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Abreviaturas

ADN acido desoxirribonucleico
ARN acido ribonucleico

atm atmosfera

Bn bencilo

Boc terc-butoxicarbonilo

¢ cuadruplete

eC grado Celsius

Cbz benciloxicarbonilo

d doblete

dd doble doblete

ddd doble doblete de dobletes
DIPEA N,N-diisopropiletilamina
DMF N,N-dimetilformamida
dt doble triplete

EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
g gramos

h hora

Hz hercio

HPLC High Performance Liquid Chromatography (Cromatografia liquida de alta
resolucion)

iPr isopropilo
J constante de acoplamiento

LR Low Resolution (Baja resolucion)



M concentracién molar

m multiplete

m/z relacién masa/carga del idn
mL mililitro

mmol milimol

MPLC Medium Pressure Liquid Chromatography ( Cromatografia liquida de media
presion)

MS Mass Spectrometry (Espectrometria de masas)
RMN Resonancia Magnética Nuclear

s singulete

sa singulete ancho

t triplete

TBTU tetrafluoroborato de O-(1H-Benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio
td triple doblete

TFA Aacido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano

v/v porcentaje volumen/volumen

6 desplazamiento quimico en ppm (RMN)

A longitud de onda

ML microlitro


https://en.wikipedia.org/wiki/Medium_pressure_liquid_chromatography
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/mm/840048?cm_sp=Insite-_-prodRecCold_xviews-_-prodRecCold10-1
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RESUMEN

Resumen

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida es una proteobacteria Gram-negativa identificada
como el agente causal de la enfermedad infecciosa llamada forunculosis, que afecta a peces de

acuicultura provocando importante pérdidas econémicas.

Por otra parte, el hierro es un micronutriente esencial para todos los organismos vivos ya que
esta implicado en reacciones enzimdticas fundamentales. Una de las estrategias mas comunes

para la captacion de hierro (l11) en bacterias es la produccion de sideréforos.

Se ha demostrado que la mayoria de las cepas de A. salmonicida subsp. salmonicida producen
simultdneamente dos tipos de sideréforos: acinetobactina y tipo amonabactina. Estudios mas
recientes sugirieron que las proteinas FstC y FstB son los receptores de membrana de las
amonabactinas. Sin embargo, el receptor de proteina especifico para cada amonabactina aun

Nno se conoce.
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Figura 1. Estructura de las amonabactinas y de la acinectobactina.

El presente Trabajo de Fin de Master se centra en la sintesis de varios andlogos de las
amonabactinas junto con el aislamiento de las amonabactinas naturales de los sobrenadantes
de cultivo de A. salmonicida subsp. salmonicida para determinar los requisitos estructurales

necesarios para el reconocimiento molecular de cada receptor de membrana (FstBy / o FstC).



SUMMARY

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida is a Gram-negative proteobacteria identified as the
causative agent of the infectious disease called furunculosis, that affects aquaculture fish

causing important economic losses.

On the other hand iron is an essential micronutrient for all the living organisms and it is
involved in fundamental enzymatic reactions. One of the most common strategies for the iron

(1) uptake in bacteria is the production of siderophores.

It has been shown that most strains of A. salmonicida subsp. salmonicida
simultaneously produce two types of siderophores: acinetobactin and amonabactin-
like. Most recent studies suggested that the FstC and FstB proteins are the membrane
receptors of the amonabactins. However, the specific protein receptor for each

amonabactin is not known yet.
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Figure 1. Structure of amonabactins and of the acinetobactin.

The present Master's thesis is focused on the synthesis of several amonabactin analogs
along with the isolation of the natural amonabactins from the culture supernatants of
the A. salmonicida subsp. salmonicida to determine the structural requirements for

the molecular recognition by each membrane receptor (FstB and/or FstC).
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Introduccion

Esta previsto que la poblacion mundial aumente en mas de 1.000 millones de personas
en los préximos 15 afios, por lo que se llegardn a alcanzar los 8.500 millones en 2030,
9.700 millones en 2050 y 11.200 millones en 2100. Por lo tanto, la humanidad se
enfrentard a un problema de como alimentar a millones de personas en un contexto
de cambio climatico, incertidumbre econdmica y financiera y un aumento de la

competencia por los recursos naturales.!

Muchos milenios después de que la produccidon alimentaria terrestre pasara de
actividades de caza y recoleccion a la agricultura, la produccién de alimentos acuaticos
ha dejado de basarse principalmente en la captura de peces salvajes para comprender

la cria de un nimero creciente de especies cultivadas.

La pesca y la acuicultura siguen siendo importantes fuentes de alimentos, nutricion,
ingresos y medios de vida para cientos de millones de personas en todo el mundo. La
oferta mundial per capita de pescado alcanzd un nuevo maximo histérico de 20 kg en
2014, gracias a un intenso crecimiento de la acuicultura, ya que en 2014 se alcanzé un
hito cuando la contribucién del sector acuicola al suministro de pescado para consumo

humano superd por primera vez la del pescado capturado en el medio natural.

El consumo aparente de pescado per capita a nivel mundial registré un aumento de un
promedio de 9,9 kg por persona al afio en la década de 1960 a 14,4 kg en la década de
1990 y 19,7 kg en 2013, con estimaciones preliminares que apuntan a que seguira

aumentando hasta superar los 20 kg en 2014 y 2015.2
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Figura 1. Produccién de la pesca mundial de captura y la acuicultura.?
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La produccion acuicola de rodaballo en Espafia en 2014 fue de 7.808 toneladas, un
14,6% mas que la de 2013. Galicia es, con diferencia, la principal Comunidad
Auténoma productora de rodaballo en Espaia, siendo también una importante fuente
productora de lenguado y besugo, ademds de la principal regidon productora de

moluscos de Espafia y de Europa.3

Galicia, Castilla y Ledn, Asturias y Pais Vasco son las comunidades autdonomas con
mayor consumo relativo, mientras que ambos archipiélagos, como la regién de Murcia

son las que menos consumen comparativamente.*

Enfermedades infecciosas en peces causadas por la presencia de bacterias en

sistemas de acuicultura

Una de las mayores pérdidas en acuicultura es causada por la presencia de
enfermedades infecciosas en peces debidas a la presencia de bacterias. A

continuacién, se describen algunas de las enfermedades mas representativas.
Vibriosis

La bacteria patdégena Gram negativa Vibrio anguillarum es un agente etioldgico clasico
de la vibriosis. Es tipica en una amplia variedad de especies de peces de agua fria y
caliente, incluido el salmén del Pacifico y el Atlantico, la trucha arco iris, el rodaballo,
lubina, dorada, etc. Puede presentarse en forma aguda o crdnica, siendo los sintomas
mas usuales las lesiones en la piel, ulceras, inflamacion, necrosis hemorragica en el
tejido muscular, hemorragia en la base de las aletas, opacidad de las cérneas y

oscurecimiento de la piel.®

Photo: Dong Ha-CEDMA.RIA1-2010

Figura 2. Pez infectado por la bacteria Vibrio anguillarum.®
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Photobacteriosis

La photobacteriosis, también conocida como pasteurelosis, es causada por la bacteria
haldfila Photobacterium damselae subsp. piscicida. Esta bacteria se aisld por primera
vez en la bahia de Chesapeake en Estados Unidos de la perca blanca (Morone
americanus) y de la lubina rayada en 1963. Se caracteriza por la presencia de nédulos

blancos en las visceras internas, particularmente en el bazoy el rifién.>

Figura 3. Pez infectado cuya bacteria patdgena es la
Photobacterium damsela subsp. piscicida.”

Yersiniosis

Yersinia es un género de bacterias anaerobias Gram-negativa. La especie Yersinia
ruckeri es la responsable de la yersinosis, también conocida como la enfermedad de la
boca roja. Esta enfermedad afecta e peces de distintas parte del mundo tales como

Europa, Australia, India, China, Canad3, etc.

Esta enfermedad no presenta signos significativos. Los peces afectados pueden
presentar cambios en el comportamiento como nadar en la superficie, pérdidas de

apetito, hemorragias en la boca, en la superficie del cuerpo y en los érganos internos.
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Figura 2. Higado palido y hemorragico (a); bazo normal (b). bazo
esplénico (c).

Figura 4. Pez infectado por la bacteria Yersinia ruckeri.’

Forunculosis

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (en adelante A. salmonicida) es una
proteobacteria Gram-negativa identificada como el agente causal de la forunculosis,
una enfermedad devastadora que afecta a los peces cultivados y salvajes en todo el

mundo, que causa pérdidas econédmicas significativas.’

Se desarrolla como una septicemia hemorragica crénica o aguda, a menudo con una

extensa necrosis liquefactiva.®

Figura 5. Pez infectado cuya bacteria patégena es la
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida.*°
La importancia del hierro

Se ha observado que el mecanismo de captacion de hierro utilizado por las bacterias es

una buena estrategia para combatir este tipo de enfermedades infecciosas.
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El hierro es un micronutriente esencial para todos los organismos vivos y estd
implicado en reacciones enzimaticas fundamentales, como el metabolismo del

oxigeno, procesos de transferencia de electrones y sintesis de ADN y ARN.!!

A pesar de la abundancia del hierro en la corteza terrestre, este posee una baja
biodisponibilidad en ambientes aerobios debido a la baja solubilidad del hierro (lll), ya

que precipita formando Fe(OH)s, el cual tiene una constante de solubilidad de 103°.12

En el caso de las bacterias, cuando infectan a un huésped se enfrentan a un entorno
pobre en hierro, ya que normalmente el nivel de hierro libre en fluidos biolégicos es
del orden de 10! M, y concretamente en el suero humano, la transferrina mantiene
una concentracién libre de iones férricos en torno a 102 M. Por tanto, la capacidad de
obtencidn del hierro a partir del huésped es uno de los mecanismos de virulencia mas

importante de las bacterias patdgenas.'?

Para facilitar la absorciéon adecuada de hierro (lll), los microorganismos biosintetizan

moléculas de bajo peso molecular, denominadas sideréforos o portadores de hierro.*!
Sideroforos

Una de las estrategias mas comunes para la captacion de hierro es la produccién de
sideroforos, que son compuestos de bajo peso molecular (500-1500 daltons) que
poseen una alta afinidad y selectividad por el hierro (lll). La biosintesis de los
sideroforos esta tipicamente regulada por los niveles de hierro del entorno donde se
encuentra el organismo. Hay mds de 500 sideréforos diferentes, de los cuales mas de
270 se han caracterizado estructuralmente. Algunos de ellos poseen hasta seis atomos
de oxigeno o nitrégeno que actuan como dadores de electrones que se coordinan con

el cation metalico.

Las propiedades y la actividad bioldgica de los siderdéforos estan dictadas por su
estructura, quiralidad y la medida en que su conformacién se adapta a los centros de

unién de proteinas receptoras especificas dentro de la membrana.
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Los sideroforos se coordinan con el hierro (I11) y lo introduce en los microorganismos a

través de receptores especificos de membrana y proteinas.!?
Mecanismo de actuacion de los sideréforos

Una vez que los siderdforos se biosintetizan y secretan fuera de las células bacterianas,
se unen a los iones Fe3* para formar un complejo férrico-sideréforo. El sideréforo
férrico se internaliza posteriormente mediante el mecanismo de transporte apropiado.
Los mecanismos para la introduccion del complejo férrico-sideréforo varian segun el
tipo de bacteria. En las bacterias Gram-negativas, los complejos son transportados a
través de las membranas externa e interna por un sistema dependiente de la energia.
Los componentes de dichos sistemas incluyen un transportador férrico-siderdforo
dependiente de TonB especifico (TBDT), acoplada a un transportador ABC que cataliza
las etapas finales del transporte férrico-sideréforo a través de la membrana
citoplasmatica desde el periplasma hasta el citosol. Una vez que el complejo ha
alcanzado el citoplasma, la liberacion del hierro puede realizarse mediante reduccion

del Fe(Ill) del complejo a Fe(ll) o mediante la degradacion del sideréforo.

@9
) /@@ @

Sideréforo

Membrana externa

Membrana interna

Figura 6. Mecanismo de captacion de Fe (lll) en bacterias Gram-negativas mediante

sideroforos.

10
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Tipos de sideroforos

Los siderdforos son un grupo muy diverso de compuestos, pero los mas comunes se
dividen en tres clases principales basadas en la naturaleza quimica de las porciones

. ’ . .7 3+ .
gue donan los ligandos de oxigeno para la coordinacién de Fe>*. Estas tres clases son:
catecolatos, hidroxamatos y a-hidroxicarboxilatos. Otros sideréforos menos comunes

son: hidroxifeniloxazolona, a-amino-carboxilato y a-hidroxiimidazol.

0 Ri Ri
M oH OH Ra2aG-OH
r oy Y
R, OH 0~ "OH
Hidroxamato Catecol o -hidroxicarboxilato

Figura 7. Estructura de los tres grupos quelatantes principales

que se encuentran en los sideroforos.

La mayoria de los siderdforos poseen dadores de oxigeno, y son ligandos
hexadentados que forman complejos octaédricos con hierro. Forman complejos con el

ion Fe3* que se caracterizan por una alta estabilidad termodindmica.

Los sideroforos también pueden formar complejos con otros iones metdlicos tales
como AR+, Zn?*, Ga®*, Cr3*, debido a la presencia de grupos funcionales dadores que
muestran alta afinidad por otros iones de metales pesados. Esta caracteristica les
otorga a los sideréforos una propiedad a mayores de la captacién de hierro, ya que
estos complejos con otros metales no son reconocidos por la bacteria, impidiendo asi

la entrada de metales toxicos presentes en el medio por otras vias de absorcion.
Aplicaciones de los sideréforos

Los siderdforos y sus derivados poseen un gran potencial en el tratamiento de muchas
enfermedades, incluidas las infecciones. El conocimiento de la estructura de los
siderdforos y la presencia de receptores de membrana microbiana implicados en la
captacidn de hierro de estos conjugados hierro-sideréforo, ha abierto nuevas vias en

las ciencias médicas y farmacéuticas.!> En la actualidad se estdn desarrollando

11
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importantes aplicaciones en el tratamiento de infecciones, sobrecarga aguda y crénica
de hierro, intoxicaciones agudas, anemia de células falciformes, malaria y neoplasias
malignas.® Aprovechando su gran afinidad por el hierro, la deferoxamina B (Desferal®)
se utiliza como farmaco en enfermedades provocadas por exceso de hierro asociadas a
transfusiones sucesivas de sangre. La deferoxamina B quelata los cationes Fe (lll) libres
formando ferrioxamina, que es mucho mas soluble en agua y permite su eliminacion a
través de la orina. Aunque se aplique principalmente en enfermedades que necesitan
transfusiones de sangre de forma continuada (talasemia, leucemia, etc), también se ha
utilizado para la eliminacién de metales como aluminio o vanadio en casos de

contaminacidn, asi como el uso de sensores fluorescentes basados en sideréforo.®

Debido a su potencial para la inactivacién selectiva de bacterias especificas y para
superar los mecanismos de resistencia antimicrobiana, el desarrollo de aplicaciones se
estan centrando principalmente en la busqueda de nuevos compuestos con actividad

antibacteriana en el tratamiento de infecciones.’

Dado el incremento de cepas multirresistentes a los antibidticos en los ultimos afios, se
ha aumentado la investigacion sobre la obtencién de nuevos antimicrobianos y
vacunas que resulten mas efectivos a la hora de tratar las infecciones producidas por
estas cepas. Existen distintas estrategias para el desarrollo de nuevos antibacterianos
basados en los mecanismos de captacién de hierro siendo una de las mds importantes

la estrategia tipo Caballo de Troya.l’

Este mecanismo de absorcién de hierro permite eludir la baja permeabilidad de la
membrana externa de las bacterias. La estructura de los conjugados sideréforo-
farmaco consiste en tres partes: un sideréforo, un espaciador (Linker) y un antibidtico
conocido. El papel del sideréforo es unir el hierro, mientras que la funcién del
espaciador es unir el fairmaco al sideréforo y, posteriormente, controlar su liberacién
del complejo. El farmaco solo tiene actividad antibacteriana en la forma libre. Cuando
los conjugados sideréforo-farmaco alcanzan el citoplasma matan el microorganismo al

liberar el farmaco.

12
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Sideréforo Espaciador w==m) Antibiético

Figura 8. Representacion esquemdtica del conjugado

siderdforo-fdrmaco en la estrategia del “Caballo de Troya”.

Una aplicacidon diferente es la de produccién de vacunas a partir de proteinas
recombinantes. Esta consiste en primer lugar en caracterizar la proteina receptora de
membrana del sideréforo de la bacteria patégena. Una vez se haya caracterizado la
proteina y determinado el gen que la produce, se construye un plasmido que lo pueda
producir y se introduce en una cepa de Escherichia coli para que la produzca en mayor
cantidad. A continuacion, se purifica la proteina pura y se combina con un adyuvante
para obtener asi la vacuna deseada. Estas vacunas son suministradas a los peces para
gue su sistema inmunitario quede marcado por esa proteina identificandola como

patégena.

La prevencion de las enfermedades bacterianas se puede conseguir mediante el uso de

vacunas, las cuales se pueden clasificar en tres grupos principales:

1) Vacunas vivas atenuadas (replicantes): son las mas eficientes y estan constituidas

por bacterias capaces de replicarse sin producir la infeccion, ya que son capaces de
simular la infeccién de forma natural, sin embargo, tienen mayor nimero de efectos

adversos y es posible la existencia de que la bacteria recupere su virulencia.

2) Vacunas inactivadas (no replicantes): pueden estar constituidas por bacterias

inactivadas (bacterinas) o por una subunidad recombinante. En general, este tipo de
vacunas son mas seguras, pero presentan menor proteccion, por lo que es necesario

usarlas en concentraciones superiores y realizando refuerzos.

3) Vacunas génicas: estdn formadas por el material genético necesario para la

produccidon del agente inmunizante deseado. Se ha encontrado que este tipo de

vacunas presentan buena respuesta protectora y son seguras.

13



INTRODUCCION

La produccién de las vacunas formadas por proteinas recombinantes, tiene la ventaja
de que habitualmente su produccién puede realizarse en diferentes sistemas de
expresion (bacterias, levaduras, células de insectos, etc.), su fermentacion y escalado
es mas sencillo, evitando trabajar con el organismo causante de la enfermedad, lo que
después de las etapas iniciales de investigacion conlleva un menor costo de

produccion.!®

Los sideréforos también se pueden utilizar como sensores fluorescentes para controlar
la contaminacién por iones metdlicos o detectar patdgenos. La razdn clave para el uso
de sideréforos fluorescentes es su capacidad para disminuir o aumentar su emision de

fluorescencia con hierro vinculante.®

14
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Antecedentes

Los primeros ejemplos de extraccion e identificacion de complejos de hierro-sideréforo
naturales se informaron a principios de la década de 1950. Fueron identificados como
factores de crecimiento de los organismos de los que se obtuvieron, e incluyeron
micobactinas y ferricromo. Los ensayos estandar de identificacion de sideréforos se
desarrollaron en los afios ochenta como requisito para estudiar los sistemas de
captacion de hierro bacteriano. Ahora hay mas de 270 siderdéforos conocidos

estructuralmente distintos.®

El subgrupo de investigacidn PRONAMAR, que ahora forma parte del grupo
QUIMOLMAT de la Universidad de A Corufia, lleva desde mediados de los afios 90
centrando su actividad en la busqueda de nuevas sustancias naturales con actividad
biolégica, principalmente de organismos marinos, y desarrollar sus posibles
aplicaciones, ya sea a partir de ellos mismos o de sus derivados obtenidos por procesos
sintéticos. Dentro de esta linea de investigacidon, a mediados de los 2000 el grupo de
investigacion comenzd a realizar estudios sobre sideréforos de bacterias patdgenas de
acuicultura, los cuales desembocaron en el aislamiento de vancrobactina en 2006 a
partir de cultivos deficientes en hierro en el medio del patégeno bacteriano Vibrio
anguillarum. Mediante amplios estudios de RMN, se pudo determinar la estructura

plana de vancrobactina.®®

Este patégeno es el agente causante de la vibriosis, una septicemia hemorragica
extremadamente mortal que produce considerables pérdidas econdmicas en la
acuicultura en todo el mundo. Un afio mas tarde, se logré realizar la sintesis total de

vancrobactina, lo que ademas permitié dilucidar su configuracién absoluta.?°
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OH O | /\/OH

Vancrobactina

Aunque los mecanismos de virulencia de V. anguillarum no se entienden
completamente, se sabe que la capacidad de captar hierro a través de la utilizacion de
sideréforos contribuye significativamente a la virulencia de esta bacteria. El sideréforo
mas estudiado producido por V.anguillarum es la anguibactina, aislada por primera vez
en el afio 86. Aunque el serotipo patégeno 02 puede producir ambos siderdforos, esta

por determinar cudl de ellos es el factor de virulencia mas determinante.

N
f\>
OHS H

Anguibactina

El aumento de la presion selectiva mediada por antibidticos ha llevado a la aparicion
de cepas multirresistentes en muchos patégenos bacterianos, y los patégenos de
peces no son una excepcion. Por lo tanto, son necesarios antimicrobianos nuevos y
eficaces para tratar estas infecciones, las cuales son resistentes a los antibidticos

comunes.

Una forma de aumentar la eficacia de los antimicrobianos contra las infecciones
bacterianas es la "estrategia del caballo de Troya" en la que los farmacos
antimicrobianos son acoplados a sideréforos y son transportados a través de las
membranas bacterianas por medio de las vias de captacidn de hierro. Estos conjugados
sideréforo-antibidticos son reconocidos por receptores especificos de membrana y son
transportados activamente a través de las membranas bacterianas externas y

citoplasmaticas, introduciendo de forma mas efectiva el antibidtico.'®
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Con estos antecedentes el grupo de investigaciéon ha propuesto que vancrobactina
procedente de V. anguillarum podria ser un candidato muy interesante para una
estrategia de este tipo de profarmacos, y que podria ser utilizada para el desarrollo de
nuevos antimicrobianos contra la vibriosis y probablemente contra otras
enfermedades infecciosas relacionadas.?! El grupo ha sintetizado ademds distintos
analogos que ayudaron a realizar un estudio de estructura-actividad, con el fin de
elucidar qué partes del sideréforo son claves para que se produzca el reconocimiento
molecular con la proteina de membrana. Este conocimiento permitié determinar qué
grupo funcional era el mas adecuado para realizar la conjugacién en la estrategia de
Caballo de Troya, para realizar conjugados de analogos de vancrobactina con el

antibidtico norfloxacina.??

Sideréforo de la bacteria patégena de peces Aeromonas salmonicida subsp.

salmonicida

Los mecanismos de absorcion de hierro basados en la sintesis de sideréforos utilizados
por el patégeno de los peces Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida todavia no se
entienden completamente. Aunque la produccién de sideréforos en esta bacteria se
conoce hace mas de 30 afios, se dispone de muy poca informacién sobre la quimica de

los sideréforos producidos y la genética subyacente a su sintesis.

Estudios realizados por el grupo de Microbiologia de la Universidad de Santiago de
Compostela junto a nuestro grupo de investigacion de la Universidad de A Coruiia
realizdé el analisis de las secuencias del genoma que permitia descubrir que esta
bacteria posee dos grupos de genes implicados en la sintesis de sideréforos. Uno de
ellos codifica la sintesis de acinetobactina, el sideréforo del patégeno humano
Acinetobacter baumannii, mientras que el segundo grupo muestra una alta similitud
con los genes que codifican la sintesis de las amonabactinas en Aeromonas

hydrophila.’

Las amonabactinas pertenecen a la familia de siderdforos tetradentados de catecolato,

y se identificaron en 1989, estas presentan una cadena lateral de triptéfano o
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fenilalanina con dos unidades quelantes de catecol unidas a través de unidades

espaciadoras de lisina y glicina.®

Los equipos de investigacidon de la Universidad de A Corufia y de la Universidad de
Santiago de Compostela consiguieron mediante el uso de una combinacién de analisis
gendmico, mutagénesis, ensayos bioldgicos, purificacion quimica, y procedimientos de
determinacién estructural, demostrar que la mayoria de las cepas de A. salmonicida
subsp. salmonicida producen simultdneamente los dos sideréforos, la acinetobactina y

las amonabactinas.

Este estudio representa la primera evidencia de la produccién simultanea de
acinetobactina y amonabactina por un patdogeno bacteriano y revela la plasticidad de
los genomas bacterianos y vias biosintética. El hecho de que el mismo sideréforo sea
producido por patdgenos no relacionados destaca la importancia de estos sistemas y

su intercambiabilidad entre diferentes bacterias.’®

Estos siderdforos fueron aislados y caracterizados quimicamente a partir de cepas
Aeromonas salmonicida y se propuso una ruta biosintética basada en el analisis
genético. Sin embargo, los mecanismos de internalizacidon de la acinetobactina férrica'y

las amonabactinas férricas permanecian en gran parte desconocidos. 14
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Figura 9. Sideroforos producidos por la bacteria patéogena Aeromonas salmonicida

subsp. salmonicida.

En el afio 2017, el grupo de Microbiologia de la Universidad de Santiago de
Compostela junto a nuestro grupo de investigacién publicaron que la proteina de
membrana externa FstB es el receptor de la ferriacinetobactina en A. salmonicida
subsp. salmonicida ya que un mutante defectuoso de fstB es incapaz de crecer bajo
limitacién de hierro y no usa acinetobactina como fuente de hierro. Con el fin de
estudiar el efecto que los cambios estructurales en la acinetobactina tienen sobre su
actividad sideréfora, se sintetizé una coleccidn de analogos basados en acinetobactina,
incluyendo su enantiédmero y cuatro derivados desmetilados. Mediante este estudio se
encontré que el enantidmero de la acinetobactina posee también actividad siderdfora
en A. salmonicida. Ademas, se observd que A. salmonicida no podia usar andlogos de
acinetobactina cuando el imidazol o un anillo heterociclico similar estaba ausente de la
estructura. Se propuso que algunos de los analogos de acinetobactina sintéticos

descritos podrian usarse como puntos de partida en el desarrollo de nuevos farmacos

21



ANTECEDENTES

contra A. salmonicida y probablemente contra otros productores de acinetobactina

como el patégeno humano Acinetobacter baumannii. 1*

Recientes estudios realizados por el grupo de Microbiologia de la Universidad de
Santiago de Compostela sugieren que tanto la proteina FstC como la FstB son los
receptores de las amonabactinas, siendo una u otra en funcion de la estructura. Por
ello se planted sintetizar una serie de analogos simplificados de las amonabactinas y
obtener las naturales a partir de un cultivo bacteriano, con el fin de realizar un estudio
de la relacidn estructura-actividad de forma similar a como se realizd con la
acinectobactina y asi determinar que proteina es receptora de cada amonabactina. De
esta forma se podria averiguar qué parte estructural es esencial para interaccionar con

cada proteina receptora.
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Objetivos

Uno de los objetivos principales del grupo de investigacidon en donde se ha realizado el
presente trabajo, es la sintesis de andlogos de las amonabactinas para el desarrollo de
aplicaciones en el tratamiento de la forunculosis y la posible utilizacion de estos

siderdforos en estrategias terapéuticas del tipo “Caballo de Troya”.

Este Trabajo de Fin de Master se centra en la preparacién de varios andlogos de las
amonabactinas junto con el aislamiento de las naturales a partir de los sobrenadantes
de cultivo de las bacterias. El fin Ultimo de obtener estos sideréforos de forma natural
es determinar los requisitos estructurales para el reconocimiento molecular de cada

proteina receptora (FstB y/o FstC) con ellos.

Para alcanzar dicho objetivo se propone el siguiente esquema de trabajo:

e Sintesis de analogos sencillos de las amonabactinas, mediante estrategias
desarrolladas en el grupo de investigacion.

e Aislamiento de las amonabactinas naturales de los sobrenadantes de cultivo de
las bacterias, mediante la utilizacion del HPLC.

e Estudio de la actividad siderdfora de los compuestos aislados y sintetizados.
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Parte experimental

Preparacion de los andlogos de amonabactinas

Sintesis del compuesto 3

oH
N o
. Jw o
EDC . HCI
CH,Cl, O
1 54% 3

Sobre 300 mg (1,43 mmol) de N-benciloxicarbonilglicina (1) se afadieron 330,08 mg
(2,87 mmol) de N-hidroxisuccinimida (2) y 412,36 mg (2,15 mmol) de EDC. A
continuacioén, se afiadieron 8 mL de CH,Cl, seco en un balén previamente purgado con
argdén y seco que contenia la mezcla de compuestos. Se dejé 12 h agitando y bajo
atmosfera de argdn. Pasado ese tiempo, se lavd tres veces la fase orgdnica con una
disolucion diluida de NaHSOs, tres veces con una disolucion salina saturada, una vez
con agua destilada y posteriormente la fase organica resultante se secdé con MgSQOs.
Finalmente, se concentré6 a presion reducida obteniéndose 235 mg (54% de

rendimiento) de compuesto 3 como un sélido blanco.

1H-RMN (CDCls), 81 ppm:7,35 (s, 5H); 5,13 (s, 2H); 4,30 (s, 2H); 2,76 (s, 4H)

13C.RMN (CDCls), 8¢ ppm: 169,1 (C=0); 166,2 (C=0); 156,3 (C=0); 136,1 (C- Ph); 128,3
(CH); 67,4(CH.); 40,7 (CH2); 25,6 (CH2)

(+)-LR-ESIMS m/z: 329 [M+Na]*
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Sintesis del compuesto 5

0 HzN\/\/\/NHBOC
o)
0 4 H
. i .
N N o\/© BocHN™ "N
qu\/ \ﬂ/ CH,Cl, DIPEA oe H \g/

o o 92% 5

Se anadieron 230 mg (0,750 mmol) de 3, 152 mg (0,751 mmol) de N-Boc-cadaverina (4)
y 10 mL de CHCl; seco en un balén purgado previamente con argdén. A continuacién,
se agita y se adicionaron bajo agitacion 0,3 mL de DIPEA a 0°C. Se dejé 12 h agitando
en atmdsfera de argdn. Pasado ese tiempo, se concentrd la mezcla a presién reducida,
se disolvio en 15 mL de EtOAc y se lavd tres veces con agua destilada, una vez con una
disolucidon saturada de NaCl y la fase organica resultante se secé con MgSOa.
Finalmente, se concentré a presion reducida obteniéndose 273,3 mg (92% de

rendimiento) de compuesto 5 como un aceite marrdn claro.

1H-RMN (CDCls), &1 ppm: 7,28 (s, 5H); 6,72 (s, 1H); 6,09 (t, J = 5,8 Hz, 1H); 5,06 (s, 2H);
4,87 (t, J = 5,8 Hz, 1H);3,78 (d, J = 5,8 Hz, 2H); 3,15 (m, 2H); 3,01 (m, 2H); 1,38 (s, 13H);
1,23 (m, 2H)

13C_.RMN (CDCls), ¢ ppm: 169,3 (C=0); 156,8 (C=0); 156,2 (C=0); 136,2 (C- Ph); 128,5
(C- Ph); 79,0 (C); 66,9 (CHz); 44,5 (CH.);40,2 (CHy); 39,2 (CH2); 29,5 (CH.); 28,9 (CHy) ;
28,4 (CHs); 23,9 (CH>)

(+)-LR-ESIMS m/z: 416 [M+Na]*
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Sintesis del compuesto 6

MeOH H 0

o}
L o L :
H H,, PdIC e~~~ AL_N__oH
BocHN/\/\/\NJ\/N\n/O —2 —~ % BocHN N e
H o]
72% 6

5

Sobre 76,00 mg (0,193 mmol) de 5 y una cantidad catalitica de catalizador Pd/C al 5%,
se afiadieron 5 mL de MeOH, y se dejé bajo agitacidon a temperatura ambiente en una
atmoésfera de H; durante 24 h. Pasado este tiempo, se filtré sobre un doble filtro de
pliegues y se concentré a presion reducida, obteniéndose 36,1 mg (72% de

rendimiento) de compuesto 6 como un sélido blanco.

1H-RMN (CDCls), 64 ppm: 8,43 (sa, 1H);8,05 (sa, 2H); 3,98 (sa, 2H); 3,10 (m, 4H); 1,40-
1,52 (m, 15H)

13C.RMN (CDCl3), 8¢ ppm: 166,9 (C=0); 156,7 (C=0); 79,4 (C- O); 42,5 (CH>); 40,9 (CH,);
40,1 (CHz); 30,1 (CH.); 29,0 (CHs); 24,6 (CH.)

(+)-LR-ESIMS m/z: 282 [M+Na]*
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Sintesis del compuesto 8

?H
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(0] EDC . HCI
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7
Sobre 500 mg (2,10 mmol) de 7 se afiadieron 482,99 mg (4,20 mmol) de N-
hidroxisuccinimida (2) y 603,39 mg (3,15 mmol) de EDC. A continuacion, se afiadieron
10 mL de CH,Cl, seco en un baldn previamente purgado con argdn que contenia la
mezcla de compuestos. Se dejé 12 h agitando y bajo atmdsfera de argdn. Pasado ese
tiempo, se lavé tres veces la fase organica con una disolucién diluida de NaHSOs, tres
veces con una disolucidn salina saturada, una vez con agua destilada y posteriormente
la fase organica resultante se secd con MgSOa4. Finalmente, se concentré a presion
reducida y se purific6 mediante cromatografia en columna de gel de silice, usando
como fase movil EtOAc/Hexano (1:3), obteniéndose finalmente 570 mg (78%

rendimiento) de compuesto 8 como un aceite marron.

1H-RMN (CDCls), 81 ppm: 7,55 (m, 1H); 7,10 (m, 2H); 4,60 (m, 2H); 2,87 (m, 4H); 1,34
(d,J = 6,0 Hz, 6H); 1,29 (d, J = 6.3 Hz, 6H)

13C-RMN (CDCl3), 8¢ ppm: 169,4 (C=0); 161,3 (C=0); 152,1 (C-O); 123,6 (C-Ph); 123,4
(C- Ph); 121,9 (C- Ph); 76,7 (CH); 25,8 (CH2); 22,4 (CHs); 22,2 (CHs)

(+)-LR-ESIMS m/z: 358 [M+Na]*
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Sintesis del compuesto 9
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Partiendo de 36 mg (0,139 mmol) del compuesto 6 y realizando el mismo
procedimiento que en la obtencidn del compuesto 5, se obtuvieron 28,7 mg (43% de

rendimiento) de compuesto 9 como un aceite marron.

1H-RMN (CDCls), 61 ppm: 8,78 (t, J = 5,5Hz, 1H); 7,67 (m, 1H); 7,07 (m, 2H); 6,63 (s,
1H); 4,72 (m, 1H); 4,57 (m, 1H); 4,11 (d, J = 5,5 Hz, 2H); 3,27 (m, 2H); 3,08 (d, J = 7,4Hz,
2H); 1,31-1.44(m, 27H)

13C-.RMN (CDCls), 8¢ ppm: 169,1 (C=0); 166,5 (C=0); 156,0 (C=0); 150,9 (C-0); 146,7 (C-
0); 127,3 (C-Ph); 123,6 (C-Ph); 122,8 (CH-Ph); 119,3 (CH-Ph); 79,0 (C-0); 71,41 (CH);
44,2 (CH,); 40,3 (CH2); 39,3 (CHs); 29,6 (CH2); 29,1 (CH.); 28,4 (CH.); 24,0 (CHy) ; 22,2
(CHs); 22,1 (CHs)

(+)-LR-ESIMS m/z: 502 [M+Na]*
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Sintesis del compuesto 10

OiPr OH
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H H
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Sobre 28 mg (0,058 mmol) de 9 se afiadieron 10 mL de CH,Cl, seco, manteniendo
dentro del balén una atmdsfera de argén. El baldn se introdujo en un bafio a -78°C y
bajo agitacion se afadieron 0,35 mL de una disolucién 1M de BCls. A continuacién, se
subid la temperatura a -40° C y se dejo en estas condiciones 12 h. Pasado este tiempo,
se afiadieron a la mezcla 5 mL de agua destilada, que torné a color verde-amarillo, y se
dejoé que alcanzara la temperatura ambiente. Después de 20 min de agitacién a esa
temperatura, la mezcla adquirid un color blanco amarillento. A continuacion, se filtré
sobre celita con CHCl; y se hizo pasar MeOH. Se concentrd a presién reducida y se
purificd sobre un cartucho de gel de silice de fase reserva C18 previamente
acondicionado con H;0 y MeOH, eluyéndose con MeOH. Se obtuvieron 5,3 mg (31% de

rendimiento) del compuesto 10 como un sélido marron.

1H-RMN (CDsOD), &x ppm: 7,30 (dd, J = 8,0; 1,5 Hz, 1H); 6,98 (dd, J = 8,0; 1,5 Hz, 1H);
6,78 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 4,03(s, 2H); 3,28 (m, 2H); 2,94 (m, 2H); 1,38-1,70 (m, 6H).

13C.RMN (CD30D), 6c ppm: 171,9 (C=0); 147,3 (C-Ph); 119,8 (C-Ph); 119,2 (C-Ph); 43,9
(CH,); 40,7 (CH>); 39,8 (CH>); 29,9 (CH,); 28,1 (CH>); 24,5 (CH,)

(+)-LR-ESIMS m/z: 296 [M+H]*
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Sintesis del compuesto 12
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3 12
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Se anadieron 125 mg (0,408 mmol) de 3, 100 mg (0,408 mmol) de N-a-Boc-L-lisina (11)
y 8 mL de CHCl; seco en un balén purgado previamente con argdn. A continuacion, se
anadieron 0,2 mL de DIPEA bajo agitacion. Se dejé 12 h agitando en atmodsfera de
argén. Pasado ese tiempo, se concentro la mezcla a presion reducida, se disolvio en 15
mL de CH.Cl, y posteriormente se afiadié agua Milli-Q y HCI 5% v/v hasta pH &cido. La
fase organica se lavd tres veces con agua destilada, una vez con una disolucion
saturada de NaCl y la fase organica resultante se secé con MgSQa. Finalmente, se
concentré a presion reducida obteniéndose 147,3 mg (82% de rendimiento) de

compuesto 12 como un aceite transparente.
1H-RMN (CDCls), 81 ppm: 7,28 (m, 5H); 6,82 (s, 1H); 6,10 (s, 1H); 5,36 (d, J = 8,0 Hz,1H);
5,05 (s, 2H); 4,20 (m, 1H); 3,79 (d, J = 5,7 Hz, 2H); 3,15 (m, 2H); 1,38-1,45(m, 15H)

13C.RMN (CDCl3), 8¢ ppm: 175,2 (C=0); 170,1 (C=0); 157,0 (C=0); 155,8 (C=0); 136,1
(C-Ph); 128,5 (C-Ph); 128,2 (C-Ph); 128,0 (CH-Ph); 79,96 (C); 67,11 (CH2); 53,5 (CH); 44,4
(CH.) ;39,2 (CH2); 36,8 (CH2); 31,8 (CH.); 28,6 (CH.); 28,3 (CH3);22,4 (CH2)

(+)-LR-ESIMS m/z: 460 [M+Na]*
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Sintesis del compuesto 13
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Partiendo de 147 mg (0,336 mmol) del compuesto 12 y realizando el mismo
procedimiento que en la obtencidn del compuesto 6, se obtuvieron 91,8 mg (90% de

rendimiento) de compuesto 13 como un aceite marrdn claro.

1H-RMN (CD3s0D), &y ppm: 3,79 (s, 1H); 3,50 (s, 2H); 3,06 (t, J = 6,7 Hz,2H); 1,20-1,30
(m, 15H)

(+)-LR-ESIMS m/z: 326 [M+H]*
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Sintesis del compuesto 14
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Partiendo de 122 mg (0,402mmol) del compuesto 13 y realizando el mismo
procedimiento que en la obtencién del compuesto 12, se obtuvieron 158,9 mg (73% de

rendimiento) de compuesto 14 como un aceite marron.
14-RMN (CDCls), 81 ppm: 7,57 (s, 1H); 7,00 (m, 2H); 4,67 (m, 1H);4,50(m, 1H)4,09 (s,
2H); 3,21 (m, 2H); 1,47 (m, 2H);1,36 (s, 9H); 1,32-1,23 (m, 16H)

13C-.RMN (CDCls3), 8¢ ppm: 175,0 (C=0); 166,6 (C=0); 161,1 (C=0); 155,7 (C=0); 150,8
(C-Ph); 146,8 (C-Ph); 127,1 (C-Ph); 123,9 (CH-Ph); 123,5 (CH-Ph); 119,4 (CH-Ph); 79,7
(C); 77,9 (CH); 76,6 (CH); 43,74 (CH.); 39,2 (CH2); 31,9 (CH,); 29,6 (CH>); 28,8 (CH,); 22,1
(CH2); 21,9 (CHs)

(+)-LR-ESIMS m/z: 546 [M+Na]*
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Sintesis del compuesto 15
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Sobre 158 mg (0,302mmol) de 14 se afadieron 69,4 mg (0,604 mmol) de N-
hidroxisuccinimida (2) y 86,7 mg (0,453 mmol) de EDC. Se dejé en la linea de vacio para
tenerlo perfectamente seco. A continuacion, se afiadieron 8 mL de CHCl, seco en un
baldn previamente purgado con argén que contiene la mezcla de compuestos. Se dejé
12 h agitando y bajo atmédsfera de argdn. Pasado ese tiempo, se lavo tres veces la fase
organica con una disolucion diluida de NaHSOs, tres veces con una disolucion salina
saturada, una vez con agua destilada, y posteriormente la fase organica resultante se
secd con MgSQa. Finalmente, se concentrd a presion reducida y se purificd mediante
cromatografia en columna de gel de silice, usando como fase moévil EtOAc/Hexano
(3:1), obteniéndose finalmente 71,1 mg (38% rendimiento) de compuesto 15 como un

aceite marron claro.

1H-RMN (CDCls), 81 ppm: 8,74 (t, J = 5,3Hz, 1H); 7,62 (dd, J = 7,6;2,0 Hz, 1H); 7,03 (m,
2H); 4,70 (m, 1H);4,52 (m, 1H); 4,09 (m, 2H); 3,28 (m, 2H); 2,79(m, 4H); 1,87 (m, 2H);
1,52 (m, 2H); 1,30-1,60 (m, 25H)

13C.RMN (CDCl3), 8¢ ppm: 169,1 (C=0); 169,0 (C=0); 166,3 (C=0); 150,8 (C=0); 146,7
(C-Ph); 127,5 (C-Ph); 123,6 (CH-Ph); 122,8 (CH-Ph); 119,2 (C-Ph); 80,4 (C); 71,3 (CH);
60,4 (CH); 43,8 (CH2); 38,7 (CH2); 28,6 (CH2); 25,6 (CH.); 22,1 (CH2);21,0 (CHs)

(+)-LR-ESIMS m/z: 643 [M+Na]*
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Sintesis del compuesto 17

iP .
QP Ho,N">">""NHBoc oiPr
OiPr 4 OiPr
H
OH N._~_~_-NHBoc
TBTU , DMF , DIPEA
o o)
16 30% 17

Se dejaron secar dos balones en la estufa cada uno con sus correspondientes
agitadores magnéticos durante 2 horas a 120°C. Pasado ese tiempo, en uno de los
balones se afiadieron 100 mg (0,420 mmol) de 16 y 161 mg (0,504 mmol) de TBTU y en
el otro balén se afiadieron 84,90 mg (0,420 mmol) de (5-aminopentil)carbamato de
terc-butilo (4). Se afiadieron 6 mL de DMF en ambos balones purgados previamente
con argodn, y en el baldn que contiene el compuesto 16 se afadieron 0,11 mL de DIPEA.
Se agitaron ambos balones y se traspaso la disoluciéon que contenia el compuesto 16
sobre la mezcla que contenia el compuesto 4. Se dejé 12 h agitando en atmdsfera de
argoén. Pasado ese tiempo, la mezcla adquirié un color marrén y se concentrd a presion
reducida. Posteriormente, se disolvié en 15 mL de EtOAc vy se lavo tres veces con agua
destilada, una vez con una disolucion saturada de NaCl y la fase orgdnica resultante se
secé con MgSOs. Se purific6 mediante cromatografia en columna con mezcla de
EtOAc:Hexano utilizando un cartucho SNAP de gel de silice de 10 g en el MPLC con un
gradiente desde 25% al 50% de EtOAc, obteniéndose finalmente 52,4 mg (30%

rendimiento) de compuesto 17 como un aceite verde claro.

RMN 'H (CDCls), 6« ppm: 8,00 (t, J = 6,0 Hz, 1H); 7,62 (dd, J = 8,0; 1,8 Hz, 1H); 7,03 (t, J
= 8,0 Hz, 1H); 6,95 (dd, J = 8,0; 1,8 Hz, 1H); 4,64 (m, 1H); 4,50 (m, 1H); 3,30 (m, 2H);
3,07 (m, 2H); 1,46-1,60 (m, 6H); 1,39 (s, 9H); 1,32 (d, J = 6,0 Hz, 6H); 1,25 (d, J = 6,0 Hz,
6H)

RMN 13C (CDCls), §c ppm: 165,8 (C=0); 156,0 (C=0); 150,7 (C-Ph); 145,9 (C-Ph); 128,5
(C-Ph); 123,7 (CH-Ph); 122,8 (CH-Ph); 118,1 (CH-Ph); 78,9 (C-0); 76,2 (CH); 71,0 (CH);
40,4 (CH2); 39,3 (CH2); 29,6 (CH.);29,3 (CH.);28,4 (CHs); 24,3 (CH.); 22,1 (CH3)

(+)-LR-ESIMS m/z: 445 [M+Na]*
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Sintesis del compuesto 18

OiPr OiPr
OiPr OiPr
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N._~_~_ NHBoc - N~~~ NH
98%
17 18

Sobre 135 mg (0,320 mmol) de 17 se afiadieron 0,5 mL de TFA y 4,5 mL de CH,Cl, y se
dejéo bajo agitacion durante 2h. Finalmente, se concentré a presiéon reducida
obteniéndose 101,0 mg (98% de rendimiento) de compuesto 18 como un aceite

marron.

RMN H (CDCls), 81 ppm: 8,52 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 7,47 (m, 2H); 7,07 (m, 1H); 4,72 (m, J =
6,2 Hz, 1H); 4,56 (m, J = 6,2 Hz, 1H); 3,43 (q, J = 6,7 Hz, 2H); 3,06 (m, 2H); 1,55-1,70 (m,
6H); 1,36 (d, J = 6,2 Hz, 6H); 1,28 (d, J = 6,2 Hz, 6H)

RMN 13C (CDCls), ¢ ppm: 168,1 (C=0); 151,0 (C-Ph);146,3 (C-Ph); 126,7 (C-Ph); 124,2
(CH-Ph); 122,2 (CH-Ph); 119,2 (CH-Ph); 77,0 (CH); 71,4 (CH); 40,5 (CH.); 39,5 (CH.);28,8
(CH3);23,4 (CHs); 22,1 (CH3)

(+)-LR-ESIMS m/z: 323 [M+H]*
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Sintesis del compuesto 19
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Se anadieron 71 mg de 15, 36,9 mg (0,115 mmol) de N-(5-aminopentil)-2,3-
diisopropoxibenzamida (18) y 6 mL de CH,Cl, seco en un balén purgado previamente
con argon. A continuacion, se afiadieron bajo agitacién 0,1 mL de DIPEA a 0°C. Se dejo
12 h agitando en atmdsfera de argén. Pasado ese tiempo, se concentrd la mezcla a
presion reducida, se disolvio en 8 mL de EtOAc y se lavé tres veces con agua destilada,
una vez con una disolucion saturada de NaCl y la fase orgdnica resultante se secé con
MgSO4. Finalmente, se concentré a presidon reducida y se purificd6 mediante
cromatografia en columna de gel de silice, usando como fase movil CH,Cl,:MeOH con
un gradiente de 95% hasta 90% de CH,Cl,, obteniéndose finalmente 35,4 mg (38%

rendimiento) de compuesto 19 como un aceite marrdn claro.

IH-RMN (CDCls), 84 ppm: 8,75 (t, J = 5,6 Hz, 1H); 8,06 (t, J = 5,6 Hz, 1H); 7,64(m,
2H);6,90-7,05 (m, 5H); 4,65 (m, 4H); 4,09 (d, J = 5,6 Hz, 2H); 3,42 (m, 2H); 3,24 (m, 4H);
1,56 (m, 2H); 1,52 (m, 19H); 1,33 (m, 28H)

RMN 13C (CDCls), §c ppm: 172,1 (C=0); 169,3 (C=0)166,7 (C=0); 166,1 (C=0); 151,9 (C-
Ph); 146,0 (C-0); 128,6 (C-Ph); 127,5 (C-Ph); 123,9 (CH-Ph); 122,9 (CH-Ph); 119,4 (CH-
Ph); 118,3 (CH-Ph); 76,4 (C); 71,5 (CH); 71,2 (CH); 54,5 (CH); 44,1 (CH,); 39,4 (CH2); 29,5
(CH2); 29,1 (CH.); 28,5 (CHs); 24,3 (CH2);22,9 (CH2); 22,5 (CH2);22,2 (CHs)

(+)-LR-ESIMS m/z: 850 [M+Na]*
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Sintesis del compuesto 20
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Partiendo de 35 mg (0,042 mmol) del compuesto 19 y realizando el mismo
procedimiento que en la obtencion del compuesto 10, se obtuvieron 18 mg (76% de

rendimiento) de compuesto 20 como un aceite incoloro.

RMN H (CDsOD), 8w ppm: 7,28(dd, J =8,0;1,4 Hz, 1H); 7,21(dd, J = 8,0; 1,4 Hz, 1H); 6,95
(td, J = 8,0; 1,4 Hz, 2H); 6,73 (m, 2H); 4,02 (s, 2H); 3,76 (t, J = 6,6 Hz, 1H); 3,39 (m, 2H);
3,25 (m, 4H); 1.83 (m, 2H); 1,60 (m, 6H); 1,43 (m, 2H)

RMN 3C (CDs0D), 8¢ ppm: 171,8 (C=0); 171,5 (C=0); 170,0 (C=0); 149,9 (C-Ph); 147,3
(C-Ph); 119,8 (C-Ph); 119,6 (C-Ph); 119,3 (C-Ph); 118,7 (CH-Ph); 117,0 (C-Ph); 54,5 (CH);
43,7 (CH,); 40,5(CH,); 40,2 (CH2); 39,6 (CH2); 32,2 (CH2);30,1 (CH2);30,0 (CH2); 29,9
(CH2);25,3 (CH2);23,0 (CH>)

(+)-LR-ESIMS m/z: 560 [M+H]*
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Aislamiento de las amonabactinas naturales

Deteccion de la presencia de sideroforos producidos por A. salmonicida subsp.

salmonicida en un cultivo bacteriano.

0,5 L de sobrenadante filtrado y centrifugado obtenido del cultivo bacteriano de A.
salmonicida subsp. salmonicida en condiciones deficientes de hierro, se congeld y
posteriormente se liofilizd para dar lugar a 13,2 g de material liofilizado. Con el fin de
purificar los sideréforos producidos, se paso 1 g de liofilizado a través de un cartucho
OASIS® HLB (6 g). Para hacer la separacion, los cartuchos fueron inicialmente
acondicionados con 60 mL de CH3CN con TFA al 0,1 % y 60 mL de agua MQ con TFA al
0,1 %. Posteriormente, se cargo la muestra disuelta en 1 mL de agua MQ con TFA al 0,1
%. A continuacion, el cartucho se lavé con agua MQ con TFA al 0,1 %, para retirar las
sales, y por ultimo, los compuestos se eluyeron usando un gradiente CH3CN y agua MQ
con TFA al 0,1 % (10: 90, 20: 80, 30: 70, 50: 50, 70: 30, 100: 0). Después de eliminar el
CHsCNen el rotavapor a 25 °C, las fracciones se congelaron y liofilizaron. Para
identificar cual de las fracciones contenia los sideréforos, se utilizd la técnica de
Cromatografia liquida acoplada con espectrometro de masas (LC/MS), localizandose en

la fraccion eluida con 50:50 CHsCN - agua MQ con TFA al 0,1 %.

Aislamiento de amonabactinas

Con el fin de purificar y caracterizar los sideréforos producidos por la bacteria, se
repitié el procedimiento anterior, usando 5,02 g de liofilizado. La fraccion eluida con
50:50 CH3CN - agua MQ con TFA al 0,1 %, se concentrd en el rotavapor para eliminar el
CH3CN y a continuacién se congeld y luego se liofilizd, obteniéndose 45,3 mg de la

fraccién enriquecida en amonabactinas.

Purificacion de amonabactinas

La fraccidn enriquecida en amonabactinas se purificé mediante HPLC con una columna
Discovery HS F5 (5 um, 100 x 4.6 mm) y gradiente CH3CN- agua MQ con TFA al 0,1 % (5
min gradiente de 10 a 60 % de CHsCN, 10 min gradiente de 60 a 100 % de CHsCN vy

finalmente 3 minutos isocratico a 100 % de CH3CN). De esta forma se obtuvieron 6,6
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mg de una mezcla de las amonabactinas P750 y T739; por otro lado se obtuvo 3,8 mg

de la mezcla de las amonabactinas P693 y T732.

Cada una de las fracciones se sometieron a separacién por HPLC con una columna
Aeris 5 um PEPTIDE C18 (5 pum, 250 x 10 mm) y se us6 un gradiente de CH3;CN- agua
MQ con TFA al 0,1 % (15 min gradiente de 0 a 100 % de CHsCN, y finalmente 2 minutos
isocratico a 0 % de CH3CN).

A partir de la fraccién mezcla de las amonabactinas P750 y T739 de la primera
separacion se obtuvieron mediante la segunda separacién: 1,7 mg de una fraccién
mezcla 1,3:1 de las amonabactinas P750/T789; y 0,6 mg de una fraccién mezcla de las
amonabactinas P750 y T739, donde T739 se encuentra en mayor proporcion. Por otro
lado, se obtuvieron a partir de la fraccion mezcla de las amonabactinas P693 y T732,
1,5 mg de una fracciéon mezcla 2,4:1 de las amonabactinas P693 y T732; y 0,7 mg de la

mezcla de las amonabactinas P693 y T732 en una relacién 1,3:1.
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Resultados y discusiones

Preparacion de los andlogos de amonabactinas

Se decidio sintetizar los analogos A (10) y B (20) con el fin de determinar cuales son los
requisitos estructurales necesarios para el reconocimiento molecular de las proteinas

receptoras FstBy / o FstC.
Preparacion del andlogo A (10)

En la figura 9 se propone la ruta retrosintética para la obtencion del analogo A (10).

OH AN J\/N 2 \/@
BocHN N HOJ\/N

O
6
5 O
N/\/\/\NJJ\/ \H;© OiPr 1

OiPr
HoN NHBoc
Analogo A (10) OH TN
7 4
0
Figura 9. Ruta retrosintética del andlogo A (10).

Tal como se observa en la Figura 10, para la obtencion del analogo A (10) se partié de
una glicina comercial, compuesto 1, con el grupo amino protegido con Cbz. La
activacion del acido carboxilico del compuesto 1 con N-hidroxisuccinimida (2) y
posterior acoplamiento con la cadaverina monoprotegida con un grupo Boc 4 condujo
al compuesto 5. La aparicion de la seiial a 3,78 ppm correspondiente a los protones a
de la glicina y las sefiales a 3,10 y 3,01 ppm de los protones adyacentes a los
nitrogenos de la cadaverina en su espectro RMN !H confirman su obtencion.
Posteriormente, se realizd la desproteccion del grupo Cbz de la glicina mediante una
hidrogenacion catalitica para rendir el compuesto 6, que se acopld con el acido 2,3-
diisopropoxibenzoico (7) tras su activacién con N-hidroxisuccinimida (2) para dar la
amida 9. En los espectros de RMN tanto de *H como de 3C del compuesto 9, se puede
confirmar el acoplamiento de los dos fragmentos por a la presencia de dos sefiales a én
7,67 y a 6¢ 7,07 correspondientes a los protones aromaticos, y a cuatro seiales entre

119,3 y 127,3 ppm correspondientes a carbonos aromaticos. Por dltimo, la
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desproteccién con BCl; de los grupos isopropilos y del grupo Boc presentes en 9

permitio la obtencién del analogo A (10). (Figura 10)

O\V\_/V/o HoN_~_~_NHBoc

(0] H 2 o H 4
J\/N 0 N N © CH,Cl, DIPEA
HO e EDC . HC o g 2Cl,

o) CHcl,  © o 92%
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4 O 2%
5 2% 6
QOiPr
QiPr
0O .
O\N . OiPr
i 8 o |:r0 1.BCls, CH,Cl,
-78°C a -40°C
0 AN N T xe T,
6 > BocHN NJ\/ 20
CH,Cl, DIPEA H 5 Ho
31%
43% 9
OH
HO
Q H
AN N )J\/N
H,N N
0

Analogo A (10)
Figura 10. Esquema sintético del andlogo A (10).

En el espectro *H RMN del compuesto 10 se puede observar un singulete a &4 4,0
correspondiente al CHz de la glicina, dos sefiales entorno a 1,6 ppm correspondientes a
los CH; centrales de la cadaverina, dos sefales a 3,28 ppm y a 2,94 ppm de los CH;
adyacentes a los nitrégenos de la cadaverina. También se observan dos doble dobletes
a 7,30 ppm y a 6,98 ppm, y un doblete a 6,78 ppm, correspondientes a los hidrégenos

del grupo catecol (Figura 17 en Anexos).

En el espectro de RMN del 13C del compuesto 10 se puede observar la sefial a 43,9 ppm
correspondiente al CH, de la glicina, tres sefiales entre 24,5 y 29,9 ppm

correspondiente a los CH; centrales de la cadaverina, dos sefiales a 40,7 y 39,8 ppm de
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los carbonos adyacentes al nitrégeno, y dos sefales aromaticas a 6¢ 119,8 y 119,2 ppm

correspondientes a los carbonos del grupo catecol (Figura 18 en Anexos).

Preparacion del analogo B (20)
En la figura 11 se propone la ruta retrosintética para la obtencion del analogo B (20).
OH
by NH: o) HHO
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Figura 11. Ruta retrosintética del andlogo B (20).

Para la obtencién de este andlogo B (20) se partié igualmente de una glicina comercial,
compuesto 1, con el grupo amino protegido con Cbz. La activacién del acido carboxilico
del compuesto 1 con N-hidroxisuccinimida (2) y posterior acoplamiento con la lisina
protegida en su grupo amino con Boc, compuesto 11, condujo a la amida 12. La
apariciéon de una seial a 3,79 ppm, correspondiente a la glicina, y las sefiales a 3,15y
1,38 ppm debido a la presencia de la unidad de cadaverina en su espectro RMN *H
confirman su obtencidn. Posteriormente, se realizé la desproteccién de la glicina
mediante una hidrogenacidén catalitica para rendir el compuesto 13, que se acoplé con
el acido 2,3-diisopropoxibenzoico (7) tras la activacidon con N-hidroxisuccinimida (2)
para dar la amida 14. En los espectros de RMN tanto de *H como de 3C del compuesto
14, se puede confirmar el acoplamiento de los dos fragmentos debido a la presencia de
un multiplete a 7,00 ppm en su espectro de RMN de 'H correspondientes a los

hidrogenos aromaticos, y cuatro sefales entre 6¢ 119,4y 127,1 ppm correspondientes
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a carbonos aromaticos. Posteriormente, el grupo acido de la lisina del compuesto 14 se
activd con N-hidroxisucinimida (2), para rendir la amida 15, facilitando asi el
acoplamiento de ésta con el grupo amino de la cadaverina que esta unida al acido 2,3-
diisopropoxibenzoico (7), obteniéndose de esta forma el compuesto 19. En el espectro
de RMN !H se observan dos sefiales, una a 7,65 ppm que integra por dos protones y
una sefal a 7,05 ppm que integra por cuatro protones, confirmandose asi el
acoplamiento entre ambos fragmentos. Por ultimo, se realizd la desproteccién de los
grupos isopropilos y del grupo Boc presentes en 19 con BClz que permitié la obtencion

del andlogo A (20). (Figura 12)
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Figura 12. Esquema sintético del andlogo B (20).
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En el espectro de RMN de 'H del compuesto 20 se puede observar el singulete a 4,00
ppm correspondiente al CH, de la glicina, tres sefiales entorno a 1,6 ppm
correspondientes a los CH; centrales de la cadaverina y de la lisina, y tres sefiales entre
61 3,25 y 3,76 ppm pertenecientes a los CH; adyacentes a los nitrégenos. También se
observan la presencia de dos doble dobletes a 7,21 y 7,28 ppm, y un triple doblete a
6,95 ppm, todos ellos correspondientes a los hidrogenos del grupo catecol (Figura 42

en Anexos).

En el espectro de RMN de 3C del compuesto 20 se puede observar la sefial a &¢ 43,9
correspondiente al CH; de la glicina, una sefial a 54,5 ppm correspondiente al CH de la
lisina, siete sefiales entre 23 y 32 ppm correspondiente a los CH; centrales de la
cadaverina y la lisina, entre 29,6 y 32,2 ppm tres senales de los carbonos CH;
adyacentes al nitrégeno, y seis sefiales aromaticas entre 117,0 y 119,8 ppm

correspondientes a los carbonos del grupo catecol (Figura 43 en Anexos).

Los espectros de todos los compuestos sintetizados se encuentran recogidos en el

apartado de Anexos.

Aislamiento de las amonabactinas naturales

El presente trabajo también se centré en el aislamiento y caracterizacidon de los
sideroforos producidos por una cepa mutante de A. salmonicida subsp. salmonicida a
la que se le habia eliminado la capacidad de producir el sideréforo acinetobactina de
tal forma que solo biosintetiza las amonabactinas. Para tal fin, el sobrenadante del
cultivo de esta cepa mutante, realizado en condiciones deficientes de hierro, se liofilizd
y posteriormente se sometié a extraccién en fase sélida (SPE) a través de cartuchos
OASIS® HLB, usando gradiente de CH3CN en H,O con TFA al 0,1 %. De esta forma se
obtuvieron 7 fracciones, las cuales se analizaron mediante cromatografia liquida
acoplada con espectrometria de masas (LC/MS), para determinar cudl de las fracciones
contenian las aminobactinas. Dicho andlisis permitié localizarlas en la fraccién eluida
con CH3CN-H>0 (1:1) con TFA al 0,1 %. Esta fraccion se separé mediante HPLC, usando
una columna de fase reversa y como fase madvil un gradiente CH3CN-H,0 con TFA al 0,1

%, para dar lugar a dos fracciones mezcla. Estas fracciones fueron sometidas de nuevo
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a una segunda separacién por HPLC utilizando otra columna de fase reversa y como
fase movil un gradiente CH3CN- H,O con TFA al 0,1 %, obteniéndose finalmente 4
fracciones mezcla (A, B, Cy D) de las distintas amonabactinas.

La caracterizacion de las fracciones mezcla de amonabactinas obtenidas por HPLC se
realiz6 mediante RMN *H, identificindose asi el tipo de amonabactina presente en

cada fraccion.
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Figura 13. Espectro *H RMN de la fraccién A (P750/T789) (300 MHz, CDs0D).

En el espectro de RMN de H de la fraccién A se puede observar la presencia de dos
singuletes a 4,02 y 3,99 ppm correspondientes a los CH; de residuos de glicinas
indicando que contiene una mezcla de las amonabactinas P750/T789. La proporcion
1,3:1 entre las amonabactinas P750/T789 en la fraccion A se dedujo a partir de la
relaciéon de integrales entre la sefal a 7,5 ppm, caracteristica del protén H7 del
triptéfano de T789, y la sefial a 2,9 ppm, correspondiente a uno de los protones 3 de la

fenilalanina de P750.
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Figura 14. Espectro *H RMN de la fraccién B (P750/ T789) (300 MHz, CD30D).
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En el espectro 'H RMN de la fraccidon B también se puede observar los dos singuletes a
4,04 y 4,01 ppm correspondientes a los CH; de las glicinas de ambos compuestos que
indican que también contiene una mezcla de P750/T789. Pero en este caso, dado que
la integral de la sefial a 4,01 ppm, correspondiente a la amonabactina T789, es mayor
que la de la sefial a 4.04 ppm, correspondiente a la amonabactina T750, se deduce que
la T789 es mayoritaria en la mezcla. Adicionalmente, el hecho de que la sefal a 7,5
ppm, caracteristica del H7 del triptéfano de T789, posea una integral mayor que la
sefial a 2,9 ppm correspondiente a uno de los protones 3 de la fenilalanina de P750,

confirma que la T789 se encuentra en mayor proporcién en la fraccién B.
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En relacion con la fraccidn C, la ausencia de singuletes en torno a 4 ppm en su espectro

de RMN H indica que en la mezcla no estdn presentes las amonabactinas que

presentan glicina en su estructura como son la P750 y la T789. En este caso la

proporcién 2,4:1 entre las amonabactinas P693/T732 en la fraccién C se dedujo a partir

de la relacion de integrales entre la seiial a 7,58 ppm, caracteristica del protén H7 del

triptéfano de T732, y la sefial a 2,96 ppm, correspondiente a uno de los protones 3 de

la fenilalanina de P693.
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De igual forma en el espectro de RMN de 'H de la fraccién D tampoco se observa
ninguna sefial entorno a 4 ppm, por lo que se puede afirmar que en la mezcla tampoco
estan presentes las amonabactinas que presentan glicina en su estructura. De nuevo la
presencia de la sefial a 7,56 ppm, caracteristica del H7 del triptéfano de T732, junto
con la sefial a 2,9 ppm anteriormente indicada, indica que esta fracciéon esta

compuesta también por una mezcla de P693/T732 en una relacién 1,3:1.

55



RESULTADOS Y DISCUSIONES

Ensayos de la actividad siderofora

Una vez caracterizados correctamente tanto las fracciones aisladas que contienen las
amonabactinas como los andlogos sintetizados, se realizaron los ensayos de actividad
siderofora con el fin de determinar cudles son los requisitos estructurales para el
reconocimiento molecular de cada una de las proteinas receptoras (FstB y/o FstC).
Estos ensayos se realizaron sobre diversas cepas mutantes a las que se le habian
eliminado la capacidad de produccién de ambos sideréforos y la expresién de alguna

de las proteinas de membrana. Los resultados se muestran en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. Ensayos de actividad sideréfora de los andlogos sintetizados.

Compuesto Receptores Actividad | Reconocimiento
activos en la siderofora molecular

cepa mutada

FstB/FstC - No
Andlogo A
FstC -
(10)
FstB -
Ninguno -
FstB/FstC + FstB/FstC
Andlogo B
FstC +
(20)
FstB +
Ninguno -

En base a los resultados mostrados en la Tabla 1, que indican la ausencia de actividad
siderofora del andlogo A (10) y presencia de actividad en el andlogo B (20), se deduce
gue para derivados simplificados de las amonabactinas es necesaria la existencia de al
menos dos anillos de catecol para que el analogo sea reconocido por la proteina

receptora.
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Tabla 2. Ensayos de actividad sideréfora de las fracciones mezcla de amonabactinas

naturales.

Compuesto

Fraccion A
(P750/T789
1,3:1)

Fraccion B
(P750/T789,
mayoritariaT789)

Fraccion C
(P693/T732
2,4:1)

Fraccion D
(P693/T732,
1,3:1)

Receptores
activos en la

cepa mutada

FstB/FstC
FstC
FstB

Ninguno

FstB/FstC
FstC
FstB

Ninguno

FstB/FstC
FstC
FstB

Ninguno

FstB/FstC
FstC
FstB

Ninguno

Actividad

siderdfora

Reconocimiento

molecular

FstC

FstC

FstB/FstC

FstB/FstC

Del analisis de la actividad siderofora de las fracciones mezcla de amonabactinas

naturales, mostrado en la Tabla 2, se deduce que las que contienen la unidad de glicina

(P750/T789) son exclusivamente reconocidas por la proteina receptora FstC, mientras

que las que no poseen glicina (P693/T732) son reconocidas por ambas proteinas

receptoras. Este resultado parece indicar que la presencia de glicina en las

amonabactinas naturales es un requisito estructural clave en el reconocimiento

molecular exclusivo por parte de la proteina receptora FstC.
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Conclusiones

Durante este Trabajo de Fin de Master se han utilizado diferentes rutas sintéticas para
la obtencién de analogos de las amonabactinas y se han buscado las condiciones
adecuadas para el aislamiento de las amonabactinas naturales, con el fin de estudiar
su actividad siderdfora y determinar cuales son los requisitos estructurales necesarios
para el reconocimiento molecular de cada una de sus proteinas receptoras (FstB y/o

FstC).

Del trabajo realizado en el presente Trabajo de Fin de Mdaster se deducen las siguientes

conclusiones:

e Se han preparado los analogos A (10) y B (20) de las amonabactinas P750 y
T789.

e Se han aislado varias fracciones mezcla de las amonabactinas naturales a partir
de cultivos bacterianos de Aeromonas salmonicida susp. salmonicida.

e Se ha realizado la evaluacion de la actividad siderdfora de los compuestos
sintetizados y aislados.

e De la actividad siderofora de los andlogos sintetizados se deduce que es
necesaria la presencia de al menos dos anillos de catecol para que el
compuesto sea reconocido por la proteina receptora.

e De la actividad siderdfora de la mezcla de las amonabactinas naturales se
deduce que la presencia de glicina en su estructura determina el

reconocimiento exclusivo de la proteina receptora FstC.
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CONCLUSIONS

During this Master's thesis, different synthetic routes have been used to obtain
amonabactins-analogs and the appropriate conditions for the isolation of natural
amonabactinshave been investigated, in order to study their siderophore activity and
to determine the structural necessary requirements for the molecular recognition of

each of their receptor proteins (FstB and / or FstC).

From the work carried out in the present Master's Thesis, the following conclusions are

drawn:

Analogs A (10) and B (20) of amonabactins P750 and T789 have been prepared.

e Several mixture fractions of the natural amonabactins have been isolated from
bacterial cultures of Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida.

e From the siderophore activity of the synthesized analogs it was deduced that
the presence of at least two rings of catecol is necessary for the compound to
be recognized by the receptor protein.

e From the siderophore activity of the mixture of the natural amonabactinas, it

was deduced that the presence of glycine in its structure determines the

specific recognition of the receptor protein FstC.
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Figura 17. Espectro 'H RMN del compuesto 3 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 18. Espectro 13C RMN del compuesto 3 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 19. Espectro 'H RMN del compuesto 5 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 20. Espectro 13C RMN del compuesto 5 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 21. Espectro 'H RMN del compuesto 6 (400 MHz, CDCl3).

20180111-Av400-bbfo-A-0002-AS026.2.fid

ey Ao
BocHM H e

oma
ToQ
= W dde 7
g 3 Z N b
8 ] T ] |
- | L JU L
|
N A\ . I
T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura 22. Espectro 13C RMN del compuesto 6 (400 MHz, CDCl3).
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Figura 23. Espectro H RMN del compuesto 8 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 24. Espectro 13C RMN del compuesto 8 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 25. Espectro H RMN del compuesto 9 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 26. Espectro 13C RMN del compuesto 9 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 27. Espectro 'H RMN del compuesto 10 (300 MHz, CDs0D).
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Figura 28. Espectro 13C RMN del compuesto 10 (300 MHz, CDs0D).
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Figura 29. Espectro H RMN del compuesto 12 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 30. Espectro 3C RMN del compuesto 12 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 31. Espectro 'H RMN del compuesto 13 (300 MHz, CDs0D).
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Figura 32. Espectro H RMN del compuesto 14 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 33. Espectro 3C RMN del compuesto 14 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 34. Espectro H RMN del compuesto 15 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 35. Espectro 13C RMN del compuesto 15 (300 MHz, CDCls).
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Figura 36. Espectro H RMN del compuesto 17 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 37. Espectro *3C RMN del compuesto 17 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 38. Espectro 'H RMN del compuesto 18 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 39. Espectro 13C RMN del compuesto 18 (300 MHz, CDCls).
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Figura 40. Espectro H RMN del compuesto 19 (300 MHz, CDCl3).
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Figura 42. Espectro 'H RMN del compuesto 20 (300 MHz, CDs0D).
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Figura 43. Espectro 13C RMN del compuesto 20 (300 MHz, CDs0D).
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