad respecto a las prodrogas
sintetizadas. Los potenciales productos de degradacion se muestran en el

Esquema 3.5.
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Esquema 3.5: Posibles productos de degradacion de las prodrogas 7ay 7c.
Estudios de estabilidad en buffer acuosos de 7ay 7c

Se incubaron las prodrogas 7a 'y 7c en buffers acuosos pH 1.2, 4.5, 6.8y
7.4 a 37 °C, y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos (15, 30, 45, 60 y 120
min) para su andlisis utilizando una técnica validada por HPLC.?°33 Cada
condicion se ensayo por triplicado. En la Tabla 3.4 y en las gréficas de la Figura
3.5 se representa el % remanente de la prodroga vs tiempo para el derivado S-

Acetil 7a'y S-Pivaloil 7c a los diferentes pH ensayados.

Tabla 3.4: Estudios de estabilidad de las prodrogas 7a y 7c: % remanente de prodroga a

diferentes tiempos de incubacion en buffer acuosos a pH: 1.2, 4.5,6.8y 7.4.

% remanente de prodroga?

7a 7cC 7a 7cC 7a 7cC 7a 7cC

T'(i:?n‘;o pH 1.2 pH 4.5 pH 6.8 pH 7.4
15 98 100 98 99 99 100 97 100
30 08 99 99 99 99 99 94 99
45 96 99 96 100 98 99 93 99
60 95 99 95 99 08 99 91 08

120 90 100 96 99 99 99 87 99

aLos % remanentes de prodroga fueron calculados por HPLC.
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Estabilidad en buffer 7a Estabilidad en buffer 7c
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Figura 3.5: Estudios de estabilidad en buffer acuosos de las prodrogas 7a y 7c. Graficos %

remanente de prodroga vs tiempo en buffer acuosos pH: 1.2, 4.5, 6.8y 7.4.

El analisis por HPLC de las mezclas de reaccion revelo que, en buffer
acuosos, la prodroga 7a sufre una lenta hidrdlisis a nivel del éster pivaloxilo para
formar 9a, en diferente extension segun el pH, Esquema 3.6 y cromatograma en
la Figura 3.6A. Por el contrario, respecto a la prodroga 7c no se identificd el
producto de hidrdlisis 13 ni tampoco otros productos de degradacion, ver

Esquema 3.6 y cromatograma en Figura 3.6B.

O

O HO S
o) S

R

0 >]/R Buffer /( >7/

N — N o]

S (0] S

o) /‘\/ acuosos S/‘\/

S

H

H
7a, R=CH3 9a, R:CH3
7¢, R=C(CHs); 13, R=C(CH3)s

Esquema 3.6: Degradacién quimica de 7a y 7c para dar 9a y 13, respectivamente, en buffer

acuosos.
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Figura 3.6: Cromatogramas luego de la incubacion de A) 7ay B) 7c a pH 7.4, 120 min.

Condiciones cromatograficas: columna fase reversa C18 (Kinetex NUCLEOSIL® C18, 150 mm

x 4 mm, 5 uym); fase mévil A = TFA 0.003 M; fase mévil B = ACN; condiciones iniciales 70/30

(fase movil Alffase mévil B) cambian en 2 min a 55/45, se mantienen durante 3.5 min y cambian

en 0.1 min a 5/95, manteniéndose durante 2.4 min; flujo = 1.2 mL/min.

A pH 4.5y 6.8 la hidrdlisis fue despreciable para ambas prodrogas en un

periodo de dos horas. A pH 1.2y 7.4, en un periodo de dos horas la prodroga 7a

se hidrolizé un 10 y un 13%, respectivamente, mientras que para la prodroga 7¢

la degradacion fue despreciable (<2% en todos los tiempos). En ningln caso se

detecto la droga original 1la ni las especies diméricas 11a o 14 (ver estructuras

en Esquema 3.5), ni tampoco otros productos de degradacion, lo que indicaria

gue el grupo tioéster es estable en las condiciones ensayadas.
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Estudio de estabilidad en plasma de 7ay 7c

Se incubaron las prodrogas 7a y 7c en plasma a 37 °C y se tomaron
alicuotas a diferentes tiempos (10, 20, 30, 45, 60 y 120 min). Luego, se
analizaron los resultados obtenidos por HPLC. En la Tabla 3.5 y en las gréficas
de la Figura 3.7 se representa el % remanente de la prodroga vs tiempo para el
derivado S-Acetil 7a y S-Pivaloil 7c y el % de los productos de hidrélisis 9a 'y 13,

respectivamente.

Tabla 3.5: Estudios de estabilidad en plasma de las prodrogas 7a y 7c: % remanente de

prodrogas y sus productos de hidrdlisis: 9a y 13, respectivamente a diferentes tiempos.

% remanente de prodroga?

Prodroga 7a Prodroga 7¢
Tiempo %7a %% %7c %13

10 0 100 33 60
20 0 100 26 73
30 0 96 11 87
45 0 93 0 92
60 0 88 0 91
120 0 76 0 91

aLos % remanentes de prodroga fueron calculados por HPLC.

Estabilidad en plasma 7a Estabilidad en plasma 7c
7a 9a 7b 13
110 110
90 30
b w
E w E 7
w L
= =
< 50 < 50
= s
L w
L e 3
ES ES
10 10
-10 0 20 40 60 80 100 120 140 -10 0 20 40 60 80 100 120 140
TIEMPO (MIN) TIEMPO (MIN)

Figura 3.7: Estudios de estabilidad en plasma de las prodrogas 7a y 7c. Gréaficos % remanente
de prodroga o sus productos de hidrdlisis (9a 'y 13, respectivamente) vs tiempo.
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Los resultados muestran que la prodroga 7a se hidroliza completamente
a los 10 min de incubacién. Para la prodroga 7c la velocidad de hidrdlisis es mas
lenta, llegando a una hidrdlisis completa a los 45 min de incubacién, Tabla 3.5y

graficas en Figura 3.7.

En la Figura 3.8 se muestran los cromatogramas at =0 miny 120 min de
incubacion para la prodroga 7a.

0,807 PivO—¢° s
L] o
0,60 ‘ s/i\/
1 H 7a
0,40 | HO o s ||
I ?JN,QF“ |
0,20+ ' STh T 9a
i | o |
| D .
J [ 1 zl el |
s A ——lll
I B B S T T S S e e e S —
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
Minutes
0,80+
] Ho—° s
0,60-] N/(g//
. S
- ‘ | S/A\/Qa
0,40 9]
= i l Hoj\ s
] | [ N/(
i . 3
0,20+ | | s
7 = ™ H 2
if oo
] . ©ll 8 14
0,0H——— ! 'E::-l'-._l _ L \
0,20 e e e e
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
Minutes

Figura 3.8: Cromatogramas luego de la incubacion de 7a en plasma a tiempos: A) 0 min y B)
120 min. Condiciones cromatogréficas: columna fase reversa C18 (Kinetex NUCLEOSIL® C18,
150 mm x 4 mm, 5 pm); fase movil A = TFA 0.003 M; fase mévil B = ACN; condiciones iniciales
70/30 (fase movil Alffase movil B) cambian en 2 min a 55/45, se mantienen durante 3.5 min y

cambian en 0.1 min a 5/95, manteniéndose durante 2.4 min; flujo = 1.2 mL/min.

El analisis por HPLC muestra que en plasma la prodroga 7a se hidroliza
principalmente a nivel del éster pivaloxilo para dar 9a. Se propone que una vez

hidrolizado el éster pivaloxilo, se da una lenta hidrolisis a nivel del tioéster,
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liberando el grupo tiol, que se oxida rdpidamente para formar la especie dimérica
14, ver Esquema 3.7. No se detectd en los cromatogramas la presencia de la

droga original 1a, ver Esquema 3.7 y cromatogramas en Figura 3.8.

HO o S o
ﬂw LT v, S L
Plasma
S O Plasma N s O Plasma N . \5\ /(
Réapido s/l\/ Lento S/l\/ Rapido
H

H
7a, R—CHs 9a, R=CHj, 1a
7¢, R=C(CHy)s 13, R=C(CHg)3 14

Esquema 3.7: Degradacion de las prodrogas 7ay 7c¢ en plasma.

En la Figura 3.9 se muestran los cromatogramas at =0 min y 120 min de
incubacion para la prodroga 7c.

A ]

0,80 PivO—¢° s)/%
] N{

0,60 ‘ / s/i\/
1 H

0,40H

AU

0,204 |

0,00 A
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Minutes

B) | |

0,40; ‘ ]

AU

0,204 |

o004 " —_———

s FFF7—7
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Figura 3.9: Cromatogramas luego de la incubacion de 7c en plasma a tiempos: A) 0 min y B)
120 min.
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Para la prodroga 7c en cambio, una vez hidrolizado el éster de pivaloxilo
para dar el compuesto 13, no se observa practicamente hidrolisis a nivel del
tioéster luego de 120 min de incubacion, ver cromatogramas en Figura 3.9. Por
lo tanto, esto indicaria que el grupo pivaloilo es mas estable que el grupo acetilo

en estas condiciones.

Estudio de estabilidad en plasma de BTZ 1ay los intermedios 9a 'y 13

Se incubd la droga original 1a y los intermediarios 9a y 13 en plasma a 37
°C y se tomaron alicuotas a diferentes tiempos (15, 30, 45, 60 y 120 min) para
su andlisis por HPLC. En la Tabla 3.6 y en las gréficas de la Figura 3.10 se
representa el % remanente de 1a, 9ay 13 vs tiempo, ver Tabla 3.6. Dado que el
tiempo de vida media (ti2) es un parametro muy utilizado para comparar la
estabilidad de compuestos en plasma, se calculé para los tres compuestos,
Figura 3.10 y Tabla 3.6.

Tabla 3.6: Estudios de estabilidad en plasma de los compuestos 1a, 9a y 13: % remanente a

diferentes tiempos y célculos de tiempo de vida media (t12) para una cinética de primer orden.

% remanente de prodroga?

Ln 2
t1/2= ——

Tiempo % la tipla %9 tip9a %13 11213

15 75 98 100
30 48 95 100
45 19 23 91 210 98 770
60 16 83 95
120 3 70 92

aLos % remanentes de prodroga fueron calculados por HPLC.
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Figura 3.10: Estudios de estabilidad en plasma: Gréficas % remanente vs tiempo y Ln C vs

tiempo para los compuestos: A) 1a; B) 9a; y C) 13.

El ajuste a un modelo lineal de las graficas logaritmo de la concentracién

(Ln C) vs tiempo implica que la degradacién de los compuestos sigue una
cinética de primer orden, ver graficas en Figura 3.10. A partir de la pendiente de

estas graficas (k) se calcularon los ti2 para 1a, 9a 'y 13 segun ecuacion [1]:

Ln 2
t1/2 = T

[1]

El compuesto 1a se degrada en plasma con un tiz = 23 min, gréaficas en
Figura 3.10A, significativamente menor que los compuestos 9ay 13 (210y 770

min, respectivamente), Tabla 3.6 y Figura 3.10B-C.

Pagina | 63



Capitulo 3

El andlisis por HPLC mostr6 que la principal especie formada en todos los
casos es el dimero 14, Esquema 3.8 y cromatogramas en Figura 3.11.
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Esquema 3.8: Degradacion en plasma de los compuestos 1a, 9ay 13.
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Figura 3.11: Cromatogramas de la degradacién de 1a en plasma, A) 15 miny B) 45 min.

En su conjunto, los resultados de los ensayos de estabilidad son
alentadores, y podrian indicar que los grupos protectores elegidos (pivaloxilo
para el acido carboxilico y acetilo y pivaloilo para el tiol) serian adecuados. Por
un lado, el grupo éster pivaloxilo se hidroliza lentamente en buffer acuosos en

las condiciones de pH ensayadas, mientras el tioéster se mantiene intacto. Esto
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es deseable, ya que el objetivo de estas prodrogas es que se absorban intactas.
Por otro lado, si bien se da una rapida hidrdlisis del éster pivaloxilo en plasma,
no es relevante ya que el objetivo de este grupo seria solo mejorar la absorcién
através del TGI.

Un aspecto importante es que la hidrdlisis del grupo tioéster en plasma es
lenta, en particular el S-pivaloilo, resultado altamente satisfactorio. Esto evita las
reacciones de oxidacion indeseadas en plasma que sufre la droga original,

aumentando su ty2 en plasma.

Si bien ambas prodrogas sintetizadas parecen tener una estabilidad
adecuada en los diferentes buffers ensayados y en plasma, la prodroga 7c
resulta ligeramente mas estable respecto a 7a. Este enfoque es simplemente
una aproximacion, que servira de guia para seleccionar un candidato adecuado

para continuar con ensayos in vivo en modelos de raton.

iii) Evaluacion biolégica de las prodrogas frente a bacterias resistentes

expresando MBL

Segun los resultados obtenidos en los ensayos de estabilidad en plasma,
el grupo tioéster sufre una lenta hidrolisis en plasma, y una vez hidrolizado se
oxida rapidamente. El ty> de la droga original en plasma es de 23 min, mientras
gue para el compuesto 9a con el tiol protegido como S-acetilo es de 210 min.
Esta es una caracteristica muy favorable ya que preservaria la integridad del tiol
hasta llegar al blanco terapéutico, donde podria hidrolizarse. Esto sucede con
algunos profarmacos antibacterianos, que logran escapar a la accion de las
esterasas humanas y son activados en el sitio de infeccion por las esterasas

bacterianas.32

Para determinar si el compuesto 9a podria hidrolizarse en el espacio
peripldsmico bacteriano para inhibir las MBL, se realizaron ensayos de
Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC) utilizando cepas de K. pneumoniae y P.
aeruginosa provenientes de aislados clinicos resistentes a ABL que expresan las
MBL: NDM-1 y VIM-2, respectivamente. Estos experimentos fueron realizados

en colaboracién con el Prof. Robert Bonomo en Research Service, Louis Stokes
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Cleveland Department of Veterans Affairs Medical Center, Case Western

Reserve University, en Cleveland, USA.

La MIC es definida como la concentracion mas baja de antibiético
(meropenem) que puede inhibir el crecimiento visible de un microorganismo
después de incubar por un tiempo prolongado (tipicamente 24 h).32 El ensayo se
realiza mediante la técnica de microdilucién en medio de cultivo, siguiendo las
pautas del CLSI,** en microplacas llamadas “placas de microtitulacion”
conteniendo 96 pocillos de fondo en forma de “U”, Figura 3.12. El ensayo se llevo
a cabo en presencia de antibidtico en tres condiciones: (i) en ausencia de
inhibidor (control de crecimiento) (ii) en presencia del compuesto de referencia
L-1a (control positivo, disminuye las MIC de meropenem por tener el tiol libre,

gue se une a los iones de zinc en el sitio activo de las MBL) y (iii) en presencia

de S-acetil 9a, ver Figura 3.12

Las microplacas son sembradas con concentraciones crecientes del
antibidtico. Para ello, a partir de la mayor concentracion de antibiético se realizan
diluciones dobles seriadas desde 128 hasta 0.25 ug/mL de concentracion final
de antibidtico. La concentracion de inhibidor (100 pg/mL) y la carga bacteriana

inicial (5 x 10* UFC/pocillo) se mantienen constantes en toda la microplaca. Cada

ensayo se realiza por triplicado.

Gradiente de concentracion del AB

A(OO0O00000000
s OO0 00000000
cOO0O0000000®
(Y OOOOOmOO0000
ECOOOOOO@O000
FOOOOOO0 0000
s OOOOOOO0000
H ( A )(i X i)(i X X "rﬁf}(A)C)(:)C)i@
OO0 00000

Figura 3.12: Ensayo de Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) para P. aeruginosa. El ensayo

se llevé a cabo en tres condiciones: A-C: en ausencia de inhibidor, control de crecimiento; D-F:
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en presencia de L-1a, control positivo, y G-I: en presencia de 9a (G-1). Concentracién de inhibidor:
100 pg/mL. Carga bacteriana inicial: 5 x 10* UFC/pocillo. Gradiente de concentracion de ABL

(meropenem): 128 a 0.25 pyg/mL.

Luego de la incubacién a 35°C, se observan los pocillos y se determina la
menor concentracion de antibidtico que a simple vista inhibe completamente el
crecimiento del microorganismo estudiado (donde no se observa turbidez). Dicha
concentracion sera la MIC del antibiético en presencia o ausencia del inhibidor

en cuestion.

128 W K. pneumoniae 1.41 (NDM-1) P. aeuginosa (VIM-2)

MIC (ug/mL)
(2]
SN

HOOC SH s
32 T 2\"‘/( HOO?\N/((Z//
s/i\/s

| S
16 (IR S/Fi'\/
(IR H
4 b
0] = . .

MER MER + la MER + 9a

Figura 3.13: Ensayos de MIC (ug/mL) frente a cepas de K. pneumoniae (azul) y P. aeruginosa
(anaranjado) provenientes de aislados clinicos que expresan NDM-1 y VIM-2, en ausencia y

presencia de los compuestos: lay 9a.

Los resultados muestran que las MIC del meropenem en ausencia de
inhibidor son 128 y 32 pug/mL para K. pneumoniae y P. aeruginosa,
respectivamente, Figura 3.13. Luego, tanto en presencia de L-la (control
positivo) como de 9a, el valor de MIC de meropenem frente a ambos aislados
clinicos es el mismo y notablemente menor en comparacion con meropenem sin
inhibidor (8 para K. pneumoniae y 4 para P. aeruginosa). Dado que el grupo tiol
es esencial para la inhibicién de las MBL, el hecho de que L-1a y 9a lleven a los
mismos resultados en ensayos en bacteria, confirmaria que el tioéster de 9a se
hidrolizaria en medio intrabacteriano, liberando el tiol y llevando a la inhibicién

de las MBL, y por ende disminucién de las MIC.
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3.4 Conclusiones y perspectivas

Se lograron sintetizar 4 prodrogas de BTZ y 2 prodrogas de TZ. Todas
ellas mostraron valores de calculos teéricos de ADME para las propiedades
TPSA y logP dentro de los rangos estipulados. Los estudios de estabilidad en
plasma de L-1la mostraron que se degrada para dar especies diméricas con un
ty2 de 23 min. En cambio, los compuestos S-Acetilo 9a y S-Pivaloilo 13 muestran

una alta estabilidad (tz2 = 210 y 770 min, respectivamente).

El valor de MIC de meropenem frente a dos aislados clinicos que expresan
diferentes MBL fue el mismo en presencia del compuesto L-1a (con el tiol libre,
gue se une alos iones de zinc en el sitio activo) y en presencia de 9a, revelando
gue las esterasas microbianas activan el profarmaco en el periplasma
bacteriano. En su conjunto estos resultados preliminares son altamente

prometedores.
Como perspectivas a futuro se plantea:

i) Realizar estudios de estabilidad de las demas prodrogas preparadas 7b,

7d y 8a-b tanto en buffer acuosos como en plasma.

i) Realizar ensayos adicionales de estabilidad, como por ejemplo la
caracterizacion de su perfil metabdlico utilizando microsomas de higado de rata

comercialmente disponibles.

iil) Realizar ensayos de MIC del compuesto 13 en cepas resistentes para

determinar si se hidroliza en bacteria.

iv) Realizar ensayos in vivo en un modelo preclinico utilizando ratones

infectados.
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