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I.1- Antibidticos y agentes antimicrobianos.

Los antibidticos son metabolitos microbianos, o analogos sintéticos inspiraddogn

qgue inhiben el crecimiento y la supervivencia de microorganismos al ser tratados con
dosis bajas de los mismos. La toxicidad selectiva frente a microorganismos y no frente
al huésped es el concepto clave. Existen sustancias obtenidas mediantesgjongeson
capaces de inhibir o matar microorganismos, pero que no estan estructuralmente
relacionados a productos naturales. Estos compuestos son denominados como agentes
antimicrobianos, y se reserva el término antibiético exclusivamente para aquellos
compuestos que son metabolitos microbianos o analogos sintéticos de los mismos.

El primer agente antimicrobiano verdaderamente efectivo data de mediados de la

década del 3(Qsulfonamidas), sin embargo los primeros antibiéticos comenzaron a

utilizarse en la década del 40 (las penicilihas)aiz de del descuimiento de la
bencilpenicilina realizadogn Alexander Fleming en 192%sto permitié el control

efectivo de infecciones causadas por bacterias patogénicas Gram positivas como por
ejemplo Stgphylococcus o Streptococcus Por otro lado, elaislamiento de la
estreptomicina en 1943facilité el control deMycobacterium tuberculosisor primera
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Sin embargo, el uso indiscriminado de agentes antobianos para el control de

infecciones humanas y animales, asi como su uso extendido en la agricultura, ha creado
condiciones sin precedentes para la movilizacion de elementos de resistencia entre
poblaciones bacterianas. Estamos entrando aleorta llam- R ¢ SN} RS4 f I NX &)
Lamentablemente, se ha encontrado resistencia a casi todos los antibioticos
desarollados poco tiempo después de estar presentes en el mercado (Rig)ra

Actualmente, el control de infecciones bacterianas mediante el uso de antibiéticos ya

no se puede dar por sentadd.En el afio 2014, la OMS realizé un reporte informando

niveles alarmantes de bacterias resistentes en todo el mdrigkto conlleva el fracaso

en el tratamiento de infecciaes utilizando varios de los antibiéticos disponitfles.

Hoy en dia son comunes los microorganismos resistentes a multiples antibiéticos (MDR
multidrug resistant), que son consideradB4DR por ser resistentes a uno 0 mas
antibiéticos de al menos tres familias diferent€<£n particularel Dr. Louis BRice
sefald que se debe prestar espe@sncion a un cierto grupo de bacterias a las que
denomind ESKAPEEnrterococcus faeciym Staphylococcus aureusKlebsiella
pneumoniaeAcinetobacter baumaniPseudomonas aeruginoyeEnterobacter sp.ya

que son los microorganismos que causan la maye@riaslinfecciones en los hospitales,

& aSaolLlyé¢ | f2a 82S0O0G2a RS t2a FyldAoAsGAC
La crisis de la resistencia a antibiéticos se ha atribuido palmgnte a dos factores: el
abuso de este tipo de farmacos, y la falta de desarrollo de nuevos principios activos por
parte de la industria farmacéutica. Para dicha industria, la investigacion en el area de
antibioticos resulta muy poco atractiva, ya qus é&igencias regulatorias son elevadas,

y ademas el rédito econdmico de estos farmacos es bajo (sobre todo si se compara con
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el rédito econémico que se consigue desarrollando un farmaco utilizado para tratar
enfermedades crénicas)®13

IDENTIFICACION DE INTROQUCCION DEL
RESISTENCIA ANTIBIOTICO

Staphylococcus R-bencilpenicilina

bencilpenicilina

tetraciclina
eritromicina
Shigella R-tetraciclina
meticilina
Staphylococcus R-meticilina
pneumococcus R-bencilpenicilina
) . gentamicina
Streptococcus R-eritromicina
vancomicina
Enterococcus R-gentamicina
imipenem y
ceftazidima
Enterobacteriaceae R-ceftazidima
Enterococcus R-vancomicina
pneumococcus R-levofloxacina levofloxacina
Enterobacteriaceae R-imipenem
XDR tuberculosis linezolid
Staphylococcus R-linezolid
Staphylococcus R-vancomicina .
. daptomicina
PDR-Acinetobacter y Pseudomonas
Neisseria gonorrhoeae R-ceftriaxona ceftarolina

PDR-Enterobacteriaceae

Staphylococcus R-ceftarolina

Figura I.1: Linea de tiempo del desarrollo de resistencia a antibidticos clalresgen
tomada de la pagina del centro de control y prevencion de enfermedades de EEUU.
Disponible enhttp://www.cdc.gov/drugresistance/Ultimo acceso: mayo 2017.
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Hasta hace poco tiempo, éanergente generacion de resistencia a los principios activos
disponibles se enfrentsa casi exclusivamentaediante politicas de racionalizacion del

uso de antibiéticod* Mas recientemente, se han planteadanahios en las legislaciones

de varios paises para sobrellevar difscultades econdémicas asociadas a farmacos que
curan enfermedades (y ramjuellosque simplementelas controlan) Por ejemplo, la ley

GAIN (Generating Antibiotics Incentives Now) en Estados Unidos, busca extender la
exclusividad de mercado para nuevos antibidticos, y hacer mas agil el proceso de
aprobacion de farmacos antimicrobianos, obligando a la FDA a priorizar el proceso de
revision de estos farmacd®.También se han propuesto recompensa econémica a
empresas que larg@n al mercado nuevos agentes antimicrobianos exitosos, y se han
incentivado programas de participacion publamavado enfocados en el tratamiento de
infecciones®! vy S2SYLX 2 RS Sadz2 t2 O2yaidAdtadzesS St L
(ND4BB) en Europa, dentro de laciativa para Medicinas Innovadoras (IMI). Este
programa busca @ se investigue en el desarrollo deoléculas que atiendan
necesidades no satisfech#s.

I1.1.1- Principales dianas terapéuticas de los agentes antimicrobianos.

La mayoria de los agentastimicrobianos actia principalmente mediante alguno de los
siguientes mecanismos de accié(Figura IL2): i) inhibicion de la sintesis de la pare
bacteriana; ii) inhibicion de la sintesis de proteinas; iii) inhibicion de la sintesis de acidos
nucleicos; iv) accién sobre membrana extracelular de bacterias gram negativas o sobre
la membrana citoplasmatica.

Sintesis de pared Sintesis de acidos

celular Sintesis de Folato Bucleicos

Sulfamidas 3

Trimetoprim ADN girasa
. Quinolonas

Betalactamicos
Penicilinas
Cefalosporinas
Carbapenémicos
Monobactamicos

ARN polimerasa
Rifamicinas

Glicopéptidos
Vancomicina

Subunidad 508

Macrolidos
Lincosamidas
Membrana S
streptograminas
celular Cloranfenicol
Lipopeptidos Subunidad 308
Polimixinas

Tetraciclinas

Aminoglucésidos  Sintesis de proteinas
Figura I.2: Principales mecanismos decain de los agentes antimicrobianas imagen
fue tomada de internet, y posteriormente editada:
http://lwww.upinhealth.com/antibiotic-classesand-mechanismsof-action/
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La pared celular esta presergn la inmensa mayoria de las bacterias, pero esta ausente
en las células eucariotas. Dentro de los farmacos que inhiben la sintesis de la pared
bacteriana encontramos la familia de los betalactamicos y los glicopéptidos. Los
primeros actdan en el dltimogso de la sintesis del peptidoglicano, inhibiendo las
reacciones de transpeptidacion, mientras que los gliptides, como por ejemplo la
vancomicina, bloquean principalmente la reaccion de transglucosilatibodos estos
farmacos afectan la organizacién estructural de la pared ceftilar.

La sintesis de proteinas puede ddvqueada por una amplia variedad de compuestos
estructuralmente muy diversos, en diferentes etapas del proceso. Es asi que puede verse
afectada la etapa de iniciacion (oxazolidinonas, aminoglucosidos), la fijacion del
aminoac#tARN al ribosoma (tetraciobs), o la etapa de elongacién (lincosamidas,
macrolidos, estreptograminasd}.Los diferentes compuestos pueden actuar uniéndose

a la subunidad ribosomal 30S o a la 50Su(&ily2).

Dentro de los inhibidores de la sintesis de &cidos nucleicos, encontramos dos familias de
antibioticos clinicamente relevantes que tienen como dianas especificas varias enzimas
involucradas en la sintesis de &cidos nucleicos. Las rifamiciitaeritidd ARN polimerasa
dependiente de ADN, mientras que las quinolonas interfieren en el proceso de
enrollamiento/desenrollamiento del ADN (inhibiendo la ADN girasa o la topoisomerasa
IV)17 Por otro lado, las sulfamidas y el trimetoprim inhiben la sintesis del acido félico
(son agentes antimicrobianos que bloquean las vias metabdlicas de las bacterias), lo que
en Ultima instancia termina interfiriendo cda produccion de nucleétidos (la timina
particularmente)!’ Otros compuestos, sin embargo, pueden afectar directamente el
ADN, como por ejemplo los nifimidazoles o los nitrofuranos.

Los lipopéptidos ciclicos son los principales derivados que afectan la membrana celular.
Las polimixinas actuan especificamente en la memdbexterna de las bacterias gram
negativas, mientras que otros lipopolipéptidos como la daptomicina, actia sobre la
membrana citoplasmatica en bacterias gram positiVas.
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II.2- Higromicina A.

[1.2.1- Generalidades.

La higromicin@A (HA) es un antibiético aislado por primera vez en 1953 a partir de
cultivos de varias cepas &treptonyces lygroscojpcus aisladas de suelos forestales de
Indian&polist®?° El antibiético fue posteormente aislado también de cepas &
noboritoensis! y de Corinebacterium equf? La estructura general de este metabolito
secundario fue inicialmente asignada mediante estudios de degradagiomaa (Figura
11.3).2%25 Se determind que la HA presentagrsubunidades: una cetoaldosa (subunidad
A), unida mediante un enlace glicosidico a un residuo cinamoilo central (subunidad B), y
un aminociclitol (subunidad C), unido al residuo cinamoilo mediante una amida. Estudios
posteriores utilizando experimentos d@MN permitieron determinar la configuracion
absoluta del carbono anomérico )?® la estereoquimica dda olefina mediante
experimentos de nO#, y la configuracién absoluta del aminociclitol mediante
dicroismo circulaf®?’ Asimismo, la estructura propuesta ha sido confirmada, ya que se
han descritadossintesis totales del antibi6tict:?°

azucar cinamoilo amiociclitol
(subunidad A)  (subunidad B) (subunidad C)

Higromicina A (HA)
Figura 1.3: Estructuray numeraciorde la higromicina A.

Posteriormente, se ha aislado también de cultivos Sletygroscopicusla metox
higromicina A (MHA, Figutb4),2°y un segundantibiético denominado higromicina
B3! Este dltimo corresponde a un antibiético aminoglucésido, y no esta
estructuralmente relacionado a la HA (Figlir4).

Otro antibidico estructuralmente relacionado a la higromicina A fue aislado en 1985 a
partir de un cultivo de Streptomyces capreolusEl mismo es un antibiético
aminonucledsido, denominado A20%2y su estructura se asemeja parcialmente a la
higromicina A y a la puromicina (otro antibiético aisladoSteeptonycesalbonige)
(Figurall.4).
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Figurall.4: Estructura de otros antibioticos relacionados a la HA.

La higromicina A es un antibiético de amplio espeétrp,se demostré que presenta
excelente actividad tantm vitro®® comoin vive’334frente aBrachyspira hyodysenteriae
(inicialmente llamadal reponemahyodysenteriag luego Serpulina hyodysenteriag
finalmente en 1977 se le asigno6 el nombre aci)aB. hyodysenteriaes un espiroqueto
causante de la disenteria porcina, una enfermedad rfummorragi@a grave que tiene
consecuencias econdémicas importantes para la producciéon porcina en el rffundo.
Como consecuencia de la interesante actividad que presenta la HA, en 1980 se
realizaron los primeros estudios para determinar el mecanismo de accion del
antibiotico, y se determiné que actua inhibiendo la sintesis de protéfrtees determind
también que presenta actividad inmunosupreséts,a difereria de la ciclosporina, no
ejerce su efecto inhibiendo la produccién de interleucina 2.

Se ha observado que la HA y laMptesentan actividad herbicig#&*°y ademas ambas
son capaces de inhibir la hemoaglutinacién de eritrocitos producida Epocoli
enterotoxicas’® Esta inhibicion tiene lugar a concentraciones mucho menores que las
necesarias para matar dichas bacterias

[I.2.2- Biosintesis.
La primera descripcion respecto al estudio de la ruta biosintética que da lugar a la
obtencion del residuo de carbohidrato presente en la HA fue realizada en 1980,
utilizando glucosa marcada cdfiC#? Posteriormente, en el afio 2003, el grupo de
Reynolds realiz6 un estudio exhaustivo de marcacion con isétopos estables de carbono
(*30), y propuso una ruta biosintética para la sintesis de cada una de las suburfitlades.
Dicho grupo propuso que la HA es sintetizada mediante una ruta biosintética
convergente: plantearon que cada subunidad se sintetiza independientemente, y el
ensamblado final da lugar al antibiétioatural.
Este tipo de ruta biosintética podria permitir la sintesis de analogos de higromicina A
mediante biotransformacion, si se pudir identificar y manipular los diferentes genes
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responsables de la biosintesis del antibiético. Esto motivé al grupo de Reynolds a
continuar estudiando la biosintesis de la HA. Dichos estudios llevaron a que en 2006 se
describiera la identificacion del dier de genes responsable de la biosintesis del
antibiético por parte deS. lygroscopicudNRRL 2388 El clister de genes fue clonado,
secuenciado y analizado. Estudios iniciales por homologia coersgas conocidas
permitieron asignar una presunta funcion a cada una de las proteinas codificadas por
los 29 marcos de lectura abiertos del cldster. Asimismo, se han desarrollado diversos
mutantes en los que se suprimieron alguno de los genes del clyststos estudios
permitieron confirmar la funcién de varias de las proteinas expresadas por dichos
genes**4’

El Esquema 1. ilustra la ruta lisintética propuesta para la sintesis de las tres

subunidades componentes de la HA.
Higromicina A (HA)

*@z@ﬁ*c}

Y

azucar cinamoilo amiociclitol T N

7777777777777777777777777777 subunidad A subunidad B)  (subunidad C i i
: ¢ ) (oubunidad B) - {subunidad ©) 4 o\ :
1 ; ' HO 0 !

OdNPD "i """""""""""" PTTToTmToTTommoomm oo I i

aril hidroxilasa (hyg2) i H,N “OH i

o Do TTTTTTTTmmmmmmmmmmomemoooooooooooooooo : OH |

v : } 0 | Xvil !

: 1 X7 SR | !

w raennsglucggnasa: M i T(gen hyg7) :

(gen hyg : ! HO XI ! i

: \ ! OH !

0. .OdNDP ! ; : c !

| ' 1) reductasa (hyg15) ' HO, ~_.OMe |

oH 2) deshidratasa (hyg14) ! i

O o E HoN “'OH i

; : OH i

! ! SR D |

w ucosa sintasa | ! . XVI :

(gen hyg23) ! ' HO X i Tmetiltransferasa !

0._.OdNDP 3 | : (gen hyg6) |

} | B-cetoacil | HO,C__CO,SR i OH !

1 sintasa IX 1 HO\_~_.OH !

0 ' (gen hyg10) | i

} : o \ L HN “IOH !

manosa ! i OH ;

} deshidratasa | ! SR COH | XV i

(gen hygb) HO vill l Taminotransferasa |

L o O_,ONDP ! I vii : (gen hygs) ;
' T1) corismato liasa (hyg4) ' | OH i
HO™ OH ' | 2) CoA ligasa (gen hyg12) ; E HO ~_.OH !

I ... Acido corismico V) | OI; “/OH

! o J OH 5

] OH va |

1 ! HO. ~_ .OH 1) myo-inositol !

p-manosa (1) | D-glucosa- _ ' fosfatasa (gen hyg25) !

‘ | i 6-fosfato  myo-inositol- . "op 2) myo-inositol i
77777777777777777777777777 E (X 1-fosfato-sintasa deshidrogenasa i
| (gen hyg18) OH (gen hyg17) :

Esquemadl.1: Ruta biosintética propuesta para la sintesis de las 3 subunidades
componentes de la HA.
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Los estudios de marcacion c&i€C realizadosdeterminaron que el residuo-8esoxis-
ceto-D-arabinchexofuranosa (subunidad A) es sintetizado a partipaeanosa(l).*3 La
manosa activada con un nedsido difosfato(ll) es convertida en la -deto-6-
desoximanosa(lll) por medio de una deshidratasa codificada por el dems
Posteriormente, la fucosa sintgsproducto de la expresion génica dgg23 es la
responsable de la epimerizacién de los cadmi y5, asi como de la reduccion del
carbonilo por la card. LalL-fucopiranosa activadéV) es posteriormente convertida a

la forma furanosgV), presumiblemente por accion de una transglucosilasa, producto
de la expresién génica dgg2Q4

El residuo cinamoilo central (subunidad B) es sintetizado a partir del aeido 4
hidroxibenoico, que puede ser obtenido a partir del &cido corisnfidppor medio de

la enzima corismato liasa (caddda porhyg4).** El acido corisimico posiblemente
derive de la ruta del acido shikimico. El acidadtoxibenoico es activado formando

un tioéster (VII), ya sea con una coenzimadicon una proteia transportadora de acilo
(ACP). El producto de la expresion génichydgl 2corresponde presumiblemente a una
CoAligasa, y los gends/g9e hygl3corresponden a secuencias homélogas a ACP.

El producto de la expresion génicalugylOcorresponde a una-cetoacil sintasa, que
cataliza la reaccion entre el &cidéhtlroxiberzaco activadqVIl) y el metilmalonHCoA

(IX) obtenido a partir de acido propanoic/Ill). Posteriormente, la accién de una
reductasa codificada pdrygl5 y la de una deshidratasadificada pothygl4 da lugar

a la formacién delh-metiltioéster ' *ihsaturado (XI). Se propuso a su vez, que la
hidroxilacién del anillo aromatico para generar el catecol es catalizada por el producto
de la expresion génica dg/g2 No se ha podido deterinar si esta hidroxilacién ocurre
sobre el acido -hidroxibenoico o sobre algun producto mas avanzado de la ruta
biosintética.

Los estudios de marcacién cbe determinaron que el aminociclitol (subunidak&l)

es sintetizado a partir de le-glucos, y que el carbono del grupo metilenodioxo es
transferido desde una metionin&.La glucosa 6osfato (XI)) es convertida ermyo-
inositol J-fosfato (XIIl) por accion de lanyc-inositol1-fosfato sintasa codificada por el
genhygl8 Posteriormente, el fosfato es hidrolizado por el producto de la expresion
génica dehyg25 la myc-inositol fosfatasa, y emyo-inositol es oxidado a nivel del
carbono 5 por lamycinositol deshidrogenasa (codificada por el gémgl?.
Posteriormente, una transaminasa producto de la expresion génicayd8 es la
responsable de introducir el grupo amino, y generar asi-t@d®@nosamina(X\). La
misma es metilada en la posicion 5rpaccion de una metiltransferasayg6), que
transfiere el grupo metilo de la metionina al aminociclitol. El dltimo paso en la sintesis
de la unidad C es una ciclacion oxidativa para generar el metilenogidih Esta es
una reaccion sin precedentes, @j@s catalizada por el producto de la expresion génica
de hyg7.4’
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Una vez sintetizaab las tres subunidades, las mismas son ensambladas y el antibi6tico
es transportado al medio éacelular (Esquemd.2). Posiblementegprimero ocurre el
ensamblaje del residuo aromatico con el residuo furandsico por medio de una
glicotransferasa codificada por el geyg16+* Posteriormentese acopla el aminociclitol,

y se genera de esta manera la dihidrohigromicina A. El Ultimo paso de la ruta biosintética
es la oxidacion del hidroxildoicado en el carbonoygsta reaccion es mediada por una
deshidrogenasa, producto de la expresion génde hyg26 Esta enzima ha sido
sobreexpresada ek. colj aislada, y se determin6 que el equilibrio de la reaccién de
oxidacion esta desplazado hacia la forma reducida de HA. Se presume que el transporte
eficiente de la HA sintetizada al medio extracealyar medio de un transportador
dependiente de gradiente de protones es lo que favorece la produccién del antibidtico,
y termina desplazando el equilibrio hacia la formacién de HA. Dicho transportador esta

codificado

por el gehyg1946

Intracelular

deshidrogenasa
(hyg26) /7 HO

o HO

HO

e

)\(_Z «OdNPD gllcotransferasa
(hyg16

dihidrohigromicina A

OH

(6]

HO!

MR

Transportador dependiente de gradiente de protones (hyg19)

OH

Extracelula

r

HA

Esquemall2: Ensamblaje de las 3 subunidades constituyentes de la HA.

[1.2.3- Mecanismo de accion.

Los primeros estudios para determinar el mecanismo de accion de la higromicina A
fueron realizados por Guerrero y Modolell en 198@eterminaron que la HA esu
inhibidor de la sintesis proteica, y observaron que no interfiere en el reconocimiento
especifico aminoaectARN (a diferencia de los aminoglucosidosmo por ejemplo
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higromicina B*#°). Determinaron a su vez que interfiere en la etapa de elongacion,
inhibiendo especificamente la actividad peptidil transferasa (PT). Otros pasos de la
elongaciért® como la unién del abARN al sitio A o la translocacion del pept4iRN

del sitio A al P no son inhibidos. Asimismo, observaron que presenta el mismo sitio de
union que el cloranfenicofestructura en Figa 1.4), pero la union de la HA a la
subunidad 50S ribosomal es incluso mas fuerte que la del cloranféhicol.

Estudios posteriores permitieron determinar que la HA interactia con los residuos
U2585 y U2506 (residuos pertenecientes al dominio V del ARN ribosomal 23S,
importantes para la actividad peptidil transferd3aya que los protege de la marcacion
quimica®! Se determiné que los antibiéticos macrélidos sustituidos en el carbono 5 de
la lactona con un disacarido con micarosa (por ejemplo carbomycespiramicina
Figurall.5), queson inhibidores de la actividad P’Ttienensitios de unién parcialmente
superpuesto con el de la HA. Por otro lado, los macrdlidos sustituidos en 5 con un
monosacarido (por ejemplo eritromicina y claritromicifiégurall5), que si bien se unen

al centro PT no impiden su actividzhoseen sitios de unién diferentes, y por lo tanto
puedenunirse al ribosoma al mismo tiempy>2

HO
[NEER
C,H
R=H: Eritromicina Espiramicina e
R=CHj3 Claritromicina Micaro
sa
H;C.
s cl
F HO
/ \ >¥O HO HN O

\/\/ OH
e

Clindamicina

Figura 1.5: Estructura de algunos antibiéticos que se unen a subunidad 50S.

N/

Linezolid

En2015, dos grupodescribieronndependientemente el analisis de difraccion de rayos

X de subunidades ribosomales unidas a HA. Blanchard, Steitz, Wilson y colaboradores
describieron la estructura del ribosoma 70S Teermus therraphilus unido a HA, y
también la del complejo 70S uniddl&, conteniendo ademas los sitios A, P y E ocupados
por tARN2® A su vez, Gualerzi, Fucini y colaboradores describieron la estructura de la
subunidad 50S d®einococcus radiodurareon y sin higromicina . Estos estudios
permitieron conocer en detallas interacciones que tienen lugar entre la HA y el centro
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PT, y junto con resultados de analisis bioquimicos permitieron determinar en detalle el
mecanismo de accion del antibiotico. A su vez, con los datos obtenidos se pudo
racionalizar evidencias experentales respecto a mecanismos de resistencia, actividad

de algunos analogos de HA y compatibilidad de union con otros antibioticos conocidos.

Se pudo demostrar estructuralmente que la higromicina A se une al sitio A del ribosoma,
particularmente al cents PT, y genera utambio conformacional Gnict.La Figural.6

muestra las principales interacciones entre la HA 'y el rARN 23S. Se pudo observar que la
unién de la HA al centro PT geneeanbios conformacionales en varios nucle6tidos con
papeles importantes en diferentes etapas de la elongacion. Algunos de ellos son A2604,
U2585 y U2506, que influyen por ejemplo en el posicionamiento correcto del tARN en
el sitio Ay P durante la formacid@lel enlace peptidico, e influyen también en la etapa

de translocaciéni?

R:b Q

Y Gua Ofﬁ‘OR

N | 0 (@] Ade
"

Rib

0
‘ : O _/>~0R
“712- Mb‘N’ﬂ\NH OQT/<§ﬁ NH, HO RO HOJ:S;Vf\
N
L Sy e \ i
0 5

HIGROMICINA A
(HA)

HO OR

Figura 1.6: Principales interacciones entre HA y rARN EigBra tomada d&lucleic Acid
Res.2015, 43(20), 100130025 Las flechas en gris indican potenciales enlaces de
hidrégeno entre HA y rARN 23S. Las interacciorgisicking estan indicadas con un
circulo verde y otro vieta.

El alineamiento de estructuras a nivel del centro PT de la subunidad 50S ribosomal con
HA'y la del centro PT con unteRN en el sitio A, muestra que el residuo aminociclitélico
de la HA se superpone con la ribosa del nucleétido A76 en el cenfifeidRifa I7).5*
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Ademas, el residuo aromatico de la HA se superpone con el residuo aminoacilo unido al
G!wb Sy St SEGNBY2 o0Qd t2NJ f2 GlEydz2z Sy LN
estérico que no permite que se acomode bien el aminag®dN en el sitio A, y causa

por tanto una distorsion local en el brazo Gt€ninal del aatRNA, y se bloquea la

actividad peptidil transferasz’

Figura 1.7: Alineamiento de estructuras de HA y RARN en centro PFigura tomada
deNucleic Acid Re2015, 43(20), 100150025 La estructura en amarillo corresponde
al PhetARN, y la estructura en violeta a HA.

Basado en los estudios bioquimicos y estructurales, se propuso un israceste accion

para la inhibicién de la etapa de elongacioén por parte de la HA (FIg)& La HA no
interfiere en la union del iniciador fMEARN™! al sitio P (A). A su vez, también
permite la union inicial del complejo ternario-EEGTPaatARN al sitio A del ribosoma

(C), pero no permite que el mismo alcance un estado completamente acomodado (D).
En particular, la HA interfiere especificamentela acomodacion productiva de GCA
terminal del aatARN en el centro PT por impedimento estérico. Al no poder
posicionarse correctamente el @4ARN en el sitio A, el mismo queda oscilando en
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estados parcialmente acomodados durante un periodo de tiemponeide (D), y
queda impedida la actividad peptidil transferasa.

EF-TueGTPetRNA EF-TueGDP

5'nke
A mRNA (" ¥

Figura 1.8: Diagrama esquematico del modo de accién del antibiéticd-igfira tomada
de Mol. Cel] 2015, 58, 8384453 En amarillo se muestra la subunidad ribosomal 30S, y
en azul la 50S.

Se ha realiado también el alineamiento de estructuras de HA y otros antibioticos que
se unen la regiones cercanas aentro PT en la subunidad 50S ribosofi&t. Se
observa que la HA tiene sitios de unién parcialmente superpuestos con
clindamicina&2%%%¢ cloranfenicok®>’ linezolid® y con macrélidos conteniendo un
disacarido con una unidad de micarosa engero no con aquellos sustituidos en la
misma posiciéon con un monosacaiddpor ejemplo eritromicina) (estructuras en
Hguras|l.4 y 11.5). Detodas maneras, si bien tienen sitios de union parcialmente
superpuests, los mecanismos por los cuales generan la accion antibiotica son
diferentes.
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[1.2.4- Mecanismos de resistencia a higromicina A.

Los principales mecanismos deistsncia en las cepas & hgroscopicugproductoras
de HA sort®

a) El transporte del antibidtico al medio extracelular por Hmam dependientes de
gradiente de protones. Se han identificado dos genes que codifican para dichas
proteinas:hyg19e hyg2846

b) La fosforilacion de Qhhdel antibidtico. Esta reaccion es catalizada por una
fosfotransferasa, producto de la expresion génicahgig214> Se ha observado
que la HA fosforilada pierde la actividad. EI modelado molecular de la HA
fosforilada, y la alineacion con la estructura que adopta el antibiético en el centro
PT muestran que se genera una supergosientre el fosfato en OHyy, el
residuo U2504 (Figurh9-A) >3 Esto constituye una base estructural para baja
actividad observada por parte de la HA fosforilada.

La HA no ha resultado ser activa frente a algunas bacterias gram negativas enterotoxicas
(Por ejemploE. coliy Salmonel Se ha propuesto que el prinalpmecanismo de
resistencia de dichos microorganismos lo constitupesistema de expulsiéAcrAB
ampliamente distribuido en bacterias entéricas.

Por otro lado, el geRfrque codifica para una metiltransferasa que metila el nitrégeno

en posiadbn 8 de la base A2503, confiere resistencia a muchos inhibidores de la actividad
PT (como por ejemplo cloranfenicol, clindamicina y linez8lide ha demostrado
también que dicho gen confiere resistencia a la HA. Asimismo, se ha provisto una base
estructural para dicha resistencia modelandd\lanetilacion de A2503, y se observé
superposicion entre la unidad furanosa de la HA y dicho grupo metilo (Fi@eB>3

Como el cloranfenicol y la HA comparten el mismo sitio de unién, se estudié también la
posible resistencia del cambio de base G2061A, que se sabe confiere resistencia al
cloranfenicolf® El resultado obtenido fue que dicho cambio de bases no genera
resistencia en HA, lo que indica que si bien ambos antibidticos se unen &mla rona

del centro PT, las interacciones especificas que cada uno tiene con rARN 23S son
diferentes®*

 A20l Gt tAaAE & GOftAO| OKSYAAUGNEBE Sy B2 aNy(iSan:



[l. Antecedentes

B A
wf\\ / -‘\« ._»li2506

3 {5
b

ey 62505
K Q2507
) /S uasos F

CLASHHS

~62505

sk ﬂl / 23S-rRNA 23S-rRNA

Figurall.9: Resistencia a HAigura tomada deMol. Cell 2015, 58, 8384453 A-

Alineamiento de la estructura modelada de la HA fosforiladelena A OAsy HQQ Sy S
PT.B-Alineamiento de la estructura de la HA en el centro PT modelado con el nitrégeno

de la base A2503 metilado.

m8A2503

I1.2.5 Sintesis totales y formales de higromicina A.

La estructura particular de la HA, que la diferencia desoairtibiéticos aminoglucésidos

y aminonucledsidos, ha motivado a varios investigadores a realizar la sintesis de
subunidades o la sintesis total del antibiético. Se han descrito dos sintesis totales de HA,
la primera de ellapor el grupo de Ogawa en 198%?y la segunda por el grupo de
Donohoe en 200%° Asimismo, el grupo de Trost ha desarrollado la sinfleSs £pi Q Q
higromicina A er200153%4 Finalmente, en el afio 2012, el grupo de Yan ha desarrollado
una sintesis formal de HA proponiendo rutas sintéticas novedosas para la sintesis
tanto del azicar como del residuo ciclitolico. Todas las unidades fueron posteriormente
ensambladas por medio de la estrategia desarrollada por Donohoeniebdo de esta
manera la HA. La tabla1l resume los resultados de las sintesis formales y totales
descritas.

Tablall.1: Resumen de las sintesis totales de HA

A0 Investigador N° de pasos N° pasos de secuenci Rend

responsable  totales lineal mas larga global

1989862 Ogawa 39 22 0.5%
200153642 Trost 26 120 (16°) 129% (59%)

2009° Donohoe 30 17 10%

2012° Yan 22 11 10%

A Ny O S a Aepi-higr@nicihak Gc@nsiderando al)-tetraacetato de conduritol B
como material de partideéconsiderando a la benzoquinona como material de partida

A20l Gt tAaAE & GOfAO| OKSYAAUNEBE Sy PR3 aNy(iSan:



[l. Antecedentes

Uno de los mayores desafios en la sintesis de HA, es la formacion del enlace glicosidico
1,2cis que une la unidad f@nosa al residuo cinamoilo. Realizar este tipo de
glicosilaciones de manera estereoselectiva, es uno de los principales retos en el area de
sintesis de carbohidratd8.Ademas de las glicosilaciones desarrolladas en las sintesis
totales de HA, se han descrito dos sintesis mas de las subunidades A y B
ensamblada$/®® proponiendo mejorar la estereoselectividad y rendimiento de la
glicosidacion.

El aminociclitol presente en la HA tiene una estructura Unica, muy diferente a la mayoria
de los aminociclohexitoles rgsentes en antibidticos aminoglucésidos como la
estreptomicina. Esto ha llevado a varios investigadores a sintetizar dicha unidad.
Ademas de los trabajos que describen la sintesis total del antibiético, el grupo de
Shashidhar sintetizé en 2012 el aminditat a partir demyo-inositol8° y el grupo de
Arjona plante6 una sintesis formal del enanti6mero del amiditol natural’® Los
resultados de las sintesis de la unidad de aminociclitol se resumen en lalPabla |

Tablall.2: Resumen de las sintesis de la unidad de aminociclitol presente en la HA

N° de Rend

Afo Investigador Material de partida

pasos global

1989862 Ogawa Metil h -D-glicopirandsido 18 2%
Benzoquinona 13 10%

63,64
2001 Trost Tetraacetato d€+)-conduritol B 10 23%
(o}
2005* | 14 12%
————————— Donohoe

2009° I 15 20%
2012° Shashidhar myo-inositol 11 31%
20155 Yan Ac.L-tartarico 9 21%

11.2.5.1- Sintesis total del grupo de Ogawa, y modificaciones propuestas
posteriormente

El grupo de Ogawa sintetizo poripera vez el residuo aromatico acoplado a la unidad
furanosa, y comprobé experimentalmente la asignadiédel carbono anoméricé
Posteriormente en 1989 realiz6 la primera sintesis de la unidad de aminociclitol
presente en la HA, y completd la primera sintesis total del antibi¢Esquema 11.362

Dicho grupo planted la sintesis de la unidad furanosa y de la unidad de aminociclitol,
partiendo del metih -D-glucopiranésido.

La sintesis de la unidad furanosa fue llevada a cabo siguiendo el procedimiento general
descrito por el grupo de Kkahashi en 1967374 realizando algunas pequeias
modificaciones (Esquema&d). Partiendo de un azucar de serie configuracionat

glucg se debid invertir la configuracion absoluta de los carbonos 2 y 3, para asi llegar a
la serie configuracional-D-altro (compuesto2) presente en el producto natural. Esto

fue realizado a través del ep6xido de la serie configuraciomedllo (compuestol).”>

8 A partir del compuest@, mediante una secuencia de tres pasos (iodacion del alcohol
primario, eliminacion e hidrélisis del enopiranosido) se obtiene la unidad furandsica
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presente en la higromicina A, con los hidroxilos 2 y 3 protegidos con grupos bencilos. Se
escogieron dichos grupos protectores, por ser no participantes en la reaccion de
glicosilacion, y a su vez convierte al azicar en un donor armado, lo que facilita la
adivacion. De esta manera, se sintetizo la unidad furandsica protegida a partir del metil
glicésido de la-glucosa en 8 pasos de reaccion, con un rendimiento global de 14%.

i) Sintesis de unidad furanosa y ciclitdlica

HO

o}
HO:(\'; a-c o de(68%) HO,, f-h (50%) O_ OH
” o0 — &
(42%
HO™ ™ “OMe OMe BnO  OBn
OH OBn
Metil a.-D- 1 2 3

glucopiranésido

16 pasos (29%)

0 OTHP OH

AcO,, g i,j  AcO, k.p BocHN ot H,N .0
—_— E— e >

BnO” ™~ "OMe (87%) gno” > (40%) BnO” >~ (20%) | HO "o

OBn OBn OBn OH
4 5 6 7

ii) Acople de las diferentes subunidades

o o AcO
O,~OH _ BnO u Ik
+ 0
\. " e *Q'
BnO OBn HO

9 a/p =2/ 10 (B)

0 0 HO/" OH
HO c-f /A
HO (@) :Q/Y‘\H“.Q‘O o. 0O
e
g 31%)
0 HO OJ e
HO HA

AcO

oxTO

63%
AcO

Esquemall3: Sintesis total de HA realizada gbgrupo de Ogawa en 198%ondiciones
de reaccion: a)PhCHO, Zn®)TsCl, Pyg)KOH, EtOH, Reflujd)i-KOH, KO, reflujo,ii-
BnCl, DMSO, ta; e)AcOH 80% e@,H0 °C; f)Mel, PRIDEAD, THF; g)DBU, tolueno, 80
°C; h)resina acida {R0 B, THIF0; i)HgCECQ),, acetonaH.0, ta; jyMsCI, EN,
CHCb; k\NaBH, CeG7H0O, MeOH, OC;l)Dihidropirano, Py, PPTS,CH m)MeONa,
MeOH; n)MsCI, Pyp)NaN, HMPA, 100°C; p)i-LiAlH, EO, ii-BoeO, EtN, CHCH;
g)OsQ, NMO, 4cloro-benzoato dedihidroquinina, DMAH0, ta;r)NaH, CkBr, DMF;
S)Hz, Pd(OH) EtOH})TFACHGI (1:1), ta u)PPh, DEAD, THF, ta&)H,, Pd(OH), AcOEt;
W)AGO,Py; X)(CHOTMS), TMSOTf, GEb; y)CAN, C(CNHO; 2)PhP=C(Me)CEEt,
CHCb, ta; | )NaOH 1M, MeOHp B®O, Py;OR MECPEth > 5a CH, AgQL! O
SQuaShbl I aHN(3:2),tafF Q0 ¢ C!
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La unidad cidblica fue sintetizada también a partir del métidb-glucopiranésido, y la
etapa clave de la sintesis fue un rearreglo Ferfi&il. enopirandsidel fue sintetizado
mediante una secuencia de 6 etag&8?’’ Al tratar dcho compuesto con cantidades
cataliticas de Hg(@EQ)2, se obtiene el carbociclo de seis miembros, que luego de una
etapa de eliminacién da lugar a la ciclohexanbnzihsaturada5. EI aminoconduritol
protegido 6 fue posteriormente sintetizado mediantena secuencia de seis pasos:
reduccion de Luche, proteccion del alcohol con THP, hidrdlisis del acetato, mesilacién
del alcohol generado, sustitucién nucleofilica con azida y reduccion de dicho grupo con
la concomitante proteccion de la amina como carbamnata dihidroxilacion del
compuestos con Os@dio lugar a una mezcla de los inositoles con configuracéatepi

en relacion 3:2, que pudieron ser separados mediante cromatografia en columna.
Trabajando con el inositol de la serieo, mediante tres pasoadicionales de sintesis,

se obtuvo el aminociclitol natural

El glicosid® fue sintetizado a partir del azucaly el fenol8 (obtenido a partir del 3,4
dihidroxibenzaldehido), realizando una glicosilacion en condiciones de Mitsunobu. La
estereosectridad de la reaccion no fue buena, y se obtuvo una mezcla de los anémeros
h/i en relacion 2/1 (a favor del anébmero no deseado). Al ensayar laatespion de

los grupos bencilael compuesto9, observaron que se reducia el aldehido. Por tal
motivo, se vieron forzados a tener que hacer una secuencia de tres pasos mas para
regenerarlo, y obtener el compuestbO (con la cetona protegida, para evitar la
epimerizacion de C4 y la eliminacion d€DAc). La HA fue finalmente sintetizada a partir

del compuestdlO, mediante una secuencia de siete pasos.

Al haber partido de la glucosa para la sintesis de la subunidad furandésica y ciclitélica, la
ruta sintética conté con muchos pasos de proteccién y desproteccién para poder realizar
reacciones regioselectivas. A esto se le sumaron problemas de esterensddecen
algunas reacciones (particularmente en la glicosidacién y en la dihidroxilacion durante
la sintesis del aminociclitol), y finalmente llevo a que la HA fuera sintetizada en un total
de 39 pasos de sintesis.

Posteriormente, en 1995, dos gruposedlentes plantearon propuestas para mejorar las
dos etapas que presentaron estereoselectividad mas deficiente. El grupo de Arjona
plante6 que la baja estereoselectividad observada en la dihidroxilacion del conéuritol
se debe alos dos grupos protectossslas posiciones alilicas. Plante6 que ambos grupos
compiten por dirigir electrénicamente la reaccion, y por eso se obtiene una baja
estereoselectividad. Dicho grupo realizé una sintesis formal del enantibmero del
aminociclitol naturaf® cambiando los grupos protectores en gicion alilica de un
analogo del conduritob. De esta manera, consiguidé una relacion de los inositoles
ned epi= 8/1 (mientras que la obtenida por el grupo de Ogawa era de 3/2). Por otro
lado, el grupo de Wightman realizo un planteo para mejorar la esgalectividad en la
reaccion de glicosilacidii.Dicho grupo propso que si se formara el glicésido sobre el
azucar furanésico de serie configuraciomajlucg se podria utilizar la asistencia
anquimérica de un acetato en la posicion 2 para generar el glicbsdtectivamente.
Posteriormente se podria convertir el de la seri®-glucoa la seriep-altro a traves

de un epodxido. Esta idea tendria la desventaja de ser una ruta menos convergente que
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la propuesta por Ogawa, pero tiene el potencial de una mayor estereoselectividad en la
glicosilacion (la estereoseledtiad para la obtencién de los glicésidos-ttdhs es
generalmente mucho mayor que la de la obtencion de glicosidesid,XSi bien la idea

fue buena, y efectivamente consiguié obtener exclusivamente el glicosido pudo
obtener un rendimiento dglicosidacion mayor a 35%.

[1.2.5.2 Sintesis realizadaor el grupo de Trost

El grupo de Trost describié posteriormente en el afio 2001 la sintesis de la unidad de
aminociclitol presente en la higromicing8®e f | & N y-8pshigronicin® &34/ 1 QQ
El paso clave tanto para sintesis de la unidad ciclitélica como para la sintesis de la unidad
furandsicafue una alquilacion alilica asimétrica (AAKY reaccion en la que el grupo

de Trost posee muchisima experiencia. La ruta sintéticatgdda se resume en el
Esquemadl.4.

La unidad de aminociclitol fue sintetizada a partir de la mezcla racémitstrdelcetato
de conduritol B 124),2° obtenido a su vez a partide la benzoquinona, mediante una
secuencia de cuatro pasg@gsquema I1.4)Se plante6 la obtencion del conduritbB
enantioméricamente puro a partir de la mezcla racémica I mediante una
transformacion asimétrica cinética dinamfiégdDYKATpo I, a veces denominada
resoluciéncinética dindmica, aunque estrictamente no lo%ga

En ausencia de un ligando quiral la adicion oxidativa de Pd(0) sobre el comp2asto
12b, da lugar a la formacién de un complejo cationicalil-paladio(ll)mesa Por lo
tanto, la etapaenantiodeterminante de la reaccion seria la adicién nucleofilica a una de
las dos posiciones electrofilicas enantiotopicas.

En presencia de utigando quiral, la etapa de ionizacion de cada uno de los
enantiomeros del2 tiene energia de activacion diferemty por lo tanto uno de los
SylyiAsYSNRA RINY fdaAFNI I dzyl A2yAT Ll OAsy
vez ionizado cualquiera de los enantidmerosl@gse obtiene un mismo intermediario

" -alil-paladio(ll), ya que se pierde la identidad estayeionica del material de partida.

Por lo tanto, el resultado estereoquimico del producto depende de un ataque

ay

ydzOt S2FNE A02 aYl (i OKSRAlGAAIDME RAOK2 Ay idSNYSH
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Esquemall4. { Ny(iSanaa -epEHA tedlizada $or él lgr@aQ de Trost en 2001
Condiciones de reaccion: ajif MeOH/HO; b)CICe&CHCC, Py, DMAP, CBb;
c)PhCGH, NaOH.M, HexNBr (20%)21(7.5%), [ 3(GHs)PdCH(2.5%), CKCb/ HO;d)Zn,
ACOHTHF, (°C;€)PhCHN=C=0, BN, CHCb; f)TO, Py, CKCb, -50 °C;g)BisKkHMDS
THF -40 °C; h)Os@ NMO, TH:0, ta; )DMM, TMSOTf, 2létidina, 0 °C a ta; jlii,
NHs, THF,-78 °C a-33 °C, iH0, -78 °C hasta reflujok)23, 21(4% mol),
[' 3(GHs)PACH(1%), (HeXsNBr (10% mol), GBbWH20, ta; Ip2, 20(6%),
[Pcb(dba)k] CHGH(2%), EiN, THF, 50 °C; m)Qs®IMO, THF/ED, ta.

Al llevar a cabo la AAA del compue$fa(tetraacetato) con benzoato como nucledfilo,

se observo una resolucion cinética del material de partida. Esto se debe a que hay una

A FSNEBYOAI RS SYySNAENI Gly 3INYyRS SYyanNB € A
observa Unicamente la consumicion del enantiomero (+). EI mayor problema de una
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resolucién cinética es que se puede obtener como maximo un 50% de rendimiento del
productode interés, mientras que una DYKAT permite obteaéricamenteun 100%

de rendimiento. Cambiando los acetatos H2a por carbonatos 12b), que se ionizan

mas facilmente, se consiguid realizar una DYKATEs@llema ll. 5 ilustra la
transformaciont® El compuestd 2b da lugar al complejo-alil-paladiqll) 26 mediante

dzy b A2y AT I OAsy @Yl (HOKIA Rgaka l&thr@atidrNdelmisdjodzS Sy i
AYGSNYSRAIFINRAZ2 YSRALFIY(GS dzyl A2yAT I OAsy AGaYAAY
facil que el acetato, ambas ionizaciones tienen lugar. La etapa enargfotetnk es

por lo tanto la adicion nucleofilica del benzoato, que ocurre a través de un ataque

ydzOf S2FNf AO2 aYlI GOKSRé RSt o6Syl 21arBn Rl yR2
embargo, dicho compuesto puede ionizarse nuevamente a través de un proces
GYFGOKSREZT @ LBRNI £2 Glryd2 dzyl aS3adzyRE | £
obtencién del productd.3b, con un 90% de rendimiento y un ee>99%. La doble AAA es
consecuencia de la simetria @l material de partida. Una vez obtenido el conduritol

13b enantioméricamente puro, se sintetizd el aminociclitol natural en 7 pasos de

sintesis.

OTroc
+OTroc
12b

L
; OTroc Répido _| +

2 5% (z-alilPdCI)2, 24 P, ?
TrocON \>
2

7.5% L=21, PhCO2H,
TrocOOOTroc

20% THAB, 1M NaOH, DCM
6 PhCOO

Mismatche}/
' OTroc w Lento
ent-12b O - @ /

“OTroc
L O’ &\> l Matched

25 .OTroc

27

Y OTroc
OPh

oc
i Matched

OCOPh
~OTroc Matched
-

13b
. OTroc
OCOPh
90%
ee>99%

Esquemall5: Desracemizacion deonduritol B tetracarbonatoDYKAT

La unidad furandésica se sintetiz6 a partir del compueseso15.54 Nuevamente, se

utilizé una AAA para obtener el compuedi®enantioméricamente puro. En este caso,
como el material de partida es simétrico, la etapa ematgterminante es la ionizacion

de dos grupos salientes enantiotdpicos. Una vez obtenido el compaéste realizd

una segunda AAA para introducir la aglicona. La estereoespecidicidad de la reaccion, que
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transcurre netamente con retencién de la configtidan absoluta a través de una doble
inversion, dio lugar a la obtencién exclusiva del anémier@7. Los intentos de
funcionalizacion de la olefina dE7 para generar un diolrans a dicho nivel fueron

fortuitos, y tuvieron que recurrir a una reaccion dgn-dihidroxilaciébn para
funcionalizarla, obteniendo el compuestb8. Finalmente, mediante ocho etapas

I RAOA2Yy It S&a RS aNyidSaAas -epdtmRomBINEAY9).2 0 G Sy SNJ

N

[1.2.5.3 Sintesis realizada por el grupo de Donohoe.

El grupo deDonohoe describio en el afio 2005 la sintesis de la unidad de aminociclitol

presente en la HAL y 4 afos despuédescribié la sintesis total del antibi6tiéd,

planteando a su vez algunas mee en la ruta de obtencién del aminociclitol. La

estrategia general de sintesis se ilustra en el Esquei&l grupo de Donohoe propuso
mejorasimportantespara dos problemaslavesen las sintesis previas del antibiotico: la
estereoselectividad de Ilglicosidacion, y la necesidad de proteger la cetona para evitar

fl SLAYSNRITIFTOAsy RS /nQQ 062 I StAYAYlIOAsYyoD

Propusieron que la proteccion de los hidroxilos 2 y 3 del azGcar con un grupo voluminoso
(TIPS) podria solucionar ambos problemas. Por un latlened OH2 protegido con un
grupovoluminoso, se favoreceria la formacion del anonfedel azucar libre que es el
donor de glicosilo, y como la reacciéon de Mitsunobu transcurre con inversion de la
configuracion absoluta, una mayor proporcion del anoméneh llevaria a una mayor
proporcion de glicésidd 8687 Asimismo, la presencia de un grupo voluminoso 8n C
podria impedir el acceso de bases para desprotonar el proton en C4, evitando de esta
manera la epimerizacion de dicho cent&i esto efectivamente sucedss podria evitar

la proteccién del carbonilo dante la secuencia sintética.

HO OH _oTs
O0— 9 pasos
(0] CO,Et
H (24(% /\/ j@/\r 2
OH

OTIPS
i © 1ipso Q
D-arabinosa 0

/\/
j@/ 2 pasos
\\,—CO,Et
T e1%)  HO

31

32
H o/p =1/9

83% OTIPS

1)Hidrdlisis éster (61%)

o OH 2) Amidacion (70%)
H : H 3)Desproteccion (98%)
1)NaBH, CeCl, E:m 13 pasos (';E S
H 2) lipasa, AcO(C,H3) A (24%)
(84% 2 pasos) z
o ° OAc
33 34 (ee=98%) 7

| Higromicina A (HA) |

Esquemadl.6: Resumen de la sintesis total de HA planteada por el grupo de Donohoe
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El residuo furandsico protegido con TIPS (compug8t&squemall6) fue sintetizado a
partir de laD-arabinosa, mediante una secuencia de 6 pasos. El residuo cin@hbi®
posteriormente acoplado al azucar, mediante una reaccion de Mitsunobu, que luego de
optimizar las condiciones de la reaccién, dio lugar al compugatoon un 83% de
rendimiento. S@btuvo una mezcla de los anémeros en relacion 1/9, por lo tanto se
mejoré considerablemente la estereoselectividad de la reaccion respecto a la
descripcion previa del grupo de Ogawa (que habia obtenido unaatezck 2/1).

Por otra parte, el aminociitol 7 fue sintetizado a partir del compues®&8. El primer

paso consistio en una reduccion de Luche, y elsyiobbtenido fue desimetrizado por
medio de una lipasa, obteniendo el compue8#enantioméricamente puro. Luego
mediante una secuencia de8Jpasos mas, se obtuvo el aminociclitol natural. El paso
clave en la sintesis del aminociclitol fue una reaccion de aminohidroxilacién dirigida por
un carbamato, reaccion en la que el grupo de Donoheo posee mucha experiencia. Una
vez sintetizadas ambas diaides, las mismas fueron acopladas mediante una reaccion
de amidacion utilizando BOP para activar el acido carboxilico, y la posterior
desproteccion de los grupos TIPS dio lugar al antibiético HA. En ningin momento de la
sintesis tuvieron que proteger edxbonilo, y no se observod la epimerizacion de C4, por

lo tanto el grupo protector en C3 efectivamente sirvid para el objetivo propuesto.

Esta ruta sintética dio lugar a la obtencién de HA con un rendimiento global de 10% en
17 pasos lineales, con un totd 30 pasos de sintesis.

I1.2.54- Sintesigormal deHA realizada por el grupo d&an

El grupo de Yan describié en 2012 la sintesis formal d& fAas rutas sintéticas
desarrolladas se ilustran en el Esquelia La unidad ciclitdlica fue sintetizada a partir

del acidaL-tartarico. El primer paso de la sintesis consiste en la protedabdiol como

acetonido y la esterificacion de los acidos carboxilicos. Luego se reducen los ésteres a
aldehidos con DIBAH y se realizén situla adicion nucleofilica de bromuro de vinil

magnesio al aldehido. Después, mediante una reaccion de RCMesgeadd conduritol

protegido 35, que tiene un eje de simetrige.GAl tratar el diol35 con el reactivo de
HendricksoAMcMurray (PhN(T$) se obtiene el epdxid86 a través de una reaccion

SHQS & If I RAOA2YINI T ARI OfcogallicalaizfoBmTAf 2 a
regio- y estereoselectiva. Al realizar la reaccion a 90 °C, ocurre espontaneamente un
rearreglo [3,3]sigmatrépico del grupo azida y se obtiene de esta manera el azidoalcohol

37.88 Posteriormente, se reduce la azida a la acetamida, y mediante una reacciéon de
ciclacion 8 Q LINP Y2 JARI LIRNJ I YSaAtl OAsy38 RSt | O
La sintesis del aminociclitol natuitulmina dihidroxilando la olefina, introduciendo el

grupo metilenodioxo, y desprotegiendo los grupos protectores. De esta manera se

obtiene el aminociclitol natural en nueve pasos de sintesis a partir del &tadltarico,

con un rendimiento global de 21%. Esta constituye la ruta sintética mas corta para la
obtencién de esta subunidad, aunque no es la de mayor rendimiento global (ver Tabla

11.2).
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Esquemall7: Sintesis formal de HA planteada por el grupo de Yan en €0h#8iciones
de reaccion: a) DMP;TsOH, MeOH, reflujo ; H)IBAEH,-78°C, iiH.C=CHMgBr, Zn{I
c) Catalizador Grubbs segurgizneracion, C¥Cb, reflujo; d)iPhN(Tf), NaH, DMF, taii
NaNs, EtOH/HO, 90°C; elMg, MeOH, de 0°C a taAO, Py; fHMsCI, EfN, CHC), 0°C,
i-NaHC@®, HO iii concentracion, luego ED, ta; g)Os®) NMO, acetona/kD, ta; h)
CHBr, NaOH, TBAI,H2Cb/H20, 40°C; BAcOH 80%, 50°C;cibncentracion, luego
NaOH, EtOH/HD, 80°C; PDMP, p-TsOH, MeOH, reflujo, -Morfolina, reflujo;
k)HC=CMeMgBr, THRB0°C; I)LiBH CeCGl7THO, MeOH;78°C; m}DIAD, PPHPhCEH,
THF, reflujo, iTFA, HO;n)TIPSOTI, 2Jaitidina, CHCB, de 0°C a ta; pIBAEH, CHCb,
-40°C, HTFA, iiDIBAEH, CHCE, -60°C; pJ-Oz, CHCP, -78°C, iiMe2S.

El residuo furandsico fue sintetizado a partir del acidtartarico (Esquema 11.7)
Inicialmente se protege laificion diol como acetonido, y ambos acidos carboxilicos son
transformados en la morfoldmida. La adiciébn de un equivalente de bromuro de
isoprenil magnesio da lugar a una cetdna-insaturada, y la reduccién de Luche del
carbonilo da lugar a la obtenciédel compuesto39. Posteriormente se invirtio la
configuracion absoluta del alcohol mediante una reaccion de Mitsunobu, y se cambio el
grupo protector acetonido por dos grupos TIPS, obteniendo el compd@s&e decidio
proteger dichos hidroxilos con esgrupo protector, para poder aplicar la misma
estrategia de glicosidacion de Mitsunobu desarrollada por el grupo de Dori®hoego

al tratar el compuestatO con DIBAIH, se obtiene el hidroxilo libre en C4, que cicla
formando la lactona por tratamiento con TFA. La adicién posterior de un equivalente
mas de DIBAH lleva a la redu@gn de la lactona, obteniendo el hemiacetal. Finalmente,
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la ozondlisis reductiva del alqueno, da lugar a la formacién de la unidad furaB0sica

Esta subunidad fue sintetizada en siete pasos a partir del &etdatarico, con un
rendimiento global de28%. El ensamblado final del azucar, el residuo cinamoilo y el
aminociclitol fue realizado siguiendo la ruta descrita por el grupo de DonShose

obtuvo la HA con un rendimiento global de 10% en una secuencia lineal de 11 pasos (22
pasos totales de sintesis). Esta ruta termina teniendo el mismo rendimiento global que
la descritapor el grupo de Donohoe, pero resulta ser mas eficiente ya que la secuencia
lineal més larga tiene 6 pasos menos, y un total de 8 pasos menos de sintesis (ver Tabla
comparativalll).

[1.2.55- Propuesta realizada por el grupo de Xu para mejorar la
estereoselectividad de la glicosidacion.

La ultima descripcion de la sintesis de alguna subunidad de la higromicina A fue realizada
por el grupo de Xu en 20F7 Plantearon la utilizacién del método de entrega de la
aglicona mediante formacion de enlace de hidrogeno (HARpridl mediated aglycone
delivery), que es uno de los métodos mas modernos parerlargcion de glicésido 1,2
ciscon buena estereoselectividad. El Esqueh@&résume la estrategia de glicosidacion.

El tioglicésido4l es sintetizado a partir de la arabinosa en 8 pasos de sintesis. Se
protegio el hidroxilo en C5 con un grupo que perngigtereocontrol remoto mediante

la formacion de un enlace de hidrogeno con la aglicédaSe realiza la activacion
electrofilica del tioglicésido armado, generando el oxacarbd8jcel cual es atacado

por la aglicon&2 exclusivamente por la cara El enlace de hidrogeno intramolecular

con la quinolina es lo que dirige la estereoselectividad de la reaccion. De esta manera,
se pudo obtener exclusivamente el glicésigaon un rendimiento de 78%.

/J/

° =\_o0
o
<©’\>—\ —— > QuinO O om
OTBS \(_Z‘ oTBS
42 BnO  “oBn

44 (solo B)

o Ph,SO, Tf,0

_ =

N\‘\
e
O
oBn TTBP,42,78% ®.~ OBn
O— OQ
H H
SEt
OBn
43

8 pasos 7 pasos
(17%) (29%)

=\_-0 o

o— o

OH N

OH
BnO  OBn 4
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Esquemall8: Estategia de glicosidacion planteada por el grupo de Xu en 2017.
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I1.2.6- Analogos de higromicina A: relacion estructueatividad.

La estructura modular de la HA, lo hace un compuesto ideal para el estudio sistematico
de la relacion estructuractividad. B asi que en los 90, un grupo de la empresa Pfizer
abocado al desarrollo de agentes antimicrobianos para uso veterinario, sintetizé mas de
cien analogo$! pudiendo determinar elementos estructurales claves para mantener la
actividad antimicobiana.

Varias series de analogos fueron sintetizadas, modificando en cada serie una region
diferente de la molécula. Todos los analogos fueron sintetizados mediante semisintesis,
ya sea modificando la propia HA, o hidrolizando alguna de las subunidadeplgndo

otros grupos. Por tal motivo, tuvieron que desarrollar metodologias que le permitieran
obtener el aminociclitol libre y la subunidad furandsézamética libre a partir de la HA
obtenida mediante biotransformacion (Esquema)l El aminociclitolibre (7) se
obtiene por hidrélisis basica de HAPor otro lado, la acetilacién de HA seguido de una
reaccion de ozondlisis reductiva dagéur a la unidad furandsica unida mediante un
enlace glicosididoa un benzaldehido sustituido (compuegt).’?> Se pueden sintetizar
analogos con la unidad furanosa intacta mediante reacciones de olefinacion sobre dicho
compuesto. Porotro ladd) 2 Y2 f | L &dilehte gpimerizable, y también
ocurre con mucha facilidad la eliminacion d€&Hpara generaa cetona i -insaturada,

se sintetizémediante una secuencia de tres pasb®quivalente al compues#t pero

con la cetona reducidd8.8° Este compuesto es mas robusto que la cetdBay por lo

tanto permite llevar adelante muchas transformagés sin descomponerse.

NaOH, H,0, reflujo HO,, 0
HA - _ >
HoN™ 0

OAc
ACO/,, O

. )

N 0
0 H Bac

47

1) Ac,0, Py

2)i-O3, CH,Cl, MeOH; ii-Me,S

OAc
AcO,, 0

Q )

)y sl
OAc o H éAC

48 47
Esquemall9: Obtencidn de diferentes subunidades a partir de HA.

1) Ac0, EtsN, DMAP, CH,Cl, 0°C
2) NaBH, CH,Cl,/MeOH (19/1), -78°C

3) OsOy4, NalO,4 dioxano/H,0
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11.2.6.1- Modificacionesefi I OF RSyt 1ljdzNf AOl Sy Lla

Una de las primeras series de anélogos pretendieron evaluar el efecto de sustituyentes
de diferentes tamafos en la posicibra la amida. Los analogos fueron sintetizados a
partir de los compuesto46 0 48 (obtenidos mediante degradacion de HA), haciéndolo
reaccionar con diferentes iluros de fosforo estabilizados (Esqueb@ 8 Al trabajar

con el compuestd6, se observo que luego de la reaccidon de olefinacién de Wittig, no
se podian desproteger los acetatos ya que se descomponia la unidad$ica. Por tal
motivo se decidié trabajar con el residuo furanésico reduciif). (Se sabia que la
higromicina A reducida era biolégicamente activa, aunque la potencia era un poco
menor que la de la HAC(Mde HA frente &. hyodysentereaes 0.78>g/mL mientras

que la de HA reducid®1b) es 3.13>g/mL)8° De todas maneras, sabiendo la actividad
del compuesto reducido, se puede evaluar el efecto de variar los sustituyentes R en
posicion alfa a la amida. La Tabla8 Iresume los compuestos sinizados y las
concentracioneghibitoriasminimas CIM) observadas frente B. hyodysentereae

PhsPs__CO,Et 0
AcO CO,Et
CHO Y N 2= Desproteccion
R R — % » Descomp.
CH,Cl,  AcO™ o de acetatos

OH PhsPs__CO,Et OH
S Ao CHO b S AcO ~_COsE
(e} R 0
O O R
Aco\" CH2C|2 ACO\\‘
OAc OAc
48 50
OH
~ O H()/, OH
H
SSeenatos
HO H
R )
O Hd (0]
HO

51a-h
Esquemdl.10:{ Ny i1 SaAa RS lytft232a RS 1! O2y @I N
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Tablall.3: Analogos sintetizados variandodza G A (1 dz2 Sy 4 S Sy LI2aAOAsYy

actividad biologica in vitro.

Compuestd® R CIMfrente aB. hyodysenterea¢>g/mL)
5la H 100
51b Me (dihidro HA) 3.13
51c Et 3.13
51d Prop >200
51le Alil >200
51f Propargil 100
51g Cl 6.25
51h Br 3.13

*La CIM se determin6 mediante el método indirecto de medicién de la activida
hemolitica en medio liquido,edacuerdo a lo descrito por Weber y Earfey.

Seobservoquelaposicibn I | YARI 6LR2aAOAsy HQUL Sa
El reemplazo del grupo metilo por un grupo etidd§ da lugar a un producto con la
misma potencia. Sin embargo, sustituyentes con menor o0 mayor tamafio (compuestos
5lay 51df respectivamente) dan lugar a analogos con una marcada disminucion en la
actividad (o incluso la perdida de actividad). El reemptizta cadena carbonada por
halégenos §1gh) da lugar a analogos con buena actividad, pero no ofrece ninguna
mejora respecto al grupo metilo presente en el producto natural.

[1.2.6 2- Modificaciones en el residuo furandsico.

A nivel de la unidad furanésicse sintetizaron varios analogos modificando el azlcar
natural, y también reemplazando dicha subunidad por diferentes grupos alqifflicos.
analogos sintetizados modificando el azlcar presente en el producto natural se
muestran en la Figur& 10, y los resultados de actividad biol6gica de dichos compuestos
enla Tablall4 2t

o Ho  oH o HO ~ OH
o .
N N o Ho X N||- O
H ) ) H \ )
o HO O R-o0 HO O
HA 52

R: HQ o) (@] (0] o '2(,&
- O 'EL (0] ";l ) (O] "QL ) O ";_L
/\ﬁr \ HO “'OH
HO  OH OH SR’ OH OH OH
52c R'=Me

52a=51b 52b 52d R'=Ph 52e 52f

Figurall.10: Analogos de HA con variaciones en la subunidad furandsica natural.

|.
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Los estudios iniciales de REA en la unidad furandsica parecieron indicar que dicho
residuo es muy sensible a pequefias modificaciones estructufales.HA reducida

(528 mostr6 menor actividad que el antibiético natural, pero de todas maneras
LINS&Syids dzyl o0dzSyl | OGAGARIFR® BlddeldéeddYSNR Sy
de cultivo durante la fermentaciéon de HA, también present6 actividad bioldgica, pero

incluso menor que la HA reducidg2f). Otros compuestos, como el producto de
deshidatacion de HA 52b), productos de adicion conjugada de tioles a dicho
compuesto insaturado (compuesté@cdly & -deokiHAZEMmostraron poca o nula

actividad antimicrobiana frente B. hyodysenterea® Asimismo, el reemplazo de la

unidad furandsica por una pirandsic&2f) tampoco resultdé ser unanodificacion

positiva, aunque en dicho caso en particular, la falta actividad de dicho compuesto
GFYOASY LIzSRS RSO6SNARS | fIF RAFSNBYy(dIS SaidSNE
o AQd

Tablall.4: Actividad bioldgica de anélogos cehazucar estructuralmente modificado.

Compuesto AM B. hyodysenterea¢>g/mL)’
HA8991 0.78
| n-€peHA" 6.25
52a=510°° 3.13
52b°1 25
520 >100
52cP°1 >100
521 >100
524 >100

*La CIM se determindé mediante el método indirecto de medicion de la activida
hemolitica en medio liquido,edacuerdo a lo descrito por Wer y Earley?

En funcion de la alta sensibilidad que mostraba la regién furandsica, se decidieron
sintetizar analogoseemplazando completamente el residuo de azucar por diferentes
grupos alquilicos. Esta estrategia ya habia mostrado ser exitosa en estudios de REA en
el campo de nucleésidos antiviral®d.a Tabla 1.5 muestra algunos de lompuestos
sintetizados, y I&€IMque presentaron frente 8. hyodysentereaé%3

Los mejores resultados obtenidos fueron reemplazando el azucar por un grupo alilo o
por un ciclopropilmeténo (compuesto$2gy 52h respectivamente). En dichos casos
obtuvieron resultados de actividad iguales o mejores que el producto natural, y se
demostré que dichos resultados son trasladables a ensmyw@s/otanto en ratones
como en cerdogt9%93
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Tablall.5: Estructura yactividad biolégica de analogos con el reemplazo de la unidad
furandsica por diferentes grupos alquilicos.

o Ho OH
R\O HO\; O)
52
Compuest@* R AM B. hyodysentereag>g/mL)*

HA - 0.78
529 H.C=CHCHalil) 0.78
52h CiclopropilCH 0.390.78
52i Etil 1.56
52j n-Propil 0.781.56
52k n-Butil 1.56
52l H 200
52m Metil 12.5
52n n-Pentil >200
520 Propargil 6.25
52p H.C=CHCH(Me) 25
52q H.C=C(Me)CH 3.13
52r HOCHCH 50-100
52s HOCHCH(OH)CH 25
52t HOCHCHOCH 25
52u CHCHOCH 25

*La CIM se determin6 mediante el método indirecto de medicién de la activida
hemolitica en medio liquido,edacuerdo a lo descrito por Weber y Earfey.

El reemplazo de la unidad furandsica por cadenas alquilicas hidrofébicas pequefas, de
entre 3 y 4 carbonos$Ri-k) resulté en productos con buena actividad (valoresCdel

entre 0.78 y 1.56&g/mL). Sin embargo, cadenas menorgaHn) o mayoresg2n) hacen

gue disminuya bastante la actividad, o incluso se pierda completamente. Los resultados
parecen indicar que el ipedimento estérico en esa region influye en la actividad
antibacteriana, ya que grupos alquilicos ramificados disminuyen la potencia (comparar
por ejemplo52gcon52py 52¢).2t

También se sintetizaron analogos con grupos alquilicos sustituidos con hidroxilos,
disefiados de tal manera que pudieran mantenerse intacaxes favorable que pudiera
KIFoSNJ SyiNB f2a KARNRBEAf2& /HQQ & /0QQ
(compuestos52r-t). Dichos anélogos, sin embargo, mostraron muy baja actividad
(25>g/mL <CIM< 100>g/mL)*

Se sintetizaron a su vez dos series mas de analogos, cambiando el atomo espaciador
entre las cadnas alquilicas y el anillo bencénico por N o por C. En ambas series se
observo la misma tendencia de actividad que para la serie que presenta O como
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espaciador, pero la€IM en esas series fueron mucho mayores que para la serie
espaciadoiO 2!

Los estudios estructurales llevados a cabo en 2015, que estudianoteigcciones de

la HA con el centro peptidil transferasa, presentan un modelo consistente con la no
esencialidad del residuo furandsico. Si bien los datos cristalograficos parecen indicar que
el residuo furandsico presenta interacciones con el ribosoesta subunidad no se
superpone con el sitio A, y por lo tanto no tiene un papel directo en la inhibicion de la
actividad PP#

[1.2.6.3- Modificaciones en alnillo aroméatico

Sesintetizaron a su vez, varias series de analogos modificando las diferentes posiciones

del anillo aromatico. Todos estos analogos fueron sintetizados con un residuo aliléter en

fl LRaAAO0OAsyY T1Q Sy #yrfueBSdhabé ddmiostrady pgreRidnienter dzNJ y 2
que dicho reemplazo lleva a un producto con la misma actividad biol6gica, pero una
complejidad estructural muy disminuida (ver compuesy Tablall5). La Fura 1.11

muestra alguno de los analogos sintetizados variando Unicamente el sustituyente en la
L2AaAO0OAsY cQO®

o HO OH
5 3 g
R6 2!
XYy N (0]
H \ )
X ' N
\/\O 7 . 9 HO (@]
53
) _ R= OMe, CO,H, NHMe
R= OH, F, NH, R=H, CI, Me NHAc, MeSO,NH
0.78<CIM<1.56 3.16<CIM<6.25 CIM>200

Figurall.11: Analogos de HA con variaciones enLl® & A O Aas WaloredeCIM
mostrados fueron determinados sobre el microorganidBndyodysenteregenediante
el método indirecto de mediciéon de la actividad hemolitica en medio licifidms
valores deClIMestan expresados erg/mL.

[ NBY2O0Asy RSt KARNBEAf2 Sy LRailOAsy cQ ¢
moderada. Los sustituyentes que presentaron mejor resultado de actividad fueron OH,

F y NHA%* Sin embargo, sustituyentes mas voluminosos llevaron a la pérdida de la
actividad biologica.

Se sintetizd a su vez, otra serie de anélogos con diferentes sustituyentes en la posicion
pQ 002YLIzSaiG2a O2 ¥4 Highral$2hfDNcHza0positzbid res@t® serS NJ-
muy sensible a factores estéricos. La mayoria de los analogos fueron inactivos, salvo
Unicamente aquello en donde R=H o R=F, que presentaron lastivédad. La serie de
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Fytf232a O2y fl a4 L2aArAOAz2ySa cQ @ yQ RA&dzAG
55, Figurall12), llevaron a compuestos inactivos.

Finalmente, con la serie de analogos con la estructura gerialFigura 1112),

pretendS NBY S@ItdzZ NJ aA 1 O2YO0AYyl OAsy RS dzy t(
sustituyente es dicha posicién, ademas del hidrégeno, que daba buenos resultados de

I OGADGARIFIR 0A2fs53A0F0 & Ff3gy adaidAdd2Syds
actividad.El Unico analogo de esa serie con buena actividad biolégica fue aquel con los
sustituyentes: Rh | y &F QW2 1.56>g/mL frente aB. hyodysenteregé*

R o HO

Figurall.12: Estructura general de diferentes series de analogos con variaciones la
sustitucion del anillo aromatico.

Por otra partetambiénfueron sintetizados analogasemplazando el anillo bencénico
por heterociclos de 6 miembros sustituidos (como por ejemplo £gironas o 4
piridonas sustituidas), pero todos los analogos resultaron inactivos fren®. a
hyodysentereaé*

Los requerimientos estéricos estrictos en el entorno del residuo cinamoilo, también
pudieron ser explicados en los estudios estructurales realizados por los grupos de
Connell, Gualeriz y Fucini. Segun los datos cristalogréaficos obtenidos, dichm rsssid
encuentra estrechamente rodeados por un lado con rARN 23S y por el otro con el sitio
de unién P del tARN.

I1.2.6.4 Analogos conformacionalmente restringidos.

Se han sintetizadtambién analogos que restringen la rotaciéon del enlace sigma entre
el anillo aromaticqg la unidad acrilica. Al poseer un anillo aromatico no simétrico, es de
esperar que las situaciones rotacionalmente extremas de coplanaridad entre el sistema
carbonilioh ) -insaturado y el anillo aromético € 0° 0 =180°) no sean equivalentes.

La Figuralll3 muestra la estructura de dos de los analogos sintetizados, junto con los
valores deCIMfrente al microorganismd. hyodysenterea® Los datos de actividad
antimicrobiana siguieren que hay una conformacion preferencial para la unién del
antibiotico con el ribosoma. De todas maneras, si bien el compugstesulto activo,
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no demostrd una etividad biolégica mejorada en ensayiasvitro respecto al analogo

de cadena abierta.

HO
\/\O
57
(CIM = 6.25-12.5 pg/mL)

58

(CIM > 200 pg/mL)

Figura 1.13: Ejemplo de analogos conformacionalmentestringidos.La CIM fue
determinada frente 8. hyodysentereamediante el método indirecto de medicion de

la actividad hemolitica en medio liquid®d.

También se sintetizaron analogos en dondleielo que restringe la rotacion tiene una

insaturacioén adicional (el residuo aromético pasaria a ser un naftaleno sustituido), y
andlogos rotacionalmente restringidos mediante la formacién de ciclos de 5 o 7
miembros. Todos esos analogos presentaron mewtividad ques7.9°

[1.2.6 5- Modificaciones en el residuo ciclitélico.

Los primeros estudios de modificaciones a nivel del residuo ciclitolico fueron realizados
utilizando el residuo furandsico reducidpara evitar problemas de epimerizacion en

I mQQ 0 LJ2 NJj dzS

Fagy y2

48 KIoNI

RSa0dzo ASNIIi2 |

residuo). Primero se sintetizd una serie de analogos remplazando el aminociclitol natural
por diferentes aminas, y algunos de Bslogos sintetizados se muestran en la Figura

11.14.8°
0 0
O HO,, OH HO
HO : %
0 AN N 0
HO H o\ 0
O > (0) -
HO )
HO HA HO" %, 59
o ~ OH N
T S
1@ (5 1O
59a 59b 59¢ 59d
OH P OH
5\N éiN/\ HN:('jfj HN \OH
NH OH OH
k/NMe HO™ S0 HO™ Mo
59e 59f 599 59h

Figurall.14: Ejemplos de alguno de los analogos de HA sintetizados reemplazando el
aminociclitol naturapor diferentes aminas ciclicas y aciclicas.
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Se sintetizaron aproximadamente 20 analogos, con alquilaminas ciclicas (por ejemplo
59acy59ef) y aciclicas (por ejemph®d), y también con aminoazicafégpor ejemplo
59¢h). Independientemente del tipo de sustituyente que tuviera, todos los anélogos
sintetizados resultaron inactivos frenteBa hyodysentereagdM > 200>g/mL) 8996

Los estudios posteriores de REA a nivel de la unidad ciclitdlica fueron realizados
sustituyendo la unidad furandsica por un grupbléter, por ser equipotente pero
estructuralmente mas simple. Se sintetizd una serie de analogos con aminoalcoholes
ciclicles, con diferente grado de complejidad estructural, para tratar de determinar la
minima funcionalizaciébn requerida para que los poestos presenten actividad
biolégica. La estructura de los compuestos sintetizados se ilustra en la Fithyrg la

Tabla 1.6 presenta los resultados de la actividad biolégica de dichos an&lbgos.

OH OH

HO,
O z MeO,, HO,,, CEO
HN™ ™ HN™ \ . )
= K W o)
hS OH HN HN

%, | : |
H " OH s OH

O|||

60a 60b 60c 60d=52¢g

Figurall.15: Andlogos con aminoalcoholes ciclicos como reemplazo del ciclitol natural.

La funcioncisaminoalcohol Unicamente60Qa no lleva a un analogo con actividad
antimicrobianaSin embargo, al adicionar un hidroxilo m@8Hk), el compuesto presenta
actividad antimicrobiana frente B. hyodysenteregeaunque la actividad mostrada es

modesta®’

El compuest®t0¢ fue sintetizado de dos manera: por degradacion del aminociclitol
natural, y mediante sinteside novo Laprimer estrategia dio lugar al compuesto
enantioméricamente puro, mientras que la segunda dio lugar a la mezcla racémica.
Inesperadamente, el compuesto enantioméricamente puro presento @Qmamayor

que el compuesto racémico y q@®b. Y de los tres comps®s mencionados, quien
presentoCIMmas baja fue el compuesig) 60c Esto implica que el compuesto con
esterequimica opuesta a la del producto natural es el responsable por la mayor parte de
la actividad observada para la mezcla racérfica.

La explicacién especulativa que manejaron los autores fue en base a un analisis
conformacional. Los autores sugerian que la conformacion bioactiva del aminociclitol
natural es la boteorcido, y que dicha conformacion es adoptada por la preisedel
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grupo metilenodioxo. En ausencia del mismo, es de esperar que la conformacion
principal de dicha unidad sea una silla. Plantearon que la conformacion silla del
compuesto60c que presenta estereoquimica opuesta a la del aminociclitol natural,
podria presentar interacciones mas similares a la conformacion -bmiddo del
aminociclitol natural (mas similares que las que presentaria la conformacion Sl de
enantioméricamente puro, con estereoquimica igual a la del aminociclitol nafdral).

La idea de que la conformacion bote torcido del aminociclitol es la conformacion
bioactiva surge principalmente de tres observaciones: i) Los estudios de RMN sugieren
que esa es la conformacién adoptada en soluéiGi;La metoxHA (MHA, estructura

en Hgura 1.4) no presenta actividad antimicrobiad@2 iii) La MHA, que presenta un
metoxilo en posicion 5 en lugar del metilenodioxo, adopta una conformacion tipo silla.
Sin embargo, estudios posteriores realizados por el grupo de Reynolds determinar
qgue si bien la MHA y la desmetiletA (HA sin el grupo metilenodioxo) no presentan
actividad antimicrobiana, si son inhibidores de la actividad peptidil transféf&ziaho

grupos sugiere que la falta de actividad se debe a la incapacidad de dichos compuestos
de ingresar a la bacteria, y no al hecho de que no puedan inhibir la activida&EST .
indicaria que no se requiere una conformacion btatecido para inhibir la sintesis
proteica. Los estudios estructurales realizados en 2015 sostienen la idea propuesta por
el grupo de Reynold¥. Durante el refinamiento estructural, se observé que la
conformacion del aminociclitol convergia hacia la forma silla, independientemente de si
se restringia o no la torsion de los angulos diedro para que adoptara una conformaciéon
bote-torcido. Asmismo, los datos cristalograficos muestran que el O5 de la HA
interactda con el nitrégeno 4 de la base G2573 y el O4 de la HA con el N2 de G2583 (ver
Hgura 1.6). Estas interacciones serian igualmente posibles para la MHA y para la
desmetilerHA>

Con estos resultados a la vista, no parece logica la propuesta inicial para explopa por
() 60c presenta mayor actividad quéOc enantioméricamente puro, por lo que se
deberia continuar studiando para proponer una mejor explicacion.

Tablall.6: Actividad biol6gica de analogos con el reemplazo de la unidad ciclitélica por
diferentes aminoalcoholes ciclicos.

Compuesto CIMsobreB. hyodysentereaé>g/mL)
60a >200
60b 12.5
(%) 60c(racémico) 6.25
60c(enantioméricamente purd) 100
60d=52¢g 0.78

*Obtenido por degradacion del aminociclitol natural. Todos los estereocentros
presentes en el compuesto tienen la misma configuracion absoluta que las
correspondientes posiciones enahinociclitol natural.
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También se sintetizo una serie de analogos buscando explorar los efectos de modificar
las diferentes posiciones del aminociclitol natural. Los compuestos sintetizados se
muestran en la Figur&16, y los resultados de actividadtimicrobiana en la Tabla7.2°

o Ho ~ OH o)
O
OGS Yy Y
N x
() H(j (o) \/\O
HA

60

oty e >§ l%‘

60e 60f

Figurall.16: Analogos con variaciones estructurales sobre el aminociclitol natural.

El compuest®0e fue sintetizado pensando en que la conformacion bicactra la
bote-torcido. La ausencia de actividad de dicho analogo fue interpretada inicialmente
proponiendo que los hidroxilos en posiciéon 3 o0 6 (0 ambos) son fundamefitales
también podria explicarse por el hecho de qd&ha conformacion no es la
biol6gicamente activa (o por la incapacidad de ingresar a la bacteria).

La posicion 1 del aminociclitol parece ser la menos sensible a modificaciones, ya que la
epimerizacion a ese niveb@f) o la metilacion de dicho hidroail(60g resultd en
analogos de igual potencia, y con un valor@& no tan diferente al del antibiotico
natural®° Los estudios cristalogréaficos soportan esta observacion, ya que dicho hidroxilo
es el Unico que no presenta imgecion de EDH con el ribosoma (ver Figu&.¥ La
metilacion de OH360h) da lugar a un analogo entre 2 y 4 veces menos potente que la
HA, y la metilacion de OH6Q)) hace que disminya aiin mas la potencia. Asimismo, el
intercambio del grupo metilenodioxo por dos éteres metilicos en esas posiciones
(compuesto60j) dio lugar a un analogo inactivo frenteBa hyodysenterea Dicho
resultado fue inicialmente interpretado también en baséa conformacion adoptada

por el ciclitol (silla en lugar de batercido)?® Con la informacion actudl>* habria que
determinar si el compuesto es 0 no capaz de inhibir la actividad PT, y determinar de esta
manera si el problema es que pierde la capacidad de inhibir la sintesis proteica o si el
problema resie en la entrada del compuesto a la bacteria.
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Tabla 11.7: Actividad biolégica de analogos obtenidos modificando la unidad
aminociclitolica natural.

Compuesto CIMsobreB. hyodysenterea¢>g/mL)

HA 1.56
60e >200
60f 3.13
60g 3.13
60h 6.25
60i 25

60j 100

*LaClIMfue determinada mediante el método indirecto de medicién de la actividad
hemolitica en medio liquid?y.

I1.2.6 6- Resumen de la REA de acuerdo a los analogos de HA sintetizados
en los 90

La Figuralll7 resume la REA de HA. La unidad furanosa resultd no ser esencial para
mantener la actividad antibacteriana. La misma puede ser sustituida por cadenas
alquilicasgpequenias e hidrofobicas, manteniendo la actividad biolégica del compuesto
natural. Por otro lado, el residuo cinamoilo resultd tener requerimientos bastante
estrictos desde el punto de vista estérico. Sustituyentes voluminosos llevan a la pérdida
de la atividad antimicrobiana. Asimismo, el residuo aminociclitélico resulté esencial.
Pequefios cambios como variar la estereoquimica de los hidroxiloS-aldmilacion de
los mismos, llevan a una disminucion marcada de la actividad bioldgica. La Fl§ura |
muestra los tres analogos mas importantes sintetizados. Los mismos poseen una
potencia equivalente a la del producto natural, y una complejidad estructural
disminuida.

Sensible a alquilacion

Puede ser sustituido o inversion de la
Puede ser sustituido por NH, o F configur.aciér.l absoluta
por grupos pequefios de los hidroxilos
e hidrofdbicos / /

Grupos pequefios (Me, Et)

N J\. J J

Y Y Y

azucar cinamoilo amiociclitol
(subunidad A)  (subunidad B) (subunidad C)

No es Muy sensible  Esencial para
esencial a factores mantener act.
estéricos antimicrobian

Figurall.17: Resumen de leelacion estructuractividad.
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o HO  OH o HOQ  OH
/ HO
\/\O HO\; O) ﬁ\o Hd 0
52¢g 52h
'e) HO/,' OH
3 X Nt 0
N Ho P
\/\O F Hd o

56
Figurall.18: Analogos més importantes sintetizados por el grupo de Pfizer.

11.2.6.7- Ultimas generaciones de analogos sintetizados.

La dltima descripcion de la sintesis de analogos de HA realizada por edgr@biaer

gue estaba abocado el desarrollo de farmacos para uso veterinario fue en 1997.
Aproximadamente 10 afios después, otro grupo de la misma empresa realizo la
descripcion de nuevas series de analogos de HA. Sin embargo, este Ultimo grupo estaba
abocalo al desarrollo de agentes antimicrobianos activos frente a microorganismos
relevantes para la salud humana. Particularmente, frente a aquellos microorganismos
que presentan resistencia a antibioticos de uso clinico.

Dicho grupo utilizé el compuesto difitado56 como lider, ya que presentaba actividad
mejorada respecto a la HA frente a bacterias patogénicas gram positivas de relevancia
en salud humana. La TablaB8Imuestra la estructura de los compuestos sintetizados
variando el sustituyente fendlico lgs valores d&IMfrente a 4 microorganismo$?

Tablall.8: Serie de analogos fluorados de HA.

o HO
H
0 F HO'
61
Concentracion inhibitorianinima (CIM >g/mL)
Compuesto R S.aureus E. fecalis E.faecium S. pneumoniae
1095 1085 1022 1016
6la HoO 100 >100 >100 ND
61b EN 50 25 25 6.2
61c Feo ~_-% 1.56 1.56 0.78 2
F
61d }\/@1 6.25 X.2 3.13 .2

F

6le v/év”a 1.56 1.6 1.6 0.4
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Al sustituir el fenoton una cadena hidroxietilic@Xa), el compuesto resulté inactivo.

Sin embargo, la sustitucion del hidroxilo por un atomo de fledbY mejoro la actividad,
aunqgue dicho compuesto seguia teniendo valore<Cil muy altos. En funcion de la
mejora obtenida por la adicion de un atomo de fldor, continuaron sintetizando analogos
con cadenas fluoradas. La sustitucion del fenol con una cadena alquilica homologada en
un carbono 619, resultd en un analogo mucho mas igot sin embargo cadenas
carbonadas lineales mas largas o con un niumero mayor de atomos de fltor llevaron a
una disminucion de la actividad. Dentro de la serie de analogos sintetizados, los
compuestos61dy 61efueron los que presentaron mejor actividd®.En particular, la
mezcla diasteromérica d&lefue sparada mediante HPLC quiral, y el diasteromero que
presentaba mayor actividad (aquel que tenia configuracion absBleiteel carbono que
soporta el a&tomo de F) fue sometido a mas estudi®¥! La Tala 1.9 compara los
resultados deCIM entre dicho compuesto6le-R) y linezolid frente a diferentes
microorganismog®

Tablall.9: Comparacién de la actividad del compuesi@ R con linezolid.

CIM(>g/mL)
o HO  OH
Microorganismo FmLNWQ‘O Linezolid
A:ﬂo . HHO\: o~ (Figura1.2.3)
F 61e-R
S. aureugesistente a 05 1
meticilina (MRSA) '
S. pneumoniagesistente 05 1
a penicilina (PRSP) '
E. faecalis 0.5 1
E. faecium 1 2

El compuest®bleR presentd actividad comparable a la del linezolid frente a varios
patdgenos relevante¥10! Asimismo, el compuesto presentd actividad comparable a
la del linezolid en ensayas vivo(en ratones, ratas, monos y perros), y tambien exhibid
un buen perfil farmacocinético. Sin embargo, se determiné queoshpuesto se
descompone en agua a temperatura ambiente dando lugar ciclognajrbxietiléter (a

razon de 4% por dia). Por tal motivo, se descontinuaron los estudios sobre dicho
compuestot®

A partir del compuesté1c se sintetizd a su vez otra serie de analogos, generando mas
variaciones a nivel del anuniclitol1°2 Se removieron algunos hidroxilos, y también se
O-alquilaron los mismos con diferentes grupos. Se determind que las posiciones 1y 3
son las menos sensibles &dalquilacion. La Tabla10 muestra la estructura de los dos
analogos mas prometedores, asi como los resultadosCt frente a diferentes
microorganismos. Sobre el compue$@b se estudio también el perfil farmacocinético
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en ratas. Se demostro que presenta un biodisponibilichjorada, pero presenta a su
vez un elevado clearané

Tablall.10: Compuestos de la Ultimarse de andlogosjue presentaron mejor actividad
antimicrobiana.

o HO  OH
T s
H
F7 "0 F o o)
62 R
Concentracion inhibitorianinima (CIM >g/mL)
Compuesto R S.aureus S.pneumoni@a S. pyrogenes
1146 1095 1079
62a=61c H 4 0.4 <0.2
62b O~ 16 4 2

62c @E\I 1 <0.0625 <0.0625
CN

En la presente tesis doctoral, se escogk®g(Figura 11.18) como el compuesto lider, y

se propuso la sintesis de nuevos analogos de HA. Uno de las modificaciones propuestas
fue la variacion de la estereoquimica absoluta del carbono 2 del aminocalitalhono

unido a nitrégeno). Dicho estereocéntro no ha sido modificado en ninguno de los
analogos sintetizados. Asimismo, se propuso un reemplazo bioisostérico del grupo
amida por un triazol, y el cambio del grupo metilenodioxo por un grupo
isopropiliderodioxo.
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1.3.1-9f O2yOSLJi2 a/ftA01 OKSYA&(HNEE
Hacia fines del siglo XX la quimica organica alcanzé la capacidad de sintetizar casi
cualquier molécula existente si los recursos lamws y materiales necesariostsgcian
disponibles. Asi se hizo posible la preparacion de moléculas de alto peso molecular y
enorme complejidad estructuratomo por ejemplanetabolitos marinos y microbianos
de poderosa actividad biolégica, pero que samsladosde sus fuentes naturalesn
pequefiisimas cantidadég1% Sin embargo, estas sintesis completadas en decenas o
incluso en mas de un centenar de pasos de sintesis orgénitampracticables a escala
industrial y por ello no resultan atractivas paradiboraciénde nuevos agentes
terapéuticos.

La industria farmacéutica y la academia respondieron inicialmente a este desafio
RSal NNR2ffl yR2 IjfdiNY RSO 2 YORIW @3tk ldan2phidial-aé la
generacion de enormes Hibtecas de moléculas organicas pequefias. Si bien cada una
de estas moléculas puede no presentar gran complejidad estructural por separado, la
biblioteca o coleccion posee gran potencial de diversidad debido al enorme ndmero de
estructuras planteadas.

En & afio 2001, Barry Sharpless presentd su opinidn respecto a como se estaba
RSal NN2tfttlyR2 St OFYLR2 RS I aNyICB®ERAA& 2NH
chemistry: Diverse chemical function from a few good reacti#£&| plantea que en el

area de descubrimiento de farmacos, se invierte demasiado esfuerzo en buscar una
determinada estructura, cuando lo que se esta buscando es una determinada funcion.

Sharpless sefialé que el quimico debe seguir apuntando a la generacién de moléculas
complejas, pero propone que dicha complejidad estructural surja de la unién de bloques
de congruccion sencillos a través de heteroatomos. Asimismo, propone que la unién de
los bloques de construccion debe ser llevada a cabo a través de reacciones sencillas, que
transcurran con altos rendimientos, aplicables a pequefia 0 a gran escala, y que
permitan generar complejidad estructural en pocos pasos de sintesis. De esta forma, se
generaria diversidad estructural analogamente a como se genera en la naturaleza.
{ KFNLX Saa RSYy2YAys | Sa id%y ppusoNinai serieAdde &/ f A C
lineamientos generales que debe cumplir una determinada reaccion para ser
O2 Yy & A RS NIRP La teartich Ocpe s@r estereoespecifica, debe transcurrir con
altos rendimientos, debe soportar sustratos estructuralmente muy diversos (reaccion
de alto alcance), y debe generar Unicamente subproductos no ®yidéciles de
remover mediante métodos no cromatogréficos. Las reacciones deben poder ser
llevadas a cabo en condiciones simples (idealmente, el proceso no debe ser sensible a la
presencia de oxigeno o de agua), utilizando materiales de partida y resactivo
comercialmente disponibles o de facil acceso. Asimismo, es deseable que la reaccion
pueda transcurrir sin disolvente o con disolventes no toxicos facilmente removibles, y
gue el producto pueda ser aislado de forma sencilla. En caso de que el productoaeq

de purificacion, es deseable que la misma sea mediante métodos no cromatogréficos,
como por ejemplo recristalizacién o destilacion.
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areas de la quimica, y susiaptiones actuales abarcan: quimica médica, de polimeros,
de materiales, y bioconjugacioén en investigaciones biomédi€as

1.3.2wSF O0A2ySa O2yGSYLX | RFa RSYGNR RSt
Los ejemplos méas comunes de transformaciones quimicas contempladas dentro del

OK S
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heteroatomo. Entre ellas se encuentr&f§109

- Cicloadiciones de especies insaturadas, como por ejemplo reacciones de
cicloadicion 1,3lipolar o reacciones heterDielsAlder.

- Reacciones de sustitucion nucleofilica con valores jd@ muy favorables;
particularmente, aquellas de apertura de ciclos pequefios muy tensionados
como ser: epéxidos, aziridinas, sulfatos o sulfamidatos ciclicos e iones aziridonio
o episulfonio.

- Reacciones dearbonilos de tipo no aldélica, como por ejemplo formacién de
ureas, tioureas, hidrazonas, heterociclos aromaticos y éteres de oximas.

- Reacciones de adicibn a enlaces multiples cadmrbono; en especial,
epoxidaciones, aziridinacionedihidroxilacioney aminohidroxilaciones.

11.3.2.1- Reaccion de cicloadicion idgolar de Huisgen: reaccion entre
azidas y alquinos.

La primera descripcion de una reaccion de cicloadicion entre un alquino y una azida
organica en condiciones térmicas fue realizadd 883 por A. Michaéel** Sin embargo,

se conoce como cicloadiciéon de Huisgen poréueel grupo deRolf Huisgen quien
invedigd mas profundamente esta aecibn en el periodo 1950970
aproximadamente, durante el estudio de un conjunto grande de reacciones de
cicloadicion 1,3lipolar 14115

Si bien laeaccion es altamente exotérmica, tiene una barrera de activacién muy‘élta.
Por tal motivo, en ausencia de sustratos activados, la reaccidon transcurre muy
lentamente incluso a temperaturas elevadas. A su vez, como la diferencia entre los
niveles de energia HOMO y LUMO tanto para las azidas como para los alquinos son
aproximadamete de la misma magnitud (la diferencia de energia en ambas direcciones
es similar), operan simultdaneamente mecanismos controlados por dipGIBIO y por
dipolo-LUMG?%118 (es un ejemplo de dipolo ambifilico, taidh denominado dipolo
HOMOLUMGQGcontrolled). Esto lleva a que en presencia de un alquino no simétrico, se
obtengan generalmente mezclas regioisoméricas de los triazoles (Esquetn&dPor

tal motivo, la cicloadicion térroa entre alquinos y azidas es de poca utilidad cuando se
utilizan alquinos no simétricos, salvo en los casos de reacciones intramolecéiflares.
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Sin embargo, a través del descubrimiento de que sales de Cu(l) catalizan la reaccion de
cicloadiciéon con alquinos terminales, dando lugar Unicamente a la formacién de 1,2,3
triazolesl,4-disustituidos (Esquema1l), esta reaccion pasa ser considerada como

la transformacién arquetipicaR Sy G NB RS 02y OS LJ)2Estea / £ A O]
descubrimiento fue descrito en el aid@, por dos grupos diferentes de forma
independientet?t12?

Cicloadicién 1,3-dipolar térmica entre azidas y alquinos

N\ /N\
“UNRe s NTNRs

R o
/2+R3/N3LOC>N>:J\ +>____<

R, Ry R, R

Cicloadicién 1,3-dipolar catalizada por Cu(l) (CuAAC)

N
-~ s -R
Z e oM cuy N
2

R1

R1

Cicloadicién 1,3-dipolar catalizada por Ru(ll) (RUAAC)

N
* 2 /R2
=z, e [Cp*RuCl] N” N

\J

Rq

R N'N\N Rs
2 [Cp*RuCl] N\l

Esquemallll: Reacciéon general de cicloadicidon-tliBolar entre azidas y alquinos

La velocidad de la reaccion de cicloadicién aaidaino catalizada por cobre (CuAAC)
aumenta en un factor de IOrespecto al proceso térmic8® posibilitando que
transcurra rapidamente incluso a temperatura ambiente. Lacc@n no es afectada
significativamente por factores estéricos o electronicos en ninguno de los dos materiales
de partida (alquino o azida). Asimismo, la reaccion transcurre tantdissventes
préticos (incluyendo agua) como apréticos, y no se ve aflecigor practicamente
ningun grupo funcional (con excepcidn de los tioles, que se saben inhiben la CuUAAC en

aguat’).

La transformacién catalizada por sales de Cu(l) cambia drasticamente el mecanismo por
el cual transcurre la reaccion, convirtiéndolo en una secuencia de varias etapas que
culminan en la formacién exclusiva de un 1;2i8zo}1,4-disustituido, a diferencide

la térmica que transcurre mediante un mecanismo concertado en una Unica &hpa.
Esquemalll2 presenta el ciclo cafiico propuesto para la reaccion de CuAAQ.a
secuencia comienza con el desplazamiento de un ligando del cobre para que pueda
coordinarse el alquino al mismo y formar asi el complej64 (Etapa A). Esta
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coordinacion hace que disminuya el pKa del proton del alquino, y pueda se
deprotonado en medio acuoso para formar el acetiluro de cd@&é'® Luego la azida
reemplaza a otro ligando, y se coordina al cobre a través del nitrégeno 1 (el nitrégeno
nucleofilico) formando de esta manera el intermea6. Esta coordinacion hace que

el metal quede con una mayor densidad de carga, y hace por lo tanto que el carbono 2
del alquino se vuelva mas nucleofilico. Al mismo tiempo, la coordinacién de la azida al
cobre hace que el nitrogeno 3 de la azida se waiehas electrofilico, lo que termina
llevando a la formacion del primer enlaceNCen la etapa D (compuesty).t!” Esta

etapa presenta una energiale activacion considerablemente menor que la
correspondiente a la reaccion sin catalizar, 1o que explica la gran aceleracion de la
reaccion catalizada por Cuftf.Posteriormente el metalacicl67 evoluciona haci®8
mediane una contraccion de anillo, y una posterior protedlisis libera el triazol y
regenera el catalizadd3.116

R']
N\\ /N\R2
R'——H
[LyCul*
63
Etapa F Etapa A
R! CuL, N
— (.l‘,uLn
N. N<p2 R'——H

N R

68 64

Etapa E Etapa B

R /_C\uLn
“<F_IN—R2 R'—=——cuL,

N=N 65

67

Etapa D Etapa C
R'——cuL,
N=N*N-
N=N*-N R?
R2
66

Esquemalll2: Mecanismo general propuesto para la reaccion CuAAC.

En el aflo 2005e descubrio que algunos complejos de rutenio(ll) también eran capaces
de catalizar la cicloadicion entre alquinos y azidas, sin embargo dichos catalizadores
generan los triazoles I-@isustituidos a partir de alquinos terminales (Esqueima)l*?

Estos catalizadores le dan complementariedad regioguimica a la reaccién catalizada por
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cobre, y posibilitan actualmente la obtencién de cualquiera de los dos triazoles
isoméricos empleando distintos catalizadores. La cicloadicion-alidao catalizada

por rutenio (RUAAC) a diferencia de la CuAAC, posibilita también la formacion de
triazoles a partir de alquinos disustituidos (Esqueima)lt?3124Los mecanismos por los
cuales transcurren ambas reacciones son logicamente diferentes, aunque el
fundamento basico es muy parecido: una mayor nucleofilia del alquino por
retrodonacion de ruteio. En la variante catalizada por rutenio, la etapa determinante
de la regioquimica de la reaccion es la formacion del enldd¢e @artir de un comlejo

~124 (en la CuAAC, la formacion del enlac®l @curre a partir de un complejo,
Esquemadl.12). El nitrégeno 3 de la azida se une al carbono con mayor densidad de carga
negativa y menor impedimento estérico, determinando asi la obtencion de triazoles 1,5
disustituidost?*La RUAAC es mas sensible a las condiciones de reaccilzadasy pero

el alcance de la reaccién es excelente, y tolera muchos grupos funcionales diféféntes.
126

Se ha descrito también la cicloadicién entre alquinos y azidas catalizadas por otros
metales, como por ejemplo Ag, Au, Ir, Zn, y algunos lantaAfd&n embargo, el metal
mas ampliamente utilizado como catalizador es Cu(l), y le sigue el Ru(ll).

El anillo de 1,2;&iazol ha cobrado relevancianeel campo de la quimica médica no
solamente por su facil acceso a través de la reaccion de Hulisgen sino también por sus
propiedadesfisicoquimicas favorables. Este tipo de heterociclos presenta una gran
estabilidad quimica, tiene un gran momento dipolgres aromaticd!’1?° Se han
resaltadovariassimilitudes entre la amida y eli&zol, comgor ejempla tamafio similar

(3.9 A las amidas y 5 A los triazoles-digtistituidos}®® y la cgacidad aceptora de
enlaces déidrogeno’?° Sin embargo, los 1,2fBiazoles a diferencia de las amidas son
estables a condiciones de hidgd$ tanto acidas como basicas, por lo que puede servir
como bioiséstero no hidrolizable del enlace peptiditd32 Compuestos conteniendo
triazoles en su estructura han demostrado diversas actividades biologicas, incluyendo
actividad antiretrovirak®® antibacterianal®* inhibicion selectica de receptoress
adrenérgicos (que podria servir para tratamientos de obesitfd)tividad inhibidora

de betalactamasa¥® entre otras!®” Asimismo, la presencia de una triazol en la
molécula puedenejorar propiedades farmacocinéticas, como se observé con derivados
de cefalosporina3813®

 A20l Gt tAaAE & GOfAO| OKSYAAUGNEBE Sy B3 aNy(iSan:



[l. Antecedentes

[1.4- Dihidroxilacion enzimatica de arenos.

En la Facultad de Quimica de la Universidad de la Republica, desde hace muchos afios
se investiga en areas relacionadas a las biotransformaciones. Se han formado grupos
multidisciplinarios que abordan etapas y enfoques muy diferentes dentro del area de la
biocatalisis, desde el aislamiento de microorganismos capaces de llevar adelante nuevas
transformaciones, hasta el la generacién de microorganismos recombinantes capaces
de expresar enzimas modificadas mediante mutaciones sitio dirigidas.

En particular, la dihidroxilacién de compuestos arométicos por medio de la enzima
toluenodioxigenasa (TDOgs una de las biotransformaciones mas estudiadas. Esta
enzima cataliza la dihidroxilacion de arenesstituidos para dar lugar a los
correspondientes cisciclohexadienodioles enantioméricamente pufds. Dichos
productos han sido empleados extensamente tanto por gsumte investigacion
Uruguayos como por muchos otros grupos de investigacion en todo el moodm

materiales de partida para lo produccion de productos de alto valor agregado (Esquema
[1.13) 145144

Sintesis Organica

Prostaglandinas

X X
TDO OH Alcaloides
_ > AzUcares
oH CICLITOLES

Terpenos

X= halégeno,

. . cis-ciclohexadienodiol
alquilo, arilo

Esquemalll3: Sintesis quimioenzimatica de productos naturales a partir de arenos
monosustituidos.

La primera descripcién respecto a la obtencién deciclohexadiendioles por
dihidroxilacionenziméaticade compuestos aromaticos fue realizada por el grupo de
Gibson en 1968, durante el estudio de las rutas de degradacion microbiana de
arenos*®146 En 1970, dicho grupo realizé el aislamiento de una cepa mutante de
Pseudomonas P. putida F39/D, que acumulaba en el medio de cultivo o&
ciclohexadiendiol 69 derivado de la oxidacion del tolueno (Esqueli).14’ Esta cepa
mutante deP. putidatiene la ruta metabdlica de catabolismo de arenos bloqueada, ya
que carece de la enzima catecol deshidrogensesponsable de la oxidacion 88a 3
metilcatecol!*%148 La estereoquimica relativayn de los hidroxilos presentes en el
compuesto69 fue determinada luego de derivatizarlo (Esquem®d).'4 Inicialmente

se acetilaron ambos hidroxilos, luego se realiz6 una reaccion de-Adiels con
anhidrido maléico, y finalmente se hidrogend la olefina remanente dando lugar al
compuesto70. La constante de acoplamientteterminadaentre los protones Ky Hs

en el espectro déH-RMNpermitié asignar una relaciéecisentre dichos grupos.
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1) Ac,0O, Py
P. putlda OH  2) Anhidrido malelco
[ j oH 3)Hz Pd/iC

Tolueno

Esquemalll14: Metabollto de dihidroxilacion enzimatica de tolug®®), y
derivatizacion para determinar la estereoquimica relativdodehidroxilos.

La estereoquimica absoluta de los hidroxilos fue posteriormente asignada
transformando el compuest®9 en acido R-2-metiladipico 73 (Esquemall15),148
compuesto que ya habia sido descrito previaméfitenicialmente se hidrogené el
dienodiol69, y se obtuvo una mezcla de los compuestdy 72. Los mismos pudieron

ser separados por cromatografia en columna luego de ser selectivamente benzoilados
en la paicion 1. La hidrdélisis del benzoato permitié obtener ambos compuestos puros,
y se confirmé la estereoquimica relativa del metilo respecto al hidroxilo vecinal en
ambos compuestos por determinacion de constantes de acoplamiento. EI compuesto
ciscis 72 fue oxidado, y se obtuvo el correspondiente &cidem@til adipico.
Comparando el valor y el signo de rotacién Optica con los descritos previamente en la
literatura,!*°se determiné que la configuracion absoluta de dicho metiloReral saber

la relaciéon estereoquimica entre dicho metilo y el hidroxilo vecinal en el compié2sto

(y a su vez la relacidon estereoquimica entre ambos kiirg), se pudo asignar la
configuracién absoluta del compues® como 1IS2R*8En el mismo afio se describid

la estructura de rayos X del compuesi®, que deriva de69, y se confirmé
inequivocamente la configuraciéon absoluta de ambos hidroXifos.

1) hidrogenacién

OH  2) monobenzoilacion O:OH + OH
OH 3)separacion OH o
4) hidrdlisis
%9 71 72
[Roacivo_ (" cou
CO,H
de Jones
3 Acido (R)-2-
metiladipico
1) Acetilacion 0]
2) Diels-Alder P\ QA
> Br N [{j
[ >// OAc

N S
NT< O ' 75

O 74

Esquemalll5: Asignacién de estereoquimica absoluta epretiucto de la
dihidroxilacion enzimatica del tolueno.
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El grupo de Gibson construyé en 1989 una cepa recombinante. @eliJM109 que
contiene un plasmido denominado pDTGE84Dicho plasmido contiene los genes que
codifican para el complejo enzimatico TDOELaoliIM109(pDTG60)sobreexpresda
enzima TDO, y permite producir a gran escala una gran variedaccise
ciclohexadiendioles enantioméricamente purosé>99.8%)-52154

La enzima toluenodioxigenasa acepta como sustratos arenos sustituidos con una gran
variedad de funcionalidades??'%3 como ser alcanos, alquenos, alquinos, nitrilos,
halégenos, entre otros. Asimismo, también es capaz de dihidroxilar compuestos
bifenilicos y compuestos con anillos aromaticos fusionados. La Fldifanlestra
algunos compuestos que son obtenidos pordiibkilacion mediada por la TDO, pero se
han descrito cientos de compuestos que son sustratos de dicha eAZAHRE> De

todas maneras, vale la pena mencionar que de todos loguestos reportados como
productos de la dihidroxilaciéon enzimatica, solo unos pocos han sido utilizados como
materiales de partida para la sintesis de moléculas mas compjass mas
ampliamente utilizados para sintesis enantioselectivas son los derivados de
halobenceno y tolueno.

Br
CH3 \ Br
©:OH OH OH ©:OH
OH OH OH OH
69 76 77 78

| ®
OH OH OH
OH OH
« oo
CH3 N3 OH
81 82

79 80
Figura 1.19: Estructura de algunos productos de dihidroxilaciotadeDO.

Se ha optimizado el proceso de produccion de dioles a partir de arenos utilizando el
microorganismo recombinant&. coliJM109 (pDTG60}, y actualmente se puede
obtener 40 g del diof8 enantioméricamente puro por litro de medio de cultivo (o 23

g/L del diol69).15" Particularmente, el ($cig)-3-bromo-3,5-ciclohexadierl,2-diol (78)

ha sido utilizado en la presente tesis doctoral para la sintesis de analogos de higromicina
A,y por lo tanto s discute a continuacion la reactividad general de los dioles sustituidos
en posicion 3 con un halégeno.
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[1.4.1- Reactividad del ciclohexadienodiol derivado de halobenceno.

La funcionalizacién de-l&alo-ciclohexadienodioles hads extensamenteestudiada, y
dichos compuestos permiten un excelente control de la regienantic y

diasteroselectividaggracias a la presencia de planos y ejes latentes de simetria (Figura
||.20).153156“158

El halégeno en posicion 3 es el respalole de laasimetriadel compuesto, y a su vez es

el elemento de polarizacion del dieno que determina que las olefinas estén
electronicamente diferenciadas. Por otro lado, la presawui@ la funcion diol diferencia
dos caras prodiasteptopicas a ambos thos del plano generado por el dieno. Estas
caras se denominan arbitrariamente como car@yna la funcion diol) y cara (anti a

la funcion diol). En su conjunto, estos elementos determimae ambas olefinas estén
estereoelectronicamente diferenciadas.

Estos sustratos permiten desarrollar rutas sintéticas enantiodivergentes principalmente
por tres razones: la diferente reactividad de ambas olefinas, la posibilidad de
diastereocontrol dirigida por el grupo OR, y la posibilidad de remocion del elemento de
asimetria (el halégeno). De esta manera, con un estricto control del orden de los pasos
en una determinada secuencia sintética, se puede obtener enantiodivergencia. Esta
estrategia ha sido empleada extensamente por el grupo de Hudfigip1s®

Elemendo de polarizaciéon

y asimetria OR: grupos directores.

R voluminoso: orientacion estérica anti
R = H ; orientacién electrénica syn
(con reactivos oxofilicos)

Cara
swmf>
Dieno polarizado X
p \’ OR OR OR
/ espacio + \
_____________________________ Caras

Plano

roenantiotipico espacio - rodiasterotépico

P P V\OI‘; Cara H P P
anti (u)\_) H

X =Br, Cl

Figura 1.20: Elementos de asimetria que permiten regio, enantio y diasterocontrol.

La presencia en el anillo de la funcioisdiol, alcohol alilico, y dieno conjugado
estereoelectronicamente diferenciado, permite realizar una gran cantidad de
reacciones de formaciéon de enlace<C§ Gheteroatomo de forma quimig regic, y
estereoselectiva (Figuraa1).142153156

La quimie y regioselectividadnicial sobre el sistema diénico est4 determinada por la
diferenciacion electrénica de ambas olefinas. La estereoselectividad inicial se puede

A20FGttAarAa & aOfAO] OKSYAAGNERE Sy (57 aNy(iSanh:



[l. Antecedentes

conseguir manipulando los sustituyentes en la funai&diol: la presencia de grupos
voluminosos sustituyenda los hidroxilos (por ejemplo aceténido o aaes) dirige
estéricamente las sucesivas reacciones sobre el sistema diénico pordatalPer otro

lado, los hidroxilos libres pueden dirigir electronicamente la reaccion sobre |@yara
con reactivos oafilicos. Eligiendo correctamente el orden de los pasos y los grupos
directores, se puede conseguir un excelente control en la fegimio y
estereoselectividad en las diferentes etapas sintéticas.

Remocion o acoplamiento
C-C con reactivosorganometalicos

\ Seis posibles rupturas oxidativas

R voluminoso: orientacion estérica anti
R = H ; orientacion electrénica syn
(con reactivos oxofilicos)

c .
Cicloadiciones —> Rearreglo de Claisen

sitio primario de interaccion electronica
(epoxidaciones, aziridinaciones, dihidroxilaciones, etc.)

Figura 1.21: Reatividad de dienodioles derivados de halobenceno.
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