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Resumen del proyecto

La resistencia bacteriana a los antibiéticos es una amenaza global creciente, impulsada principalmente por enzimas como las metalo-beta-lactamasas (MBL), que
inactivan antibidticos de dltima linea. Este proyecto buscé desarrollar nuevas moléculas inhibidoras de MBL, especificamente tiazolo-bencimidazolinas (TBIM) y
tiazolo-benzotiazolinas (TBTZ), y obtenerlas en su forma enantioméricamente pura, dado que la quiralidad es clave para la actividad biolégica y seguridad
farmacoldgica.

El equipo de investigacion sintetiz6 una biblioteca de nuevos heterociclos TBIM y evalué una estrategia biotecnoldgica sostenible ("quimica verde") para separar sus
enantiémeros (resolucidn cinética) utilizando células enteras de E. coli que expresan variantes de la enzima Monoamino Oxidasa N (MAO-N) derivada de Aspergillus
niger. Los resultados demostraron que la variante MAO-N D11 es un biocatalizador eficaz para la resolucién de TBIM, logrando obtener el enantiémero
farmacolégicamente relevante con una pureza 6ptica (exceso enantiomérico) de hasta el 94%.

Se combinaron herramientas experimentales y computacionales (docking y dindmica molecular) para elucidar el mecanismo de accién a nivel atémico, revelando que la
selectividad de la enzima depende no solo de su sitio activo, sino también del tinel de acceso. Este proyecto generé nuevo conocimiento cientifico publicable, formé
recursos humanos altamente calificados y establecié una metodologia novedosa para la preparacion de precursores de farmacos.
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Antecedentes, problema de investigacién, objetivos y justificacién.

Los antibidticos beta-lactdmicos (ABL) son la clase mds importante de agentes antibacterianos, pero su eficacia estd comprometida por la resistencia bacteriana. El
mecanismo mds relevante de resistencia es la produccién de beta-lactamasas, enzimas que hidrolizan el anillo beta-lactdmico. Mientras que existen inhibidores
clinicos para las serina-beta-lactamasas (SBL), actualmente no hay inhibidores aprobados para las metalo-beta-lactamasas (MBL), una clase de enzimas que utiliza
iones de zinc para la catdlisis y que puede degradar incluso a los carbapenemos, antibiéticos de ultimo recurso.

El disefo de inhibidores de MBL es un desafio debido a la diversidad estructural entre sus subclases (B1, B2, B3). El grupo de investigacién cuenta con antecedentes
en el disefio de heterociclos como tiazolidinas y benzoimidazolinas que actdan como inhibidores competitivos de MBL con valores de Ki en el rango micromolar. Sin
embargo, estos compuestos se obtienen mediante sintesis quimica convencional como mezclas racémicas (mezcla de dos isémeros especulares). Estudios
cristalograficos previos indicaron que solo uno de los enantidmeros (habitualmente el R,R) se une preferentemente a las enzimas diana como NDM-1y VIM-2.

Por otro lado, la industria farmacéutica demanda procesos mds sostenibles ("Quimica Verde") y la obtencién de fadrmacos dpticamente puros. La biocatdlisis, o el uso
de enzimas para transformaciones quimicas, ofrece ventajas de selectividad y bajo impacto ambiental. Las Monoamino Oxidasas (MAQ), especialmente las variantes de
Aspergillus niger obtenidas por evolucién dirigida (MAO-N D5, D9, D11), han demostrado ser herramientas poderosas para la desracemizacion de aminas quirales.
Justificacién La justificacion de este proyecto radica en la urgente necesidad de:

1. Desarrollar nuevos inhibidores de MBL para combatir la resistencia antibacteriana.

2. Implementar métodos de sintesis asimétrica sostenibles que permitan obtener estos inhibidores como enantiémeros puros, cumpliendo con los estdndares de
seguridad y eficacia farmacolégica.

3. Valorizar el uso de biocatalizadores (MAO) en sustratos no convencionales (heterociclos triciclicos) para los cuales no existian reportes previos de resolucién
enzimatica.

Objetivos El objetivo general fue la sintesis quimioenzimdtica y caracterizacién estructural de nuevas benzoimidazolinas (TBIM) y benzotiazolinas (TBTZ/BETZ)
enantioméricamente puras como potenciales inhibidores de MBL.

Los objetivos especificos incluyeron:

1. Disefno y Sintesis: Preparar una biblioteca de andlogos TBIM sustituidos en el anillo aromdtico para explorar la relacion estructura-actividad.

2. Resolucién Biocatalitica: Optimizar las condiciones de reaccién (cosolventes, pH, tiempo) utilizando variantes de MAO-N (D5, D9, D11) para la resolucién cinética de
las mezclas racémicas.

3. Caracterizacién: Determinar la configuracién absoluta del enantiémero aislado y elucidar el mecanismo de oxidacién enzimdtica.

4. Estudios Computacionales: Utilizar docking y dindmica molecular para comprender las bases estructurales de la enantioselectividad observada.

Metodologia/Disefio del estudio

El disefo del estudio fue multidisciplinario, integrando sintesis orgdnica, microbiologia/biocatdlisis y quimica computacional.

1. Sintesis Quimica de Sustratos Se disefd una ruta sintética para obtener los heterociclos racémicos TBIM (serie 2) y TBTZ (serie 1). La sintesis se bas6 en una
reaccion de doble condensacién en un solo paso (one-pot) entre 1,4-ditiano-2,5-diol y diferentes 1,2-diaminoanilinas (para TBIM) o 2-aminotiofenoles (para TBTZ),
utilizando metanol o etanol y catdlisis dcida (p-TsOH). Los productos fueron purificados mediante cromatografia en columna y caracterizados por RMN.

2. Estrategia Biocatalitica

« Biocatalizador: Se utilizaron células enteras de E. coli transformadas para expresar las variantes de MAO-N (D5, D9, D11) y, en etapas posteriores, enzima purificada
mediante cromatografia de afinidad (HisTrap).

« Screening y Optimizacién: Las reacciones de resolucién cinética se llevaron a cabo a escala analitica en tampén fosfato (pH 7-7.8), utilizando borano-amoniaco como
agente reductor no selectivo para intentar establecer una resolucidn cinética dindmica. Se evaluaron variables como la variante enzimatica, el tiempo de reaccién y el
uso de cosolventes orgdnicos (DMF, DMSO, etc.) para mejorar la solubilidad de los sustratos hidrofdbicos.

« Escalado: Se escalé la reaccion bajo las condiciones dptimas para aislar los productos y determinar el rendimiento y pureza éptica a escala preparativa.

3. Andlisis y Caracterizacién Estereoquimica El seguimiento de las reacciones y la determinacidn del exceso enantiomérico (%ee) se realizaron mediante HPLC quiral
(columnas Chiralpak). Para la asignacion de la configuracion absoluta del enantidmero resultante, se combinaron dos métodos:

« Derivatizacion Quimica: Sintesis de tioésteres cristalinos para andlisis por Difraccién de Rayos X.

« Quimica Computacional: Cdlculo teérico de la rotacidn dptica y espectros de Dicroismo Circular Electrénico (ECD) utilizando Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)
y TD-DFT para compararlos con los datos experimentales.

4. Estudios In Silico Se realizaron estudios de docking molecular y simulaciones de dindmica molecular (MD) de 100 ns. Se modeld la estructura de la enzima MAO-N
D11 (reconstruyendo lazas faltantes) para analizar la interaccién de los enantiémeros R,R y S,S con el sitio activo y el tinel de entrada de la enzima, calculando
energias libres de unién (MM-GBSA/PBSA)

Resultados, andlisis y discusién
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Sintesis de la Biblioteca de Compuestos Se sintetizaron exitosamente 12 nuevas tiazolo-bencimidazolinas (TBIM 2a-g) y una tiazolo-benzotiazolina (TBTZ 1a) con
rendimientos quimicos de entre el 49% y el 85%. La introduccién de sustituyentes en el anillo aromdtico de las diaminas de partida generé isdémeros de posicion (4-y
5-sustituidos), cuya proporcion varié segun la naturaleza electrénica del sustituyente, tal como se habia previsto en el disefio experimental.

Resolucién Enzimdtica y Optimizacién La evaluacién inicial mostré que las variantes de MAO-N no fueron capaces de resolver el compuesto azufrado TBTZ 1a. Sin
embargo, para las tiazolo-bencimidazolinas (TBIM), la variante MAO-N D11 mostré una excelente capacidad de resolucién.

« Condiciones Optimus: Se determiné que el uso de DMF al 5% como cosolvente era crucial para el éxito de la reaccién. Bajo estas condiciones optimizadas, se logrd
aislar el enantiémero (+)-TBIM 2a con un exceso enantiomérico (ee) del 94% y un rendimiento del 44% (cercano al mdximo teérico del 50% para una resolucién cinética
cldsica).

« Efecto de Sustituyentes: El estudio del alcance de la reaccidn (sustratos 2b-g) revel6 que la enzima es sensible al impedimento estérico y electrénico. El sustrato no
sustituido (2a) dio los mejores resultados. Los sustituyentes voluminosos (como el naftilo en 2b) o fuertemente atractores de electrones anularon la actividad
enzimadtica, lo que se correlacioné con estudios de docking que mostraron impedimentos en el tunel de entrada de la enzima.

Mecanismo y Limitaciones de la Desracemizacién Originalmente se planted una resolucidén cinética dindmica (deracemizacion) para obtener un 100% de rendimiento
tedrico. Sin embargo, se aisld e identificé un producto secundario de oxidacién, el compuesto (-)-6 (un tiazolo-bencimidazol completamente oxidado). Esto demostré que
la enzima oxida la amina secundaria del heterociclo irreversiblemente bajo las condiciones probadas, impidiendo el ciclo de reduccién quimica necesario para la
deracemizacion completa. Este hallazgo también explicé por qué la serie TBTZ (que carece de esta amina secundaria susceptible a oxidacién por MAO) no fue sustrato
de la enzima.

Determinacion de Configuracion y Andlisis Computacional Mediante la comparacion de espectros ECD experimentales y tedricos, se asigné inequivocamente la
configuracién absoluta del enantiémero aislado (+)-2a como (R,R), lo cual es altamente relevante ya que estudios previos del grupo indicaban que esta configuracion es
la preferida para la inhibicién de MBLs como NDM-1. Las simulaciones de dindmica molecular sugirieron que la selectividad enantiomérica no estd controlada
exclusivamente por el sitio activo (donde ambos enantidmeros pueden acomodarse), sino que el tinel de entrada de la enzima juega un papel critico, actuando como un
filtro estérico que afecta la velocidad de acceso de los enantidmeros.

Impactos Identificados

1. Cientifico: Se reportd por primera vez la resolucidn cinética enzimdtica de heterociclos TBIM, ampliando el espectro de sustratos aceptados por las enzimas MAO-N.
2. Formacién de RRHH: El proyecto contribuyé directamente a la formacién de posgrado (Doctorado y Maestria) de los integrantes del equipo (V. Villamil, G. Lépez),
cumpliendo con los objetivos de formacién planteados.

3. Tecnoldgico: Se generd una ruta para obtener bloques de construccion quirales de alto valor agregado, con potencial aplicacién en la industria farmacéutica para el
desarrollo de antibiéticos

Conclusiones y recomendaciones

1. El proyecto logré exitosamente la sintesis de una nueva familia de inhibidores potenciales de MBL (TBIM) y establecié una ruta biocatalitica novedosa para su
resolucién éptica.

2. La enzima MAO-N D11 fue identificada como el mejor biocatalizador, permitiendo obtener el enantiémero de interés farmacoldgico (R,R)-2a con alta pureza 6ptica
(94% ee).

3. Se demostré que la metodologia estd limitada por el volumen de los sustituyentes en el anillo aromdtico; grupos voluminosos bloquean el acceso al sitio activo a
través del tunel de la enzima.

4. El mecanismo de reaccién implica la oxidacidn de la amina secundaria, generando un subproducto bencimidazélico que impide la deracemizaciéon completa pero
ofrece una via para obtener derivados oxidados también quirales.

5. La integracién de herramientas computacionales permitié explicar la selectividad observada, destacando la importancia de la dindmica del tinel de acceso
enzimdtico mds alld del sitio catalitico.

Recomendaciones

« Ingenieria de Enzimas: Basdndose en los hallazgos computacionales sobre el tinel de entrada, se recomienda realizar mutagénesis dirigida en los residuos que
conforman este tunel para permitir la entrada de sustratos mds voluminosos (como los derivados naftilo) y mejorar la generalidad del método.

« Exploracion de Nuevas Enzimas: Dado que las TBTZ no fueron resueltas por MAO, se sugiere explorar otras oxidases o el uso de Iminoreductasas (IREDs) en modo
oxidativo o en cascadas enzimaticas, tal como se planteé como alternativa en la propuesta original.

« Evaluacion Bioldgica: Es imperativo completar la evaluacién de la actividad inhibitoria de los enantidmeros puros aislados frente a un panel amplio de MBLs clinicas
para validar su potencial terapéutico final.
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Productos derivados del proyecto

Tipo de
producto

Titulo

Autores Identificadores Estado

URI en repositorio de Silo

Articulo Novel Kinetic Villamil, https://doi.org/10.1021/acsomega.3c03223 https://hdl.handle.net/20.500.12008/41906 Finalizado
cientifico Resolution of Valentina
Thiazolo- Vairoletti,
Benzimidazolines Franco
Using MAO Tijman,
Enzymes Ariel
Lépez,
Gonzalo
Lima,
Alejandro
Peixoto de
Abreu
Saiz,
Cecilia
Iglesias,
César
Mahler,
Graciela
Péster Sintesis Magdalena https://www.enaqui9.pedeciba.edu.uy/libro-de-res%C3%BAmenes  https://hdl.handle.net/20.500.12008/54132 Finalizado
enantioselectiva de  Rodriguez
benzo- ; Graciela
bisheterociclos Mahler ;
utilizando César
monoaminooxidasas Iglesias
de A. niger
Resumen Sintesis Rodriguez, https://www.colibri.udelar.edu.uy/jspui/handle/20.500.12008/54134 https://hdl.handle.net/20.500.12008/54134 Finalizado
de enantioselectiva de  Magdalena
conferencia benzo- Mabhler,
publicado bisheterociclos Graciela
utilizando Iglesias,
monoaminooxidasas César

de Aspergillus
niger
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