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RESUMEN

Palabras clave: hierro, sideroforo, piscibactina.

El hierro es un nutriente basico para el crecimiento en todos los seres vivos y
es fundamental en numerosos procesos celulares. Por ello, los microorganismos, los
hongos y las plantas han desarrollado estrategias para absorber el hierro del suelo o
del agua. Una de las estrategias mas comunes de las bacterias para la captacion de
hierro es la produccion de sideroéforos.

El presente trabajo de fin de grado se centra en la obtencion de intermedios
sintéticos clave en la preparacién del sideréforo piscibactina, sideréforo producido por
la bacteria Photobacterium damselae subs piscicida, patdgeno de la enfermedad
forobacteriosis en peces. Para su sintesis se siguié una propuesta de esquema

retrosintético, que se estructura en la formacién de tres fragmentos.

En concreto, los intermedios obtenidos en este trabajo son precursores de los

fragmentos moleculares Ay B.

La primera parte del trabajo se centra en la preparacién de una amida de

Weinreb (intermedio 1), precursor del fragmento molecular A.
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Amida de Weinreb 1

En la segunda parte se sintetiza el precursor del fragmento B, el etil (3S, 4R)-
4-((terc-butoxicarbonil) amino)—hidroxi-5-(tritiltio) pentanoato, alcohol que corresponde

al intermedio objetivo 2, junto con su epimero 2'.

OH O

TrtSWOEt
NHBoc

2

La posterior caracterizacion de los productos sintetizados a lo largo de las
distintas reacciones se lleva a cabo mediante espectroscopia de resonancia magnética

nuclear de protén y carbono.



RESUMO

Palabras chave: ferro, sideréforo, piscibactina.

O ferro € un nutrinte basico para o crecemento en tédolos seres vivos e é
fundamental en numerosos procesos celulares. Por iso, 0s microorganismos, 0s
fungos e as plantas desenvolveron estratexias para absorber o ferro do solo ou da
auga. Unha das estratexias mais comuns das bacterias para a captacion do ferro € a
producién de sideroforos.

O presente traballo de final de Grao céntrase na obtencién de intermedios
sintéticos chave na preparacion de piscibactina, sider6foro producido pola bacteria
Photobacterium damselae subs piscicida, patéxeno da enfermidade fotobacteriosis en
peixes. Para a sUa sintese seguiuse unha proposta de esquema retrosintético que se

estructura na formacion de tres fragmentos.

En concreto, os intermedios obtidos neste traballo son precursores dos
fragmentos moleculares A e B.

A primeira parte do proxecto céntrase na preparacion dunha amida de Weinreb
(intermedio 1), precursor do fragmento molecular A.
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\/>"”/( OMe
N N~

Me
OH

Amida de Weinreb 1

Na segunda parte, sintetizase o precursor do fragmento B, o (3S, 4R)-4-((terc-
butoxicarbonil) amino)—hidroxi-5-(tritiltio) pentanoato, alcohol que corresponde co

intermedio obxectivo 2, xunto co seu epimero 2'.

OH O

TrtsWOEt
NHBoc

A posterior caracterizacion dos productos sintetizados 6 longo das distintas
reaccions lévanse a cabo mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear
de proton e carbono.



SUMMARY

Key words: iron, siderophore, piscibactin.

Iron is a basic nutrient for the growth of all living beings and is fundamental in
numerous cellular processes. Therefore, microorganisms, fungi and plants have
developed strategies for iron uptake from soil or water. One of the most common
strategies of bacteria for iron uptake is the production of siderophores.

The present final degree project focuses on the synthesis of key intermediates
in the preparation of piscibactin, the siderophore produced by the bacterium
Photobacterium damselae subsp. piscicida, pathogen of the disease in fish so-called
photobacteriosis. For its synthesis, a retrosynthetic scheme was followed, which is
structured in the formation of three fragments.

In particular, the intermediates obtained in this project are precursors of the

molecular fragments A and B.

The first part of the project focuses on the preparation of a Weinreb amide
(intermediate 1), precursor of the molecular fragment A.

S (0]
\/>"”/( OM
N N~ e

Me
OH

Weinreb amide 1

In the second part, the precursor of the fragment B, ethyl (3S, 4R)-4-((tert-
butoxycarbonyl)amino)-3-hydroxy-5-(tritylthio)pentanoate, which corresponds to the

objective intermediate 2, is synthetized together with its epimer 2.

OH O

TrtsWOEt

NHBoc

2

The subsequent characterization of the synthetized products throughout the

different reactions is carried out by proton and carbon nuclear magnetic resonance.
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1.INTRODUCCION

1.1. Acuicultura en Galicia

El litoral de Galicia es muy complejo y la costa presenta como caracteristica
destacada la presencia de rias y antiguos valles fluviales, hoy ocupados por el mar.
Existe desde tiempos muy antiguos una cultura muy arraigada en las poblaciones
costeras que da como consecuencia una gran tradicibn pesquera y una cultura de

consumo de productos marinos de elevada relevancia.

En la actualidad, la pesca extractiva cubre con dificultad la creciente demanda
mundial de pescado para el consumo humano. Segun la FAO, la acuicultura supondra
la Unica posibilidad de mantener la proporcién actual de pescado en la dieta. Por esto,
la acuicultura ha ganado una gran importancia, ya que de esta manera se pueden
cultivar organismos acuéticos tanto en zonas costeras como del interior, lo que implica

intervenciones en el proceso de cria para aumentar la produccion.

En el Cantabrico y en Galicia se ha desarrollado el cultivo de especies de agua

fria, principalmente moluscos, rodaballo y salmén

La acuicultura en Galicia ha avanzado mucho en los dltimos 25 afios
obteniéndose grandes resultados, especialmente en la cria del rodaballo. En 1945 fue
cuando se implanté el cultivo de bateas, pero no fue hasta 1968 cuando se inici6 la
piscicultura de la trucha y posteriormente del salmén. Los criaderos de moluscos
comenzaron su éxito en 1970, y en 1983 se inici6 en O Grove el cultivo industrial del

rodaballo

La investigacion tiene un papel fundamental en el desarrollo de la acuicultura
en Galicia; gracias a ella, se han alcanzado los estdndares actuales de produccion y

reconocimiento en el sistema productivo.®
1.2. Principales enfermedades asociadas a peces de acuicultura
Los peces, los moluscos y los crustaceos son animales de sangre fria, lo que

implica que su temperatura corporal y, por tanto, la de su metabolismo dependen

esencialmente de la temperatura del medio en el que se encuentren.

Existe una serie de aspectos que deben ser considerados:



. Los agentes patdégenos se transmiten mas facilmente a través
del agua que por el aire.

o El agua tiene propiedades biolégicas y quimicas
comparativamente mucho mas complejas que el aire y una menor
disponibilidad de oxigeno.

. La salud de las especies acuicolas depende fundamentalmente

de la calidad del agua, de la nutricién y de las practicas de manejo.

En el panorama de los procesos patolégicos de acuicultura espafiola existen
actualmente unas enfermedades que estan bajo control cuando aparecen. Sin
embargo, hay otra serie de enfermedades que estan causando importantes pérdidas y
cuya apariciéon en el ambito nacional puede suponer una amenaza para nuestra

acuicultura.

En peces, las infecciones por virus o por bacterias, a menudo son seguidas por
septicemias cuando el sistema inmunitario falla en neutralizar al agente patégeno. El
agente patégeno o sus toxinas se difunden a través de la circulacion sanguinea,
incluyendo hemorragias en los 6rganos internos o en la musculatura, acumulacion de

fluidos en la cavidad abdominal y ojos saltones.

Un aspecto importante es la necesidad de controles eficaces de gestion de la
sanidad pesquera, porque las enfermedades son el principal obstaculo para el

crecimiento de la acuicultura.

Yersiniosis

La yersiniosis, también llamada enfermedad de la boca roja intestinal, es una
enfermedad provocada por la bacteria Yersinia ruckeri, ocasionando pérdidas
econdmicas significativas en la acuicultura de salménidos en todo el mundo. Se aislé
por primera vez en USA, en 1950, y produce infecciones. Puede provocar una afecciéon

septicémica con hemorragias en la superficie del cuerpo y en los érganos internos.

Algunos sintomas que pueden presentar las especies infectadas por esta
bacteria suelen ser: a) cambios en el comportamiento de los peces, como nadar cerca
de la superficie 6 moverse lentamente, b) hemorragias en la superficie del cuerpo y
alrededor de la boca, ¢) aumento del tamafio del bazo o inflamacién del intestino y d)

pérdida del apetito.
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Figura 1. Hemorragias en las zonas ocular y palatal tipicas en las septicemias por Y. ruckeri

Las infecciones provocadas por la Yersinia ruckeri pueden ser provocadas por
una situacion de estrés ambiental o por contacto directo con portadores infectados.
Factores como la temperatura y la salinidad del agua pueden influir en la gravedad de

las infecciones por esta bacteria.

El tratamiento administrado a los peces infectados se basa en antibibticos
como la oxitetraciclina y el acido oxolinico, aunque también existen medios preventivos

como vacunas o probiéticos.?

Vibriosis

La vibriosis es una enfermedad que ocasiona un grave problema en la
acuicultura de todo el mundo. La bacteria responsable de esta enfermedad se
denomina Vibrio anguillarum, afectando a una gran variedad de especies,
independientemente de su tamafio y de la época del afio. Galicia es una de las zonas

mas afectadas por las infecciones bacterianas

mas amenazantes limitando la produccion de

peces y mariscos.®

Existen hasta 23 serotipos reconocidos de
V. anguillarum. en el sistema europeo, siendo los

serotipos O1 y O2 los principales implicados en la

enfermedad. Se puede dar tanto en peces de

agua dulce como de agua salada.*

Figura 2. Alevin de rodaballo mostrando
Los peces afectados por esta enfermedad las tipicas hemorragias producidas por

. . . . Vibrio anguillarum.
presentan signos tipicos de una septicemia
generalizada con hemorragia en la base de las aletas, Ulceras, inflamacion u
oscurecimiento de la piel. Los peces moribundos son frecuentemente anoréxicos con

branquias palidas que reflejan una anemia severa.
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Forunculosis

Hoy en dia, las bacterias pertenecientes al género Aeromonas son
consideradas no solo como importantes patégenos causantes de enfermedades en
peces y otras especies de sangre fria, sino que también como agentes responsables
de una variedad de complicaciones infecciosas en humanos.® A dia de hoy sélo cinco
especies se conocen como patdégenos humanos: A. hydrophila, A. caviae, A. veronii,

A. jandaei y A. schubertii.

El agente principal causante de la

enfermedad llamada forunculosis es la
bacteria Aeromonas salmonicida subs.

salmonicida. Generalmente se desarrolla

como una septicemia hemorragica crénica o

aguda originando lesiones por Ulceras.

Presenta una amplia distribucién y se origina
Figura 3. Ulceras caracteristcas de principalmente en salmonidos, tanto de agua
infecciones por A. salmonicida en truchas L

dulce como de agua salada, aunque también

puede afectar a otras especies de peces.®

Para su erradicacion, desde 1993, se ha venido utilizando vacunas altamente
eficaces, por lo tanto, el problema de transmision entre especies se ha reducido al

minimo.’

La forunculosis no tiene una época especifica de aparicién, sin embargo esta
asociada a algunos factores fisiolégicos como la presencia de lesiones que se
convierten en posibles entradas de la bacteria, asi como a factores ambientales como

las altas temperaturas y baja concentracion de oxigeno.?

Estreptococosis

Actualmente se considera una de las infecciones mas importantes en la
acuicultura, debido a las importantes pérdidas econémicas que causan las infecciones

en las distintas especies de peces de agua dulce y salada de todo el mundo.

Existe una division general de la estreptococosis en dos formas segun la

virulencia de los agentes implicados a altas o bajas temperaturas. Por un lado, esta la

12



estreptococosis de “agua caliente”, causada por la bacteria Lactococccus garveae
(Enterococcus seriolicida) produce mortalidades a temperaturas superiores a 15°C; por
otro lado existe la estreptococosis de “agua fria”,
causada por patdgenos como la Vagococcus
salmoninarum o Lactococcus piscium produciendo

muertes por debajo de los 15°C.

Las especies infectadas presentan una
serie de sintomas entre los que se encuentran
hemorragias alrededor del ojo, hemorragias

petequiales, Ulceras profundas, acumulacion de

liquido blanco en la cavidad pericardica e

Figura 4. Sintomas externos de la
estreptococosis en rodaballo, como las
acumulaciones de material purulento
alrededor de los ojos y en la base de las
aletas.

inflamacion del bazo y del higado.®

Fotobacteriosis (Pasteurelosis)

Es una septicemia bacteriana en la que
el pez enfermo presenta tubérculos
blanquecinos en los 6rganos internos. El
agente patégeno que la origina es la bacteria

Pasteurella piscicida, recientemente

reclasificada como Photobacterium damsela
subsp. piscicida, y por lo tanto la enfermedad

que causa ha pasado a llamarse
Figura 5. Lesiones tipicas externas (a) y tipicos fotobacteriosis.
nédulos blancos (tubérculos) en el rifion (b)
producidos por Photobacterium damsela subs. 3
piscicida en alevines de dorada Los sintomas externos generalmente
son poco visibles y los peces afectados
presentan lesiones superficiales, aunque sOlo algunos pueden presentar
oscurecimiento de la piel o leves hemorragias en la cabeza y en las branquias. Los
sintomas internos dependen de si la enfermedad es crénica o aguda. Si es aguda, hay
pocos cambios patolégicos: el higado, rifion y bazo muestran una necrosis. Las
lesiones crénicas en los Organos internos se caracterizan por la presencia de

tubérculos blancos.
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1.3. La importancia del hierro.

El hierro es un elemento esencial para casi todos los microorganismos, plantas
y animales. Tiene una gran capacidad de coordinacién y sirve como centro catalitico
de algunas enzimas para reacciones redox. Estas son fundamentales para los
procesos celulares, como el transporte de electrones, la activacion de oxigeno, la
reduccion de peroxido, la sintesis de aminoécidos, nucledsidos, ADN vy la

fotosintesis.®

Por lo tanto, el hierro es un nutriente basico para el crecimiento en todos los
seres vivos, y en el hombre, se necesita en cantidades relativamente grande
(aproximadamente 4 g por adulto), aunque también es muy toxico cuando se

encuentra en exceso.

A pesar de que es un elemento abundante en la tierra, no es muy comin en
ambientes aerobios debido a la baja solubilidad del hierro (lll), que precipita en forma
de Fe(OH),, cuya constante de solubilidad es de 10%.*2

En estos ambientes biol6gicos la mayor parte del hierro es quelatado por
proteinas de unién de alta afinidad. Por lo tanto, los patégenos han desarrollado
mecanismos eficientes para obtener hierro del huésped y originar una infeccion. La
capacidad de obtener hierro a partir de proteinas-hemo o hemo libres de los tejidos del
huésped, constituye una importante fuente de hierro para muchos patégenos

bacterianos.*

Por ello, los microorganismos, los hongos y las plantas han desarrollado
estrategias para absorber el hierro del suelo o del agua. Una de las estrategias mas

comunes para la captacion de hierro es la produccion de sideréforos.*

1.4. Sideroforos

Para facilitar la absorcion adecuada de Fe (lll), los microorganismos han
desarrollado moléculas de bajo peso molecular (500-1500 daltons) denominadas
sideroforos o portadores de hierro. Debido a su gran afinidad por los iones férricos son
capaces de captar el hierro de las proteinas de union del huésped, e introducirlos en el

microorganismo a través de receptores de membrana especificos y proteinas de

14



transporte. Se conocen mas de 500 sideroforos diferentes, de los cuales mas de 270

han sido caracterizados estructuralmente.

Las propiedades y la actividad biolégica de un sideréforo estan determinadas
por su estructura, quiralidad y la conformacién que adopta para unirse a las proteinas

receptoras especificas dentro de la membrana.**

La mayoria de los sideréforos son ligandos hexadentados y donantes de

oxigeno que forman complejos octaédricos con hierro, formando complejos 1:1.

Mecanismos de actuacion de sideroforos

La resistencia de las bacterias frente a los antibiéticos origina un grave
problema en los tratamientos de enfermedades infecciosas. Uno de los mecanismos
cruciales de esta resistencia es la diminucién de la permeabilidad de la membrana
externa frente a los antibiéticos. Para eludir esta resistencia, un método que se usa es
el “paso de contrabando” de la molécula de antibidtico a la célula bacteriana uniéndola

a un sideroéforo.

Las moléculas han desarrollado dos sistemas de transporte de hierro que se
activan dependiendo de las condiciones ambientales. Un primer sistema denominado
sistema de baja afinidad que se activa en condiciones de exceso de hierro. Un
segundo mecanismo conocido como sistema de alta afinidad, que se activa en
situaciones de estrés causadas por la deficiencia de hierro, e implica el transporte

activo de iones de hierro a las células bacterianas mediante sideréforos.

En las bacterias Gram-negativas la absorcion bacteriana de los complejos
hierro-sider6foro depende de la membrana externa, de las proteinas de unién
periplasmética y de los transportadores. La membrana externa reconoce al complejo
hierro-sideréforo y se origina un transporte activo a través de ésta, mediante un
balance energético, hasta llegar al periplasma. Aqui, se unen a sistemas de transporte
para alcanzar el citoplasma y, una vez alli, el hierro es liberado por uno de dos
mecanismos. La principal via de liberacién es la reducciéon Fe*'/Fe** mediante la
reductasa de hierro, aunque existe otro mecanismo de liberacién mediante la hidrélisis
del complejo hierro-sideréforo a través de enzimas especificas. Posteriormente, el

sideréforo libre es degradado o secretado por bombas de flujo.*®
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Existen estudios que muestran que los sideréforos no sélo son producidos por
las bacterias para la aportacion de hierro, sino que también pueden tener funciones
mas amplias y complejas. Su presencia es muy beneficiosa en un ambiente
contaminado con metales toxicos, y las bacterias capaces de producir sideroforos son
mas resistentes a los metales pesados que aquellas que no las producen, ya que
éstos tienen una alta afinidad por el hierro pero también por los metales pesados.*

Tipos de Sideroforos

Se conocen un gran numero de sider6foros producidos por diferentes
microorganismos. Dependiendo de los grupos funcionales que participan en la
coordinacion con el Fe*', se pueden clasificar en catecolatos/fenolatos, hidroxamatos y
los a-hidroxicarboxilatos. Las dos primeras clases se encontraron en un gran nimero
de organismos, ya que los hongos producen principalmente sideréforos tipo
hidroxamato y las bacterias producen, ademas de hidroxamato, también tipo
catecolato. Posteriores estudios, que trajeron consigo un aumento de la informacion

sobre nuevos sideréforos, condujo a una clasificacion mas compleja.’

R R
Q ! R,/ 1. OH
L oH OH '
R l}l
R, OH (0] OH
Hidroxamato Catecolato a-hidroxicarboxilato

Aplicaciones de los sider6foros

Hoy en dia existe un aumento de la resistencia a los antibidticos en bacterias
patégenas, debido a su capacidad de adaptacion por seleccion natural. Esto ha
forzado a las industrias farmacéuticas a mejorar la efectividad de los antibidticos de
una nueva manera: introducir la molécula de antibiético en la célula bacteriana a través

de su unién con un sideroéforo.

Se puede controlar la necesidad de hierro de multiples patégenos resistentes a
los medicamentos mediante tres maneras, que incluyen: a) el concepto del caballo de

Troya, para facilitar la absorcién celular de los antibiéticos, b) la privacion artificial de
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hierro, mediante sideré6foros que no pueden utilizarse como fuente de hierro por el

patégeno, y c) la inhibicién de las vias del metabolismo del hierro.

La estrategia selectiva del “caballo de Troya” utiliza las capacidades de
transporte de hierro de los sideroforos para transportar farmacos a las células
mediante la preparacion de conjugados entre sider6foros y agentes antimicrobianos.
La parte sider6foro de este conjugado es capaz de atrapar hierro y es reconocida por
los sistemas celulares de captacion, mientras que la otra parte del conjugado tiene una
actividad antibiotica, que se introduce de forma efectiva mediante el mecanismo de
transporte de hierro. Los conjugados sideroforo-antibiético pueden ser naturales o

sintéticos.

SIDEROFORO \
.a ESPACIADOR | FARMACO

Figura 6: Estrategia de "caballo de Troya"

Una importante aplicacién clinica de los sideréforos es el tratamiento contra
muchas enfermedades e infecciones humanas, principalmente provocadas por un
exceso de hierro. Los siderdforos pueden usarse como agentes quelatantes, pueden
unirse al hierro para producir complejos que conducen a la formacién de ferrioxamina.
Aprovechando su afinidad por el elemento, se utiliza desferrioxamina B (Desferal®)
para el tratamiento de intoxicaciones por exceso de hierro. La desferrioxamina quelata
cationes Fe(lll) libres y forma ferrioxamina, que es soluble en agua y por tanto puede

ser eliminada por los rifiones.*®
Algunas de estas enfermedades son:

. Talasemia: es una anemia hereditaria en la que existe una
disminucion en la sintesis de hemoglobina.

o Anemia sideroblastica: trastorno genético en el que la médula
Osea produce sideroblastos anillados en vez de glébulos rojos sanos. Requiere
muchas transfusiones.

o Hemocromatosis: incremento de hierro en el organismo

causando deposiciones en el corazén, pancreas o higado.
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También se usa Desferal® para tratar otro tipo de enfermedades como la
malaria, hematoma retobulbar, neuroblastomas y en la eliminacion de elementos como

el aluminio y el vanadio.?
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Antecedentes
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2.Antecedentes

2.1 Bacteria Photobacterium damselae subs. piscicida

El género Photobacterium comprende una gran familia de bacterias Gram-
negativas que se pueden encontrar en el agua de mar, en sedimentos marinos, en la

piel y 6rganos de peces.*

La bacteria Photobacterium damselae subs piscicida se aisl6 inicialmente en
1963 en la bahia de Chesapeake tras una mortalidad masiva de peces, denominando
a la enfermedad con el nombre de pasteurelosis. El patégeno fue reasignado al género
Photobacterium como Photobacterium damselae subsp. piscicida, y por ello, como ya
se menciond, la enfermedad se denomina Fotobacteriosis. Es uno de los patégenos
bacterianos mas devastadores en la acuicultura marina debido a su amplia distribucion
geografica y mortalidad®’. Produjo grandes pérdidas econémicas en la acuicultura de
Japon y desde 1990 esta enfermedad se convirtid en un serio problema en Europa,
cuyo primer brote tuvo lugar en el noroeste de Espafa en el cultivo de dorada. En el
mismo periodo también se produjeron brotes de pasteurelosis en el sudoeste de
Espafa, Francia, Italia, Israel y Grecia que afectaron principalmente al cultivo de

dorada y lubina.”*

2.2 Fotobacteriosis (pasteurelosis)

Como ya se dijo anteriormente, es la enfermedad infecciosa causada por la
bacteria Photobacterium damselae subs. piscicida. La fotobacteriosis se puede
desarrollar en forma aguda, provocando grandes mortalidades, o de manera crénica
asintomatica. En su forma aguda los peces enfermos suelen perder peso, presentar
oscurecimiento de la piel, necrosis en las branquias y granulomas blancos en érganos
como el bazo, el rifién o el higado. Los brotes de pasteurelosis suelen producirse en
verano cuando la temperatura del agua es adecuada, hay una salinidad del 20 al 30%

y una baja calidad del agua. *

El primer aislamiento que se realiz6 para determinar la presencia de
Photobacterium damselae subs. piscicida en un organismo fue a partir de érganos
internos de peces enfermos (rifion, higado y bazo), utilizando medios tales como TSA

0 agar sangre.
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El diagndstico rapido se basa en el aislamiento de una varilla Gram-negativa no
movil, que es oxidasa y catalasa positiva, fermentativa, sensible al agente vibrostatico
0O/129. En la actualidad existe un kit miniaturizado muy utilizado en acuicultura para el
diagnostico rapido de patdgenos de peces bacterianos denominado sistema API-20E.

Se encontraron diversos tratamientos entre los que se incluyen antibidticos
para eliminar infecciones causadas por Photobacterium damselae subsp. piscicida en
peces. Se demostr6 que el organismo es sensible a la penicilina, cloranfenicol,
tetraciclina y colistina. Sin embargo, el uso indiscriminado de algunos agentes
quimioterapéuticos en el tratamiento de infecciones bacterianas de peces ha dado
como resultado la aparicién de cepas resistentes a tales compuestos, haciendo que la
bacteria posea plasmidos que contengan genes asociados a la resistencia frente a
estos compuestos. Teniendo en cuenta lo anterior, se opta por el desarrollo de

vacunas efectivas para prevenir la aparicion de la enfermedad.

El sider6foro responsable de la captacion de hierro de la bacteria
Photobacterium damselae subsp. piscicida, el agente etiolégico de la pasteurelosis,
fue denominado piscibactina (Pcb).

Piscibactina

2.3 Compuestos estructuralmente relacionados con piscibactina

Numerosas investigaciones indican que el hierro juega un papel importante en
la patogénesis de la Photobacterium damselae subsp. piscicida, aunque se
desconocian los mecanismos por los cuales este patdégeno puede captar hierro del
huésped. Los patégenos compiten con el huésped por el hierro, y en muchos casos, lo
hacen a través de la produccion de quelatantes de hierro con una alta afinidad por
éste, que junto con los receptores de la superficie celular, transportan el hierro a las

células. ?3
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Durante el aislamiento del sider6foro piscibactina, realizado por el grupo
QUIMOLMAT a partir de cultivos deficientes en hierro, también se aislé y se
caracterizo un derivado mas pequefio al que se denomind prepiscibactina (prePcb).?*

Estudios realizados por el grupo de Microbiologia de la Universidad de
Santiago de Compostela mostraron que el conjunto de genes que codifican la
biosintesis de yersiniabactina, sideroforo aislado de especies patdgenas de Yersinia,
es muy similar al implicado en la biosintesis del sider6foro piscibactina. Por tanto, se
dedujo que la estructura de la piscibactina puede estar relacionada con la de la

yersiniabactina.”

La estructura de Pcb, ademas de ser muy parecida a la de yersiniabactina, es
muy similar a la estructura de otro sider6foro denominado pioquelina. Por lo tanto, con
el fin de obtener una ruta de sintesis que permitiera la obtencién de piscibactina, el
analisis retrosintético se basoé en las rutas sintéticas de compuestos que son similares
estructuralmente a la piscibactina. Entre ellos se encuentra la prepiscibactina, la

yersiniabactina y la pioquelina.

OH

Prepiscibactina Yersiniabactina

H

N H
CH,

OH

Pioquelina
Sintesis de la pioquelina

La pioquelina es un sideroforo de tipo fenolato que fue aislado de
Pseudomonas aeruginosa. Este compuesto mejora el crecimiento de la bacteria en
condiciones que limitan el hierro, lo que le da una gran importancia clinica debido a la
participacion del organismo en la infeccion de quemaduras graves®. La primera

sintesis se llevé a cabo en 1978 y se baso6 en la condensacién de N-metil-L-cisteina
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con un aldehido, que se obtuvo a partir de la condensacion de 2-cianofenol con D-

cisteina. % (esquema 1)

S/y}fi\ncozH S/>””/(O S/>“I/(O
N N :
SATA = Ve v
e OH OH

OH

Pioquelina @

OH NH,

D-Cisteina
Esquema 1: Andlisis retrosintético de pioguelina

Sintesis de yersiniabactina

La vyersiniabactina es un sider6foro producido por bacterias patégenas
pertenecientes al género Yersinia. Fue aislado en 1995 en su forma libre y como
complejo con Ga (lll) a partir de cultivos de Yersinia enterocolitica 2. Como ya se dijo

anteriormente, esta estructuralmente relacionada con la piscibactina.

En el andlisis retrosintético de yersiniabactina (esquema 2) se plantea su
sintesis a partir de dos fragmentos A y B. La sintesis del fragmento A se realizé a partir

de la D- Serina %,
OH

~ N \/>"'CHO H,N
gk = o e L
OH 2%/ OTBDPS

—_s HOZC'\;I‘H

Yersiniabactina Fragmento A Fragmento B

Esquema 2: Andlisis retrosintético de yersiniabactina

Se puede observar que el fragmento A es comldn a uno de los fragmentos
planteados en la sintesis de la pioquelina, aunque sus sintesis se llevaron a cabo de

manera diferente.
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Sintesis de prepiscibactina

Se plante6 que prePcb podria ser un intermedio en la biosintesis de Pcb. La
sintesis de la prepiscibactina nos da mucha informacién sobre el disefio sintético, que

debe ser aplicado a la sintesis de piscibactina.

El analisis retrosintético de la prepiscibactina (Esquema 3) implica la

preparacion de intermedios sintéticos clave Ay B a partir de D y L-cisteina®.

(0]
SN N oA S/> OH O
</ T H <. /"ICHO
N H s = N + HS OR
OH OH NH,
Prepiscibactina Fragmento A Fragmento B

* HS” Y OoH %N Hsﬁ)\OH
NH,

OH lile ‘Boc

2-cianofenol D-Cisteina L-Cisteina

Esquema 3: Andlisis retrosintético de prepiscibactina
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3.0BJETIVOS

Este Trabajo de Fin de Grado abarca la sintesis de varios intermedios claves
de la sintesis del sideréforo piscibactina. En concreto, se plantea la sintesis de la
amida de Weinreb como precursora del fragmento A y la sintesis del compuesto 1,

intermedio sintético clave en la preparacion del fragmento B

Sﬁf H OH 57\
SN N SN HO N__COOH
H Ir 2
N= — 0 * s Ve
OHHOOC/ /¢ OH H,N'
Me SH
Fragmento A Fragmento C
Piscibactina @
s/>m/(o OH
N " _OM
NN s COOH
Me
OH NHBoc
Amida de Weinreb 1 Fragmento B
OH O
TrtSWOEt
NHBoc
2

Esquema 4: Ruta retrosintética del sidero6foro piscibactina.

Los objetivos especificos de este trabajo experimental son los siguientes:

(@H)] Sintesis de la amida de Weinreb 1.

2 Sintesis del p-hidroxiéster 2.

(3) Caracterizaciéon de los intermedios sintéticos que se vayan
obteniendo en cada reaccion, mediante espectroscopia de resonancia

magnética nuclear de proton y carbono.
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4.DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Planteamiento retrosintético.

A continuacion se presentan las rutas retrosintéticas para la obtencion de los
productos en los cuales se centra este trabajo, compuestos 1y 2 (esquemas 5y 6),

intermedios en la sintesis del sider6foro piscibactina

S 0 S O 0
\/N>/( N ""/(O CN A
H .
o = = CL, "
OH OH OH 2
1 2-Cianofenol Hidrocloruro

de D-Cisteina

Esquema 5: Analisis retrosintético del compuesto 1 en la preparacion de piscibactina

OH O (0] o (6]
_OMe
TrS/Y'\)J\OEt — TrS/YkH N — TrS/\)kRIA
NHBoc NHBoc NHBoce
| U
(0] (0]
HS/\)kOH  S— TrS/\‘)kOH
NH, NH,
L-Cisteina

Esquema 6: Andlisis retrosintético del compuesto 1 en la preparacién de piscibactina.

4.2 Sintesis de los intermedios objetivo.

4.2.1 Preparacion de la amida de Weinreb

El analisis retrosintético mostrado en el apartado anterior permite la

preparacion del compuesto 1 a partir del hidrocloruro de D-cisteina.
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S 0 S
0 ikl Y,
CN /\)J\ a \N l( —b> 5 3 g \N 101(
+ HS Y COH T OH L g OMe
Z 12
OH NH,-HCI OH ANTDoH P

Hidrocloruro

2-cianofenol de D-cisteina

3 1

Esquema 7: Reactivos y condiciones: a) Tampoén fosfato 0.1 M pH 6.4/MeOH (1:1). b) EDCI-HCI,
MeHN-OMe-HCI, DMF, DIPEA.

La sintesis del compuesto 1 comenzo con la condensacion del 2-cianofenol y el
hidrocloruro de la D-cisteina para formar la tiazolina 3. EIl posterior tratamiento de 3
con hidrocloruro de N,O-dimetilhidroxilamina en medio bésico (DIPEA), tras activar el
acido carboxilico con EDCI, conduce al compuesto 1, que corresponde con una amida
de Weinreb. La reduccion del compuesto 1 con LiAlH, daria el aldehido que
corresponde con el fragmento A. Esta amida de Weinreb 1 se almacena con gran
facilidad ya que es mas estable que el aldehido del fragmento A, y se puede utilizar
mas tarde en los siguientes pasos posteriores de la sintesis.

4.2.2 Preparacion del -hidroxiéster.
El analisis retrosintético de la seccion 4.1 permite desarrollar la sintesis del
fragmento C, a partir de productos comerciales como la L-cisteina. En esta secuencia

de reacciones se incluye la obtencion de uno de los intermedios clave del fragmento B,

que es en el que se centra este trabajo.

0 a 0 ) 0
HS/A\eroH ’ ﬂS/A\erOH TS/A\r)kOH
NH, NH;

NHBoc

L-cisteina 4 5

0] (0]

d
c
—> TrS N/OMe - TrS H
NHBAY® NHBoc
6 7

Esquema 8a: Reaccién y condiciones: a) Tr-Cl/ DMF, 2d; b) Boc,O, NaOH 2 M. 24 h; c) MeHN-
OMe-HCI, EDC-HCI, HOBt-H,0, DIPEA/DCM,; d) LAH/ THF 0°C.
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(@] 0 DIPA OH O OH O
n-BuLi 4 .
Trs HooY )J\OEt — e | T8 Y 0E [+ Trs OEt
NHBoc THF NHBoc NHBoc
7 2 2!
Esquema 8b

La sintesis del compuesto 2 se realiz6 en dos partes, una primera etapa
correspondiente a la sintesis del procedente de la L-cisteina (esquema 8a), y una
segunda en la que el aldehido se condensa con el enolato del acetato de etilo

(esquema 8b).

La sintesis comienza con la proteccion secuencial del grupo tiol y del grupo
amino de la L-cisteina (esquema 8a) con los reactivos correspondientes: el grupo tiol
con cloruro de tritilo (Tr-Cl) y el grupo amino con el dicarbonato de diterbutilo (Boc,0),
obteniéndose los compuestos 4 y 5 respectivamente. De esta manera, se disminuye
la reactividad y se facilita su aislamiento y solubilidad, quedando libre el acido
carboxilico. La posterior obtencion de la amida de Weinreb se realiz6 en unas
condiciones similares a las utilizadas para la obtencién de 1. La reduccién de la amida

6 con hidruro de litio y aluminio en THF a 0°C dio lugar al aldehido 7.

En la segunda parte de la sintesis tiene lugar una condensacion del aldehido 7
con acetato de etilo en las condiciones que se muestran en el esquema 8b. Como
resultado de esta reaccién se obtuvo, ademas del compuesto 2, un epimero en la
posicién B, compuesto 2’. El compuesto 2 sera posteriormente utilizado en la sintesis

de la piscibactina.
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5.PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Metodologia General

En todos los casos, salvo que se indique lo contrario, para llevar a cabo una
reaccion se ha trabajado en una atmadsfera inerte de Argon en condiciones anhidridas
bajo la vitrina. EI material de vidrio tiene que estar totalmente seco, por lo tanto es
necesario tenerlo en la estufa a 60°C durante varias horas, incluida la barra agitadora
que se utiliza para homogenizar la mezcla de reaccion. Al retirar el material de vidrio
seco de la estufa, se deja que se enfrie hasta llegar a la temperatura ambiente en un
desecador. Como Uultimo paso para poner el material a punto para llevar a cabo la
reaccion, es necesario purgarlo para originar la atmésfera inerte de Argén. Para ello, al
retirarse el material del desecador, se tapa rapidamente con un septum para que no
entren restos de humedad y, ya en la vitrina, se hace pasar a través del septum una
corriente de argdn, durante cinco minutos aproximadamente, con una entrada y salida

mediante una aguja.

A veces hace falta extremar las condiciones anhidridas. Para ello, una vez que
se purga el material de vidrio con la corriente de Argén, se calienta con un decapador
para eliminar cualquier posible resto de humedad que haya podido quedar dentro del
material. Posteriormente, se tiene que volver a dejar enfriar a temperatura ambiente

para llevar a cabo las reacciones.

En aquellas reacciones que es necesario realizarlas a bajas temperaturas se
utilizé un bafio de agua-hielo para condiciones de 0°C, y con enfriamiento mediante el

equipo cryocool para reacciones a temperaturas menores de 0°C.

Los disolventes empleados en las reacciones se secaron previamente
mediante reflujo en atmosfera inerte de argdén con un agente desecante adecuado: Na/
benzofenona para el THF y CaH, para el CH,Cl,. Otros disolventes, como el DMF, se
adquirieron anhidridos de manera comercial, y para su utilizacion se purgd con argén
tanto el envase como la jeringa que se utiliza para manipularlo. Los montajes de
destilacion para el THF y CH,Cl, al ser disolventes muy utilizados, ya estan en las
vitrinas del laboratorio. Sin embargo para otros disolventes, como el acetato de etilo o
la diisopropilamina (DIPA), fue necesario realizar el montaje de destilacion utilizando

como agentes desecantes tamices moleculares.
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Para comprobar el avance de las reacciones y si se ha producido
correctamente se siguié a través de cromatografias en capa fina (ccf). Para éstas se
utilizaron placas de gel de silice empleando como eluyente mezclas de EtOAc y
hexano en distintas proporciones y para su visualizacion se utilizé luz ultravioleta a
longitud de onda de 254 nm. Para purificar los productos obtenidos se hicieron
cromatografias en columna rellenadas con gel de silice a baja con una mezcla de

disolventes como fase movil.

Los espectros de RMN de *H y **C algunos se realizaron manualmente en el
espectrometro Bruker Advance 300 MHz del CICA 6 en un Bruker Advance 500 MHz 6
Bruker Advance Il de los Servicios de Apoio a Investigacion de la Universidade da
Corufia (SAIl). Como disolventes se utilizaron CDCIl; y DMSO, dependiendo de la
polaridad del compuesto que se analice. Los desplazamientos quimicos fueron
determinados en la escala § en partes por millon (ppm) y las constantes de
acoplamiento en Hz. Las multiplicidades de las sefiales de *3C fueron determinadas

mediantes experimentos DEPT-135.
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5.2 Procedimientos experimentales

5.2.1 Sintesis de acido (4S5)-2-(2-hidroxifenil)-4,5-dihidro-tiazol-4-carboxilico

(3)
S O
CN HS—\(s) ©  Tampon fosfato pH 6.4/MeOH (1:1) 3/(
+ l,,,/{ _ N OH
OH
. D-Cisteina
2-Cianofenol hidroclorada 3

Se hizo reaccionar 1.00 g de 2-cianofenol (8.39 mmol) con hidrocloruro de D-
cisteina (2.03 g, 12.88 mmol) en una mezcla de metanol/disoluciéon tampén 0.1 M de
fosfato con unas proporciones de 1:1 a pH 6.4 (80 mL). Para ajustarlo al pH adecuado
fue necesario adicionar K,CO; soélido. Después de toda la noche agitando a una
temperatura de 60°C, la mezcla de reaccibn se concentr6 a presién reducida.
Posteriormente, el crudo se redisolvié en H,O (50 mL) y, afiadiendo gota a gota una
disolucién de HCI al 5% en v/v, se llevé a un pH de 2-3. Por ultimo, se llevd a cabo la
extraccion con CH,CI, (3 x 50 mL) recogiendo las fases organicas, que se secaron con
MgSO4 anhidro antes de llevarlo a sequedad a presién reducida. De esta manera se
obtuvieron 1.11 g con un rendimiento del 60% de &cido (4S)-2-(2-hidroxifenil)-4,5-

dihidro-tiazol-4-carboxilico (3) que presenta un aspecto en polvo de color amarillento.

'H NMR (300 MHz, CDCl5) & ppm: 7.48 — 7.33 (m, 2H, H-3/H-5), 7.03 (d, J = 8.3 Hz,
1H, H-6), 6.90 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-4), 5.43 (t, J = 8.5 Hz, 1H, H-9), 3.67 (g, J = 11.0,
9.0 Hz, 2H, H-8).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm: 175.6 (C, C-10), 174.8 (C, C-7), 159.3 (C, C-1),
134.2 (C, C-5), 131.0 (C, C-3), 119.2 (C, C-4), 117.6 (C, C-6), 115.6 (C, C-2), 76.1 (C,
C-9), 33.8 (C, C-8).
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5.2.2 Sintesis de (4S)-2-(2-hidroxifenil)-N-metoxi-N-metil-4,5-dihidrotiazol-4-
carboxamida (1). Amida de Weinreb.

s 0 EDC - HCI s 0
~ '/( NHMeOMe.HClI 3'/(
N OH N N-Me
|
OH iPryEtN OH OMe
DCM, 24h
3 1

Sobre la disolucion del acido 3 (307 mg, 1.38 mmol) se afiadi6 CH,CI,
previamente secado (20 mL) dejandolo en agitacién sobre un bafio de hielo a 0°C. A
continuacién se comenzaron a afiadir los reactivos en el siguiente orden: hidrocloruro
de N,O-dimetilhidroxilamina (160.96 mg, 1.65 mmol), DIPEA (0.3 mL, 1.65 mmol) y
EDC (289.99 mg, 4.51 mmol). Se dejo agitando en bafio de hielo y, tras una hora, se
dej6 enfriar a temperatura ambiente. El crudo se purific6 mediante cromatografia en
gel de silice [hex/ Et,O (1°5:1)] recogiéndose 199.9 mg de (4S)-2-(2-hidroxifenil)-N-
metoxi-N-metil-4,5-dihidrotiazol-4-carboxamida (1), con un rendimiento del 55% y con

un aspecto aceitoso.

'H NMR (300 MHz, CDCl;) & ppm: 7.38 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H, H-3), 7.35 —
7.27 (m, 1H, H-5), 6.94 (dd, J = 8.4, 1.2, 0.4 Hz, 1H, H-4), 6.83 (ddd, J = 7.8, 7.3, 1.2
Hz, 1H, H-6), 5.64 (t, J = 9.0 Hz, 1H, H-9), 3.76 (s, 3H, H-12), 3.68 (d, J = 9.6 Hz, 1H,
H-8a), 3.55 — 3.40 (m, 1H, H-8b), 3.23 (s, 3H, H-11).

13C NMR (75 MHz, CDCls) & ppm: 174.1 (CO, C-10), 169.7 (C, C-7), 159.0 (C,
C-1), 133.3 (CH, C-5), 130.8 (CH, C-3), 119.0 (CH, C-4), 117.0 (CH, C-6), 116.1 (C, C-
2), 74.6 (CH, C-9), 61.8 (OCHs, C-12), 32.9 (CH,, C-8), 32.5 (NCH,, C-11).
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5.2.3 Sintesis de S-tritil-L-cisteina (4)

0 Trt-Cl 0o
NH, HCI H,0O NH,
L-cisteina-HCI 4

Se hizo reaccionar el producto de partida hidrocloruro de L-cisteina (1.00 g,
5.69 mmol) con cloruro de tritilo (2.38 g, 8.54 mmol) en DMF (5 mL) y se dej6 agitando
a temperatura ambiente durante dos dias.

La elaboracion de la reaccion comenzé adicionando una disolucion acuosa de
NaOAc al 10 % (35 mL) para que se origine un precipitado blanco, facilitando la
precipitacion al enfriarla en un bafio de hielo. El precipitado se filtr6 a vacio, se recoge
en un baldn, se redisolvi6 en acetona (40 mL) y se calenté a 50 °C con agitacion
durante 30 minutos. El precipitado se volvid a filtrar a vacio con lavados de acetona
(15 mL) y Et,0O (25 mL) obteniéndose de esta manera 1.47 mg (rendimiento de un
71%) de S-tritil-L-cisteina (4).

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg) & ppm: 7.45 — 7.15 (m, 15H, H-Aromaticos), 2.98 (dd, J
= 8.9, 4.5 Hz, 1H, H-2), 2.59 (dd, J = 12.6, 4.5 Hz, 1H, H-3a), 2.45 (dd, J = 12.6, 8.9
Hz, 1H, H-3b).

13C NMR (100 MHz, DMSO-dg) & ppm: 168.8 (C, C-1), 144.7 (3 x C, Ci), 129.6 (4 x C,
Cm), 128.5 (4 X C, Co), 127.2 (3 x C, Cp), 66.5 (C, C-4), 53.8 (CH, C-2), 33.8 (CH,, C-
3).
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5.2.4 Sintesis de N-(terc-butoxicarbonil)-S-tritil-L-cisteina (5)

'e) (@]
o v 7T
~ Trs OH
Trs OH " oM NaOH, 24h
NH, NHBoc
4 5

A 1.00 g de S-tritil-L-cisteina (4) (5.69 mmol) se adicion6 una disolucion acuosa
de NaOH 2M (16mL) y el disolvente THF (2.2 mL), dejando agitar la mezcla de
reaccién hasta homogenizarla. A continuacién se afadié el grupo protector Boc,O

(4.41 g, 6.47 mmol) y se dejo reaccionar bajo agitacién durante 24 horas.

Se dej6 5 minutos en bafio de hielo y se adicion6 HCI comercial al 37% gota a
gota para acidificar el medio (pH 1-2). Se extrajo con CH,CI, (3 x 30 mL) y las fases
organicas se lavaron con salmuera (30 mL) y a continuacion se secé con MgSOQO,.
Finalmente se evapor6 el disolvente a presion reducida obteniéndose asi 1.7 g de N-

(terc-butoxicarbonil)-S-tritil-L-cisteina (5) con un rendimiento del 83%.

'H NMR (300 MHz, CDCl;) & ppm: 7.95 (s, 1H, OH), 7.73 — 6.86 (m, 15H, H
aromaticos), 5.97 (s, OH), 5.00 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.22 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 3.00 — 2.34
(m, 3H), 1.75 — 0.66 (m, 11H).

13C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm: 175.03 (C, C-1), 155.47 (C, C-5), 144.32 (C, Ci),
129.54 (C, Cm), 128.19 (C, Co) (d, J = 24.6 Hz), 127.0 (C, Cp) (d, J = 13.3 Hz), 80.5
(C, C-6), 67.04 (C, C-4), 52.5 (C, C-2), 29.7 (3 x CH3, C-7/ C-8 / C-9), 28.3 (C, C-3).
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5.2.5 Sintesis de terc-butilcarbamato de (R)-(1-(metoxi(metil)amino)-1-oxo-3-
(tritiltio)propan-2-ilo. (6)

EDC - HCI
o NHMeOMe.HClI o
HOBt.H,0 M
Trs OH - TS R‘A/O ©
NHBoc iPrEtN NHBo¢E ©
5 DCM, 24h 6

A 1.47 g de compuesto 5 (3.17 mmol) en un balén de fondo redondo se
adiciond, con la ayuda de una jeringuilla, el disolvente seco CH,Cl, (20 mL).
Seguidamente se dejé en un bafio de hielo a 0°C en agitacién y se comenzaron a
afadir los siguientes reactivos: hidrocloruro de N, O-dimetilhidroxilamina (1.12 g, 3.55
mmol), DIPEA (690.41 mml, 3.96 mmol), EDC -HCI (790.23 mg, 4.12 mmol),
HOBt-H,O (631.27 mg, 4.12 mmol). La mezcla se mantuvo bajo agitacién en un bafio
de hielo durante una hora y a continuacién se dejé seguir reaccionando durante 24

horas a temperatura ambiente.

El disolvente se evaporé a presion reducida y se redisolvié el crudo en EtOAc
(20 mL) y HCI 2.5% (20 mL). A continuacion, se llevé a cabo la extraccion liquido-
liguido con EtOAc (3 x 30 mL) recogiendo las fases organicas y realizando lavados
con NaHCO; (2 x 30 mL) y con NaCl (1 x 30 mL). Por ultimo, se sec6 con MgSQO, y se
evaporo el disolvente a presion reducida. El producto se purificd por MPLC (Medium
Pressure Liquid Chromatografy), obteniéndose asi 1.11 g de terc-butilcarbamato de
(R)-1-(metoxi(metil)amino)-1-oxo-3-(tritiltio)propan-2-ilo (6) con un rendimiento del 69
%.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & ppm: 7.44 — 7.13 (m, 15H, Aromaticos), 5.10 (d, J = 9.0
Hz, 1H, H-2), 3.63 (s, 3H, H-11), 3.13 (s, 3H, H-10), 2.54 (dd, J = 12.1, 4.7 Hz, 1H, H-
3a), 2.37 (dd, J = 12.1, 7.8 Hz, 1H, H-3b), 1.42 (s, 9H, H-7/ H-8/ H-9).

3C NMR (100 MHz, CDCl3) & ppm: 171.14 (C,C-1), 155.2 (C, C-5), 144.5 (3 x C, Ci),
129.6 (6 x C, Co), 127.9 (6 x C, Cm), 126.7 (4 x C, Cp), 79.8 (C, C-6), 66.7 (C, C-4),
61.5 (CHs, C-11), 49.8 (CH, C-2), 34.2 (CH,, C-3), 32.2 (CH3, C-10), 28.4 (3 X CHs, C-
7/ C-8/ C-9).
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5.2.6 Sintesis de terc-butilcarbamato de (R)-1-oxo0-3-(tritiltio) propan-2-ilo. (7)

o LiAIH, 0
Trs N-OMe irooc s0mn TS H
NHBoY® 2, sumin NHBoc

6 7

A la amida de Weinreb 6 (300 mg, 592.11 umol) se le adicion6 THF seco (6
mL) y se dejo en el bafio de hielo a 0°C. A continuacion se afiadio el agente reductor
LiAIH, (67.42 mg, 1.78 mmol) y se dejé en agitacion durante 30 minutos. Al cabo de
ese tiempo a la mezcla de reaccion se afadié EtOAc (4.5 mL), NaHPO, (2.7 g) y
NaHCO; (2.7 mL) y se agité durante 15 minutos. A continuacion, se extrajo con CH,Cl,
(8 mL) y la fase organica se sec6 con MgSO,. Se filtr6 el crudo en una placa filtrante
con celita, se recogiod el filtrado y se llevaron a cabo los lavados en un embudo de
decantacién con HCIl 1M 2.5% (2 x 30 mL) y con disolucién saturada de cloruro de
sodio (2 x 30 mL). El producto se sec6 con MgSO, Yy se evaporé el disolvente a presion
reducida obteniendo un producto aceitoso de color amarillo. Este producto se purificd
por cromatografia de columna de gel de silice utilizando como eluyente una mezcla de
Hex/EtOAc con proporciones de 30:1. Finalmente se obtuvieron 191.4 mg (rendimiento
del 72%) de terc-butilcarbamato de (R)-1-oxo-3-(tritiltio) propan-2-ilo (8) que presenta

un aspecto espumoso de color blanco.

'H NMR (300 MHz, CDCl3) & ppm: 9.19 (s, 1H, COH), 7.46 — 7.20 (m, 15H,
Aromaticos), 5.10 (d, J = 6.7 Hz, 1H, NH), 3.95 (d, J = 6.2 Hz, 1H, H-2), 2.81 (dd, J =
12.9, 5.1 Hz, 1H, H-3a), 2.61 (dd, J = 12.9, 6.0 Hz, 1H, H-3b), 1.46 (s, 9H, Boc).

13C NMR (75 MHz, CDCl3) 8 ppm: 198.1 (C, C-1), 155.2 (C, C-5), 144.2 (C, Ci), 129.5
(C, Cm), 128.1 (C, Co), 127.0 (C, Cp), 80.3 (C, C-6), 67.2 (C, C-2), 58.8 (C, C-4), 31.3
(C, C-7/ C-8/ C-9), 28.3 (C, C-3).
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5.2.7 Sintesis del compuesto etil (35, 4R)-4-((terc-butoxicarbonil) amino) —
hidroxi-5-(tritiltio) pentanoato (2 y 2’).

O o SN OH O OH O
+ H R
NHBoc OFt n-Buli
THE NHBoc NHBoc
7 AcOEt 2 2

En un baldn se afiade THF seco (5 mL) y se coloca la reaccion en agitacion en
un bafio a -78°C en el cryocool. Se fueron afiadiendo los reactivos, DIPA (135.15 mg,
1.34 mmol), n-BuLi (85.55 mg, 1.34 mmol) y se dejé agitando durante 15 minutos. Por
altimo, se afiadié 130.6 mmL EtOAc seco (1.34 mmol) y se dejé reaccionar 45
minutos. En otro balén, que contiene 170.8 mg del aldehido protegido (8) (381.60
pumol), se adicioné THF seco (2 mL) y se canul6 toda la disoluciéon hasta el otro balon.
Con las dos disoluciones mezcladas, se dejé en agitacién durante 45 minutos a - 78°C.

Posteriormente, se afiadieron 3 mL de NH,Cl y se retiré del bafio de -78°C,
dejando que se acondicione la mezcla de reaccion a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizd una extraccion liquido-liqguido con EtOAc (3 x 20 mL), las
fases organicas se secaron con MgSO, y se evaporo el disolvente a presion reducida.
El producto obtenido se separ6 por cromatografia en columna. Se obtuvieron 68.4 mg
(rendimiento del 33.5%) de 2, 47.6 mg de 2’ (rendimiento del 23%) y 27.9 mg de la
mezcla de ambas (rendimiento del 13.6 %).

'H NMR 2 (400 MHz, CDCl3) & ppm: 7.41 — 7.05 (m, 15H, Arométicos), 4.66 (d,
J = 9.5 Hz, 1H, NH), 4.05 (q, J = 7.2, 1.2 Hz, 2H, CH,), 3.98 (d, 1H, H-3), 3.38 — 3.28
(m, 1H, H-4), 2.89 (d, J = 3.8 Hz, 1H, OH), 2.41 — 2.19 (m, 2H, 5a/ 5b), 2.22 (dd, 1H, H-
2), 1.34 (s, 9H, Boc), 1.17 (g, J = 6.9 Hz, 3H, CHy).

'H NMR 2’ (400 MHz, CDCls) & ppm: 7.41 — 7.05 (m, 15H, Aromaticos), 4.59 (d, J =
8.8 Hz, 1H, NH), 4.04 (g, J = 7.1 Hz, 2H, CH),), 3.82 (s, 1H, H-3), 3.44 (d, J = 8.6 Hz,
1H, H-4), 3.20 (s, 1H, OH), 2.52 (dd, J = 12.9, 7.3 Hz, 1H, H-5a), 2.32 (dd, J = 12.7, 4.0
Hz, 1H, H-5b), 2.15 (dd, J = 16.5, 9.1 Hz, 1H, H-2), 1.35 (s, 9H, Boc), 1.16 (t, J = 7.1
Hz, 3H,CHy).

3C NMR 2 (100 MHz, CDCl3) & ppm: 172.9 (CO, C-1), 155.7 (C, C-7), 144.8 (3 x C,
Ci), 129.7 (6 x C, Cm), 128.04 (6 x C, Co), 126.8 (3 x C, Cp), 79.6 (C, C-8), 68.1 (CH,
C-3), 67.0 (C, C-6), 60.9 (C H,, C-12), 53.4 (CH, C-4), 38.7 (CH,, C-2), 28.5 (3 x CHj,
C-9/ C-10/ C-11), 27.0 (CH,, C-5), 14.3 (C Hs, C-13).
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3C NMR (101 MHz, CDCl3) & ppm: 172.6 (CO, C-1), 155.6 (C, C-7), 144.6 (3 x C, Ci),
129.7 (6 x C, Cm), 128.0 (6 x C, Co), 126.8 (3 x C, Cp), 79.8 (C, C-8), 70.0 (CH, C-3),
67.0 (C, C-6), 60.81 (C H,, C-12), 53.8 (CH, C-4), 38.1 (CH,, C-2), 29.7 (CHj, C-9/ C-
10/ C-11), 28.4 (CH,, C-5), 14.2 (CH3, C-13).
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6.CONCLUSIONES

En el presente trabajo de fin de Grado, se han llevado a cabo distintos tipos de

reacciones con el objetivo de obtener los intermedios 1 y 2, que podran utilizarse

posteriormente para continuar con la sintesis de piscibactina, sideréforo biosintetizado

por la bacteria Photobacterium damselae subs. piscicida, responsable de la

fotobacteriosis en peces.

Por lo tanto, tras los objetivos planteados anteriormente, se han obtenido los

siguientes resultados:

La sintesis de tiazolina 1, un precursor del fragmento A, necesario en la
sintesis total de piscibactina, mediante reacciones que abarcan la
formacion de una amida de Weinreb a partir de un acido carboxilico.

La sintesis del alcohol 2, precursor del fragmento B, necesario en la
sintesis total de piscibactina, a través de una metodologia que incluye
reacciones de proteccién de grupos funcionales, la formaciéon de una
amida de Weinreb y su posterior reducciéon a aldehido, seguido de un
acoplamiento con EtOAc.

La caracterizacion correcta de todos los productos obtenidos en las
distintas sintesis llevadas a cabo para la obtencion de los intermedios 1
y 2, obteniéndose una cantidad de ambos en escala de gramos de

manera satisfactoria.

También se han desarrollado distintas competencias a lo largo de la

elaboracion de la parte experimental y tedrica en este trabajo de fin de grado:

Busqueda bibliogréfica sobre diferentes estrategias de sintesis o sobre
marco tedrico del problema, implicando asi un mayor conocimiento en el
uso de programas de busqueda de informacion.

Aprendizaje en el laboratorio de las distintas técnicas mas habituales en
la sintesis organica en distintas condiciones: anhidridas, bajas
temperaturas, etc,

Aplicacion de estrategias de separacion y purificacion de los

compuestos obtenidos durante los procesos sintéticos.

59



e Aprendizaje en el uso de los equipos de técnicas espectroscopicas
principalmente RMN
o Desarrollo en la interpretacion de los resultados obtenidos en
espectros de *H-RMN y *C-RMN.
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CONCLUSIONS

In the present final degree project, different types of reactions were carried out

in order to obtain the intermediates 1 and 2, which may then be used to continue with

the synthesis of piscibactin, siderophore biosynthesized by the bacterium

Photobacterium damselae subs. piscicida responsible for the photobacteriosis in fish.

Therefore, the following results have been achieved:

The synthesis of thiazoline 1, a precursor of fragment A that is
necessary in the total synthesis of piscibactin, by means of reactions
that include the formation of a Weinreb amide from a carboxylic acid.
The synthesis of alcohol 2, precursor of fragment B that is necessary in
the total synthesis of piscibactin, based on a methodology that include
the protection of functional groups, the formation of a Weinreb amide
and its subsequent reduction to aldehyde, followed by a coupling with
EtOAcC.

The correct characterization of all the products obtained in the different
synthesis carried out to obtain intermediates 1 and 2, obtaining both

successfully in gram scale.

Different competences have also been developed throughout the elaboration of

the experimental and theoretical part in this final degree project:

Literature search for different synthesis strategies or theoretical
framework, involving a greater knowledge for the use of information
search programs.

Learning in the laboratory of the most common techniques of organic
synthesis in different conditions: anhydrides, low temperatures, etc.
Application of separation strategies and purification of the compounds
during the synthetic processes.

Learning in the use of spectroscopic techniques equipment, mainly
NMR.

Development in the interpretation of the results obtained in *H-NMR and
C-NMR.
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