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RESUMEN

La industria acuicola esta siendo enormemente afectada por la aparicion y propagacion
de enfermedades infecciosas en los peces, asi como por la evolucion y expansion de la
resistencia bacteriana a los antibi6ticos actuales. Por tanto, surge la necesidad de buscar
nuevas estrategias para prevenir y controlar esas enfermedades infecciosas con el fin de
desarrollar nuevos farmacos mas efectivos. La piscibactina (Pcb) es un sideréforo de tipo
fenolato responsable de la captacion de Fe3* de las bacterias Photobacterium damselae
subsp. piscicida y Vibrio anguillarum. Su baja estabilidad dificulta sus aplicaciones
biotecnoldgicas, por lo que se hace indispensable la preparacion de analogos estables de
Pcb para poder desarrollarlas. En este trabajo se propone disefiar un nuevo analogo
simplificado de Pcb con diferentes motivos estructurales deducidos mediante calculos
computacionales. Adicionalmente, se pretende llevar a cabo la preparacion de un
intermedio avanzado que pueda ser utilizado por el grupo de investigacion en la sintesis
de un analogo estable de Pcb que permita en un futuro desarrollar nuevas aplicaciones

biotecnologicas.

Los célculos computacionales mostraron que los modelos moleculares propuestos son
adecuados para su coordinacion con el Ga®*. Dado que durante la sintesis del analogo
simplificado de Pcb TZ OZ T (tiazolina-oxazolina-tiazol) tuvo lugar la oxidacién del
anillo de tiazolina, se decidi6 preparar el analogo T_OZ T (tiazol-oxazolina-tiazol),
obteniéndose un intermedio avanzado del mismo que permitira completar su sintesis en
el futuro. Todos los compuestos sintetizados se caracterizaron tanto por RMN como por

espectrometria de masas.

HOOC
TZ OZ_T T OZ_T
(tiazolina-oxazolina-tiazol) (tiazol-oxazolina-tiazol)

Palabras clave: siderdforo, piscibactina, andlogo TZ_OZ_T, andlogo T_OZ_T, célculos

computacionales.



RESUMO

A industria acuicola esta sendo enormemente afectada pola aparicion e propagacion de
enfermidades infecciosas nos peixes, asi como pola evolucion e aparicion da resistencia
bacteriana aos antibioticos actuais. Polo tanto, surxe a necesidade de buscar novas
estratexias para previr e controlar esas enfermidades infecciosas co fin de desenvolver
novos farmacos mas efectivos. A piscibactina (Pcb) é un sideroforo de tipo fenolato
responsable da captacion de Fe®* das bacterias Photobacterium damselae subsp. piscicida
e Vibrio anguillarum. A sUa baixa estabilidade dificulta as suas aplicacions
biotecnoldxicas, o que fai indispensable a preparacion de analogos estables de Pcb para
poder desenvolvelas. Neste trabajo proponse disefiar un novo analogo simplificado de
piscibactina (Pcb) con diferentes motivos estructurais deducidos mediante célculos
computacionais. Adicionalmente, preténdese levar a cabo a preparacion dun intermedio
avanzado que poida ser utilizado polo grupo de investigacion na sintese dun novo analogo

estable de Pcb que permita nun futuro desarrollar novas aplicacions biotecnoloxicas.

Os calculos computacionais mostraron que 0s modelos moleculares propostos son
axeitados para a stia coordinacion co Ga®*. Dado que durante a sintese do analogo
simplificado de Pcb T_OZ T (tiazol-oxazolina-tiazol) tivo lugar a oxidacién do anel de
tiazolina, decidiuse preparar o analogo T_OZ T (tiazol-oxazolina-tiazol) obtendo un
intermedio avanzado do mesmo que permitird completar a sta sintese no futuro. Todos
0s compostos sintetizados caracterizaronse tanto por RMN como por espectrometra de

masas.

TZ_OZ_T T OZ_T
(tiazolina-oxazolina-tiazol) (tiazol-oxazolina-tiazol)

Palabras clave: siderdforo, piscibactina, andlogo TZ_OZ_T, andlogo T_OZ_T, célculos

computacionais.



ABSTRACT

The aquaculture industry is being greatly affected by the appearance and spread of fish

infectious diseases and the evolution and spread of antimicrobial resistance to current
antibiotics. Therefore, the search for new strategies to prevent and control these infectious
diseases in order to develop new and more effective drugs, is urgently needed. Piscibactin
(Pcb) is a phenolate-type siderophore responsible for Fe3* uptake by the bacteria
Photobacterium damselae subsp. piscicida and Vibrio anguillarum. Its low stability
hampers its biotechnological applications, and so, the design of stable Pcb analogues is
essential to develop them. In this work, the design of a new simplified analogue of Pcb
with different structural motifs deduced by computational calculations is proposed.
Additionally, another objective was the preparation of an advanced intermediate that can
be used by the research group in the synthesis of a stable analogue of Pcb that allows in
the future to develop new biotechnological applications.

Computational calculations showed that the proposed molecular models are suitable for
coordination with Ga®*. Since during the synthesis of the simplified analogue of Pcb
TZ_OZ_T (thiazoline-oxazoline-thiazole), the oxidation of the thiazoline ring took place,
the preparation of the analogue T_OZ_T (thiazole-oxazoline-thiazole) was adressed. In
this way, an advanced intermediate was obtained which will allow the synthesis of that
analogue in the future. All the synthetic compounds were characterized by both NMR and
mass spectrometry techniques.

TZ_OZ_T T _OZ_T
(thiazoline-oxazoline-thiazole) (thiazole-oxazoline-thiazole)

Keywords: siderophore, piscibactin, TZ_OZ_T analog, T_OZ_T analog, computational

calculations.
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1 INTRODUCCION

1.1 PESCAY ACUICULTURA

El consumo de pescado aporta numerosos beneficios para la salud humana al tratarse de
un alimento con gran cantidad de proteinas y otros nutrientes, como &cidos grasos
poliinsaturados (omega-3 y omega-6), minerales y oligoelementos. La Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) recomienda consumir 200 g de pescado por semana, lo que
hace que la pesca y la acuicultura sean actividades esenciales para garantizar una

alimentacion adecuada, asi como para generar ingresos y puestos de trabajo en el mundo.*

Segun el informe de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO), la produccién mundial de animales acuaticos se estimd en
178 millones de toneladas en 2020, de las cuales el 51% provienen de la pesca de captura
(90 millones de toneladas) y el 49% de la acuicultura (88 millones de toneladas) (Figura
1). La produccion, el consumo y el comercio de pescado y productos acuicolas
disminuyeron ligeramente en 2019, debido a los efectos de la pandemia de COVID-19,
lo que representa una leve caida respecto al maximo histérico de 179 millones de
toneladas registrado en 2018. En 2020, la produccion de animales acuaticos aumentd un
0.2 % en comparacion con 2019 y disminuy6 el 0.6 % en comparacion con la produccién
récord anterior de 2018, ya que la pesca de captura disminuyo el 4.4 % en 2019 en
comparacion con 2018, y otro 2% en 2020. A pesar de la caida en la pesca de captura, la
acuicultura siguié mostrando un crecimiento en los tltimos dos afios, aungue a un ritmo

anual mas lento.?
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Figura 1. Produccion mundial de pesca y acuicultura desde 1950 a 2020. NOTA: Excluidos mamiferos acudticos,
cocodrilos, lagartos, caimanes y algas. Los datos se expresan en términos de equivalente en peso vivo.2
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Entre 1961 y 2019, la demanda mundial de alimentos relacionados con la pesca y la
acuicultura creci6 a una tasa media anual del 3.0 %, casi duplicando el aumento anual de
la poblacién mundial (1.6 %) en el mismo periodo. El consumo per cépita de alimentos
acuaticos de origen animal aumento en torno a un 1.4 % al afio, de los 9.0 kg (equivalente
en peso Vvivo) registrados en 1961 a los 20.5 kg en 2019. Los datos preliminares para el
afio 2020 apuntan a un descenso leve hasta los 20.2 kg. En ese mismo afio, la acuicultura
representd el 56 % de la cantidad de alimentos acuéticos de origen animal producidos y

disponibles para el consumo humano.?

China sigue destacando como primer pais productor en acuicultura en el mundo, con 70.5
millones de toneladas en 2020. La Union Europea, considerada como una unidad, produce
1.09 millones de toneladas, situandose en 12° lugar. En particular, Espafia se sitda en la
252 posicion con 276.6 toneladas, 4 puestos por debajo en comparacion con 2019 y un
descenso del -11.1 %. Sin embargo, Espafia es el Estado miembro de la Union Europea
con una mayor cosecha de acuicultura en 2020 (25.3 % del total de la Union).®

Africa
19%

Oceania
Europa 02%
21%

Ameérica
3.6%

Asia
916%

Figura 2. Distribucion de la produccion de acuicultura en los cinco continentes (a partir de FAO)3

La acuicultura marina en Espafia produjo 58761 toneladas de peces en 2021, lo que
supone un incremento del 13.7% respecto al afio 2020. Las principales especies cultivadas
son la dorada, la lubina, el rodaballo, la corvina y el lenguado, siendo Galicia la Gnica
region esparfiola que produce rodaballo, con una cosecha de 7681 toneladas en 2020, un

0.7 % menos que el afio anterior.®

La acuicultura ha seguido su ritmo de expansion e intensificandose especialmente a lo
largo de las dltimas décadas, aumentandose significativamente la densidad poblacional

de los animales acuaticos. Como consecuencia, la probabilidad de aparicion y



propagacion de enfermedades infecciosas, asi como la mortalidad de los individuos, se
ha visto incrementada, generando grandes pérdidas econdmicas en el sector.?# Ademas,
el uso generalizado de antibidticos ha contribuido a la propagacion de resistencia a los
antimicrobianos (RAM), siendo necesario el desarrollo de nuevos antibioticos mas
efectivos.® La utilizacion de antibidticos de amplio espectro que actian sobre dianas
terapéuticas muy conservadas presentes en multiples patdgenos bacterianos, producen
resistencia que se manifiesta a través de varios mecanismos tales como la modificacion
de dicha diana. Sin embargo, la utilizacion de antibioticos de espectro reducido que se
dirigen a patdgenos especificos, retrasan la aparicion de resistencia bacteriana.® Ademas
de estas resistencias, los peces son reservorios de patdgenos zoondticos como Aeromonas
hydrophilia y Photobacterium damselae que afectan no s6lo al animal huésped, sino
también a los humanos.” Por todas estas razones, la prevencion y el control de las
enfermedades bacterianas en la acuicultura es uno de los grandes desafios de salud publica

para la proxima década, por lo que se requieren nuevas estrategias para afrontarlo.

1.2 PRINCIPALES ENFERMEDADES BACTERIANAS DE PECESEN
ACUICULTURA

Existen varias bacterias patdgenas de peces, pero solo algunas representan un verdadero

problema a nivel mundial. Entre las enfermedades infecciosas méas dafiinas y que originan

mayores pérdidas economicas para la acuicultura se encuentran la yersiniosis, la vibriosis,

la fotobacteriosis y la forunculosis, todas ellas causadas por bacterias Gram-negativas.

1.2.1 YERSINIOSIS O ENFERMEDAD DE LA BOCA ROJA
La yersiniosis es una afeccion producida por la bacteria Yersinia ruckeri que afecta a gran

variedad de peces de distintas partes del mundo, siendo los salmonidos los mas
susceptibles. Los individuos afectados no presentan sintomas especificos, aunque se suele
observar un cambio en el comportamiento de los peces como nadar cerca de la superficie,
movimientos lentos o falta de apetito, y también hemorragias alrededor de la cavidad

bucal, en la superficie del cuerpo y en los 6rganos internos.

Existen diversos tratamientos para esta enfermedad, como los antibidticos, los
inmunoestimulantes, los probiédticos y las vacunas, siendo lo mas eficaz mantener altas
condiciones de higiene en los estanques lo que permite evitar los vectores portadores de

la misma.t



1.2.2 VIBRIOSIS
La vibriosis es una enfermedad septicémica hemorréagica aguda o cronica, causada por la

bacteria Vibrio anguillarum, que afecta tanto a peces de agua dulce o salada como de
agua caliente o fria (salmén, trucha, rodaballo, lubina, dorada, etc.). Se manifiesta en
tlceras, lesiones en la piel y con hemorragias en el vientre y las aletas.® Se conocen mas
de 20 serotipos de esta bacteria, pero sélo dos de ellos, el O1 y el O2, y en menor medida
el O3, son los responsables de la aparicion de infecciones por vibriosis.°

Esta enfermedad se trata habitualmente con antibioticos, sin embargo, la bacteria ha
adquirido resistencia a ellos. Algunos peces afectados sufren anorexia y no ingieren el
antibidtico que se les administra en el agua. Existen muchas vacunas comerciales para

prevenir la enfermedad, pero la mayoria solo protegen contra el serotipo O1.1

1.2.3 FORUNCULOSIS
La forunculosis es una enfermedad septicémica hemorréagica aguda o crdnica, causada

por la bacteria Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, que afecta a los peces
salménidos tanto de aguas dulces como saladas (salmén, trucha) y a algunos no
salmonidos (dorada, rodaballo, etc.). Se manifiesta con necrosis licuefactiva, aparicion de
Ulceras y hemorragias en aletas, musculos y 6rganos internos, produciendo también
cambios en el comportamiento de los peces.*? Esta patologia es la méas preocupante y la
que produce mayores pérdidas economicas en el cultivo de rodaballo en Galicia, debido
a la alta mortalidad que causa y a la rapida resistencia que desarrolla la bacteria a los

antibiéticos.®

Para combatir la enfermedad se emplean numerosas vacunas algunas no demasiado
eficaces, denominadas bacterinas, que se pueden suministrar por inyeccion, inmersién o
via oral. En los salmonidos se logran largos periodos de proteccién frente a la bacteria,

mientras que los resultados para el rodaballo no son satisfactorios.*

1.2.4 FOTOBACTERIOSIS O PASTEURELOSIS
La fotobacteriosis es una enfermedad causada por Photobacterium damselae subsp.

piscicida. Se manifiesta con la aparicion de nddulos blancos en los 6rganos internos o por
el agrandamiento del higado o el rifibn de peces como la dorada, lubina o lenguado.
Generalmente la enfermedad no presenta sintomas superficiales, aunque puede
observarse un oscurecimiento del color del cuerpo o la aparicion de hemorragias en la

base de las aletas. *



El uso indiscriminado de diversos antibioticos para paliar la patologia ha resultado en la
aparicion de cepas resistentes. Como consecuencia, lo mas eficaz es la administracion de

SUeros y vacunas para prevenir su aparicion.®

1.3 ELPAPELDEL HIERRO EN EL DESARROLLO BACTERIANO

Durante los procesos infecciosos, las bacterias compiten con el organismo infectado por
nutrientes como el hierro. El hierro es un micronutriente esencial para la mayoria de
organismos vivos, entre ellos las bacterias, ya que participa en numerosos procesos
bioldgicos como la sintesis de acidos nucleicos, la reparacion del ADN, la regulacion
génicay el transporte de oxigeno. Este elemento también actia como cofactor de distintas

enzimas metabolicas gracias a su quimica redox.%

A pesar de su elevada abundancia en la corteza terrestre, el hierro se encuentra
mayoritariamente a pH fisioldgico en su forma oxidada Fe®*, que es muy poco soluble en
agua en ambientes aerobios (Kps = 10%), precipitando como Fe(OH)s, y su
biodisponibilidad disminuye. Ademas, la mayoria de las bacterias requieren una
concentracion de 10°® M (concentracion citoplasmatica) para crecer, pero durante la
infeccion se encuentran en un entorno con déficit de hierro. Por ejemplo, la proteina
transferrina mantiene una concentracion de los iones férricos sobre 102* M en el suero
humano. Las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas han desarrollado una serie de
estrategias para superar la baja biodisponibilidad del Fe®*, entre las que destaca la

biosintesis y secrecion de sider6foros.8-20

1.4 LOSSIDEROFOROS

Los sideréforos son compuestos de bajo peso molecular (500-1500 Da) con elevada
afinidad y selectividad por el Fe3*, al que se unen formando complejos solubles. Son
biosintetizados y utilizados por la mayoria de las bacterias para conseguir Fe3* en medios
deficientes.’® Dado que el hierro es un elemento crucial tanto para el crecimiento
bacteriano como para el desarrollo de la infeccidn, estd demostrado que la produccion de
sideroforos es un factor de virulencia clave para que una bacteria potencialmente

patdgena pueda desarrollar el proceso infeccioso.

Los sider6foros pueden presentar otras funciones bioldgicas importantes para el
desarrollo bacteriano como el transporte de metales diferentes al hierro, el transporte de

no metales, el secuestro de metales toxicos o detoxificacion, la proteccion frente al estrés



oxidativo, la sefalizacion molecular (quorum sensing) y la actividad antibiotica cuyo
conocimiento estdn permitiendo el desarrollo de un gran ndmero de aplicaciones
biotecnoldgicas en medicina, tales como la biorremediacion y el desarrollo de agentes de
contraste para resonancia magnética nuclear de imagen.® Los sideréforos y sus analogos
son potenciales agentes antitumorales porque se basan en el principio de que un exceso
de disponibilidad de hierro esta relacionado con una incidencia mayor de canceres. Las
celulas cancerosas necesitan mas hierro que las células normales para proliferar y crecer
rapidamente, y al secuestrar el hierro, tanto los sider6foros como sus analogos pueden
evitar que lo obtengan, frendndose de esta manera su proliferacion y crecimiento. Existen
numerosos ejemplos de ensayos clinicos en los que sider6foros y sus analogos estan

siendo investigados como agentes anticancerosos.?

Pero una de las aplicaciones mas importantes es el desarrollo de nuevos antimicrobianos
utilizando la estrategia de caballo de Troya. Esta consiste en aprovechar los mecanismos
de captacion de hierro de determinadas bacterias, que utilizan sideréforos especificos,
para introducir dentro de la bacteria de forma mas efectiva los antibiéticos de interés.??
Para ello se prepara un conjugado formado por un analogo de sider6foro, que actia como
vector de entrada en la bacteria, un antibiético o farmaco conocido, que tiene actividad
antibacteriana en su forma libre, y un espaciador que une ambos elementos (Figura 3). El
fragmento de siderdforo al coordinarse con el Fe** es reconocido por proteinas especificas
de la bacteria patdgena introduciéndolo dentro de la célula y con ella el antibiético al que
esta unido. De esta forma se consigue eludir la baja permeabilidad de las membranas
bacterianas y aumentar la eficacia del antibiotico.?? El cefiderocol, una cefalosporina
siderofora sustituida con un catecol, fue el primer farmaco antimicrobiano para el
tratamiento de infecciones en humanos causadas por bacterias aerébicas Gram-negativas

que ha sido aprobado por las autoridades sanitarias que sigue esta estrategia (Figura 3).23
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Figura 3. Diagrama de la estrategia del caballo de Troya basados en siderdforos y estructura de cefiderocol



1.4.1 ESTRUCTURAS DE LOS SIDEROFOROS
Los sideroforos presentan grupos funcionales con atomos de oxigeno y nitrégeno

donadores de electrones, y una estructura que les permite actuar como ligandos
hexadentados y formar complejos octaédricos con el Fe®*. Los complejos de alto espin
sider6foro-Fe®* son muy estables termodinamicamente (K¢ > 10 M?) y la mayor

afinidad por el Fe** frente al Fe?* marcan su elevada selectividad.!®

Presentan una gran variedad de estructuras quimicas y, en funcion de la naturaleza
quimica de los ligandos bidentados de su estructura, pueden clasificarse en catecolatos,
hidroxamatos, a-hidroxicarboxilatos, hidroxifeniloxazolonas, a-aminocarboxilatos y a-
hidroxiimidazoles (Tabla 1), de los cuales los 3 primeros son los més abundantes. Los
valores de pK, de cada tipo dan idea de su afinidad por el Fe3*. También pueden

encontrarse sideréforos mixtos con ligandos de distinto tipo. °

Tabla 1. Clasificacion de los sideréforos mds comunes segtn su ligando bidentado.*®

Tipo de ligando Estructura pKa
o
Catecolato @[ 9.2,13.0
o
\N/O' N+,O'
Hidroxamato -~ 3.0,145
AT
o B
a-Hidroxicarboxilato L - 9.0
O (@] (@] O
[\ =\
Oo__N OX__N
Hidroxifeniloxazolona o=~ o 9.0
NH, NH,
o-Aminocarboxilato -~ 25,95
o0~ o -0~ o
o
o-Hidroxiimidazol Qi 6.0, 14.5
ZN
i

1.4.2 BIOSINTESIS Y MECANISMOS DE ENTRADA
Las bacterias se enfrentan a bajos niveles de Fe*" durante la infeccion de un huésped v,

Ccomo consecuencia, se activa la maquinaria transcripcional y se forman los elementos
necesarios para la sintesis, reconocimiento, transporte y procesamiento de los sideréforos.

En el citoplasma bacteriano estan las sintetasas de péptidos no ribosémicos
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(nonribosomal peptide synthetase, NRPS), responsables de la sintesis de la mayoria de
los sideroforos que, una vez formados, son liberados al medio extracelular, donde se
coordinan con el ion férrico formando los complejos sideréforo-Fe3*. Seguidamente son
reconocidos por receptores especificos y reintroducidos por diferentes mecanismos en

funcion del tipo de microorganismo.12°

Los mecanismos de adquisicion de sideroforos estan siendo profundamente estudiados en
las bacterias Gram-negativa. Este tipo de bacterias presentan una membrana externa de
fosfolipidos y liposacaridos, junto a una fina capa de peptidoglicano, que les aportan
estabilidad mecéanica, y una membrana interna de fosfolipidos, separadas por el
periplasma (Figura 4). Las proteinas de membrana externa (outer membrane protein,
OMP) actGian como receptores especificos de los complejos sideroforo-Fe®*, los
reconocen y transportan activamente al periplasma. EI complejo TonB (formado por la
caja TonBy las proteinas exbB y exbD) suministra la energia necesaria para desencadenar
el cambio conformacional de las OMP vy el transporte del complejo. Una vez en el
periplasma, los complejos se unen a proteinas periplasmicas de unién (periplasmic
binding protein, PBP) y avanzan hacia la membrana interna, donde una proteina de
membrana dependiente de ATP o transportador tipo ABC (ATP Binding Cassete) los
introduce en el citoplasma. Dentro de la bacteria, el hierro es desquelatado y liberado del
sideréforo por accion de una reductasa, ya que su afinidad por el Fe?* es mucho menor
que por el Fe** (ver Mecanismo A de la Figura 4). En otros casos, otras enzimas
especificas se encargan de la degradacion del sider6foro.?®?’ Existen casos, como en
Pseudomonas aeruginosa con el sider6foro pioverdina, en los que el Fe?* se libera ya en
el periplasma, donde el complejo sider6foto-Fe** sufre una reduccién. Un transportador
tipo ABC lo introduce en el citoplasma y el sider6foro es devuelto al medio extracelular

(ver Mecanismo B de la Figura 4).28
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Figura 4. Mecanismos de adquisicion de hierro mediante siderdforos en bacterias Gram-negativas.

Las bacterias Gram-positivas han sido menos estudiadas, pero al carecer de membrana
externa y periplasmay presentar una sola membrana, parece que una proteina similar a la
PBP reconoce directamente el complejo sideréforo-Fe3* y lo introduce dentro del

citoplasma con ayuda de un transportador tipo ABC. 2%/

Las bacterias pueden biosintetizar mas de un tipo de sider6foro, pueden adquirir nuevos
sistemas de captacion de hierro mediado por sideroforos por transferencia horizontal a
través de un plasmido, y emplear uno u otro en funcién de las condiciones del medio en

el que se encuentren, de la temperatura, el pH o la presencia de otros microorganismos.?

1.5 ELSIDEROFORO PISCIBACTINA

La fotobacteriosis constituye el principal problema patoldgico en el cultivo de doradas y
lubinas en los paises mediterraneos, entre ellos Espaiia, 1o que genera grandes pérdidas
economicas en la acuicultura marina a nivel mundial. La bacteria Photobacterium
damselae subsp. piscicida es el agente etiologico de la fotobacteriosis y utiliza la
piscibactina (Pch) como sideréforo responsable de la captacion de Fe®* para su

crecimiento y virulencia.*



La estructura de Pcb (1) es muy similar a la de yersiniabactina (Ycb, 2) (Figura 5), el
siderdforo implicado en la captacion de hierro de algunas especies patdgenas de Yersinia
como Y. pestis, causante de la peste bubdnica o la Peste Negra y Y. enterocolitica, capaz
de producir trastornos entéricos graves en humanos.®® La Pcb es un siderdforo de tipo
fenolato que presenta dos anillos de tiazolina (anillos B y D), uno de tiazolidina (anillo
C), posee cinco centros estereogénicos y, a diferencia de Ycb, carece de dos grupos metilo
en la posicién C14. La presencia del anillo de tiazolidina 1abil (anillo C) y del fragmento
de a-metiltiazolina B-hidroxi-2,4-disustituida sensible a condiciones &cidas (tiazolina

terminal, anillo D) podria explicar la baja estabilidad de Pcb.

G oL
Ga*?

OH Looc Nt
1,R=H \%7<

2,R = Me H H

Figura 5. Estructura de piscibactina (1), yersiniabactina (2) y el complejo de Ga3* de Pcb

1.6 ASPECTOS COMPUTACIONALES

La teoria de funcionales de densidad (DFT) es un método computacional que permite
estudiar las propiedades electrénicas y estructurales de sistemas moleculares. La DFT se
basa en el principio de que la energia total de un sistema depende solo de la densidad
electronica, que es una funcion de las coordenadas espaciales. La DFT es especialmente
util para estudiar complejos de hierro o galio, que son metales de transicidén con una gran
variedad de estados de oxidacion y geometrias. Estos complejos tienen aplicaciones en
campos como la catalisis, la biologia o la medicina. La DFT permite obtener informacién
sobre la estabilidad, la reactividad y explicar aspectos espectroscopicos de los complejos,

asi como sobre los mecanismos de las reacciones que involucran a estos metales.3!

Gracias al avance de la tecnologia informética, hoy en dia es posible realizar célculos
DFT con mayor rapidez y precision que nunca. Los ordenadores modernos tienen una
mayor capacidad de procesamiento, memoria y almacenamiento, lo que permite resolver
ecuaciones mas complejas y manejar modelos electronicos mas grandes. Ademas, existen
numMerosos programas y paquetes de software que facilitan la implementacion y el uso de
la DFT, ofreciendo una amplia gama de opciones y funcionalidades. ElI grupo de

investigacion en el que se ha realizado el presente trabajo de fin de méster tiene gran
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experiencia en la utilizacion de esta herramienta tan potente a traves de los ordenadores

del Centro de Supercomputacion de Galicia (CESGA).
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2 ANTECEDENTES

Este trabajo de fin de méster se desarrolld en el grupo de investigacion QUIMOLMAT-
PRONAMAR del Centro Interdisciplinar de Quimica e Bioloxia (CICA),* cuyos
miembros pertenecen también a la Facultad de Ciencias de la Universidade da Corufia
(UDC).

El grupo no solo tiene una gran experiencia en el estudio de sider6foros de bacterias
patdgenas en peces, sino también en el aislamiento y determinacion de productos de
origen natural, logrando identificar estructuralmente gran nimero de nuevos compuestos
naturales aislados de diversas fuentes naturales, sobre todo de origen marino. El estudio
de siderdforos en bacterias patdgenas en peces acuicultura y su aplicacion en el desarrollo
de nuevas aproximaciones en la diagnosis y el tratamiento contra las enfermedades
infecciosas que provocan dichas bacterias esta siendo desarrollado por el grupo desde
hace varios afios, en colaboracion con el grupo de Microbiologia del Dr. Manuel L. Lemos

de la Univ. De Santiago de Compostela.

El grupo del Dr. Manuel L. Lemos ha identificado, clonado y caracterizado un cluster
biogenético de aproximadamente 35 kb, que contiene los genes responsables de la sintesis
de un siderdforo de tipo fenolato.®® Se encontr6 una gran similitud entre el cluster
caracterizado y la secuencia de genes que codifica la sintesis de las proteinas implicadas
en la produccion de Ycbh.® Mas tarde, gracias a dicha colaboracion, el grupo
PRONAMAR logro el aislamiento y la elucidacion estructural del sider6foro Pcb, como
complejos de Ga* y Fe**, a partir de cultivos de la bacteria patdgena Gram-negativa
Photobacterium damselae subsp. piscicida en un medio CM9 con deficiencia de hierro.**
Durante el aislamiento de Pcb, se aislo y caracteriz6 un metabolito mas pequefio que fue
denominado prepiscibactina (PrePcb), que podria ser un posible intermediario de su
biosintesis. En su estructura presenta un grupo fenol, un anillo de tiazolina y otro de

tiazolidina fusionado con un anillo de y-lactama (Figura 6).

Figura 6. Estructura de prepiscibactina
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Unos afios mas tarde, lograron determinar que la FrpA es la proteina de membrana
receptora de Pcb. La clonacion, expresion de esta proteina en E. coli permitié al grupo de
investigacion aislar la proteina recombinante rFrpA. Su ensayo como vacuna en lenguado
mostré no solo elevadas propiedades inmunogénicas, sino también un alto grado de
proteccion. Estos resultados fueron patentados,® publicados®® y recibieron el premio de
transferencia por la Real Academia de las Ciencias de Galicia en 2021. La importancia
de Pcb fue descubierta posteriormente cuando descubrieron que también era producida
por Vibrio anguillarum. Ademas, demostraron que Pcb confiere més virulencia en peces
que el sideroforo vanchrobactina, otro sideréforo procedente de la bacteria V.
anguillarum también descubierto por el grupo PRONAMAR.®" Estudios posteriores
mostraron que Pcb no solo era producido por numerosas bacterias de las Vibrionaceae,®
como V. ordallii*® y V. neptunius®® (bacteria patdgena de moluscos) sino también en
bacterias de la especie Xenorhabdus szentirmaii, relacionando su produccion, en este
caso, a la actividad insecticida de estas bacterias.** Dada la importancia de Pcb, el grupo
de investigacion PRONAMAR logr6 completar su sintesis total como su complejo de
Ga®* en el afio 2021. Esta aproximacion sintética permitird desarrollar nuevos
tratamientos antimicrobianos contra la fotobacteriosis basados en la captacion del Fe3*.
Se establecio su configuracion absoluta como 9R, 10R, 12R, 13S, 17S y se comprobo que
la ausencia del grupo dimetilo en C14 en comparacion con Ycb cambia radicalmente la

reactividad del resto de la tiazolina B-hidroxi-2,4-disustituida dificultando su sintesis.*?

Las propiedades Optimas de coordinacion de metales que muestra la estructura de
piscibactina son prometedoras para su aplicacion en el disefio de nuevos agentes
quelatantes de metales, con numerosas aplicaciones biotecnoldgicas entre las que destaca
el disefio de vectores que puedan explotar la mencionada estrategia del Caballo de Troya.
Pero su baja estabilidad impide su uso como vector. Por esta razén, se hace indispensable
el disefio de analogos estables de Pcb, siendo necesario primero determinar cuéles son los
requerimientos estructurales para la coordinacion con el metal. En esta linea, y como
primera aproximacion, se llevo a cabo la sintesis de varios analogos en los que se encontrd
que: a) la sustitucion del anillo de tiazolina terminal (anillo D) por un anillo de tiazol le
confirid una mayor estabilidad y mantuvo ademas las propiedades quelatantes de Fe 3"y
Ga ¥*, asi como la actividad sideréfora; b) era crucial mantener la configuracion S del
grupo hidroxilo en la posicion 13, ya que los derivados tiazolicos con configuracion 13R

no quelataban, ni poseian actividad siderofora. Sin embargo, estos analogos simplificados
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de Pcb todavia seguian siendo inestables, probablemente debido a la presencia del anillo
de tiazolidina (anillo C) en su estructura.*® Por ello, dentro del proyecto SIDEROCLAM
financiado en la actualidad por el Ministerio de Ciencia e Innovacion,* se plantea la
preparacion de analogos simplificados y estables de Pcb con el fin de desarrollar nuevas

estrategias en la deteccion o eliminacidn de bacterias patdgenas productoras de Pchb.
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3 OBIJETIVOS

El objetivo final de este trabajo de fin de maéster es la preparacion de un intermedio

avanzado en la sintesis de un nuevo andlogo de piscibactina (Pcb) con estructura
simplificada, donde se sustituya el anillo D de tiazolina terminal por un tiazol, el anillo C
de tiazolidina por un anillo heterociclico mas estable y se mantenga la configuracion 13S
del centro estereogénico del carbono que presenta el grupo hidroxilo en su estructura.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

e Andlisis a través de calculos computacionales basados en la teoria de funcionales
de densidad (DFT) de modelos moleculares de analogos simplificados de Pcb que
mantengan la capacidad de coordinar con el Ga®*.

e Disefio de una ruta de sintesis de un analogo estable del sideréforo Pcb producido
por Photobacterium damselae subsp. piscicida.

e Preparacion y caracterizacion de un intermedio avanzado que nos permita en un

futuro la sintesis de un analogo simplificado de Pcb.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se discuten los célculos computacionales y las rutas sintéticas llevadas

a cabo para la preparacion de los analogos de Pcb y los resultados obtenidos.

41 CALCULOS COMPUTACIONALES

Como primer objetivo de este trabajo de fin de méaster se pretende disefiar un analogo
simplificado de Pch que pueda quelatar el Fe** y que sea mas estable que Pch. Para
comprobar si se pueden reemplazar los anillos de tiazolidina o tiazolina, mas dificiles de
obtener, por los de tiazol u oxazol, que al ser aromaticos son mas estables, y si se mantiene
la capacidad de formar complejos con Fe** o Ga®*, se plantean diferentes motivos
estructurales para ser estudiados mediante céalculos computacionales. Para ello se
propone: a) utilizacion de modelos con complejos de Ga®* en vez de Fe®* para que puedan
ser estudiados, una vez sintetizados, mediante técnicas de RMN; b) substitucion de la
tiazolina terminal (anillo D) presente en Pcb por un anillo de tiazol (T), ya que, tal como
ha demostrado el grupo en una reciente publicacion®®, esta sustitucion no afecta a la
formacion de complejos de Ga**; c) sustitucion de la tiazolina (TZ) presente en el anillo
B de Pcb por tiazol (T), oxazol (O), y oxazolina (OZ); y d) sustitucion de la tiazolidina
(TD) del anillo C de Pcb por tiazolina, oxazolina, oxazolidina (OD) y pirrolidina (P). De
esta manera se plantearon las estructuras modelos mostradas en la Figura 7, sobre las que
se realizaron calculos computacionales utilizando la teoria de funcionales de densidad
(DFT) para comprobar si estos modelos poseen la capacidad de formar complejos

octaédricos con Ga3".

El proceso comienza con busquedas conformacionales para cada modelo empleando el
software MAESTRO, usando una ventana de energia de 5 kcal/mol. En esta busqueda
inicial debido a su rigidez, todos los modelos dieron un solo conférmero mayoritario que
se minimizo energéticamente siguiendo sus frecuencias de vibracién con un modelo DFT
con una combinacion conjunto base B3LYP, funcional 6-31G+(d,p) y con una
contribucion de efecto de disolvente mediante el modelo polarizable continuo (IEFPCM)

utilizandose MeOH, todo ello implementado en el programa Gaussianl6.
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Figura 7. Modelos propuestos de andlogos del sideréforo Pcb coordinados con el Ga3*.
T:Tiazol; O:0xazol; TZ:Tiazolina; OZ:0Oxazolina; TD:Tiazolidina; OD:Oxazolidina; PC:Pirrolidina cis; PT:Pirrolidina trans

Para deducir la capacidad de cada uno de los modelos de formar complejos octaédricos
de Ga®" se utilizaron dos parametros: la suma de los tres angulos transversales que
forman el octaedro y las diferencias entre las medias cuadraticas entre el octaedro
formado por dos a&tomos de oxigeno y dos a&tomos de nitrégeno y un atomo de nitrogeno
y otro de oxigeno en el complejo de Ga®", suponiendo una esfera perfecta de coordinacion
octaédrica (ver figura de la Tabla 2). Estas optimizaciones de todos los analogos
propuestos permitieron observar el grado de distorsion de la esfera de coordinacion del
atomo de galio de geometria octaédrica. Aunque los angulos transversales de un hibrido
octaédrico ideal de Ga®*" d?sp® deben ser de 180°, esta estructura ptima no puede lograrse
debido a la distribucion asimétrica de los seis atomos coordinados (tres de oxigeno y tres
de nitrogeno). Lo ideal es que la suma de los angulos transversales de la estructura
octaédrica sea alrededor de 540° (tres veces 180°) y una desviacion de este valor dara una
idea de la estabilidad del complejo. Ademas, la diferencia entre la suma de las longitudes
de los enlaces Ga-heterodtomos para las disposiciones N-Ga-N, O-Ga-Ny O-Ga-O y la
distancia transversal entre los heterodtomos N-N, O-N, y O-O, respectivamente, dara
informacidn acerca del grado de distorsion de la estructura octaédrica. La suma de los
angulos transversales para las disposiciones O-Ga-O, O-Ga-N y N-Ga-N de las
estructuras DFT muestra un valor dentro de un rango de 489-501° (Tabla 2). En los
calculos realizados (Tabla 3), se observaron distancias promedio de 1.96 A para el enlace
Ga-0 en el O-Ga-0, 2.05 A para el enlace Ga-N en el O-Ga-N y 2.03 A para el enlace
Ga-N en las disposiciones N-Ga-N en todos los analogos, valores que estan en buena
concordancia con complejos de galio similares reportados en la bibliografia.*®4’

17



Consideramos que la desviacion estandar (STD) de la diferencia de los valores entre la
distancia transversal y la suma de las distancias metal-heterodtomo (N u O) en valor
absoluto es adecuada cuando se encuentra dentro del rango 0.02-0.05, descartandolo
cuando sea mayor de 0.05. Todos los andlogos de Pcb propuestos muestran angulos y

valores de STD adecuados para una buena coordinacion octaédrica con el Ga**

A la vista de los resultados obtenidos se decidio sintetizar inicialmente el analogo
TZ OZ_T (tiazolina-oxazolina-tiazol), aunque por complicaciones sintéticas que se
explicardn mas adelante, se sustituyd por el analogo T_OZ_T (tiazol-oxazolina-tiazol),

que también muestra valores adecuados para los dos parametros discutidos anteriormente.

Tabla 2. Angulos transversales en un entorno octaédrico para los andlogos de Pch propuestos.

Analogo ’0GaN 3SNGaN “Suma

TZ 0z T | 16470 | 16350 | 160.80 | 489.00
T OZT 166.00 | 163.00 | 160.00 | 489.00
TTD T 166.90 | 170.10 | 16050 | 497.50
TTZT 165.00 | 162.20 | 159.80 | 487.00
Oz TD. T | 16630 | 167.70 | 160.80 | 494.80
O ODT | 16680 | 16530 | 157.40 | 489.50
0 0z T | 166.00 | 160.20 | 158.40 | 484.60
TZTD T | 16660 | 171.00 | 162.90 | 500.50
TZPC T | 16630 | 171.10 | 164.40 | 501.80
TZPT.T | 16210 | 168.10 | 159.70 | 489.90

10- Ga -0 dngulo transversal. 20- Ga -N dngulo transversal. 3N- Ga -N dngulo transversal
4Suma = 2 dngulos (O- Ga -0 dngulo transversal + O- Ga -N dngulo transversal + N- Ga -N dngulo transversal)
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Tabla 3. Distancias ambientales octaédricas para los andlogos de Pcb propuestos. Longitudes de enlace en A.

X=0,S, CH,

Distancias Metal-O | Distancias Metal-N | Distancias Metal-N Distancias transversales
0 Metal-O 0O-0, O-N o N-N

Comp. 0-Ga-0O | 0-Ga-0O | N-Ga-O | N-Ga-O | N-Ga-N | N-Ga-N | O-O N-O (b) | N-N (c) | 'Aoo "Avo | "Awnn |2STD
TZ OZ T 2.03 1.93 2.12 1.92 2.03 2.06 3.93 4.00 4.03 0.03 0.04 0.06 | 0.04
TOZT 2.01 1.93 2.14 1.92 2.03 2.05 3.91 4.01 4.01 0.03 0.05 0.07 | 0.05
T TD T 2.01 1.90 2.21 1.91 1.99 2.05 3.89 4.10 3.98 0.02 0.02 0.06 | 0.03
TTZT 2.02 1.92 2.14 1.92 2.02 2.05 3.91 4.01 4.01 0.03 0.05 0.06 | 0.05
Oz TD T 2.03 1.90 2.24 1.93 1.95 2.05 3.90 4.15 3.94 0.03 0.02 0.06 | 0.04
O OD T 2.00 1.90 2.28 1.92 1.97 2.04 3.86 4.16 3.96 0.04 0.04 0.05 | 0.04
O 0zT 2.00 1.92 2.21 1.93 1.99 2.04 3.89 4.08 3.96 0.03 0.06 0.07 | 0.05
TZ TD T 1.99 1.90 2.20 1.92 1.98 2.06 3.86 4.10 3.99 0.03 0.02 0.05 | 0.03
TZ PC T 1.99 1.90 2.13 1.93 1.97 2.06 3.87 4.05 4.00 0.02 0.01 0.03 | 0.02
TZ PT_T 2.07 1.93 2.07 1.87 2.07 2.17 3.96 3.92 4.16 0.04 0.02 0.08 | 0.05

1Diferencia entre la distancia transversal y la suma de las distancias metal-heterodgtomo (N u O) (en valor absoluto)
2 Desviacion estandar de los valores de A en la entrada 1
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4.2 ANALISIS RETROSINTETICO DELANALOGO DE PCBTZ_OZ_T (TIAZOLINA-
OXAZOLINA-TIAZOL)

Para el disefio de la ruta sintética se planteo la retrosintesis del analogo del sideréforo Pch
en el que el anillo C de tiazolidina (TD) de naturaleza labil se sustituye por otro anillo de
oxazolina (OZ) que es mas estable. En base a estudios preliminares, se mantiene el anillo
D de tiazol (T) terminal, que confiere mayor estabilidad a la estructura, y la configuracion
13S para el grupo hidroxilo en esa posicion, que es necesaria para la quelatacion del Fe3*
y del Ga** (Esquema 1).*

Br O
OEt
(0]
O
Bromopiruvato de etilo
+ AO/\
CO,H )
E’W/ Acetato de etilo
(S) .
W ", OH
s NTH
N 0 (R)
4 ., " 'COH
Analogo Pcb TZ_OZ_T oH s .
=N
Fragmento B1 OH

Fragmento A1

S/>

- 2 'COOH CN

SO
COH

OH
Fragmento A1 [ 1 2-hidroxibenzonitrilo
+ +
HS
(s)

COo,Me AB»COOH

(R) - H,oN
HO—">NH
2
D-cisteina

éster metilico de D-serina

Esquema 1. Andlisis retrosintético para la preparacion del andlogo de piscibactina (Pcb) con los anillos de tiazolina-
oxazolina-tiazol (TZ_0OZ_T).

En el analisis retrosintético del andlogo de Pcb TZ_OZ_T, el anillo de tiazol terminal se
obtendria utilizando la metodologia de formacion de tiazoles de Hantzsch a partir del
fragmento B1 y el bromopiruvato de etilo.*® El fragmento B1 se formaria a partir del
acoplamiento entre el fragmento Al y el acetato de etilo. A su vez el anillo de oxazolina
del fragmento A1, se obtendria a partir del acoplamiento del compuesto 1 con el éster
metilico de la D-serina. Por ultimo, la tiazolina del compuesto 1 se formaria a partir del

acoplamiento entre el 2-hidroxibenzonitrilo y la D-cisteina.

20



4.3 ANALISIS RETROSINTETICO DEL ANALOGO DE PCB T_OZ_T (TIAZOL-
OXAZOLINA-TIAZOL)

A diferencia del analogo de Pcb anterior, en este analogo el anillo B de tiazolina (TZ) se

sustituye por otro anillo de tiazol (T), ademéas de cambiar el anillo C de tiazolidina (TD)

por oxazolina (OZ) y mantener el anillo D de tiazol (T) terminal y la configuracion 13S

(Esquema 2).
Br O
OEt
0]
O
Bromopiruvato de etilo
. )'LO/\
CO,H Acetato de etilo
(S) .

NSy Yy OH
S N~ "H ::> 0\ (r)
N SMN "ICO,H

L T2

Fragmento B2 OH
Fragmento A2
S
"\ coon CN
I &
OH OH
Fragmento A2 ::> 2 2-hidroxibenzonitrilo
+ +
NG
CO,Me ~—COOH
(R) : H,N
HO\/\NH2 2
D-cisteina

éster metilico de D-serina

Esquema 2. Andlisis retrosintético para la preparacion del andlogo de piscibactina (Pcb) con los anillos de tiazol-
oxazolina-tiazol (T_OZ T).

En el analisis retrosintético del analogo de Pcb T_OZ T, el anillo de tiazol terminal se
obtendria utilizando la metodologia de formacion de tiazoles de Hantzsch a partir del
fragmento B2 y el bromopiruvato de etilo (o-bromocetoéster).*® EI fragmento B2 se
formaria a partir del acoplamiento entre el fragmento A2 y el acetato de etilo. A su vez el
anillo de oxazolina del fragmento A2 se obtendria a partir del acoplamiento del
compuesto 2 con el éster metilico de la D-serina. Por altimo, el tiazol del compuesto 2 se
formaria a partir de la oxidacion de la tiazolina resultante del acoplamiento entre el 2-

hidroxibenzonitrilo y la D-cisteina.
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4.4 PREPARACION DELANALOGODEPCBTZ OZ T

La preparacion del acido carboxilico tiazolinico 1 se abordé mediante la condensacion de
2-hidroxibenzonitrilo y D-cisteina, como fuente quiral de la posicion 9R, a 65 °C en una
mezcla 1:1 de MeOH en un tampdn fosfato ajustado a pH 6.4 (Esquema 3).%>*° Aunque
en la bibliografia se emplea 60 °C, hemos comprobado que aumentando la temperatura a
65 °C se logra mejorar el rendimiento de la reaccion. La sefial mas caracteristica de 1 en
su espectro de RMN de 'H es un triplete (J = 8.8 Hz) a 5.42 ppm, correspondiente al

proton del carbono en la posicion o al grupo carboxilico, que indico la formacion del

anillo.
Tampon fosfato
pH 6.4/MeOH s
oN CIHHS— (1:1) " )...cooH
SSCOOH — —— = N
OH OHy HoN 82%

OH
1

2-hidroxibenzonitrilo clorhidrato de D-cisteina
monohidratado

Esquema 3. Preparacion del compuesto 1.
La sintesis del fragmento Al (Esquema 1) comenzo con el acoplamiento del compuesto
1 con el éster metilico de la D-serina bajo dos condiciones inertes diferentes (Esquema 4).
En el primer caso, se afiadié N-metilmorfolina (NMM), seguido de cloroformiato de
isobutilo a una solucién de 1 en THF anhidro a -25 °C y se agitd durante 10 min. A
continuacion, se afiadio el éster metilico D-serina junto con mas NMM, originando el
compuesto 2 como una mezcla de diastereoisomeros 2a-b.>° En un segundo caso, se
afiadid el éster metilico de la D-serina, el agente acoplante TBTU y EtsN a una solucién

de 1 en DMF anhidro, originando también 2 como una mezcla de diastereoisbmeros 2a-

b 51
S/>...COOH OH 1) iBUOCOCI, NMM THF, 66% SWO
+ (R) -
2) TBTU, Et3N, DMF, 84% z
oH HN COMe ) 3 0 oH COo,Me
1 éster metilico de D-serina (9S, 11R) 2a
(9R, 11R) 2b

Esquema 4. Preparacion del compuesto 2
A partir de la integral de la sefial de los protones del grupo CHs del éster metilico en sus
espectros de RMN de *H se dedujo la relacion de diastereoisomeros en cada uno de los
dos procedimientos. En el primero caso, se observo una relacion 1:1 de la mezcla de
diastereoisémeros, mientras que en el segundo caso, se obtuvieron en una relacion 1:3

(Figura 8). Por esta razén, este ultimo método se consider6 el mas adecuado para la
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formacion de 2a, y porque ademdas el rendimiento obtenido fue mayor. Los

diastereoisomeros 2a-b se separaron por cromatografl’a en gel de silice.

1 ©\/wa
kil A

-3
=)

o
-
0

75 70 65 60 55 50
fl (ppm)

N |

T T T T T T
3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0

0.33~

210

75 70 65 60 55 50 45 4.
f1 (ppm)

Figura 8. Espectro de *H-RMN del compuesto 2 bajo las condiciones: 1) iBuOCOCI, NMM, THF; 2) TBTU, EtsN, DMF.
Las sefiales mds relevantes aparecen coloreadas.

El siguiente paso consistio en la formacion de la oxazolina a partir del diastereoisomero
2a, para lo cual se ensayaron 3 condiciones distintas a) reactivo de Burgess en THF y a
60 °C,>%52 b) CI,SO en CH.Cl; a temperatura ambiente® y ¢) MoO- en tolueno y reflujo
azeotropico con la eliminacion de agua usando un Dean-Stark>® (Esquema 5). En todos
los casos, no tuvo lugar la ciclacion de formacion de oxazolina, observandose ademas que

se producia la oxidacidn de la tiazolina a tiazol.

a) Reactivo de Burgess, THF, 60°C

; o
S\(s 0 - ©Ous /ico,Me
3(--)'/{ on ) CISO, CHCl, YN 2
N HNM X - =N
Cco,Me
OH 2 MoO,, PhMe, 110°C
c) MoO, e 10 _ OH
v >
2a 3

Esquema 5. Intentos de preparacion del compuesto 3.

4.5 PREPARACION DELANALOGO DEPCBT_OZ_T

Debido a este inesperado resultado de oxidacion del anillo de tiazolina a tiazol, se decidid

preparar el andlogo T_OZ T, en vez del analogo TZ OZ T previsto anteriormente,
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teniendo en cuenta que seria necesario obtener el anillo de tiazol antes de la formacion de
la oxazolina. Los estudios computacionales de quelatacion con Ga®*" mostraron que este
modelo también posee una estructura adecuada con los pardmetros de suma de angulos

transversales de 489° (ver Tabla 2) y la desviacion estandar de 0.05 (ver Tabla 3).

Aprovechando los intermedios ya preparados, se ensayo el paso de oxidacion a partir de
las tiazolinas 1 (Esquema 6) y 2a (Esquema 7), bajo las mismas condiciones, adicion de
bromotriclorometano (BrCCls) y DBU en CH2Cl,.>*® La formacion del compuesto 4 a
partir del compuesto 1 (Esquema 6) no tuvo lugar, probablemente debido a la presencia
del grupo carboxilico libre. El tiazol 5 se formé a partir del compuesto 2a (Esquema 7),
ya que se observ la sefial mas caracteristica en el espectro de RMN de H del protdn
tiazolico como singulete a 8.12 ppm. La formacion del compuesto deseado se confirmo

también a partir de su espectro de masas de alta resolucion.

s
''\COOH BrCCI3 DBU :\>—COOH
(S) N
OH

CH2CI2 20 °C

1 4

Esquema 6. Intento de preparacion del compuesto 4 a partir del compuesto 1.

s\ PO
/>(S’( BrCCl, DBU N (r)/—OH
5}/‘ Sl —— HNEY
o CoMe  CHiCl -20°C oH Co,Me

79% 5
2a

Esquema 7. Preparacion del compuesto 5 a partir del compuesto 2
Con la presencia ya del anillo de tiazol en 5 se intentdé de nuevo la formacion de la
oxazolina en 6 mediante las mismas condiciones mencionadas anteriormente (Esquema
8). En ambos casos no tuvo lugar la formacion del anillo de oxazolina, probablemente
debido a la presencia del OH fendlico libre. En la reaccién de 5 con Cl>SO a 48 °C en
CH2Cl se observo la formacion del cloruro intermedio 5A (Esquema 9) tanto por TLC-
MS (presencia del grupo isotopico del atomo de cloro) como por *H-RMN en el que se
observa un desplazamiento quimico tipico de un CHz unido a un Cl en lugar de a un grupo
OH.
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Y

0 _
N aNE b) C1,SO, CH,Cl, 48°C N

s o a) Reactivo de Burgess, THF, 60°C \’>(','?)CO M
! e
| DL Y W e

Y

OH Co,Me

Esquema 8. Intentos de preparacion del compuesto 6.

s/\>\/{o swo

oH To,Me CH,Cl, 48°C oH COo,Me

5 5A

Esquema 9. Intento fallido de la preparacion del compuesto 6 con la formacion del cloruro 5A.

Con todos estos resultados se decidié modificar la ruta de sintesis, ya que se cree que es
necesario proteger el grupo OH fendlico, para lo que es necesaria la previa proteccion del
grupo acido del compuesto 1. Para ello, se protegié en primer lugar el acido carboxilico
de 1 como éster metilico empleando H2SO4 en MeOH a 65 °C para dar 7 (Esquema 10).#?
A continuacion mediante quimica de grupos protectores empleando silicio, el grupo
hidroxilo se protegié con TBDPSCI en presencia de una base.>”® La formacion de 7'y 8
se confirmd tanto por analisis de sus espectros de RMN de *H, como por sus espectros de

masas de alta resolucién.

L )
1ICOOH . S
S\ H2S0, sy© %M TBDPSC \/>"‘COOMe
- = >~ N
OH MeOH, 65°C OH Im, DMF

1% rend.cuantitativo OTBDPS

1 7
Esquema 10. Ruta de preparacién de los compuestos 7 y 8.

La oxidacion de la tiazolina 8, bajo las condiciones ya probadas para 2 (Esquema 11),

trajo consigo también la desproteccion del fenol que portaba el grupo protector TBDPS.

Para evitar la pérdida del grupo protector se invirtié el orden de las reacciones de

proteccion y oxidacion.

S/> S/\>;
</ COOMe BrcCel; DBU gy COOMe
N —> N
OTBDPS OTBDPS

CH,Cl, -20 °C
8 9

Esquema 11. Intento de preparacién del compuesto 9.
Una vez esterificado el compuesto 1, se oxid6 7 en las condiciones descritas previamente
con BrCCls y DBU, y se protegi6 el grupo OH en 10 como TBDPS, lograndose de esta
forma proteger los grupos carboxilico e hidroxilo (Esquema 12).

25



S/> S/>

- 1COOH o

: l\N S H,SO,4 S\ 5y COOMe
OH MeOH, 65°C

OH
71%
1 7
CH,Cl, -20 °C
BrCCl; DBU 79%
S S
" V—coome M —coome
N TBDPSCI N
-
OTBDPS Im, DMF OH
9 rend. cuantitativo 10

Esquema 12. Ruta de preparacion del compuesto 9.
Una vez obtenido 9, para el acoplamiento con el éster metilico de la D-serina fue necesario
realizar la desproteccién selectiva del éster metilico presente (Esquema 13).
Desafortunadamente, cuando se realizé la hidrolisis basica con hidroxido de bario en una
mezcla THF/H20 (1:1), aunque se logrd la formacion del acido tiazélico,®” también se
desprotegid el grupo OH fendlico, probablemente debido a la labilidad del grupo protector

TBDPS en estas condiciones.

S S
\/N\>»000Me 8H,0-Ba(OH), \/\>»000H
——¢— N
THF/H,0
OTBDPS OTBDPS
9 11
Esquema 13. Intento de preparacion del compuesto 11.
Una nueva modificacion de la ruta de sintesis llevo a emplear un grupo protector méas
robusto a las condiciones de reaccidn, por lo que se decidid utilizar el grupo isopropilo
('Pr) en vez de un grupo sililo. La isopropilacion de 10 para dar lugar a 12 se consigui6
afiadiendo 'PrBry K, en presencia de la base K2CO3 en DMF a 50 °C (Esquema 14).5° A

continuacion, se hidrolizé el éster metilico de 12 con Ba(OH):.

s N iPrBr S/\>; S/\>;
- _—
[ :[OH DMF, 50°C oiPr THF/H,O OiPr
rend. cuantitativo rend. cuantitativo
10 12 13

Esquema 14. Ruta de preparacion de los compuestos 12y 13.
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En los espectros de RMN de *H de los compuestos 12 y 13 se observan las sefiales
correspondientes al grupo 'Pr a 4.90 y 1.5 ppm (Figura 9). La formacion de ambos

compuestos se confirmé también por espectrometria de alta resolucion.

|
[
N
Il
‘ \
| A |
L ok .1 Aotk s A l dae l”
3 3 & & & d 4
o O o - o o o
- o | - M 0
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0
f1 (ppm)
[ 'II
5
2) |
|
\ ,{ |
1 ﬁ | I'
|
| L 1 |
M, “ | L _‘_JLAM___M
'S "B d A
c 8 ©So F o
S ST S 2
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 3.5 3.0 25 20 15 10 05 0

f1 (ppm)

Figura 9. Espectros de 1H-RMN: 1) compuesto 12; 2) compuesto 13. Las sefiales mds relevantes aparecen coloreadas.
Para el acoplamiento entre el compuesto 13 y el éster metilico de D-serina se utilizé el
agente acoplante TBTU y como base EtsN en DMF (Esquema 15).°! A diferencia del
compuesto 2a-b, al sustituir la tiazolina por tiazol, se evita la formacion y separacion de

posibles diastereoisdbmeros. Ademas, la reaccion es mas rapida gracias a la proteccién del

OH fendlico.
S (0]
S OH /\>\/(
\/\>>COOH TBTU \N OH
N (R) HN
+ iy
. H2N COZMe Et3N, DMF OiPr COQMe
QiPr
84%
13 éster metilico de D-serina 14a (11R)
14b (11S)

Esquema 15. Preparacion del compuesto 14.
Con el fin de determinar el exceso enantiomérico de 14a-b se formé el éster del alcohol
primario con el 4&cido (S)-O-acetilmandélico en presencia de N,N'-

diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 4-(dimetilamino)-piridina (DMAP) (Esquema 16).
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Aunque la reaccion no tuvo lugar en su totalidad, fue suficiente para poder deducir el

exceso enantiomérico.

o
S,
HO (.)
z O )
s \ 0 OAc S o o
- oy &cido (S)-(+)-O-acetilmandélico /\>—< o] OAc
N = 11
HN{ N HN{
DCC, DMAP CO,Me
; CO,Me 2
OiPr 2 CH,Cl, OiPr
15a (11R, 16S)
14a-b 15b (11S, 16S)

Esquema 16. Preparacion del compuesto 14A.
En el espectro de RMN de 'H se puede ver la presencia de dos diastereoisémeros 15a-b
en la sefial correspondiente a los protones del grupo metilo del éster metilico a 3.62 ppm
y la de los protones diastereotopicos del CH2 en posicion f§ al éster metilico a 4.67 ppm
(Figura 10). La integracion de dichas sefiales para cada uno de los diastereoisomeros
permite determinar que el diastereoisomero 15a (11R, 16S) se obtuvo con un 85% de
exceso enantiomerico respecto a 15b (118, 16S). Esto demostraria que en algin momento

de la sintesis tiene lugar una ligera epimerizacion de la posicion C11.

o
= o

4.75 4.70 4.65 4.60 4.55 4.50 4.4p
f1 (ppm) V

I}

T T T v T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 8.0 7.5 7.0 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 10. Espectros de *H-RMN de los compuestos 15a-b. Las sefiales mds relevantes aparecen coloreadas
Una vez alcanzado este punto, se intentaron de nuevo las condiciones de formacién de la
oxazolina a partir de la ciclacion del compuesto 14a con el reactivo de Burgess y con
Cl,SO a 48 °C, seguida de la adicion de una base como es Na;CO3 (Esquema 17).%° En

ambos casos, la reaccion no tuvo lugar como se esperaba.
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o a) Reactivo de Burgess, THF, 60°C O——>(_R)
PN N N, 7 'CO,Me
= OH ray > S N

N gn&B =N

/ b) C1,SO, CH,Cl, 48°C, Na,COs
oiPr COMe >

OiPr
14a 16

Esquema 17. Intentos de preparacion del compuesto 16.
En la reaccion de 14a con CI2SO en CH:Cl2 se observd la sustitucion del grupo OH por
el cloro que, tras afiadir el Na,COz y calentando, trajo consigo la formacion de un alqueno

en a al éster metilico 17 (Esquema 18), fruto del proceso de eliminacion del cloruro

intermedio.
S/\>\/(O Na,CO
Cl,SO axL03
@N HnEy O — = i)/‘ o —
B CH,Cl, -
OiPr COyMe OiPr CO OiPr COZMe
14a

Esquema 18. Preparacion del compuesto 17.
En el espectro de RMN de 'H de 17 se observan las sefiales de los protones
diastereotopicos vinilicos a desplazamientos de 6.8 y 6.0 ppm (Figura 11), que junto con

el experimento HSQC-editado (Figura 12) confirman la formacion del producto con el

doble enlace.

S i\ (0]
NS
N HN\(
OiPr CO,Me (D
ol
o

J | 1

l"l s
w
(l (=

11.5 11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 85 8.0 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

a

11101 cm——

-109{ ﬁ—\

+41.00x

0.91«

0y
0.964

Figura 11. Espectro de *H-RMN del compuesto 17. Las sefiales mds relevantes aparecen coloreadas
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Figura 12. Espectro HSQC-editado (CHs y CH en rojo, CH; en azul) del compuesto 17.
En vista de los resultados obtenidos, se buscaron otras alternativas para la formacion de
la oxazolina como la utilizacion de los reactivos como el DAST (trifluoruro de
dietilaminoazufre) y el Deoxo-Fluor (trifluoruro de bis-(2-metoxietil)aminoazufre). En
numerosos estudios se ha demostrado que ambos conducen a la ciclacion deshidratante
de B-hidroxiamidas en oxazolinas a baja temperatura de forma simple y sintéticamente

versatil (Figura 13).61-64
R

OHOIR “H,0 O_S\

Figura 13. Ciclodeshidratacion de 8-hidroxiamidas a oxazolinas.®t

Los rendimientos reportados en ambos casos son parecidos, pero en el caso de las B-
hidroxiamidas derivadas de la serina, como la de este trabajo, los rendimientos reportados
resultaron ser mayores cuando se emplea DAST. Por el contrario, los rendimientos de
ciclacion de las B-hidroxiamidas derivadas de la treonina son mayores con Deoxo-Fluor.®
Por este motivo, para la formacion de la oxazolina deseada se hizo reaccionar 14a con un
ligero exceso de DAST a -78 °C, seguido de la adicion de K>COs (Esquema 19),

obteniéndose 16 con un alto rendimiento (92%).
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14a

Esquema 19. Preparacion del compuesto 16.

DAST, K,COj

CH,Cl, -78°C
92%

QiPr

2 ) %o
S/ﬁ/kN Hlvle
—N

16

En el espectro de RMN de 1H de 16 las sefiales aparecen desplazadas con respecto a las

del compuesto 14, destacando las de los protones o y B al éster metilico de la serina

(Figura 15). La espectrometria de alta resolucién confirm6 también la formacion del

producto deseado.

1)
g%y £ 8 g3 3 &
— 0 = - o oM o ©
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Figura 14. Espectros de 1H-RMN del alqueno del compuesto 16. Las sefiales mds relevantes aparecen coloreadas

Tras conseguir la ciclacion y obtencion de 16 se continuara en la tesis doctoral con la

sintesis del analogo simplificado de Pcb T_OZ_T siguiendo el anélisis retrosintético

planteado.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 METODOS GENERALES
Las reacciones que requieren condiciones anhidras se llevaron a cabo bajo una atmosfera

de argon desoxigenado seco (Ar C-50). Los disolventes y las disoluciones anhidras se
afiadieron al medio de reaccion empleando una jeringa seca. Las reacciones a 0 °C se
realizaron empleando bafios de hielo/agua y para alcanzar temperaturas inferiores se
empled una sonda de refrigeracion Cryocool-inmersion CC-100 Il (Neslab) en un bafio
de acetona o0 MeOH. Cuando fue necesario, las reacciones se calentaron utilizando una

placa de agitacion equipada con un bloque de calentamiento de aluminio.

El disolvente seco CH2Cl se obtuvo presecandolo y refluyéndolo sobre hidruro de calcio
(CaHz), mientras que en el caso del DMF, EtsN y THF se us6 una version comercial del
99.8% de pureza extra seca, AcroSealTM de ACROS OrganicsTM. El resto de

disolventes y reactivos se utilizaron sin purificar.

Las reacciones se siguieron por cromatografia de capa fina (thin-layer chromatography,
TLC) usando cromatoplacas de gel de silice GF-254 Merck que se visualizaron bajo
radiacion UV (A=254 nm) o, en casos concretos, se revelaron por inmersion en una
disolucién de &cido fosfomolibdico (10% m/v en EtOH) o en una disolucion de ninhidrina
(0,2% en EtOH) y posterior calentamiento. En algunas reacciones este método no fue
efectivo, por lo que se recurrié a TLC-MS empleando el médulo CAMAG Interfase 2
conectado a un espectrdmetro Bruker AmaZon speed Toxtyper®. En los casos en los que
no se distinguian los productos por ninguna de las técnicas anteriores, la reaccion se siguié
por HR-ESIMS y RMN-H.

Las purificaciones que se realizaron se hicieron mediante cromatografia de media presion
en columna de gel de silice (tamafio de particula 230-400 mesh, tamafio de poro 60 A)
ACROS OrganicsTM.

La caracterizacion por resonancia magnética nuclear se realizd en un espectrometro
Bruker Avance 300 con una consola NEO (300 MHz para *H y 75 MHz para **C) del
CICA (Centro Interdisciplinar de Quimica e Bioloxia). Los disolventes deuterados
utilizados fueron los siguientes: CDCl3z (99.8% D) y CD30D (99.8% D). Los espectros
de masas electrospray (ESI) se realizaron en un espectrometro de masas ThermoLTQ
Orbitrap Discovery del SAI (Servicio de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de

A Corufa).
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En cuanto a los métodos computaciones, las busquedas conformacionales de los analisis
de DP4+ se realizaron empleando el software MAESTRO, usando una ventana de energia
de 5 kcal/mol. Las geometrias DFT se calcularon utilizando Gaussian 16 con la
combinacion B3LYP/6-31G+(d,p) y un modelo IEFPCM de MeOH. También se
realizaron calculos de frecuencia de vibracion para confirmar la ausencia de conformeros

con puntos de silla.

5.2 PROCEDIMIENTOS Y CARACTERIZACION
5.2.1 SINTESIS DE 1

Tampoén fosfato
pH 6.4/MeOH

. S
CN CIH-HS (1:1) ~)..cooH
OH OHy'HoN 82%

OH
1

2-hidroxibenzonitrilo  clorhidrato de D-cisteina

monohidratado
A una solucion de 2-hidroxibenzonitrilo (300 mg, 2.52 mmol) en 50 mL de una mezcla
MeOH/tampodn fosfato 0.1 M a pH = 6.4 (1:1), se afiadi6 clorhidrato de D-cisteina
monohidratado (885 mg, 5.03 mmol.). La mezcla de reaccion se ajusté a pH = 6.4
afiadiendo K>COs y se agitd a 65 °C toda la noche. El disolvente se elimind a presion
reducida. El solido resultante se redisolvié en agua (50 mL) y la solucion se acidifico a
pH = 2-3 mediante la adicién de 5% HCI. La fase acuosa se extrajo con CH2Cl (3 x 20
mL). Las fases orgénicas se combinaron, se secaron con MgSOQgs, se filtraron y el
disolvente se elimind bajo presion reducida para dar 1 como una espuma marron (458.5
mg, 82%). RMN-'H (300 MHz, CDCls) & ppm: 7.48 — 7.33 (m, 2H, H3-H5), 7.03 (d, J
= 8.0 Hz, 1H, H6), 6.90 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H4), 5.42 (t, J = 8.8 Hz, 1H, H9), 3.79-3.53
(m, 2H, H8). RMN-3C (300 MHz, CDCIs) & ppm: 175.39 (COOH, C10), 174.08 (C,
C7), 159.24 (C, C1), 134.00 (CH, C5), 131.01 (C, C3), 119.28 (CH, C4), 117.54 (CH,
C6), 115.99 (C, C2), 76.35 (CH, C9), 33.75 (CH>, C8). (+)-HRMS (ESI) m/z: 224.0376
[M+H]* (calcd. para C10H10NO3S*: 224.0376).
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5.2.2  SINTESIS DE 2

5.2.2.1 Método A

S/> COOH OH iBUOCOCI, NMM SWO
- ol DU ; ~ OH
(:EI\N ) ' g(R) THF, 66% ] dN HNM
'CO,Me » 6670 F
CIH-HyN CO,Me
OH 2 OH 2
1 cIorhidrato.dt'a D- serina 2a-b
metil éster

A una solucion de 1 (240 mg, 1.08 mmol) en 10 mL de THF anhidro a -25 °C, se afiadio
N-metilmorfolina (NMM) (170 uL, 1.54 mmol), seguido de cloroformiato de isobutilo
(195 uL, 1.54 mmol) y se agito a -25 °C durante 10 min. Luego se afiadio clorhidrato de
éster metilico de D-serina (120 mg, 771 pumol), seguido de NMM (170 pL, 1.54 mmol).
Se dejé calentar gradualmente hasta temperatura ambiente y se agit6 toda la noche baja
atmosfera inerte. Pasado este tiempo, la mezcla se inactivé con una solucion saturada de
NaHCOz3 y se extrajo con EtOAc (3 x 20 mL). Las fases organicas se combinaron, se
secaron con MgSQOyg, filtraron y se concentraron a presion reducida para dar 2a-b como
un aceite viscoso (234.0 mg, mezcla diastereoisémeros 1:1, 66%). RMN-'H (300 MHz,
CDClIs) 6 ppm: 7.47 (d, J=7.9 Hz, 1H, H3), 7.41 (t, J=7.9 Hz, 1H, H5), 7.23 (s, 1H, NH),
7.04 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H6), 6.92 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H4), 5.34 (dt, J = 9.1, 3.6 Hz, 1H,
H9), 4.71-4.63 (m, 1H, H11), 4.00 (m, 2H, H12), 3.82 (s, 1.5H, H14), 3.76 (s, 1.5H, H14),
3.70 (dd, J = 9.1, 2.5 Hz, 2H, H8), 2.42 (s, 1H, OH). (+)-HRMS (ESI) m/z: 325.0854
[M+H]" (calcd. para C14H17N20sS": 325.0853).

5.2.2.2 Método B

S
3(§)ICOOH o TBTU, Et;N S/>('S')"/(O o
N » El3 = H
+ g(R) _— N HNM

ry 2
OH CiH-H,NT ©02Me  DMF, 50% oH Co,Me
1 clorhidrato de D- serina 2

o a

metil éster

A una solucion de 1 (268 mg, 1.20 mmol) en 10 mL de DMF anhidro, se afadio
clorhidrato de éster metilico de D-serina (170 mg, 1.09 mmol), TBTU (351 mg, 1.09
mmol) y EtsN (380 pL, 2.73 mmol) y se agitd durante toda la noche bajo atmoésfera inerte.
El disolvente se elimind a presion reducida y el solido obtenido se disolvio en EtOAc (30
mL) y se lavo con una solucién saturada de NaHCOs, agua, 0.05 M HCI, agua y una
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solucion saturada de NaCl (salmuera). La fase organica se seco con MgSQsa, se filtro y
concentrd a presion reducida para dar 2a-b como un sélido amarillo (296.9 mg, mezcla
de diastereoisomeros 1:3, 84%). El residuo se purificé mediante columna de gel de silice
(SiO2, hexano a hexano/EtOAc al 40%), recogiéndose el diastereisomero 2a mayoritario
(175.70 mg, 50%) como un sélido blanco. RMN-'H (300 MHz, CDClz) & ppm: 7.47 (d,
J=7.8Hz, 1H, H3), 7.41 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H5), 7.22 (s, 1H, NH), 7.04 (d, J = 7.8 Hz,
1H, H6), 6.92 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H4), 5.35 (t, J = 9.0 Hz, 1H, H9), 4.72- 4.64 (m, 1H,
H11), 4.08-3.86 (m, 2H, H12), 3.82 (s, 3H, H14), 3.70 (dd, J = 9.0, 1.9 Hz, 2H, H8), 2.37
(s, 1H, OH). RMN-1C (300 MHz, CDCIls) & ppm: 176.25 (COOMe, C13), 170.88 (C,
C7), 170.37 (C, C10), 159.06 (C, C1), 134.15 (CH, C5), 131.10 (CH, C3), 119.51 (CH,
C4), 117.58 (CH, C6), 116.06 (C, C2), 78.24 (CH, C9), 63.33 (CH2, C12), 55.08 (CH,
C11), 53.25 (CHs, C14), 34.14 (CH2, C8). (+)-HRMS (ESI) m/z: 347.0675 [M+Na]*
(calcd. para C14H16N2NaOsS*: 347.0672).

5.2.3 SINTESISDE 5

e BrCCls, DBU S/MO
iy r 3, X OH
SoMe  CHaCl, -20°C oH COo,Me

OH
79%

2a

A unasolucion de 2a (200 mg, 617 umol) en 20 mL de CH2Cl anhidro, se le afiadié DBU
(250 pL, 1.67 mmol) y la solucidn resultante se agité a —20 °C durante 5 min. Luego se
afiadio bromotriclorometano (BrCClz) (100 pL, 1.01 mmol). La solucion se calento6
lentamente a temperatura ambiente y se agitd durante 2 horas bajo atmosfera inerte.
Pasado este tiempo se observé el consumo total del producto de partida. La mezcla de
reaccion se lavo con una solucién saturada de NaHCO3, agua, 0.05 M HCI, agua y
salmuera. La fase organica se seco con MgSOs, se filtrd y concentrd a presion reducida
para dar 5 como un polvo blanco (157.6 mg, 79%). RMN-'H (300 MHz, CDCls3) é ppm:
11.06 (s, 1H, OH), 8.10 (s, 1H, H8), 7.79 (d, J = 7.4 Hz, 1H, NH), 7.60 (d, J = 7.7 Hz,
1H, H3), 7.36 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H5), 7.07 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H6), 6.93 (t, J = 7.7 Hz,
1H, H4), 4.89-4.81 (m, 1H, H11), 4.18-4.02 (m, 2H, H12), 3.84 (s, 3H, H14), 2.78 (s, 1H,
OH). RMN-13C (300 MHz, CDCIls) & ppm: 170.57 (COOMe, C13), 169.84 (C, C7),
160.52 (C, C10), 156.42 (C, C1), 148.55 (C, C9), 132.87 (CH, C5), 127.75 (CH, C3),
122.89 (CH, C8), 120.15 (CH, C4), 118.05 (CH, C6), 116.41 (C, C2), 63.38 (CH2, C12),
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55.16 (CH, C11), 53.16 (CHs, C14). (+)-HRMS (ESI) m/z: 345.0517 [M+Na]* (calcd.
para C1sH14aN2NaOsS™: 345.0516).

5.2.4 SINTESIS 7

S/> s

. \COOH /> ,

@N (S) H,SO, . N 5 COOMe
OH MeOH, 65°C

OH
0,
1 71% 7

Sobre una solucion de 1 (300 mg, 1.34 mmol) en 20 mL de MeOH, se afiadié HSO4 90-
91% (100 uL, 1.68 mmol) y la mezcla se agit6 a reflujo (65 °C) toda la noche. Al cabo de
este tiempo, se dejo alcanzar temperatura ambiente y se neutralizé con K2COs. Una vez
apH =7, se filtré y el filtrado se concentrd a presion reducida. El residuo se distribuy6
entre EtOAc (20 mL) y H>O (20 mL), se separaron las fases y la fase acuosa se lavo con
EtOAc. Las fases organicas se combinaron y lavaron con salmuera, se secaron con
MgSOs, filtraron y concentraron a presion reducida para dar 7 como un aceite marrén
(225 mg, 71%). RMN-'H (300 MHz, CDClz) & ppm: 7.46-7.33 (m, 2H, H3-H5), 7.01
(d, J =8.0 Hz, 1H, H6), 6.89 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H4), 5.36 (t, J = 9.0 Hz, 1H, H9), 3.83
(s, 3H, H11), 3.74-3.49 (m, 2H, H8). RMN-13C (300 MHz, CDCls) & ppm: 174.50
(COOMe, C10), 170.82 (C, C7), 159.30 (C, C1), 133.74 (CH, C5), 130.95 (CH, C3),
119.14 (CH, C4), 117.44 (CH, C6), 116.13 (C, C2), 76.86 (CH, C9), 53.08 (CH, C11),
33.34 (CHz, C8). (+)-HRMS (ESI) m/z: 260.0353 [M+Na]® (calcd. para
C1:H1:NNaOsS*: 260.0352).

5.2.5 SINTESIS DE 10

S/> S/\>‘
S\ o/ COOMe . )—CcooMe
BrCCl; DBU N
OH >

CH,Cl, -20 °C OH
7 79% 10

A una solucion de 7 (190 mg, 801 pumol) en 10 mL de CH2Cl> anhidro, se afiadié DBU
(280 pL, 2.20 mmol) y la solucion resultante se agité a —20 °C durante 5 min. Luego se
afiadio BrCClz (130 uL, 1.32 mmol). La solucién se calento lentamente a temperatura
ambiente y se agito durante 2 horas bajo atmdsfera inerte. Pasado este tiempo, se observo
el consumo total del producto de partida. La mezcla de reaccion se lavd con una solucién

saturada de NaHCOs3, agua, 0.05 M HCI, agua y salmuera. La fase organica se secé con
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MgSOs, se filtrd y concentrd a presion reducida para dar 10 como un solido blanco (157.6
mg, 79%). RMN-!H (300 MHz, CDCls) & ppm: 8.11 (s, 1H, H8), 7.62 (d, J = 8 Hz, 1H,
H3), 7.36 (t, J = 8.0 Hz, 1H, H5), 7.09 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H6), 6.93 (t, J = 8.0 Hz, 1H,
H4), 3.96 (s, 3H, H11). RMN-3C (300 MHz, CDCIs) 8 ppm: 169.50 (COOMe, C10),
161.15 (C, C7), 157.20 (C, C1), 145.87 (C, C9), 132.71 (CH, C5), 127.49 (CH, C3),
125.37 (CH, C8), 119.70 (CH, C4), 118.30 (CH, C6), 116.40 (C, C2), 52.65 (CH3s, C11).
(+)-HRMS (ESI) m/z: 258.0196 [M+Na]" (calcd. para C11H9NNaO3S*: 258.0195).

5.2.6 SINTESIS DE 9
S

N N coowme
s oM tBDPSICI N
OTBDPS

0,
OH Im, DMF, 100%

10 9

A una solucion de 10 (20 mg, 85 pumol) en 2 mL de DMF anhidro a 0 °C, se afiadié
TBDPSCI (85 uL, 349 pumol) e imidazol (Im) (35 mg, 514 umol). La mezcla de reaccion
se agitd durante toda la noche bajo atmoésfera inerte. El disolvente se concentrd a presion
reducida y el solido obtenido se disolvio en EtOAc (10 mL). Seguidamente se lavd con
agua y salmuera, se seco con MgSOs, filtrd y concentrd a presion reducida para dar 9
como un aceite oscuro (rendimiento cuantitativo). RMN-H (300 MHz, CDCl3) & ppm:
8.28 (s, 1H, H8), 6.97-6.81 (m, 2H, ArH), 6.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H, ArH), 3.98 (s, 3H,
H11), 1.10 (s, 9H, TBDPS). (+)-HRMS (ESI) m/z: 496.1348 [M+Na]* (calcd. para
C27H28NOsSSi*: 474.1554).

5.2.7 SINTESIS DE 12
S
S/\>_ iPrBr /\>—000Me
- COOMe SN
N Kl, K2003
QiPr

OH DMF, 50°C, 100%
10

12

Sobre una suspension de 10 (50 mg, 213 umol) en 2 mL DMF anhidro, se afiadio Kl (124
mg, 744 pmol), K2COs (117 mg, 850 umol) y finalmente bromuro de iso-propilo (‘PrBr)
(40 uL, 425 pumol). A continuacion, se agito a 60 °C bajo atmosfera inerte durante toda la
noche. Después de este tiempo, se dejo enfriar hasta temperatura ambiente, se distribuyé
entre CH2Cl2 (10 mL) y H2O (10 mL) y se separaron las fases. La fraccion organica se
lavo con 5% HCI (10 mL) y con salmuera (10 mL). Finalmente se secé con MgSOs, se
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filtré y se concentrd a presion reducida para obtener 12 como aceite amarillo (rendimiento
cuantitativo). RMN-tH (300 MHz, CDCl3)  ppm: 8.51 (d, J=7.9 Hz, 1H, H3), 8.21 (s,
1H, H8), 7.37 (t, J = 7.9Hz, 1H, H5), 7.09 — 7.00 (m, 2H, H4-H6), 4.84 (hept, J = 6.1 Hz,
1H, 'Pr), 3.98 (s, 3H, H11), 1.50 (d, J = 6.1 Hz, 6H, 'Pr). RMN-13C (300 MHz, CDCls)
6 ppm: 169.67 (COOMe, C10), 163.59 (C, C7), 162.67 (C, C1), 154.99 (C, C9), 131.32
(CH, C5), 129.40 (CH, C3), 128.17 (CH, C8), 122.43 (C, C2), 120.86 (CH, C4), 113.09
(CH, C6), 71.84 (CH, 'Pr), 52.49 (CHs, C11), 22.36 (CHa, 'Pr). (+)-HRMS (ESI) m/z:
300.0668 [M+Na]" (calcd. para C14H1sNNaOsS*: 300.0665).

5.2.8 SINTESIS DE 13

S/\>_ SN
\N COOMe 8H,0-Ba(OH), \N COOH
i: iOiPr THF/H,0, 50°C ij[OiPr

12 100% 13

Sobre una disolucién de 12 (170 mg, 613 umol), en una mezcla 1:1 THF/H20 (10 mL),
se afiadio Ba(OH).-8H20 (393 mg, 920 umol) y a continuacion, se agito durante toda la
noche. Se elimind el THF a vacio, se afiadié EtOAc (10 mL) y se acidific con 5% HCI.
Después se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10mL). Las
fases organicas se combinaron, se secaron con Mg2SQg, filtraron y concentraron a presion
reducida para dar 13 como un sélido amarillo (rendimiento cuantitativo). RMN-*H (300
MHz, CD30OD) é ppm: 8.46 (d, J =8.1Hz, 1H, H3), 8.35 (s, 1H, H8), 7.46 (t, J = 8.1 Hz,
1H, H5), 7.21 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H6), 7.09 (t, J = 8.1 Hz, 1H, H4), 4.96 (hept, J = 6.1
Hz, 1H, 'Pr), 1.51 (d, J = 6.1 Hz, 6H, 'Pr). RMN-13C (300 MHz, CD30D) é ppm: 164.67
(COOH, C10), 156.35(C, C7), 147.42 (C, C1), 138.64 (C, C9), 132.58 (CH, C5), 129.87
(CH, C3), 129.18 (CH, C8), 123.43 (C, C2), 121.81 (CH, C4), 114.61 (CH, C6), 72.99
(CH, 'Pr), 22.45 (CHs, 'Pr). (+)-HRMS (ESI) m/z: 286.0509 [M+Na]* (calcd. para
C13H13NNaOsS™: 286.0508).

5.2.9 SINTESIS DE 14

S o]
S OH M
\/N\>—COOH =\ HN{OH
+ (’?)C O.Me TBTU
H,N 2 - OiPr COzMe

OiPr
Et;N, DMF, 84%
13 éster metilico de D-serina 14a-b
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A unasolucion de 13 (151 mg, 573 umol) en 4 mL de DMF anhidro, se afiadio clorhidrato
de éster metilico de D-serina (81 mg, 521 umol), TBTU (167 mg, 521 umol) y EtsN (182
uL, 1.30 mmol) y se agit6é durante toda la noche bajo atmdsfera inerte. El disolvente se
elimind a presion reducida, el solido obtenido se disolvid en EtOAc (10 mL) y se lavo
con una solucion saturada de NaHCOs, agua, 0.05 M HCI, agua y una solucion saturada
de NaCl (salmuera). La fase orgéanica se sec6 con MgSOs, se filtrd y concentrd a presion
reducida para dar 14a-b como sélido amarillo (159.9 mg, 84%). RMN-'H (300 MHz,
CDClIs) 6 ppm: 8.46 (d, J=7.9 Hz, 1H, H3), 8.34 (d, J = 7.4 Hz, 1H, NH), 8.15 (s, 1H,
H8), 7.40 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H5), 7.13 — 6.99 (m, 2H, H4-H6), 4.95 — 4.78 (m, 2H, 'Pr-
H11), 4.11 (t, J = 5.5 Hz, 2H, H12), 3.85 (s, 3H, H14), 2.70 (t, J = 5.5 Hz, 1H, OH), 1.51
(d, J = 6.1 Hz, 6H, 'Pr). RMN-13C (300 MHz, CDCls) & ppm: 170.97 (COOMe, C13),
163.02 (C, C7), 162.14 (C, C10), 155.08 (C, C1), 147.85 (C, C9), 131.31 (CH, Cb),
128.88 (CH, C3), 124.62 (CH, C8), 122.35 (C, C2), 120.86 (CH, C4), 113.24 (CH, C6),
71.85 (CH, 'Pr), 63.94 (CHz, C12), 55.15 (CH, C11), 52.99 (CHs, C14), 22.34 (CHs, 'Pr).
(+)-HRMS (ESI) m/z: 387.0987 [M+Na]" (calcd. para C17H20N2NaOsS*: 387.0985).

5.2.10 SINTESIS DE 15ay 15b

)
S
HO (.)
: @) (s)
S \ 0 OAc S \ 0 3
- OH acido (S)-(+)-O-acetilmandélico 3—( O OAc
N HN\{\ d\ N HN‘[
DCC, DMAP CO,Me
i CO,Me 2
OiPr 2 CH,Cl, OiPr

15a-b
14a-b

Sobre una disolucién de 14a-b (10 mg, 27 umol) en 5 mL de CHCI; anhidro, se afiadio
sucesivamente DMAP (0.4 mg, 3 umol), DCC (11 mg, 53 pmol) y el acido (S)-O-
acetilmandélico (11 mg, 53 umol). La mezcla de reaccion se dejo agitar durante 24 horas
y se lavo con una solucion saturada NH4Cl. La fase acuosa se extrajo con CH2Clz (2 x 5
mL) y las fases organicas se combinaron y lavaron con una disolucion saturada de NacCl,
se secaron (MgSQa), filtraron y concentraron a presion reducida para dar 15a-b (ee =

85%) junto con el producto de partida sin reaccionar 14a-b.
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5.2.11 SINTESIS DE 17

S/\>\/<O co
Cl,SO Na,CO3
SN )OO M e ——
’EO M CHCl, 85% (dos
OiPr 2Me OiPr CO2Me etapas) OiPr COZMe
14a

A una solucion de 14a (24 mg, 66 pmol) en 5 mL CH.ClI, anhidro a 0 °C, se afiadié CI.SO
(40 uL, 551 pumol) gota a gota. La mezcla se agit6 a 48 °C toda la noche, hasta observar
por TLC el consumo total del producto de partida y la formacion del cloruro. El sistema
se abrio, se afiadio en pequefias porciones Na,COz en exceso hasta pH ligeramente basico
(burbujeo por liberacion de CO.) y se agité a 48 °C durante 5 horas. La suspension
resultante se filtro y extrajo con CHxClz (2 x 5 mL), se secd (Mg2SOa), filtrd y concentrd
a presion reducida para dar 17 como un aceite marrén oscuro (19.4 mg, 85%). RMN-'H
(300 MHz, CDCI3) 8 ppm: 9.93 (s, 1H, NH), 8.49 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H3), 8.18 (s, 1H,
H8), 7.40 (t, J = 7.9 Hz, 1H, H5), 7.14 — 6.99 (m, 2H, H4-H6), 6.80 (s, 1H, H12), 6.00 (s,
1H, H12), 4.85 (hept, J = 6.1 Hz, 1H, 'Pr), 3.93 (s, 3H, CHs), 1.51 (d, J = 6.1 Hz, 6H).
RMN-13C (300 MHz, CDCIs) & ppm: 164.69 (C, C7), 160.36 (C, C10), 155.10 (C, C1),
148.46 (C, C9), 131.35 (CH, C5), 128.85 (CH, C3), 124.59 (CH, C8), 122.17 (C, C2),
120.98 (CH, C4), 113.14 (CH, C6), 108.99 (CH,, C12), 71.86 (CH, 'Pr), 53.12 (CH, C14),
22.35 (CHs, 'Pr).

5.2.12 SINTESIS DE 16

9L
SMO SMN COZMe
DAST, K,CO _
@N By OH 200 N
P CH,Cl, -78°C
oiPr CO;Me 22 OiPr

92%
14a 16

A una solucion de 14a (84 mg, 231 umol) en 5 mL de CH2Cl, anhidro a -78 °C, se afiadio
el reactivo DAST (50 pL, 354 umol) gota a gota y se agitd a -78 °C durante 2 horas.
Pasado este tiempo se afiadio K2COsz anhidro (64 mg, 461 umol), se agité 10 min a -78
°C y se dejo calentar a temperatura ambiente durante 30 min. Luego se enfrio a 0 °C en
un bafo de agua/hielo y se afiadio una solucion saturada de NaHCOs3 (5 mL) con cuidado.
Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo con CH2Cl, (2 x 5 mL). Las fases
organicas se combinaron y se lavaron con una solucion saturada de NaCl, se secaron
(MgSO0.), filtraron y concentraron a presion reducida para dar 16 como un sélido amarillo
(73,6 mg, 92 %). RMN-!H (300 MHz, CDCls) & ppm: 8.55 (dd, J = 7.8, 1.8 Hz, 1H,
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H3), 8.07 (s, 1H, H8), 7.37 (dt, J = 7.8, 1.8 Hz, 1H, H5), 7.08 — 6.98 (m, 2H. H4-H6),
5.00 (dt, J = 10.6, 8.0 Hz, 1H, H11), 4.83 (hept, J = 6.1 Hz, 1H, 'Pr), 4.75 (t, J = 8.3 Hz,
1H, H12), 4.65 (t, J = 8.3 Hz, 1H, H12), 3.82 (s, 3H, H14), 1.50 (d, J = 6.1 Hz, 6H, 'Pr).
RMN-13C (300 MHz, CDCls)  ppm: 171.63 (COOMe, C13), 163.76 (C, C7), 162.27
(C, C10), 154.95 (C, C1), 142.23 (C, C9), 131.23 (CH, C5), 129.52 (CH, C3), 125.23
(CH, C8), 122.44 (C, C2), 120.78 (CH, C4), 113.06 (CH, C6), 71.84 (CH, 'Pr), 70.04
(CH2, C12), 68.86 55.15 (CH, C11), 52.86 (CHs, C14), 22.36 (CHs, 'Pr). (+)-HRMS
(ESI) m/z: 369.0880 [M+Na]" (calcd. para C17H1sN2NaO4S*: 369.0879).
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6 CONCLUSIONES

En base a los objetivos planteados y a los resultados obtenidos se deducen las siguientes

conclusiones:

Los modelos moleculares propuestos de andlogos de Pcb analizados mediante
calculos DFT muestran angulos y valores de STD adecuados para una buena
coordinacion octaédrica con el Ga®*.

Se planted una ruta sintética para la preparacion del analogo TZ_OZ_T, que fue
modificada para la formacion del T OZ T a causa de los resultados
experimentales observados.

El trabajo desempefiado sirve como estudio experimental preliminar para la
sintesis total del andlogo T_OZ T y para este tipo de compuestos, en los que la
proteccién de los grupos funcionales resulta ser crucial para lograr la preparacion
de los compuestos requeridos.

Se logro la preparacion de un intermedio avanzado que podra permitir en el futuro
la sintesis del analogo simplificado de Pcbh T_OZ T.

Las estructuras de todos los compuestos sintetizados se confirmaron mediante
andlisis de los correspondientes espectros de masas de alta resolucion y de RMN
de 'Hy 3C.

7 CONCLUSIONS

A partir dos obxectivos marcados e dos resultados obtidos dedicense as seguintes

conclusiéns:

Os modelos moleculares propostos de andlogos de Pcb analizados mediante
calculos DFT mostran angulos e valores de STD adecuados para unha boa
coordinacion octaédrica co Ga®".

Propuxose unha via sintética para a preparacion do andlogo TZ_OZ_T, que foi
modificada para a formacion do T_OZ_T debido aos resultados experimentais
observados.

O trabajo desempefiado serve como estudo experimental preliminar para a sintesis

total do andlogo T_OZ_T e para este tipo de compostos, nos que a proteccion dos
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grupos funcionais resultar ser fundamental para lograr a preparacion dos
compostos requeridos.

e Conseguiuse a preparacion dun intermedio avanzado que poderd permitir no
futuro a sintese do analogo simplificado de Pcb T_OZ_T.

e Asestructuras de tédolos compostos sintetizados confirmaronse mediante analisis

dos correspondentes espectros de masas de alta resolucion e de RMN de *H y *C.

8 CONCLUSIONS

Based on the objectives set and the results obtained, the following conclusions are
deduced:

» The proposed molecular models of Pcb analogues analyzed by DFT show suitable
angles and STD values for good octahedral coordination with Ga®*.

« A synthetic route for the preparation of the TZ_OZ_T analogue was proposed,
which was modified for the formation of T_OZ T because of the observed
experimental results.

» The work performed served as a preliminary experimental study for the synthesis
of the T_OZ_T analogue and for this type of compounds, in which the protection
of the functional groups is crucial to achieve the preparation the required
compounds.

» The preparation of an advanced intermediate was achieved, which may allow the
synthesis of the simplified Pcb analogue T_OZ_T in the future.

* The structures of all synthesized compounds were confirmed by analysis of the

corresponding high resolution mass spectra and *H and 3C NMR.
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