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NOTA SOBRE NOMENCLATURA

A lo largo de esta Memoria se han utilizado la nomenclatura y simbolos de
aminoacidos recomendados por la Comisién de Nomenclatura de Bioquimica (JCBN) de
la IUPAC-IUB (“Nomenclature and Symbolism for Amino Acids and Peptides”, Pure &
Appl. Chem. 1994, 56, 595-674. http://www.chem.gmw.ac.uk/iubmb/iubmb.htmI#03).

Los aminoacidos se han nombrado por el sistema de simbolos de una o tres letras y
pertenecen a la serie natural L, salvo que se indique lo contrario. Las sustituciones en el
grupo a-NH, se indican anteponiendo el simbolo aceptado para el sustituyente al
simbolo del aminoacido, mientras que las sustituciones en los grupos funcionales de las
cadenas laterales se indican entre paréntesis, inmediatamente después del simbolo del
aminoacido.

En cuanto a los péptidos, el residuo que tiene el grupo amino libre, o no acilado por
otro aminoacido, se denomina N-terminal y el que tiene el grupo carboxilo libre se
denomina C-terminal. Tanto para nombrarlos como para representarlos graficamente, se
comienza por el residuo N-terminal, seguido de los aminoacidos internos en orden, para

finalizar con el residuo C-terminal.

NOTA SOBRE PUNTUACION Y ABREVIATURAS

Con el fin de simplificar la publicacion de los resultados en revistas internacionales
que requieren uso de numeracion inglesa, en esta Memoria se utiliza este sistema. Asi,
las cifras decimales se indican con punto en lugar de con coma, habiendo sido aceptado
este sistema por la Real Academia Espafiola de la Lengua, como se recoge en el
Diccionario Panhispanico de Dudas, desde su primera edicion en octubre de 2005.

Hay terminologia cientifico-técnica que frecuentemente se utiliza de forma
abreviada, pero para la cual en la versién en espafol no existe o no se utiliza una

abreviatura; en estos casos se ha utilizado la abreviatura inglesa.






ABREVIATURAS

AC
ADN
AcOH
Ang
APC

Ar
BACE-1
Bfgf

Bn
Boc
CAM
c-AMP

CDCl;
Clso
COSsY
DAG
DCC
DIBAL-H
DIC
DIEA
DMAP
DMF
DMSO-d¢
DOS
ECso
ECL
EGF

EGFR

Egr
ELISA

EP
EPCR

EPO

eq.
ERAs

Adenilato Ciclasa

Acido Desoxirribonucleico

Acido acético

(del inglés: angiopoietin) = Angiopoyetina

(del inglés: Activated Protein C) = Proteina Activada C
Arilo

Beta-secretasa 1

(del inglés: Basic Fibroblast Growth Factor) = Factor basico de crecimiento
de fibroblastos
Bencilo

Terc-butoxicarbonilo

(del inglés: ChorioAllantoic Membrane) = Membranas corioalantoicas
(del inglés: cyclic Adenosine Monophosphate) = Adenosina monofosfato
ciclico

Cloroformo deuterado

Concentracién inhibitoria 50

(del inglés: COrrelation SpectroscopY)
Diacilglicerol

Diciclohexilcarbodiimida

Hidruro de diisobutilaluminio
N,N’-diisopropilcarbodiimida

Diisopropiletilamina

4-Dimetilaminopiridina

Dimetilformamida

Dimetilsulfoxido-de

(del inglés: Diversity Oriented Synthesis) = Sintesis orientada a la diversidad
Concentracion efectiva 50

(del inglés: Extracellular Loop ) = Bucle extraceluar

(del inglés: Epidermial Growth Factor) = Factor de crecimiento del endotelio
vascular

(del inglés: Epidermial Growth Factor Receptor) = Receptor del factor de
crecimiento del endotelio vascular

(del inglés: Early Growth Respose) = Respuesta temprana de crecimiento

(del inglés: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) = Ensayo de
inmunosorbente unido a enzima

Embolia Pulmonar

(del inglés: Endothelial Protein C Receptor) = Receptor de la proteina C
endotelial

Entidad Promotora Observadora

Equivalentes

Elementos de Respuesta a Andrégenos



ERK
ES-MS

FIX
FIXa
Fmoc
FV
FVII
FVlla
FVIll
FX
FXa
FXI
FXla
g
GDP
GEFs

GPCRs

Grb2
GRK

GRO-a

GTP
h
HER2

HIV

HMBC
HOBt
hPAR1

HPLC

HPLC-MS

Hse
HSQC
HTS
Hz
InsP;

(del inglés: Extracellular Regulated Kinase) = Quinasa extracelular regulada
(del inglés: Electrospray ionization mass spectrometry) = Espectrometria de
masas por ionizacion con electrospray

Factor IX

Factor IXa

Fluorenilmetoxicabonil

Factor V

Factor VI

Factor Vlla

Factor VI

Factor X

Factor Xa

Factor Xl

Factor Xla

Gramo

Guanosina Difosfato

(del inglés: Guanine-nucleotide Exchange Factors) = Factores de intercambio
de nucledtidos de guanina

(del inglés: G-Protein Coupled Receptors) = Receptores acoplados a
proteinas G

(del inglés: Growth factor receptor-bound protein 2) =

(del inglés: G protein Receptor Kinase) = Quinasa de receptores acoplados a
proteina G

(del inglés: Growth Regulated Oncogen-a) = Oncogén regulador de
crecimiento a

Guanosina Trifosfato

Hora

(del inglés: Human Epidermal growth factor Receptor 2) = Receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano

( del inglés: Human Immunodeficiency Virus) = Virus de inmunodeficiencia
humana

( del inglés: Heteronuclear Multiple Bond Correlation)

1-Hidroxibenzotriazol

(del inglés: Human Protesase-Activated Receptor 1) = Receptor activado por
proteasa humano 1

(del inglés: High-Performance Liquid Chromatography) = Cromatografia
liquida de alto rendimiento

(del inglés: High-Performance Liquid Chromatography-Mass Spectroscopy) =
Cromatografia liquida de alto rendimiento acoplada a espectrometro de
masas

Homoserina

(del inglés: Heteronuclear Single Quantum Coherence)

(del inglés: High Troughput Screening) = Cribado de alto rendimiento
Hercio

Fosfoinositido



KDR
Ki

KLK

LBS
LMWH

MAPKs

min
MMP-1
MW
NOE
NOESY

Orn
PAR1-APs
PARs

Pbf
PDGF

Pf
Ph
PI;K
PKC
PLCB

ppm
PyK2

RMN
ROK
Rdto.
SAR

SER
Src
T.a.
TEA
TF
TFA
THF
TIE

Receptor de factor de crecimiento del endotelio vacular 2

Canal de Potasio

Constante de disociacion

(del inglés: Kallikrein-Related Peptidases) = Peptidasas relacionadas con las
kalikreinas

(del inglés: Ligand Binding Site) = Sitio de union del ligando

(del inglés: Low-Molecular Weight Heparin) = Heparinas de bajo peso
molecular

(del inglés: Mitogen-Activated Protein Kinases) = Proteina quinasas activadas
por mitégenos

Minutos

(del inglés: Matrix Metalloprotease-1) = Metaloproteasa de matriz 1
(del inglés: MicroWaves) = Microondas
(del inglés: Nuclear Overhauser Effect) = Efecto nuclear Overhauser

(del inglés: Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) = Espectroscopia del
efecto nuclear Overhauser
Ornitina

(del inglés: PAR1-Activating Peptides) = Péptidos activadores de PAR1

(del inglés: Protease-Activated Receptors) = Receptores activados por
Proteasas
2,2,4,6,7-Pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonilo

(del inglés: Platelet-Derived Growth Factor) = Factor de crecimiento derivado
de plaquetas
Punto de fusién

Fenilo

(del inglés: Phosphatidylinositol-3-Kinase) = Fosfatidilinositol-3-quinasa
Proteina Quinasa C

(del inglés: Phospholipase CB) = Fosfolipasa Cf

Partes por millon

(del inglés: Proline rich tyrosin Kinase-2) = Tirosina quinasa rica en prolinas-
2
Resonancia Magnética Nuclear

(del inglés: Rho-Kinase) = Rho-quinasa
Rendimiento

(del inglés: Structure-Activity Relationships) = Relaciones Estructura-
Actividad
(del inglés: Serum Response Elements) = Elementos de Respuesta Sérica

Steroid receptor cofactor

Temperatura ambiente

Trietilamina

(del inglés: Tissue Factor) = Factor Tisular
Acido trifluoroacético

Tetrahidrofurano

Receptor de Angiopoyetina



TK

TLC
™
TMSCN
VEGF

VEGFR2

Xaa

(del inglés: Tyrosin Kinase) = Tirosina quinasa

(del inglés: Thin Layer Chromatography) = Cromatografia de capa fina
Transmembrana

Cianuro de trimetilsililo

(del inglés: Vascular Endothelial Growth Factor) = Factor de crecimiento del
endotelio vascular

(del inglés: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) = Receptor 2 del
Factor de crecimiento del endotelio vascular

Aminoacido



ANEXO I: AMINOACIDOS
[

Aminoacido Férmula Aminoacido Férmula
\
Acido Aspartico | Asp D Isoleucina lle |
o)
O~ OH
Acido Glutamico| Glu | E H, Leucina Leu L Hol  on
HoN” Ny O HN
3 o]
NH;
H.J_oH
Alanina Ala A HoN Lisina Lys K
o H, OH
H,N
o)
H
N\’[‘]/l—'NHg s~
Arginina Arg R H Metionina Met M H.,.
1 on HoN OH
HoN
5 o]
0
. NH2 . ~\H OH
Asparagina Asn N Hol o oy Prolina Pro P N
HoN H 5
o)
SH OH
C H.,, . H.,
Cisteina Cys C H2NJi[(OH Serina Ser S HzNJ;(OH
o) o)
OxNH, OH
Glutamina Gin Q H/’i Tirosina Tyr Y
J_ on 3
H,N
0
OH
Glicina Gy | G HzN“(r)r Treonina Thre | T
Fenilalanina Phe F Ho  on Triptofano Trp w
HyN
AN
N
Histidina His H H)  on Valina Val \%
H,N
o]







1. INTRODUCCION







INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1. ANTECEDENTES
1.1.1. Trombina: Una enzima esencial en homeostasis

La trombina es una serina proteasa que, tal como se muestra de forma esquematica
en la Figura 1, posee un papel central y esencial en la cascada de coagulacién
sanguinea1. Ademas, esta proteasa induce diversos efectos sobre una amplia variedad
de células, tales como: plaquetas®®, células endoteliales y de musculo liso>*, neuronas y

astrocitos en el sistema nervioso®*’, células inmunitarias e inflamatorias®®,

1114 Estos efectos celulares de la trombina estan

osteoblastos'® y células tumorales
mediados por la activacion de tres receptores de la familia de receptores activados por
proteasas (PARs: PAR1, PARS3 vy PAR4)2’4‘15’16. Estos son receptores acoplados a
proteinas G (GPCR), que requieren una protedlisis especifica en el extremo N-terminal
extracelular para desenmascarar en este extremo una secuencia de activacion
intramolecular. Esta activacion se traduce en una compleja cascada de sefalizacion
intracelular. Entre estos receptores, PAR1 es el principal receptor activado por trombina

en la mayoria de las células humanas'’.

1.1.2. Receptor de trombina PAR1: Estructura primaria, especificidad, activacion,

sefalizacion y desensibilizacion

PAR1 fue el primer receptor activado por proteasas en ser descubierto y clonado
(1991), como resultado de la busqueda de receptores responsables de los efectos
celulares de la trombina'®. La trombina es un agonista extremadamente potente de este
receptor (ECso = 50 pM) y la activaciéon se bloquea por los inhibidores de trombina
hirudina e hirugen18. PAR1 estd constituido por 425 aminoacidos y posee 7 dominios
transmembrana hidrofobos caracteristicos de los GPCRs. Tal como se indica de forma
esquematica en la Figura 2, este receptor contiene en el extremo N-terminal extracelular
la secuencia consenso de reconocimiento para la protedlisis por serina proteasas
(L*DPR*"), seguida de la secuencia activadora (S**FLLRN*") y de una secuencia similar
a la secuencia de reconocimiento de la hirudina por trombina (K°'YEPF®). Esta
secuencia similar a hirudina es esencial para la unién del receptor con alta afinidad a

trombina'’.
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AGREGACION
/ PLAQUETARIA

PAR1
PAR4

i)

PLAQUETAS

TROMBOS K

FIBRINA

FIBRINOGENO .’ CELULAS
° VASCULARES

Coagulacion intrinseca
< 2
¥ N
m
=
A 4
l—>

Coagulacioén extrinseca

4 FVII TF
FV
\ FIX —-—» | <— @ TF
¢ Ly FVI FX

Figura 1.- Esquema de la cascada de coagulaciéon sanguinea. a) Mecanismo intrinseco: Siempre
presente en el flujo sanguineo, comienza con la activacion del factor XI (FXI), expresado en la superficie de
plaquetas activadas, que es seguida de las sucesivas activaciones de los factores IX y X. b) Mecanismo
extrinseco: Se inicia por contacto de la sangre con el tejido de los vasos como consecuencia de una herida.
Este mecanismo se inicia cuando el factor tisular (TF), glicoproteina transmembrana expresada en las capas
subendoteliales de los vasos sanguineos, se une al factor VIl circulante en el fluido sanguineo. Esta union
produce la autoactivacion de FVIl a FVlla, seguida de la activacion de FX a FXa. En esta activacién convergen
los dos mecanismos de coagulacién. A continuacion, la unién del factor activado Xa al cofactor FV cataliza la
hidrélisis y activacion de protrombina a trombina. La trombina hidroliza el fibrinégeno a fibrina, dando lugar a la
formacién de trombos. Por otra parte, la trombina activa la agregacién plaquetaria a través de los receptores
PAR1 y PAR4. Ademas, la trombina participa en la activacion de FXI y de los cofactores FV y FVIII.
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< Secuencia similar a hirudina (K¥'YEPF?)
L3 Ligando activador (S*?FLLRN*7)

© Secuencia de reconocimiento por serina proteasas (L**DPR*!)

<

~

& S
&

GTP GDP

[SENALIZACION CELULAR]

Figura 2.- Esquema de la activacion y sefializacion de PAR1

Una vez efectuada la protedlisis del receptor, tanto éste como la trombina,
manteniéndose unidos, sufren un cambio conformacional para facilitar la unién
intramolecular del ligando activador desenmascarado al denominado sitio de union
(L**PAFIS®), localizado también en el exodominio N-terminal, y al segundo bucle
extracelular del receptor' . Esta activacion favorece la interaccion del receptor con las
proteinas G y la subsiguiente activacion de la compleja cascada de sefializacién celular.
Tomando como modelo la secuencia activadora (S4ZFLLRN47), se han sintetizado
péptidos analogos que activan el receptor sin necesidad de protedlisis, denominados
péptidos activadores de PAR1 (abreviado en inglés como PAR1-APs). El pentapéptido
SFLLR es la minima secuencia necesaria para actividad agonista completa, aunque, en
general estos PAR1-APs muestran potencias (ECs,<1uM) significativamente inferiores a
la trombina y baja selectividad con respecto a otros PARs?*.

Aunque diferentes especies animales comparten alta homologia de secuencia para
cada tipo de PAR, hay diferencias a nivel de la secuencia activadora. Por ejemplo, para
PAR1, la secuencia activadora en humanos es SFLLRN, mientras que, en roedores es
SFFLRN?'. Estas diferencias de secuencia determinan las afinidades de sus respectivos
PAR1-APs. Como estos péptidos activadores se usan habitualmente como agonistas de
referencia en estudios farmacoloégicos, hay que tenerlo en cuenta a la hora de escoger el

PAR1-AP apropiado, dependiendo de la especie animal de estudio. Por otra parte, los
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PARs también presentan especificidad, segun la especie animal, en su expresién celular
y perfiles de sefalizacion®. Asi por ejemplo, en lo que respecta a las plaquetas, células
en las que los PARs han sido mas estudiados, las plaquetas humanas expresan PAR1 y
PARA4, con sefalizacion independiente, mientras que, las plaquetas de raton expresan
PAR3 y PAR4, y las de cobaya PAR1, PAR3 y PAR4'"?". Hay que destacar que las
plaquetas de los animales mas habituales para la evaluacién biolégica, ratones, ratas y

perros no expresan PAR1%

. En células endoteliales de raton PAR1 y PAR4 median la
sefializacion. Sin embargo, en las células endoteliales humanas PAR1 es el Unico
receptor de trombina, pues no expresan PAR4%. Las células de musculo liso vascular y
los fibroblastos expresan PAR1 y PAR2, pero estos ultimos no son activados por

17,21,22

trombina . De forma similar, las neuronas y astrocitos del sistema nervioso central y

las neuronas del sistema nervioso periférico, asi como diversas células inflamatorias e

inmunitarias, expresan PAR1 y PAR2%*®

. La especificidad de especie animal complica el
desarrollo farmacolégico de moduladores de estos receptores, pues los ensayos in vivo
hay que hacerlos en primates.

La trombina es el principal regulador fisiolégico de PAR1, sin embargo, otras
enzimas de la cascada de coagulacidon sanguinea también pueden contribuir a su
activacion. Asi, durante la coagulacion el complejo TF-FVlla sefializa, en parte, a través
de PAR1%. Aunque el factor FVlla por si solo, incluso a altas concentraciones, no es
capaz de activar PAR1, cuando este receptor es coexpresado junto al TF si que es
activado por FVlla. El factor FXa también activa PAR1 en células endoteliales y en
fibroblastos®. La proteina C activada (APC) por trombina, cuando esta unida a su
receptor en las células endoteliales de los vasos sanguineos (EPCR), también ejerce

1%’ Mientras la APC se mantiene

parte de sus acciones a través de la activacién de PAR
unida a través de su receptor a la superficie celular, el complejo EPCR-APC induce la
activacion de PAR1. Esta activacion es responsable en gran medida de los efectos
antiinflamatorios y neuroprotectores de la APC??® Se ha demostrado que la APC
hidroliza PAR1 en el mismo sitio que la trombina®’. Estudios recientes sugieren que la
enzima fibrinolitica plasmina puede actuar como activador endégeno de PAR1 en

9,29

astrocitos y neuronas™”. Como se comentara mas ampliamente en el siguiente

apartado, 1.1.3, diversas proteasas derivadas de tumores, fundamentalmente peptidasas

30 v la metaloproteasa de matriz 1 (MMP-1)*,

relacionadas con las kalikreinas (KLK)
activan PAR1. Este receptor también es activado por algunas proteasas bacterianas,

entre las que destacan las gingipainas-R especificas de arginina (HRgpA y RgpB)
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producidas por la principal bacteria responsable de la periodontitis humana
Porphyromonas gingivalis. Se ha descrito que HRgpA y RgpB inducen la agregacion
plaquetaria con potencia similar a la trombina y que sus efectos son mediados por PAR1
y PAR4%*. Este mecanismo podria explicar la relacién que hay entre la periodontitis y las
enfermedades cardiovasculares®. Muy recientemente, también se ha descrito que
proteasas de promastigotes de Leishmania activan PAR1 en macrofagos y que esta
activacion puede ser responsable de la infeccion de estas células por Leishmania™.
Como en la mayoria de los GPCRs, PAR1 se acopla con multitud de cascadas de
senalizacion celular. La activacién de este receptor produce cambios conformacionales
que favorecen su interaccion con proteinas G triméricas. En estado inactivo una
subunidad Ga esta unida a guanosina difosfato (GDP) y a las subunidades Gy. La
activacion de PAR1 induce un cambio conformacional en estas proteinas G que conlleva
el intercambio de GDP por guanosina trifosfato (GTP), seguido de la fosforilacion del
receptor y separacion de la subunidad Ga del complejo dimérico GBy, desencadenando
la compleja cascada de sefalizacion (Figura 2), especifica segun el tipo de célula. PAR1

interacciona con distintos subtipos de subunidades Go®*'%%

, principalmente, con Gaq;,
Gaiyiz y Gag (Figura 3). El acoplamiento con Ga; inhibe adenilato ciclasa (AC),
suprimiendo la formacién de c-AMP, accién que provoca las respuestas de las
plaquetas15.

El acoplamiento de PAR1 con Gaq, y Gay; juega un papel fundamental en el control
de la forma celular y la migracién4. Estas subunidades interaccionan con factores de

35-37
)

intercambio de nucleétidos de guanina Rho (GEFs , que controlan la forma y la

migracioén celular, y con elementos de respuesta sérica (SRE)38. En las plaquetas, esta
activacion de Rho-quinasas mediada por Gayyq3; esta involucrada en los cambios de

forma inducidos por trombina®, mientras que, en fibroblastos y células endoteliales

36,37,40

parece estar involucrada en la permeabilidad y en la migracion . En células

tumorales la activacion de Rho quinasas mediada por PAR1 parece estar involucrada en

la reorganizacion del citoesqueleto, la migracion celular y la invasion®>*"*,
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Figura 3.- Esquema de la cascada de sefializacién celular del receptor PAR1. El significado de las
abreviaturas de las proteinas implicadas se indica en el apartado de abreviaturas.

El principal acoplamiento de PAR1 con proteinas G es a través Ga, . Este
acoplamiento activa la fosfolipasa Cf (PLCB)“, generando fosfoinositido (InsPs3), que
induce movilizaciéon de calcio, y diacilglicerol (DAG), que activa la proteina quinasa C
(PKC). Este mecanismo abre el camino a quinasas reguladas por calcio y por PKC, tales
como las proteina quinasas activadas por mitdgenos (MAPKs), y fosfoesterasas*.
Teniendo en cuenta el importante efecto mitdgeno de la trombina, ha habido mucho
interés en el acoplamiento de PAR1 con la cascada de MAP quinasasz“‘. En particular, el
modulo MAPK-ERK1/2 juega un papel critico en la proliferacién celular y en la
diferenciacion. Gran parte de la informacion sobre la regulacion de este mdédulo se ha
derivado del estudio de receptores tirosina quinasa, tales como el receptor del factor de

crecimiento epidérmico (EGFR). La activacion de este receptor inicia la cascada de
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fosforilacién desde la proteina Ras a ERK1/2. Esta cascada puede ser activada via
PKC* o mediante la transactivacion de EGFR inducida por PAR1*444647,

Por ultimo, tal como se muestra en la Figura 3, las subunidades GRy acoplan los
receptores PAR1 a muchas otras ramas de sefalizacion® ', que incluyen
fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3;K), enzimas modificadoras de lipidos (PLC), quinasas de
receptores de proteinas G (GRK), canales de potasio (Ki), y tirosina quinasas (TK). Entre
estas vias de sefalizacion, destaca el papel importante que juega la PI3K en la
regulacion de la estructura del citoesqueleto, la movilidad y supervivencia celulares y la
mitogénesis mediada por PAR1. Ademas, en algunos tipos de células la PI3;K funciona
como intermediaria en la activacion de ERKs*'®*3%°,

Debido a la naturaleza irreversible de la activacion proteolitica de PAR1, su
sefalizacion esta estrechamente regulada por su rapida desensibilizacion y trafico™. La
activacion irreversible de estos receptores sugiere que poseen un mecanismo de
terminacion de la sefializacion diferente al de los clasicos GPCRs? La fosforilacion es
importante para su desensibilizaciéon e internalizaciéon. Asi, la fosforilacion en diversas
posiciones del extremo C-terminal intracelular mediante las quinasas de GPCRs 3 y 5
median la rapida inactivacion®'. Ademas, la unién de B-arrestinas independiente de la
fosforilacién también contribuye a la desensibilizacion de PAR1%. Estos receptores
cuando estan activados son fosforilados, desacoplados de las proteinas G v,
preferentemente, internalizados en lisosomas, donde son degradados con alta eficacia,

sin ser reciclados a la superficie celular®®**

. La internalizacion desconecta el receptor de
la sefalizacién, mientras que, la degradacién en lisosomas impide el retorno a la
superficie celular. Los receptores PAR1 no activados son reciclados entre la superficie
celular y un compartimento intracelular, generando una reserva protegida de receptores,
que renueva la superficie celular tras la exposicion a la accion de la proteasa activadora,
dando lugar a una rapida resensibilizacion, independiente de la sintesis de novo del
receptorzz. Ademas, la desensibilizacion del receptor puede tener lugar también por

protedlisis extracelular a nivel de la secuencia activadora(S**FLLRN*").
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1.1.3. PAR1 en cancer y angiogénesis

1.1.3.1. Asociacion hipercoagulacion-cancer

La relacion entre cancer y trombosis es bien conocida desde 1865°°. Asi, las
trombosis venosas, cuyas manifestaciones clinicas varian desde la trombosis de venas
profundas a la embolia pulmonar (EP), son frecuentemente observadas en pacientes de
cancer. Se estima que 10-20 % de las muertes por cancer pueden ser debidas a EP mas
que al propio cancer®, y que la histologia del tumor esta relacionada con el riesgo de
sufrir EP®’. Las trombosis venosas son la segunda causa de muerte en pacientes de
cancer®. Por ofra parte, el cancer es un reconocido factor de riesgo de
tromboembolismo venoso y pacientes de cancer sometidos a cirugia tienen mayor riesgo
de trombosis posquirurgicasg. La trombosis puede ser la primera manifestacion clinica de
un cancer. De hecho, se ha visto que, aproximadamente el 10% de los pacientes que
sufren una trombosis espontanea, desarrollan cancer unos afios mas tarde®. Ademas, la
prognosis de los pacientes de cancer es peor en los que desarrollan trombosis®"®%
Teniendo en cuenta estos hechos, se han realizado diversos estudios clinicos
prospectivos sobre el uso de anticoagulantes en pacientes de cancer, cuyos resultados

35596364 Fny estos estudios se ha

sugieren un potencial aumento en su supervivencia
comparado la heparina o la warfarina frente a heparinas de bajo peso molecular
(LMWH)65'68, encontrando mayores aumentos de supervivencia en los pacientes tratados
con LMWH®*"°. Ademas de aumentar la supervivencia, se ha descrito que estos
anticoagulantes en pacientes de cancer son capaces de aumentar la actividad funcional

de las células asesinas naturales’".

1.1.3.2. Sobrexpresion de PAR1 en cancer

La asociacion entre expresién de PAR1 y cancer es bien conocida para un nimero
creciente de tumores'>"2. Asi, se ha observado sobreexpresion de PAR1 en biopsias de
tumores de pacientes de melanoma73, carcinoma de endometrio”, cancer de mama’>,

679 pancreas®, ovario®', colon® y de pulmén de células no pequefias®*®

préstata
carcinoma de cabeza y cuello con células escamosas® y de leucemias®®. En muchos de
estos pacientes, los niveles de expresion de PAR1 correlacionan con el grado de
invasividad del tumor. Asi, por ejemplo, un estudio sobre un panel de lineas celulares de
carcinoma de mama mostré altos niveles de expresion del gen hPar1 en células

altamente agresivas metastasicas (MDA-435 o MCF10AT3B), niveles intermedios de
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expresion en células moderadamente metastasicas (MDA-231 o MCF10T) y niveles muy
bajos de expresion o nulos en células no metastasicas (MCF-7, ZR-75 o MCF1OA)75. De
forma similar, se ha visto que la expresion de PAR1 esta significativamente aumentada
en fibroblastos de tejidos de mama malignos con respecto a fibroblastos de tejidos
benignosg7. La expresion de PAR1 es un factor independiente de la prognosis de
reducciéon de supervivencia y se ha demostrado que es un factor de riesgo para la
recurrencia en el cancer de prostata’’.

Estudios experimentales en modelos animales y lineas celulares de cancer también
apoyan la estrecha relacién entre la expresion de PAR1 y cancer. Asi, por ejemplo,
PAR1 induce la transformacion oncogénica de fibroblastos NIH 3T3% y el bloqueo de la
expresion de PAR1 en células metastasicas de cancer de mama MDA-MB-231 reduce
considerablemente su potencial metastasico, mientras que, la sobreexpresion de PAR1
en células tumorales poco metastasicas MCF-7 induce su crecimiento e invasién en

ratones®'. Resultados similares se han observado en células de melanoma®.

1.1.3.3. Activacion v senalizacién de PAR1 relacionadas con cancer

Como se ha comentado en el apartado 1.1.2, la trombina es el principal activador de
PAR1, siendo esta activacién el principal desencadenante de los efectos mitégenos
directos de trombina sobre células tumorales y de los efectos indirectos a través de
interacciones tumor-plaquetas”. La activacion de las plaquetas induce la liberacion de
factores de crecimiento y angiogénesis de células tumorales, tales como el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)91, el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF)* y la angiopoyetina 1%. Por otra parte, ademas de mediar la adhesion
a células endoteliales y el desarrollo de vasos colaterales, los agregados de plaquetas
protegen a las células tumorales de las células asesinas naturales®. Estos agregados
embolizan, dando lugar a isquemias. Los trombos de células tumorales producen la
extravasacion del tumor en el parénquima y neoangiogénesi363.

Ademés de la trombina, otras proteasas contribuyen a la activaciéon de PAR1 y
estan involucradas en la supervivencia de células tumorales, motilidad, migracion e
invasion, al menos, en estudios experimentales in vitro. Por ejemplo, recientemente, se
ha descrito que la proteina C activada (APC), una serina proteasa implicada
fundamentalmente en la regulacién de la fisiologia vascular, aumenta la invasion y
quimiotaxis en células de cancer de mama, mediante la activacion de vias de

sefializacion especificas a través de la activacion de PAR1 y de EPCR®.
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Es bien conocido el importante papel que juegan las metaloproteasas matriciales
(MMP) en el crecimiento, invasion y metastasis de tumores malignos%. En particular, la
expresion de MMP-1 esta asociada con una peor prognosis en melanomas, y canceres
de mama, ovario, colorectal, pancreético y géstricog7. La expresion de MMP-1 también
estd asociada con un aumento de angiogénesis en xenoinjertos modelos de melanoma y
tumores de mama y de préstatags. Un trabajo reciente sugiere que la actividad
angiogénica de la MMP-1 de tumores puede ser debida a la activacion de PAR1
expresado en células endoteliales, activaciéon que se transmitiria a través de la via de
sefalizacion Raf/MEK/ERK, contribuyendo de esta forma a la capacidad metastasica de
las células cancerosas®®. Se ha descrito también que la expresion de PAR1 en células
de cancer de mama induce la expresion del factor angiogénico Cyr61. Este factor induce
invasion y actua como molécula sefializadora induciendo la expresion de MMP-1 en
fibroblastos estromales vecinos'®. En un cribado de fluidos de pacientes, benignos
frente a malignos, se ha identificado una cascada de sefializacién que indica que la
MMP-1 activa PAR1'®'.  Por otra parte, se ha descrito que la MMP-1 activa la
sefalizacion MAPKs en células endoteliales via PAR-1 y que la acciéon combinada de
MMP-1 y trombina es mas angiogénica que la de cada una de estas proteasas por
separado%. Estos resultados sugieren que la MMP-1 podria complementar la accién de
la trombina en la angiogénesis y progresién tumoral. La MMP-1 también activa PAR1 en
la superficie de las plaquetasm. Sin embargo, efectia la protedlisis a nivel de los
residuos Asp>*-Pro*, distinto sitio que la trombina (Arg*'-Ser*?). Esta activacion induce la
sefalizacion de la via Rho-GTP implicada en el cambio de forma celular y la motilidad,
asi como en la sefnalizacién de las MAPKSs.

Como ya se ha comentado en el apartado 1.1.2, la activaciéon de PAR1 puede
transactivar EGFR. Asi, se ha descrito que la activacion de PAR1 por trombina induce
transactivacion persistente de EGFR y ErbB2/HER2 en carcinoma de mama invasivo,
pero no en células epiteliales mamarias normales®’ y, en células de cancer de colon HT-
29, la transactivacion de EGFR induce proliferacion celular'®,

Varios grupos han observado que la sobrexpresion del gen hPar1 en glandulas
mamarias de ratdon aumenta los niveles de expresion de Wnt-4 y Wnt-7b, que estan
unidos a la estabilizacion de la B-catenina nuclear’?'**'%°_ Esta estabilizacion solo se ha
observado en el embarazo y en células epiteliales estabilizadas de lineas tumorales.

Por ultimo, la expresién de PAR1 también ha sido relacionada con factores de

transcripcic')n72. Por ejemplo, en biopsias de cancer de préstata se ha encontrado relacion
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entre la expresion del gen hPar1 con elementos de respuesta a andrégenos (ERAs)106 y

97 " observandose correlacion entre el nivel

con el gen de respuesta temprana-1 (Egr-1)
de expresion de estos genes y el tamafo y grado de malignidad del tumor. Por otra
parte, el gen supresor de tumores p53 participa en la regulacion del nivel de expresion
de hPar1”®. Se ha observado que la expresién de hPar1 es baja en lineas de células
cancerosas que expresan p53 normal, mientras que, esta sobreexpresado en lineas

celulares que no expresan p53 o lo expresan mutado'%.

1.1.3.4. PAR1 y angiogénesis

La trombina es un potente factor angiogénico, cuyo efecto es dependiente de la

activacion de PAR1 e independiente de la formacion de fibrina en la coagulacion

14,109,110

sanguinea Tanto la trombina como el péptido activador de PAR1

SFLLRNPNDKYEPF aumentan 2-3 veces la neoangiogénesis en membranas

111

corioalantéicas (CAM) de pollo . Esta neoangiogénesis va acompafada de induccién

del mARN de VEGF y de angiopoyetina-2 (Ang-2) y es inhibida por los inhibidores
especificos de angiogénesis KDR-Fc (vs. VEGF) y Tie-2-Fc (vs. Ang-1 y Ang-2), asi
como por inhibidores de la cascada de sefializacién de PAR1, tales como inhibidores de
PKC, MAPK o PI3K. La trombina también estimula la angiogénesis en células tumorales

mediante la induccion de la produccion de VEGF™. En células endoteliales, la trombina

112

induce la expresion del receptor VEGFR2' “ y la produccion de Ang-2113 y, en plaquetas,

193

induce la secrecion de VEGF¥ y Ang-17. Ademas, parece que la induccién de la

angiogénesis tumoral por trombina, via PAR1, requiere la sobrerregulacion del oncogén

regulador del crecimiento a (GRO- a)'™

. Por otra parte, se ha descrito que los
antagonistas de PAR1 SCH79797 y RWJ-56110 son potentes agentes antiangiogénicos
y que este efecto correlaciona con efectos inhibidores sobre la proliferacién de células
endoteliales y sobre la sintesis de ADN, efectos solo evidentes cuando las células

endoteliales se encuentran en estado de crecimiento répid0115'116

. Estos antagonistas de
PAR1 también inhiben la actividad de ERK1/2 inducida por trombina. Esta inhibicion es
especifica de la activacion inducida por trombina, pues los antagonistas de PAR1 no
inhiben los efectos sobre la fosforilacion de ERK1/2 inducida por bFGF, VEGF o EGF.
Por ultimo, recientemente, Zania et al. han descrito que la secuencia N-terminal PAR1(1-
41), que se libera al medio extracelular tras la activacion de PAR1 y al que han

denominado “parstatin’, muestra potente actividad antiangiogénica in vitro'"” y en

diversos modelos animales''®'%.
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1.1.4. Activacion de PAR1 por trombina: Estudios estructurales

La trombina posee alta capacidad para adoptar diferentes conformaciones o formas
alostéricas. En condiciones fisioldgicas es capaz de adoptar tres formas: Una forma
inactiva E*, incapaz de unir Na* o sustratos en su sitio activo, que esta en equilibrio con
una forma activa E, capaz de unir Na*, pero no la mayoria de sus sustratos, denominada
forma lenta o de baja actividad. Esta forma lenta esta, a su vez, en equilibrio con la forma
ligada a Na*, E:Na" (Figura 4a), denominada rapida, altamente activa y necesaria para la
unién de la mayoria de sus sustratos fisioldgicos, entre los que se encuentra PAR1 121,

En la estructura de trombina se han identificado cuatro sitios esenciales: a) El sitio
activo, localizado en un canal interno, donde se situan los residuos S195, H57 y D102
(Figura 4a), cuya entrada esta controlada por la unién de Na®, a través del D189; b) El
sitio de unién de Na’; c) El exositio |, que contiene diversos aminoacidos basicos, que
facilitan la orientacion optima de la mayoria de sus sustratos, como el fibrindgeno, la
trombomodulina o PAR1, y de sus inhibidores naturales como la hirudina; d) El exositio
Il, opuesto al exositio I, constituido por una hélice a C-terminal, en el que se unen los
ligandos polianidénicos, como la heparina, los glucosaminoglicanos, el receptor de
plaquetas Gplb, o los anticuerposm. En general, la unién de sustratos al exositio |
produce un cambio conformacional a nivel del canal del centro activo, situado a =30 A,
que se refleja en un cambio en la orientaciéon de las cadenas de W215 y R221 para
permitir la entrada del sustrato en el canal, como se muestra en la Figura 4b para la

interaccién trombina/PAR1.

Exositio Il Exositio Il
A é .

¥ W

: 'i I|.‘:.;xu¥itj‘i‘g:i‘: PAR1
= Y S
7 e ng ) Yy o
A PUREIRN E

TROMBINA "

Figura 4.- a) Estructura de rayos X de la forma E:Na'de trombina’’: Se indican los residuos del centro
activo (S195, H57 y D102), los exositios | y Il, el sitio de unién a Na* y el bucle hidréfobo 60 . b) Estructura de
rayos X de la trombina unida a la secuencia extracelular S42-N62 de PAR1 722, | a estructura de
trombina unida al fragmento de PAR1 se muestra en color verde, resaltando en azul la lamina 3, en la que se
localiza W215, y el bucle de R221a, superpuesta sobre la estructura de la trombina en la forma libre E (en color
verde mas claro, con W215 y R221a en rojo). El fragmento de PAR1 unido al exositio | se indica en amairillo.
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Al igual que en otros GPCRs, la naturaleza transmembrana de PAR1 ha dificultado
los estudios estructurales de este receptor. A pesar de ello, en los ultimos 10 afos
diversos estudios estructurales han aportado informacion significativa sobre la estructura

del receptor y sus interacciones con trombina'’. Esta informacion se ha obtenido a través
18,19,123-130

de estudios de mutagénesis dirigida, tanto sobre PAR1 como sobre trombina
de estudios de rayos X sobre trombina humana cristalizada con diversos fragmentos del

exodominio N-terminal de PAR1 22131132

, conteniendo todos ellos la secuencia similar a
hirudina, y del estudio mediante RMN de la estructura de la secuencia N-terminal de
PAR1 (Ala26-Hse103), en comparacion con la de la secuencia resultante de protedlisis
por trombina (Ser42-Hse103)?°. En la Tabla 1 se resume la informacion resultante de
estos estudios, agrupada segun los distintos dominios estructurales identificados en

PART.

Tabla 1.- Aminoacidos relevantes para la interaccion trombina/PAR1

Dominio de PAR1 PAR1 Trombina PAR1 Trombina PAR1
L99, 1174, L99, 1174,
138 W215 138 W215
Reconocimigsnto p%r D39 H57
proteasas (L""DPR™)
P40 S195, H57
R41
F43 S195, H57
L'%gz‘?lfl_ﬁg',:l’%‘;” L45 $195, H57 F43, L4, R46
R46 E39
D50 R73, K149 D50 R73, K149
Secuencia similar 3 Y52 Y52 R73, F34 D50, K51
hirudina (DKYEPF™) E53 R67 E53 T74,Y76
F55 182, Y76 F55 R67, F34, 182
84 89 F87, 188, P85, A86,
LBS (L"PAFIS™) S89 $89, 188
D256
ECL-2 (Q242 ________ G265)
E260
ECL-3 (A%%-rrm- E*?) E347
Referencias 18,19,123-130 122,131,132 20
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En el dominio de reconocimiento de PAR1 por proteasas (L**DPR*") los estudios de
mutagénesis han mostrado que el residuo de R41 es critico para la activacion del
receptor'®. Otros estudios indican que L38 y P40 son también importantes para la

25 Un modelo 3D de PAR1 unido a trombina muestra

protedlisis eficiente por trombina
que L38 ocupa el sitio de unién de grupos aromaticos de trombina, formado por L99,
1174 y W215'®*, Uno de los estudios de rayos X confirma esta hipdtesis y también indica
que la interacciéon dominante de PAR1 en el sitio activo de trombina es el puente iénico
entre el D39 de PAR1 y la H57 de trombina™".

En lo que respecta al ligando activador (S**FLLRN*'), los estudios de mutagénesis
sugieren la existencia de interaccion entre la R46 de PAR1 y el E39 de trombina, a
través de un par iénico, y de los residuos de PAR1 F43, L45 y P40, éste ultimo en el sitio
de protedlisis, con el W60d, situado en el bucle 60 de trombina, y con los residuos del
centro activo S195 e H57'*. Ademas, el estudio de RMN indica una fuerte interaccion
intramolecular de la F43 con la S89 (se observan 8 NOEs) y de la L44 con la 188%°. Tanto
la S89 como la 188 se localizan en el denominado sitio de unién del ligando activador
(L**PAFIS®). En los estudios de rayos X la secuencia del ligando activador no se
resuelve bien, hecho que se ha relacionado con su alta movilidad.

Estudios de mutagénesis sobre el dominio que contiene la secuencia similar a
hirudina (D5°KYEPF55), asi como su supresion, indican que la presencia de esta

126

secuencia es esencial para la uniéon de trombina con alta afinidad “°. Ademas, la unién

de dicho dominio, como ya se ha comentado, induce efectos alostéricos en la trombina,

122-124,126
. D

que conllevan un aumento considerable en la eficiencia de la protedlisis el

conjunto de resultados de los estudios de mutagénesis, rayos X y RMN se deduce que
los residuos D50, Y52, E53 y F55 establecen interacciones especificas importantes para
la unién trombina/PAR1. De ellos, Y52, que interacciona con R73 y F34 de trombina,

parece ser especialmente crucial®®'#"" 124127

131

. Los estudios de mutagénesis y uno de los

estudios de rayos X'°' también destacan la importancia del E53, que estableceria un par
idnico con la R67 de la trombina. Sin embargo, segun los estudios de rayos X mas

recientes %>

, E53 se orientaria hacia fuera de la superficie de la trombina (Figura 5),
interaccionando con T74 y con Y76. Estos estudios muestran también la importancia de
la interacciéon de D50 de PAR1 con R73 y K 149 de trombina, asi como la interaccion de
la F55 de PAR1 con el bolsillo hidréfobo de trombina definido por F34, 182 y L65, y con el

residuo basico de R67.
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Figura 5.- Modelo de la estructura de la unién de la secuencia de PAR-1 D*KYEPFW (simbolos

122

de los aminoacidos en negro) al exositio | de trombina = (residuos implicados en azul)

Mediante la utilizacion de un anticuerpo policlonal, anti-PAR1(1-160), que inhibe la
activacion de PAR1 en varios tipos de células que expresan este receptor, y
experimentos ELISA se identific6 en este receptor la secuencia (L*PAFIS®),
denominada LBS (Sitio de union del ligando), a la que se une intramolecularmente el
ligando activador'?. Posteriormente, la importancia de esta secuencia fue confirmada en
el estudio de RMN ya comentado®. Ademas de las interacciones ya indicadas, este
estudio identificod interacciones del enlace peptidico D50-K51 con P85 y A86, resultado
que sugiere que el ligando activador se extiende hacia la secuencia similar a hirudina. El
estudio también sugiere la presencia de un giro en la secuencia activadora a nivel de la
R46, de forma que su grupo guanidino se proyectaria hacia fuera del LBS. Por otra parte,
uno de los estudios de mutagénesis mostré la importancia de 188 y S89 en el LBS, de
E347 en el 3° bucle extracelular (ECL-3) y de E256 en el 2° bucle extracelular (ECL-2)
para las respuestas funcionales a la activacién por agonistas (trombina o PAR1-APs)™.
Este estudio muestra también que algunas mutaciones capaces de eliminar la respuesta
a PAR1-APs sintéticos tienen poco efecto sobre la activacidon por trombina. Este

resultado sugiere que el sitio de union de los PAR1-APs no coincide con el sitio de unién
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intramolecular del ligando activador. En este sentido, hasta el momento, no se ha
determinado el sitio de unién de ningun ligando sintético, tanto agonista como
antagonista. Sin embargo, se ha observado que agonistas diferentes ejercen diferentes

efectos sobre un mismo tipo de célulg'>20133:134,

1.1.5. Moduladores de PAR1

Los multiples efectos fisiolégicos y patofisioldgicos regulados por la activacion de
PAR1 apoyan la hipétesis de que los compuestos capaces de modular las interacciones
trombina/PAR1 podrian tener potencial aplicacién terapéutica en diversos estados
patolégicos. Dada la preferente expresion de este receptor en plaquetas y su relacion
con la cascada de coagulacién sanguinea, la busqueda de antagonistas se ha orientado
preferentemente hacia el campo de las enfermedades cardiovasculares, bajo la hipétesis
de que podrian ser buenos antitrombéticos sin los inconvenientes hemorragicos de los
inhibidores de trombina. Por otra parte, teniendo en cuenta la estrecha relaciéon entre
PAR1 y los procesos cancerosos (comentada en el apartado 1.1.3), recientemente, se ha
empezado a contemplar la utilizacién de los antagonistas de PAR1 en cancer,
particularmente, como inhibidores de angiogénesis. En la actualidad, las enfermedades
cardiovasculares y los canceres estadn consideradas como las dos primeras causas de
mortalidad. Ademas, la disponibilidad de agonistas y antagonistas potentes y especificos
de PAR1 tiene interés para uso como herramientas farmacoldgicas en el estudio de las
implicaciones fisiologicas de este receptor. Sin embargo, el descubrimiento de
moduladores de PAR1 ha constituido y constituye un reto, al tener que competir con la
activacion intramolecular enddgena, energéticamente mas favorecida. En este reto, el
estudio de relaciones estructura-actividad (SAR) sobre los péptidos activadores (PAR1-
APs) fueron el punto de arranque. En este sentido, destacan los primeros estudios con el
péptido de 14 aminoacidos que incluye la secuencia 42-55 de PAR1
(SFLLRNPNDKYEPF-NH2)18. Estudios posteriores identificaron el hexapéptido SFLLRN-
NH, como secuencia minima para la actividad agonista completa y el pentapéptido

13513 |a modificacion

SFLLR-NH, como secuencia minima con actividad agonista
extensiva de los PAR1-APs ha delimitado los requisitos estructurales de las
interacciones trombina/PAR1, proporcionando la base para el disefio racional de
antagonistas. Asi, el escaneo con Ala de SFLLRN-NH; y modificaciones en su amino N-

terminal mostraron la importancia de este amino libre y de Phe, Leu y Arg para la
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actividad agonista'**"*!

. Estas y otras modificaciones, incluyendo la incorporacion de
heterociclos y macrociclos en el péptido han dado lugar a ligandos de PAR1 con
actividad agonista, antagonista y mixta agonista-antagonista, aunque, en general, con

baja potencia y selectividad 1%,

Ademas, se ha descrito que el péptido
TFRRRLSRATR derivado de la secuencia C-terminal del receptor P2Y1 de las plaquetas
humanas posee actividad agonista sobre PAR1, siendo TFRRRL la secuencia minima

activa capaz de activar las plaquetas'*

. Por otra parte, se ha descrito que el péptido
inhibidor de trombina, RPPGF, resultante de la hidrdlisis de bradiquinina por la enzima
convertidora de angiotensina, inhibe la activacion de las plaquetas a concentraciones
inferiores a la Clsy de inhibicidon de la trombina, mediante la unién a PAR1 en su sitio de
protedlisis, a través de la R41, impidiendo la activacion del receptor por trombina'*>"°,
Es de sefalar que, recientemente, se ha descrito que un pentapéptido no natural
derivado de la modificacion de RPPGF, denominado trombostatina FM19, disminuyo el
numero de vasos de los tumores asi como el crecimiento tumoral en administracion oral
en ratones modelo de cancer de prostata a concentraciones inferiores a las requeridas
para actividad anticoagulante™’.

Desde los afios 90, la busqueda de antagonistas de PAR1 potentes y selectivos ha
sido liderada por un pequefio grupo de compaiias farmacéuticas, orientada hacia el
campo cardiovascular, particularmente de los antitrombdticos e inhibidores de la
aterosclerosis y la reestenosis. En esta busqueda se han seguido dos estrategias
clasicas en Quimica Médica: (a) disefio racional de peptidomiméticos, basado en los
mencionados estudios de relaciones estructura-actividad sobre los PAR1-APs, y (b)
cribados de alto rendimiento (HTS) de quimiotecas de moléculas pequenas.

Aplicando la estrategia (a), a partir de SF(f)F(Gn)LR-NH, (f = p-fluoro; Gn = p-
guanidino), uno de los pentapéptidos agonistas mas potentes, mediante la sustitucion del
residuo de serina por un grupo trans-cinamoilo o fenilpropinoilo, la compania Bristol-
Myers Squibb obtuvo una serie de potentes antagonistas de PAR1. El compuesto BMS-
200261 (Figura 6, 1), el mas potente de la serie’®, es antagonista selectivo de PAR1

frente a PAR2* y PAR4'%1%0,
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Figura 6.- Antagonistas de PAR1 resultantes de disefio racional

Por otra parte, en Johnson&Johnson, teniendo en cuenta informacién de estudios
SAR vy de conformaciones de baja energia sobre SFLLRN, definieron un modelo de
farmacaforo de tres puntos (Figura 6), constituido por el grupo amino N-terminal, el anillo
de fenilo y el carbono central del grupo guanidino de arginina. Aplicando este modelo de
farmacoforo, utilizando esqueletos rigidos como soporte de los grupos farmacoféricos, y

21,143,151. AS|', el

optimizacion estructural obtuvieron varias series de antagonistas
esqueleto de 6-aminoindol, inicialmente seleccionado para orientar adecuadamente los

tres grupos farmacoféricos de SFLLRN, y la introduccion de un grupo urea como anclaje
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dieron lugar a la primera serie de antagonistas, que posteriormente fue optimizada,
sustituyendo el grupo guanidino por amino con el fin de minimizar efectos
cardiovasculares indeseados. Entre estos peptidomiméticos basados en el esqueleto de
indol, el compuesto RWJ-56110 (Figura 6, 2) mostr6 alta potencia antagonista,
selectividad por PAR1, y selectividad en la inhibicion de la agregacién plaquetaria

152,153

inducida por trombina o agonistas PAR1 frente a la inducida por colageno . Ademas,

como se ha comentado en el apartado 1.1.3.4, este antagonista bloqueé la angiogénesis,
tanto la basica como la estimulada, en los modelos in vitro Matrigel e in vivo CAM"">"".
Posteriormente, con el fin de optimizar el perfil de seguridad cardiaca de RWJ-56110,
particularmente para minimizar el efecto hipotensor, el anillo de indol fue sustituido por

su bioisostero indazol para dar lugar a RWJ-58259 (3)'?

. Este antagonista esta
considerado como un estandar de referencia en estudios farmacoldgicos. Es de sefialar
que, a diferencia de lo que sucede con la mayoria de los antagonistas de PAR1
descritos, RWJ-58259 inhibe de forma similar la agregacion plaquetaria inducida por el
agonista SFLLRN que por la trombina'®’. Este antagonista bloque6 la formacién de
trombos en primates no humanos, constituyendo la primera prueba de la potencial
utilidad clinica de los antagonistas de PAR1 en humanos', aunque su mala
biodisponibilidad oral paralizé su desarrollo clinico™®. Al igual que RWJ-56110, RWJ-
58259 también inhibe la invasién celular en modelos de angiogénesism’.

En lo que respecta al HTS de quimiotecas de moléculas pequefias no peptidicas,
esta estrategia ha desvelado varias series de antagonistas representados en la Figura 7
por los compuestos mas significativos. El derivado de 1,3-tiazolidinona FR171113 (4), de
Fujisawa Pharmaceuticals, fue el primer antagonista no peptidico de PAR1 descrito. Este
antagonista mostrd inhibicion submicromolar en la agregacién de plaquetas humanas
inducida por SFLLRN e inhibié la trombosis arterial en cobayas'®>'®.

Investigadores de Merck han descrito una serie de ureas, representadas por 5, y
otra de derivados de isoxazol, representados por 6, con afinidad submicromolar por
plaquetas e inhibicion de la secrecién de serotonina en plaquetas inducida por PAR1-
APs'"1%8 E| compuesto mas potente de estas series 6 inhibid la agregacion plaquetaria
inducida por trombina 1 nM a concentraciéon 1 uM.

La compafiia japonesa Eisai Inc. ha patentado un gran numero de 2-
iminoimidazoles, 2-iminopirrolidinas y guanidinas y amidinas ciclicas como antagonistas

159-161

de los receptores de trombina . Entre estos compuestos, las amidinas biciclicas

fueron las que mostraron mejores resultados, destacando E-5555 (7), activa por via oral,
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que inhibe la agregacién plaquetaria inducida por trombina a concentracion 64 nM. Este
compuesto se encuentra en la actualidad en experimentacién clinica fase Il en Japoén, en
pacientes con sindrome coronario agudo y en enfermos con dafios en las arterias

coronarias'®, aunque la informacioén sobre los resultados de las fases preclinicas es muy

escasa'®®
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Figura 7.- Antagonistas de PAR1 resultantes de HTS

Por ultimo, hay que sefalar las aportaciones de la compafiia Schering-Plough en la
busqueda de antagonistas de PAR1 mediante HTS. Primero, describieron Ila
pirroloquinazolina SCH-79797 (8) y su N-metil-derivado SCH-203099 (9), antagonistas

potentes y selectivos de PAR1 en plaquetas humanas y en células de musculo liso
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cuando se utilizan PAR1-APs como agonistas, aunque con relativa baja potencia

antagonista en la agregacion plaquetaria inducida por trombina (3 y 0.7 upM,

163,164

respectivamente) Es de sefialar que SCH-79797 es un potente agente

115,116

antiangiogénico en modelos in vivo , bloquea la migracién celular, reduce el dafio

producido en el miocardio por isquemia/reperfusion y muestra efectos antiproliferativos

165-167

en diversas lineas de células tumorales , aunque parece ser que los efectos

antiproliferativos no estan mediados a través de PAR1'®®

. El éxito principal de Schering-
Plough en este campo lo constituyé el descubrimiento en 2005 de una familia de
antagonistas de PAR1 derivados de producto natural himbacina'®, descubiertos dentro
de una campafia de busqueda de ligandos para los receptores muscarinicos. Extensivos
estudios SAR condujeron a SCH-530348 (Figura 7, 10), recientemente denominado
“Vorapaxar”, potente antagonista competitivo de PAR1 (K; = 8.1 nM), que inhibe la
agregacion de plaquetas humanas inducida por trombina a concentracién 47 nM y con

excelente biodisponibilidad oral'™

. Los buenos resultados de la investigacién preclinica
de Vorapaxar facilitaron su paso a experimentacion clinica, pasando en 2007 a fase |l
en sindrome coronario agudo y en prevencion secundaria de dafnos cardiovasculares y
trombosis en pacientes de alto riesgo'’".

Por ultimo, recientemente, los laboratorios Pierre Fabre han descrito dos series de
antagonistas estructuralmente no relacionadas derivadas de HTS, seguido de

optimizacion, entre los que se encuentran los éteres derivados de imidazol 1172 y

173,174

amidas de piperazinas representadas por 12 (F 16618) . Este antagonista, el mas

avanzado de estas series, ha mostrado potente actividad antitrombotica y reduccion de
reestenosis en la arteria cardtida de ratas, sin afectar al tiempo de coagulacion'*'"®.

De la comparacion estructural entre las distintas familias de antagonistas no
peptidicos descubiertos por HTS y con los peptidomiméticos resultantes del disefio
racional no se deducen hechos estructurales comunes mas alla de la presencia de
grupos aromaticos y basicos, que, como se ha comentado, se incluian en el modelo de
farmacoforo.

Como una estrategia diferente en la busqueda de antagonistas de PAR1, hay que
sefalar los recientes resultados prometedores de antagonistas basados en pepducinas
en la prevencién de trombos en modelos animales de cancer de mama®. Estas
pepducinas son péptidos lipidados derivados de secuencias de los bucles intracelulares
de PAR1, capaces de penetrar en la célula, e interferir con la unién PAR1/proteinas G,

177,178

bloqueando la transmision de sehfales . El disefio de pepducinas parte de los
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estudios de mutagénesis que indican que el 3° bucle intracelular (i3) de los GPCR media
en gran medida el acoplamiento del receptor con sus correspondientes proteinas G'".
En el caso de PAR1, se ha visto que la secuencia del i3 denominada P1-i3-40, que
contiene aminoacidos proximos a la parte intracelular de la hélice a transmembrana 5
(TM5), induce una rapida entrada de calcio en las plaquetas, indicativa de

activacion' 178

. A partir de este resultado, mediante sucesivos truncados y N-
palmitoilaciones, para favorecer la penetracion en la célula, se obtuvo la pepducina
denominada P1pal-12 (palmitoil-NH-RCLSSSAVANRS-NH,), antagonista total de PAR1,
capaz de bloquear la entrada de calcio inducida por trombina en plaquetas, asi como su
agregacion inducida por SFLLN-NH,'""""®_ P1pal-12, asi como el analogo heptapeptidico
P1pal-7 inhibieron también el crecimiento tumoral y la angiogénesis en xenoinjertos de
cancer de mama en ratones desnudos®'.

A pesar del avance significativo que constituyen los antagonistas de PAR1 descritos
en los ultimos 10 afios, su nimero es todavia muy limitado, asi como la informacién
disponible sobre ellos. Particularmente, en lo que se refiere a su sitio de unién al receptor
y a la actividad in vivo en modelos animales apropiados, donde tienen que competir con
el principal agonista enddégeno, la trombina, y no con los AP1-APs utilizados en la
mayoria de las evaluaciones biolégicas. Como ya se ha comentado en el punto 1.1.4, no
existe informacion estructural sobre el sitio de union de ninguno de los antagonistas
descritos hasta ahora, informacién que permitiria un disefio racional basado en la
estructura del receptor. Por otra parte, la dificultad de disponer de preparaciones rapidas
y estables del receptor y de ligandos radioactivos apropiados, para ensayos masivos de
unién de ligandos a PAR1, ha dificultado el desarrollo de proyectos de busqueda de
antagonistas151. Estos ensayos se realizan en preparaciones de membranas de
plaquetas humanas'®® o de células CHRF-288-11"®", que no son comerciales. De hecho,
actualmente, la mayoria de las evaluaciones de potenciales ligandos de PAR1 todavia se
realizan determinando inhibicién de la agregacion de plaquetas en sueros humanos, con
la dificultad que supone la manipulacion de muestras de origen humano. A estas
dificultades hay que afadir la especificidad de especie animal, comentada en el apartado
1.1.2, que imposibilita el uso de las especies animales mas habituales en

experimentacion animal para los modelos in vivo.
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1.2. HIPOTESIS PARA EL DISENO DE NUEVOS ANTAGONISTAS DE PART1

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, a pesar de la fuerte asociacion
del receptor de trombina PAR1 con el desarrollo, crecimiento e invasién tumoral, hasta
ahora no se ha contemplado el estudio de la utilizacion de los antagonistas de este
receptor como una posible terapia en el tratamiento del cancer. Solo muy recientemente,
se ha empezado a explorar la utilizacion de un reducido nimero de antagonistas como
herramientas farmacolégicas en este campo, preferentemente como inhibidores de la
angiogénesis''®""®. Por ello, como una alternativa novedosa, aunque arriesgada, en la
busqueda de agentes antitumorales, en el afio 2007 el grupo de PEPTIDOMIMETICOS
del Instituto de Quimica Médica del CSIC inici6é un proyecto orientado al disefo y sintesis
de nuevos antagonistas de PAR1 como aproximacién innovadora a la busqueda de
nuevos inhibidores de la angiogénesis. Inicialmente, este proyecto se enmarcé dentro del
proyecto SAF-2006-01205, “Peptidomiméticos como herramientas para el desarrollo de
moduladores de interacciones proteina-proteina” y desde enero del 2010 se encuadra en
el proyecto SAF2009-09323 “Disefio racional y diversidad molecular: dos estrategias
convergentes para la modulacion de interacciones proteina-proteina terapéuticamente
relevantes”.

Las conclusiones de los estudios estructurales para la interaccion trombina/PAR1,
indicaron que la primera interaccion entre la trombina y su receptor PAR1 se produce a
nivel de la secuencia similar a hirudina (DSOKYEPFSS), en el exositio | de trombina, y que
esta interaccion es esencial y determinante para la protedlisis y activacion del receptor. A
partir de estas conclusiones, como hipotesis para la obtenciéon de nuevos antagonistas
de PAR1, se planteo el disefio de peptidomiméticos del exositio | de trombina, capaces
de bloquear esa primera interaccion de la trombina con la secuencia similar a hirudina de
PAR1. Dado que, como se ha mostrado en la Figura 5, los residuos de trombina criticos
para la interaccion inicial con PAR1 (Phe34, ArgG7, Arg73, Tyr76, e lle® en inglés
denominados “hot spots”) son discontinuos y no se encuentran localizados formando una
estructura peptidica secundaria definida, es dificil plantear un disefio basado en
miméticos de estructura secundaria. Por ello, aplicando una estrategia de sintesis
orientada a la diversidad (DOS) para explorar el espacio de interaccién proteina-
proteina, tal como se muestra de forma simplificada en la Figura 8, se plante6 un disefio
basado en estructuras de flexibilidad variable, portadoras de, al menos, tres puntos de

diversidad para el anclaje de agrupamientos que pudieran mimetizar los mencionados
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“hot spots” del exositio | de trombina en su interacciéon con PAR1. Es decir: uno o dos
grupos hidréfobos capaces de mimetizar el bolsillo hidréfobo definido por F34, Y76 y 182,

y uno o dos grupos basicos capaces de mimetizar R67 y/o R73.

ANTAGONISTA PAR1

Ar)

Ar = Miméticos de F34 ylo Y76
NH-R! = Miméticos de R67 yio RT3

Figura 8.- Hipdtesis de disefio de antagonistas de PAR1

Con la diversidad de esqueletos se pretendia modular la topografia y la flexibilidad
global de la molécula, mientras que, con la diversidad de anclajes y funcionalidades se
pretendia modular la distancia entre los grupos farmacoféricos, su flexibilidad y su
funcionalidad. Ademas, este disefio podria ajustarse también al mencionado modelo de

farmacaoforo triangular.
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1.3. OBJETIVOS

Como objetivo general de la tesis doctoral que se recoge en esta Memoria, se
planted el disefio, sintesis y evaluacion biolégica de nuevos peptidomiméticos capaces
de inhibir la activacion de PAR1 por trombina, mediante el bloqueo de la primera
interaccién entre ambas proteinas en el exositio | de trombina, que es determinante y
esencial para dicha activacion. Este objetivo general se puede desglosar en tres

objetivos mas concretos:

a) De acuerdo con la hipétesis de disefio, mediante una estrategia de disefio orientado a
la diversidad estructural, seleccionar estructuras versatiles, de flexibilidad variable,
portadoras de, al menos, tres puntos de diversidad para el anclaje de grupos capaces
de mimetizar las cadenas laterales de los aminoacidos del exositio | de trombina

importantes para su interaccién con PAR1 a nivel de la secuencia similar a hirudina.

b) Aplicando una estrategia de sintesis orientada a la diversidad, sintetizar pequefas
quimiotecas de las estructuras seleccionadas, que permitiesen explorar el espacio
quimico, en lo que respecta a distancias y flexibilidad, utilizando, a ser posible,
herramientas de sintesis generadoras de diversidad desarrolladas en el grupo de

investigacion.

c) Evaluacién de las nuevas moléculas sintetizadas, en primer lugar, como potenciales
antagonistas de PAR1 vy, posteriormente, aquellas que en esta primera evaluacién

mostrasen actividad significativa, como inhibidores de angiogénesis.
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1.4. PLAN DE TRABAJO
1.4.1. Diseio de estructuras

De acuerdo con la hipotesis de disefio, tal como se muestra en la Figura 9, se
proyectaron tres tipos de estructuras generales de flexibilidad variable A, B y C, capaces
de aportar, al menos, tres puntos de diversidad, en los que unir los denominados grupos
farmacofdricos (uno o dos grupos aromaticos y uno o dos grupos de caracter basico) a
distancias y con topografias diversas. La sintesis de este tipo de estructuras se planteé a
partir de precursores comunes, uno de los principios de fundamentales en la sintesis
orientada a la diversidad (DOS)'®*"®". Hay que sefialar que las ureas abiertas A, ademas
de reunir estas caracteristicas, son analogos de los antagonistas peptidomiméticos
desarrollados por Johnson&Johnson, comentados en el apartado 1.1.5, cuyo prototipo es
el antagonista de referencia RWJ-258259, de hecho el agrupamiento indazélico de este
antagonista se incluyé entre la diversidad de grupos aromaticos en R’ La importancia
del grupo ureido viene reforzada también por su presencia en la serie de ureas
antagonistas de PAR1 5, desarrollados por Merck mediante HTS.

El grupo Ar de las estructuras A, B y C identifica grupos aromaticos de aminoacidos
naturales, preferentemente fenilo e indol (Phe y Trp), respectivamente, aunque,
dependiendo de los resultados biolégicos iniciales, se plantearia la introduccién de
fenilos sustituidos, como el de la difluorofenilalanina presente en el antagonista RWJ-
258259.

Como grupos basicos se seleccionaron el amino de la cadena lateral de lisina o de
ornitina y el guanidino de arginina (NH-R").

La distancia entre los grupos farmacoféricos se modularia con el niumero de
metilenos m y n. El grupo Ar se uniria a través de 1 0 2 eslabones (m), mientras que, el
grupo basico se uniria a través de 3 o 4 eslabones (n correspondiente a Orn/Arg y Lys).
Dependiendo de los resultados, se podria incluir también la cadena de acido
diaminobutirico, presente en RWJ-258259.

Las estructuras B, derivadas de 2-oxopiperazinas, permitirian la introduccién de dos
agrupamientos adicionales, aromaticos y/o basicos, en R® y R*.

En el centro quiral (*), que se generaria en el proceso de sintesis, se plantearon las
dos estereoquimicas (R) y (S). Sin embargo, en el resto de centros quirales, que

procederian de los compuestos de partida para la sintesis, en principio solo se
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plantearon con configuracion (S), susceptible de modificacion en caso de ser necesario

para estudios SAR.

HIPOTESIS
Ar
=

C

NHRE

Ar = OBJETIVOS NH
R'=H, L

Ar H R|4 Ar anHNOQ'— CH HR1
((|3H2)m » N CONHBn Ar) P (Chy) (S;l// (CH) N
(S) J m*
1 I .
HN]/ (CHp)n*NHR™S (CHo)yy™ “N/(CHZ)=NHR™ j; =0
\H X R (R?)
A B C

F [ R2 = Ph, Bn, Ph(R5), (CH,),Ph(R®), Indz ]

C\N F [ 5 Ao . 1J
Indz R3? y R*=H, Bn, (CH,)-NH-R
N I
c N
N N~ ONTS N\@J\N’B”
H H § : H
\

Cl NH> [*= Estereoquimica (R) y (S J
RWJ-58259 q Ry (S

Figura 9.- Estructuras generales propuestas

El disefo de las estructuras A, B y C se planted de forma interactiva, flexible y

coordinada con los resultados que se fuesen obteniendo de la evaluacion biolégica de

los compuestos sintetizados.
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1.4.2. Sintesis

Para la sintesis de las estructuras propuestas A-C se propuso un esquema que
tiene en cuenta dos de los principios de las sintesis orientada a la diversidad'®, como
son: a) Aprovechamiento de la eficiencia de las reacciones multicomponente; y b) La
presencia de grupos reactivos en los productos de reaccion permite aplicar esquemas de
sintesis con puntos de ramificacion, donde un intermedio comun es usado en diferentes
reacciones para dar lugar a esqueletos diversos, multiplicando la diversidad. Por ello, se
planteé un esquema de sintesis versatil y ramificado, aprovechando el alto potencial de
los a-aminonitrilos derivados de aminoacidos para la generacion de diversidad molecular,
puesto de manifiesto previamente por nuestro grupo de inves’(igacic')n188 (Figura 10).

En la sintesis de los tres tipos de estructuras planteadas A-C se utilizarian los a-
aminonitrilos derivados de aminoacidos D como intermedios comunes. Estos o-
aminonitrilos D se obtendrian mediante una reaccion de tres componentes de Strecker,
consistente en la adiccién in situ de cianuro de trimetilsillo (TMSCN) a la imina
intermedia formada entre los aldehidos E, portadores de grupos aromaticos, y los
aminoacidos basicos N(a)-desprotegidos F. La adecuada manipulacién quimica de la
reactividad del grupo ciano, junto con la de los grupos reactivos del aminoacido,
mediante reacciones sencillas de reduccidon, reacciones con isocianatos, ciclacion,
alquilaciones y eliminacién de grupos protectores permitiria acceder a las estructuras
propuestas A-C. El esquema de sintesis propuesto tiene la ventaja de que tanto los
derivados de los aminoacidos como la mayoria de los otros reactivos necesarios son de
facil acceso comercial. Dado que en la sintesis de los a-aminonitrilos D se genera un
nuevo centro estereogénico, habria que prestar especial atencion a la
estereoselectividad de los procesos 0 a la resolucion de diastereoisémeros. Como se ha
comentado en el apartado anterior, en principio, solo se utilizarian aminoacidos de la
serie natural L, mientras que, los de la serie D solo serian considerados en el caso de

que fuesen necesarios para estudios SAR.
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(0]
HoN_ L
AI-\(CHz)m)LH + o R RS = Grupo protector
(CHp)ENHRS) R® = NH-Bn, OMe
E )
TMSCN
Ar

b0
L R
(CHz)m\r (SW R6

E' (CHa),“NHR®!

D
a) b) C)

A|\r ’ 'T4 p PINOS (CHg)n"NHR™
N. _O oY (S)7 2)n” =

(CHZ)mj\—/r\:sﬁ\\CONHBn ﬁr )Zc f (CH2)m * N//

HN (CH2),*NHR") (CHa)mr ’Tj (s/"(CH,)~NHR) IN/EO
R? § \
\H/gx R3 RZ
A B c

a) Reduccién + Acilacién + Desproteccion
b) Reduccioén ciclativa + N-Alquilacion + Desproteccion
c) Acilacién + Ciclacion + Desproteccion

Figura 10.- Esquema general propuesto para la sintesis

1.4.3. Evaluacion Biolégica

Los compuestos de las series A-C, asi como todos los intermedios de la sintesis,

serian evaluados como antagonistas de los receptores PAR1 e inhibidores de

angiogénesis en el Departamento de Farmacologia de la Universidad de Patras en

Grecia, bajo la direccion del Dr. Nikos E. Tsopanoglou, con quien se esta colaborando

para la realizacién de este proyecto. Este grupo ha estudiado el papel de la trombina en

la angiogénesis y la progresion tumoral

109.110.112,189 y, recientemente, ha demostrado el
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11518 En primer lugar, los

bloqueo de la angiogénisis por antagonistas de PAR
compuestos serian cribados en ensayos de agregacién plaquetaria, ya que, como se ha
comentado, el PAR1 humano se expresa principalmente en estas células, en las que su
activacion por trombina induce agregaciéon. Los compuestos que inhibiesen la agregacién
plaquetaria serian evaluados en células endoteliales en ensayos de movilizacién de
calcio, dado que en estas células la activacion de PAR1 induce movilizaciéon de calcio.
Por ultimo, los compuestos que pasasen estos filtros iniciales serian evaluados en el
modelo in vivo de angiogénesis de la membrana corioalantoica de pollo.

Ademas, todos los compuestos sintetizados serian evaluados como potenciales
agentes citotoxicos por la compania PharmaMar, S. A., EPO de los proyectos SAF

mencionados, en los que se ha encuadrado esta tesis doctoral.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. SINTESIS Y EVALUACION BIOLOGICA DE UREAS Y TIOUREAS
DERIVADAS DE AMINOACIDOS BASICOS

2.1.1. Sintesis

En este capitulo se contempla la sintesis y evaluacion biolégica de la quimioteca de
ureas y tioureas derivadas de aminoacidos basicos de féormula general A indicadas en el
apartado 1.4.1. La sintesis de estas estructuras se plante6 utilizando como productos de
partida a-aminonitrilos derivados de aminoacidos basicos (D) y aplicando un esquema
general de retrosintesis que, tal como se indica en el Esquema 1, implica tres etapas
fundamentales:

a) Reduccion del grupo ciano a aminometilo (C).
b) Reaccién de las aminas C con diferentes isocianatos o isotiocianatos para dar las

correspondientes ureas o tioureas de formula general B.

c) Eliminacion de los grupos protectores, para obtener las ureas deseadas A.

Ph H Ph H
(CHZ)mj/Nﬁ“\CONHBn (CHy)m2 N\|‘\\CONHBn
HN (CHg)r-NHR3 — HN]/ (CHy)-NHR'
2 2
H H
A [R® =H, C(NH,)=NH] B [R" =Boc, C(NH,)=N-Pbf]
(n=12) [n=s4) [x=0s)  #

H
(CHy), N «CONHBn

]/ ?CH )n-NHR'
) \ H,N 2/
© ©/ CI/©/ C mlndz
GANOAIN G @ -

Esquema 1.- Retrosintesis propuesta para la obtencion de ureas y tioureas A
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2.1.1.1. Sintesis de a-aminonitrilos

Inicialmente, la sintesis de los a-aminonitrilos D se abordé aplicando las condiciones
desarrolladas anteriormente en el grupo de investigacion para la preparacion de

aminonitrilos analogos derivados de a-aminoaldehidos'°

. Esta metodologia implicaba
una sintesis modificada de Strecker, consistente en la reaccién catalizada por ZnCl,, de
a-aminoaldehidos con aminoacidos Ny-desprotegidos a -20 °C, seguida de adicion in situ
de TMSCN sobre la imina intermedia. En el caso que nos ocupa, la aplicacién de esta
metodologia requeria la previa preparacion de las amidas bencilicas derivadas de
ornitina, lisina y arginina convenientemente protegidas en la cadena lateral [15a = H-
Orn(Boc)-NHBn; 15b = H-Lys(Boc)-NHBn y 15¢ = H-Arg(Pbf)-NHBn ]. Tal como se indica
en el Esquema 2, estas amidas se obtuvieron por reaccion del correspondiente
aminoacido Nj,Fmoc protegido 13a-c con bencilamina utilizando 1-hidroxibenzotriazol
(HOBt) y N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC), como agentes de acoplamiento, seguida
de la eliminacion del grupo protector N,-Fmoc por tratamiento con Et,NH en CH3;CN.
Cuando se aplicaron las condiciones de reaccion de la sintesis de Strecker, arriba
indicadas, a la reaccion de la bencilamida derivada de Ornitina 15a con fenilacetaldehido
(16), ademas de los dos posibles epimeros en el nuevo centro estereogénico generado
(R)- y (S)-22a, se detectd la formacion de subproductos de reaccion sobre la amina
secundaria (23) en el analisis del crudo de reaccién por HPLC-MS. Con el fin de evitar la
formacion de estos subproductos, fue necesario ajustar la relacion de equivalentes
aldehido/amina (16/15a) a 0.8/1. Utilizando esta proporcién de reactivos, se obtuvieron
los a-aminonitrilos derivados de Orn(Boc) y Lys(Boc), y fenilacetaldehido y 3-
fenilpropionaldehido, 22a,b y 24a,b, respectivamente, como mezclas 1:1 de epimeros y
60-75% de rendimiento. De estas mezclas de epimeros, solo los derivados de
fenilacetaldehido 22a,b pudieron resolverse por cromatografia. Ademas, 22a también fue
parcialmente resuelta por cristalizacion lenta de AcOEt/hexano. A la vista de las
dificultades para la resolucion de las mezclas epiméricas, se estudio la posibilidad de

inducir asimetria en su sintesis.
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FmocHN__ .COOH a FmocHN__ \CONHBn
(9) e, 3
(CHy)-NHR! (CH,),-NHR!
13a-c 14a-c
a:n=3 R'=Boc; [Orn(Boc)] b
b :n =4, R"=Boc; [Lys(Boc)]
¢ :n =3, R' = C(NH,)=N-Pbf; [ Arg(Pbf)]

H,N__ .CONHBn
Ph(CH,),CHO  + )
(CH)p-NHR!

16 (m=1)
17 (m=2) 15a-c
|-
Ph
(CHy)m N .CONHBn Ph W“ (S .CONHBn
amzy = CHmi Y
(CHg)y-NHR! (CHy)y-NHR!
18 (m=1) 19 (m=1)
20 (m=2) 21(m =2)
fd
Ph
NC
(CHz)m@r/N%S{\\CONHBn + (CHz)m(YS)Nﬁ(S_{\CONHBn N N%S{\\CONHBn
CN (CHy),-NHR' CN (CHy)y-NHR! CN (CHy)3-NHBoc
(R)-22a-c (m=1) (S)-22a-c (m = 1) 23a
(R)-24a,b (m = 2) (S)-24a,b (m = 2)

Reactivos: a) BnNH, DCC, HOBt, CH3CN, 100%; b) Et,NH, CH5CN, 100%;
¢) ZnCl, CH,Cl, -20 °C; d) TMSCN, CH,Cl, 0 °C, 60-75%

Esquema 2.- Sintesis de a-aminonitrilos.

Como se ha comentado, la sintesis de Strecker transcurre a través de un intermedio

de tipo imina y la generacion del nuevo centro estereogénico tiene lugar en la adicién de

cianuro a dicho intermedio. Dado que en el caso de los derivados de fenilacetaldehido la

imina intermedia 18 podria estar en equilibrio con su tautémero, la enamina 19, y que el

intermedio predominante en el equilibrio podria influir en la estereoquimica de la adicion,

se estudid la estructura de los intermedios preferentes tanto para los derivados de

fenilacetaldehido 22a como para los de 3-fenilpropionaldehido 24a. Este estudio se
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realizo mediante HPLC-MS y "H-RMN sobre la mezcla del correspondiente aldehido 16 o

17 con la bencilamida derivada de ornitina 15a calentada a 80 °C en CDClI; durante 5

min en microondas. En ambos casos, el andlisis de HPLC-MS de la mezcla de reaccion

mostré la aparicién de un pico de masa molecular correspondiente a la imina o enamina.

En cuanto al analisis por 'H-RMN:

e En el caso de los derivados de fenilacetaldehido, no se observé la presencia de la
sefal correspondiente al proton iminico, sino la presencia de dos dobletes (5.83 y 6.85
ppm) con constante de acoplamiento de 15 Hz, correspondientes a los protones de la
enamina trans-19a (Figura 11), junto con un doblete a 6.21 ppm, con constante de
acoplamiento de 12 Hz, correspondiente a uno de los protones de la enamina cis-19a.
La medida de las integrales de estos dobletes indico una proporcién trans:cis-19a de
(1:1).

eEn el caso de los derivados de 3-fenilpropionaldehido, se observé la senal
correspondiente al proton iminico de 20a a 7.66 ppm como un triplete acoplado con un
multiplete a 2.60-2.75 ppm, correspondiente a los protones 2-H de 20a, con constante

de acoplamiento de 8 Hz.

Intermedios predominantes en la formacion de los a-aminonitrilos derivados de fenilacetaldehido 22a

5.83 ppm
Ph
T H 621 ppm 2L N (9.CONHB
Ph 2N N%S{\\CONHBn —_— Y n

)

H  (CHp)s-NHBoc H  (CHz)3"NHBoc

6.85 ppm 7.11-7.50 ppm
J12=15Hz J1,2_=12 Hz
trans-19a cis-19a

Intermedios predominantes en la formacion de los a-aminonitrilos derivados de fenilpeopionaldehido 24a

Ph
260-2.75 ppm X__N{9 CONHBn
1

H (CH5)3-NHBoc
7.66 ppm

J1,2 =8 Hz
20a

Figura 11.- Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento de las especies enamina 19a

e imina 20a
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Por lo tanto, se puede concluir que en el caso de los derivados de fenilacetaldehido,
el equilibrio estd desplazado hacia los intermedios enaminicos 19a, estabilizados por
conjugacion del doble enlace con el anillo aromatico, mientras que, en el caso de los
derivados de 3-fenilpropionaldehido, el intermedio de reacciéon predominante es la imina
20a.

La sintesis de Strecker ha sido uno de los métodos mas utilizados para la obtencién
de precursores de a-aminoacidos y la necesidad de obtenerlos enantioméricamente
puros ha potenciado el desarrollo de diversas metodologias para la induccién de

191.192-194 | 3 induccion de estereoselectividad se ha

192-194

estereoselectividad en esta sintesis
abordado mediante la utilizacion de auxiliares quirales , fundamentalmente aminas
quirales precursoras de un grupo amino primario, y, mas recientemente, mediante la

195-198

utilizacion de catalizadores quirales En este caso, se han utilizado tanto

catalizadores organometalicos quirales como la organocatalisis. En los ultimos afios, han

destacado preferentemente las ureas y tioureas del grupo de E.N. Jacobsen'#?'

, tales
como la tiourea 25 (Esquema 3). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se estudié la
posibilidad de inducir estereoselectividad en la sintesis de 24a, utilizando como
catalizador la tiourea 25 en lugar de ZnCl, y aplicando las condiciones descritas por
Jacobsen. Como se muestra en la Tabla 2 (entrada 2), la utilizacién de hasta un 5% de
catalizador, utilizando tolueno como disolvente, no mejord la estereoselectividad con

respecto a la utilizacion de ZnCl, y el rendimiento fue menor.

HoN WCONHBn Ph N (..CONHBn
Ph(CH,),CHO + )] NN
(CHz)3-NHBoc (CH,)3-NHBoc
17
15a 20a
CATALIZADORES b 1
ZnCly
| \—A 8 H H
/N\n/'\NJ\N\\ Ph R) Nﬁs‘)\\CONHBn 4 Ph _~ (@ N(S,.CONHBn
H H Z
°© 25 NS CN (CHy)s-NHBoc CN (CHy)s-NHBoc
HO
o
\{jgjl\ (R)-24a (S)-24a
o)‘\{/
O_COOH Reactivos y condiciones: a) Catalizador y disolvente como
N se muestra en la Tabla n® 2 ; b) TMSCN, temperatura y
Boc 26 tiempo de reaccion como se muestra en la Tabla n°2.

Esquema 3.- Estudio de induccién de estereoselectividad
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A continuacién, teniendo en cuenta trabajos recientes de V. Lu et al®?, en los que
muestran la utilidad de Boc-Pro-OH (26) como catalizador para la adicion
enantioselectiva de alquinos a iminas, se estudié su influencia sobre la sintesis de 24a.
La utilizacion de diferentes cantidades de catalizador (10 -50 %mol) condujo a un 5-10%
de exceso en el diastereocisomero (R)-24a (entradas 3 y 4). Este ligero exceso
desaparecié bajo condiciones de reaccion de control termodinamico (mayor temperatura

y tiempo de reaccion), mejorando significativamente el rendimiento (entrada 5).

Tabla 2.- Influencia de las condiciones de reaccion sobre la sintesis de los aminonitrilos
(R)-y (S)-24a.

Entrada Catalizador (mol %) Disolvente T (°C) t(h o min) 24a (%)’

1 ZnCl, (100) CH.Cl, 0 24 h 72 1:1
2 25 (5) Tolueno 0 24 h 42 1:1
3 Boc-Pro-OH (10) CH.Cl, 0 2h 56 1.1:1

4 Boc-Pro-OH (50) CH.Cl, 0 2h 61 1.2:1

5 Boc-Pro-OH (50) CH.Cl, 0 48 h 99 1:1
6 ZnCl, (100) MeOH 0 2h 80 1:1
7 ZnCl, (100) MeOH 0 24 h 80 1:2
8 ZnCl, (100) MeOH T.a. 2h 57 1:15
9 ZnCl, (100) MeOH T.a. 24 h 48 1:23
10 Boc-Pro-OH (50)) MeOH 0 2h 82 1.1:1
1 Boc-Pro-OH (50)) MeOH 0 24 h 94 1:1
12 Boc-Pro-OH (50) MeOH T.a. 2h 64 1:1.2
13 Boc-Pro-OH (50) MeOH T.a. 24 h 79 1:1.5
14 Boc-Pro-OH (50) MeOH T.a. 48 h 80 1:1.9
15° ZnCl, (100) CH.Cl, 120 5 min 51 1:1.6
16° ZnCl, (100) MeOH 120 3 min 40 1:2
17° ZnCl, (100) - 120 5 min 24 1:1
18° - - 120 5 min 63 1:1
19 - H.O 0 2h 2 1:1
20 - H.O 0 24 h 2 1:1
21 - NaCl sat. 0 2h 2 1:1
22 - NaCl sat. 0 24 h 48 1:1

“Conversion calculada por HPLC-MS en el crudo de reaccion. Columna: Sunfire Cyg (4.6 x 50 mm, 3.5 um)
gradiente 10-100% de A (CHs;CN) en B (disolucién al 0,05% de TFA en agua) durante 5 min. ° Proporcion de
diastereoisémeros determinada por HPLC-MS en el crudo de reaccién. Columna: Sunfire C4g (4.6 x 50 mm, 3.5
pm) gradiente 40-60% de A en B durante 5 min.°Calefaccion por irradiacion de microondas.

Publicaciones recientes describen la influencia del disolvente, temperatura y tiempo

203207 poy ello, también

de la reaccion sobre la estereoquimica de la sintesis de Strecker
se estudid la influencia de estos factores sobre la sintesis de 24a. Cuando se utilizd
MeOH como disolvente, en lugar de CH,Cl, (entradas 6-9), se observo hasta un 40% de

exceso del epimero (S)-24a bajo condiciones de control termodinamico, aunque el
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rendimiento disminuyd con el tiempo de reaccién, debido a la formacion de mezclas
complejas de productos de degradacién. Estos resultados se confirmaron cuando la
reaccion se llevd a cabo a 120 °C durante 5 min, mediante irradiacion por microondas
(entradas 15-18). La sustitucion de ZnCl, por Boc-Pro-OH como catalizador no supuso
ninguna mejora en la estereoselectividad de la reaccion, aunque disminuyo
significativamente la formacién de los productos de degradacion, obteniendo mejores
rendimientos (entradas 10-14). A la vista de la mejora de la estereoselectividad obtenida
al aumentar la polaridad del disolvente y, teniendo en cuenta estudios recientes que
describen el efecto acelerador sobre la velocidad de la reaccion de la utilizacion de H,O

208209 g6 estudio la

o disolucion saturada de NaCl como disolvente en adiciones a iminas
utilizacion de ambos en la sintesis de 24a. En el primer caso (entradas 19 y 20) se
detecté por HPLC-MS la formacién cuantitativa de la imina 20a tras 2 h de reaccién. Sin
embargo, tras 24 h, esta imina habia desaparecido, observandose la formacién de solo
un 2% de aminonitrilo junto con una mezcla compleja de productos de reaccion. Cuando
ésta se llevo a cabo en disolucion saturada de NaCl (entradas 21 y 22) a las 2 h también
se detecté la imina y, tras 24 h, un 48% de rendimiento de los a-aminonitrilos 24a, que
no aumentd a mayor tiempo de reaccion. Un estudio similar se realizo para la induccién
de asimetria en la sintesis de los a-aminonitrilos derivados de fenilacetaldehido 22a,
obteniendo resultados muy similares. El conjunto de resultados de este estudio ponen de
manifiesto la dificultad de inducir estereocontrol en la sintesis de estos aminonitrilos bajo
condiciones de control cinético y que la unica posibilidad de induccion de
estereoselectividad es mediante condiciones de control termodinamico lento en MeOH,
en las que, debido a una ligera mayor estabilidad, se obtiene preferentemente el epimero
de configuracion (S) con respecto del (R). Ademas, los resultados muestran que las
estructuras del intermedio de reaccién de tipo imina o enamina no influyen sobre la
estereoselectividad. A la vista de los resultados de estos estudios, aplicando las
condiciones de la entrada 7 de la Tabla 2, los a-aminonitrilos derivados de arginina 22¢
(Esquema 2) se obtuvieron con rendimiento del 90% y como mezcla de epimeros (R):(S)
= (1:3), que no pudo ser resuelta cromatograficamente.

La configuracién del nuevo centro estereogénico generado en los a-aminonitrilos 22
y 24 se asigno por via quimica. Para ello, se llevd a cabo la sintesis de los ésteres
metilicos analogos, derivados de fenilacetaldehido y de ornitina 28a (Esquema 4),
aplicando las condiciones de reaccion de la entrada 1 de la Tabla 2. De esta forma, se

obtuvo la mezcla de epimeros (RS)-28a en proporcién 1:1, que fue resuelta
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cromatograficamente. A continuacién, con el fin de asignar la configuraciéon de C, en
cada uno de los epimeros (R)- y (S)-28a, ambos se transformaron en las
correspondientes 2-oxopiperazinas (R)- y (S)-29a, por hidrogenacion catalitica a
temperatura ambiente y 1 atmodsfera de presion, utilizando Pd(C) al 10% como

210 E| efecto NOE observado entre los protones 3-H y 5-H en el espectro H-

catalizador
RMN de (R)-29a indico una disposicion 3,5-diaxial o disposicion relativa cis para ambos
protones vy, por lo tanto, configuracion (R) en el Cs de la 2-oxopiperazina (R)-29 y en el

C, del correspondiente aminonitrilo de partida (R)-28a.

NOE
H A
Ph (RN (5),CO,Me H H H
Ph (R) 54 3 (S) NHBOC
I : A[
PhCH,CHO (R)-28a NHBoc (R) -29a
16 ab
+ ~— + NOE __
H,N_ .CO,Me H H\
S S)\ \
(S) Ph/\gS)/N (89.CO,Me ///(‘H N I;l
iy .  Ph {S)E: 7 NHBoc
—_—
NHBoc N0
27a (S)-28a NHBoc (S)-29a
s o H
(3N (5 .CONHBn
d, e &N ¢
(5)-28a —— 1

(S)-22a NHBoc

Reactivos: a) ZnCly, CH,Clp, -20 °C; b) TMSCN, 0 °C, 55%; ¢) Hy, 10% Pd(C), MeOH, 62-72%;
d) NaOH, dioxano/H,O (1:1), 100%; &) BANH,, DCC, HOBt, CH3CN, 95%.

Esquema 4.- Asignacion de la configuracion de los a-aminonitrilos 22a

Una vez conocida la configuracion de los ésteres metilicos (R)- y (S)-28a, la
asignacion de la configuracion de las respectivas amidas bencilicas 22a se realizd por
correlacion quimica. Para ello, se llevd a cabo la saponificacion de (S)-28a por

tratamiento con NaOH en dioxano/agua (1:1). El posterior acoplamiento del acido
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obtenido con BnNH,, utilizando DCC y HOBt como agentes de acoplamiento, condujo a
una bencilamida idéntica en todos los aspectos a (S)-22a.
La comparacion de los datos de HPLC y 'H-RMN para los epimeros (R)- vy (S)-22a
(Tabla 3), muestra que:
e EIl tiempo de retencién en HPLC del epimero (S) es mayor que el del (R),
indicativo de un mayor caracter lipd&filo.
e El protén 2-H en el epimero (R) aparece a campo mas bajo (= 0.2 ppm) que en el
(S) y el proton a-H aparece a campo mas alto en el (R) que en el (S).
Estos datos se utilizaron como criterio de asignacion tentativa de la configuracion en el

resto de aminonitrilos 22 y 24 (Tabla 3).

Tabla 3.- Comparacion de los datos mas significativos de HPLC y de "H-RMN para los
diferentes a-aminonitrilos 22 y 24.
IIDh
(CHg)m~x N .CONHBn
2
CN (CHp)y"NHR!

22,24

'"H RMN (5, ppm)®

L tr (min) 2-H a-H
(R-22a | |, Soc (R) 23.30 3.73 3.28
(S)-22a (S) 23.70 3.49 3.37
(R22b | |, Soe (R) 23.70 3.79 3.25
(S)-22b (S) 24.30 3.48 3.33
(R) 5.14 3.81 3.34
RS)-22¢ | 1 | 3| C(NH,)=N-Pbf
(RS)-22¢ (NH) (S) 5.48 3.48 3.36
(R) 24.10 3.51 3.32
RS)-24a | 2 | 3 B
(RS)-24a oc (S) 24.30 3.40 3.33
(R) 24.50 3.53 3.23
RS)-24b | 2 | 4 B
(RS) oc (S) 2480 | 320341 | 3.29-3.41

aSunfire Cqg (4.6 x 150 mm, 3.5 ym) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min, excepto para (RS)-22¢ que
se utilizo Sunfire Cys (4.6 x 50 mm, 3.5 um) gradiente 10-100% de A en B durante 7 min “Datos de 'H-RMN
(300 MHz, CDClj; ). Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY.
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2.1.1.2. Reduccion del grupo CN de a-aminonitrilos

Inicialmente, la reduccion del grupo CN se abordé aplicando las condiciones que
condujeron directamente a la obtencion de las 2-oxopiperazinas (RS)-29a comentadas
en el apartado anterior, es decir, mediante hidrogenacién catalitica a temperatura
ambiente y una atmosfera de presion, utilizando Pd(C) al 10% como catalizador?™. Sin
embargo, aplicando estas condiciones sobre la mezcla epimérica de aminonitrilos (RS)-
22a, se obtuvieron las correspondiente aminas (RS)-30a junto con la bencilamida 15a y
31a°"", producto de eliminacién de cianhidrico, seguida de reduccién de la imina
intermedia (Esquema 5, Tabla 4, entrada 1), ambos subproductos resultantes de la
reaccion retro-Strecker en (RS)-22a. La sustitucion de Pd(C) por Ni Raney no supuso
una mejora significativa, ya que aumentd la formacion de 31a (entrada 2, Tabla 4). A la
vista de estos resultados y teniendo en cuenta la dificultad de separar los productos de
reaccion, se planted la utilizaciéon de otros métodos alternativos para la reduccion del
grupo CN. Entre ellos, la transferencia de hidrogeno utilizando hidrato de hidrazina como
generador de hidrégeno y Ni Raney como catalizador, metodologia que se habia puesto
a punto anteriormente en nuestro laboratorio para la reduccién de aminonitrilos
intermedios en la sintesis de benzodiazepinas®'?. Con el fin de minimizar la formacién de
los subproductos 31a y 15a, se llevd a cabo un estudio de condiciones de reaccion,

recogido en la Tabla 4.

H
* N5 n\CONHBn

Ph
CN
(RS)-22a NHBoc
l aob
H H
Ph * N (5 .\CONHBn Ph/\/N 5)n\CONHBn HaN (5).CONHBnN
T : +
HoN
NHBoc NHBoc NHBoc
(RS)-30a 31a 15a

Reactivos y condiciones: a) Hy 10% Pd(C), MeOH; b) Hy Ni-Raney, MeOH

Esquema 5.- Hidrogenacion catalitica de los aminonitrilos (RS)-22a

62




RESULTADOS Y DISCUSION

A la vista de los resultados de este estudio, se dedujo que las mejores condiciones
para la reduccion del grupo CN eran reflujo en MeOH durante 5 min, utilizando 20
equivalentes de hidrato de hidrazina como agente de transferencia de hidrogeno y 100
mg/mmol de Ni Raney como catalizador (entrada 7). De esta forma, se evitaba la
formacion de 31 y se minimizaba hasta un 5% la formacion del producto de retro-
Strecker 15a. La agitacion vigorosa y la activacion eficaz del catalizador son factores
clave para que la reacciéon sea lo mas rapida posible, minimizando la presencia del
aminonitrilo en el medio de reaccién, que es determinante de la formacién del producto

de retro-Strecker 15a.

Tabla 4.- Influencia de las condiciones de reaccion en la reducciéon de la mezcla de
aminonitrilos (RS)-22a°

Catalizador Fuente de H, T(°C) | t(min) | 30a | 31 | 15a
1 10 % Pd(C) H, Ta. | 24h |80 | 12| 8
2 10gir§§/rr]:r¥1ol Hz Ta. | 24h |54 | 40 | 6
3 102in|?§/rr]§r¥1ol NH(zz'\loHez;)'zo 85 30 |37 - | 63
4 10'2)“n|§§/rr]ﬁr¥1ol NHEFOH;;)'ZO Ta. 3 |67 | - |33
5 20'2)1in|§§/rr]ner¥1ol NHEZI\IOHGZ(';)'ZO Ta. 30 |73 - | o7
6 10'(\)lir§§/?:r¥1o| NH(ZZI\IOH;;)'ZO Ta. 90 |92 | - | s
! 10'(\)lir§§/rr]:r¥1o| NH&'\IOHSJ;ZO 65 5 |95 | - |5

“Reacciones en MeOH excepto para la entrada 3 que se realizé en EtOH. "Rendimiento determinado por
HPLC-MS en el crudo de reaccién.

Una vez establecidas las condiciones optimas de reduccion, se extendié la
metodologia al resto de los a-aminonitrilos 22 y 24, obteniendo los productos deseados
30 y 32 (Esquema 6, Tabla 5) con de aceptables a muy buenos rendimientos (55-92%),
junto con los productos de retro-Strecker 15a-c. Hay que sefalar que en los derivados de
fenilacetaldehido 22 (m = 1) la reduccion del epimero (R) requiri6 mayor tiempo de
reaccion que el (S). El mayor tiempo de permanencia en el medio de reaccién se tradujo
en una significativa disminucion del rendimiento de (R)-30 y el consiguiente aumento de

los productos de retro-Strecker 15 (ver Tabla 5). En el caso de los derivados de arginina
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(RS)-22c, esta diferencia de reactividad entre ambos epimeros, supuso la completa

pérdida del epimero minoritario (R)-22c, obteniéndose (S)-30c como unico producto de

reduccion, junto con 15¢. No fue posible el aislamiento cromatografico de las aminas 30

y 32 de los crudos de reaccién, por lo que, éstos se utilizaron directamente para la

posterior sintesis de ureas.

Ph H NHNH, H,0 B D H
(CHy)mint-N._ «CONHBn Ni-Raney  (CH2)mxx N ~CONHBn
3 BT e
CN (CHy),-NHR'  65°C, MeOH HoN (CH2)n-NHR
(50-92%)
22a-c (m=1) 30a-c (m=1)
24a,b (m = 2) 32a,b (m=2)

a:n=3,R'=Boc; [Orn(Boc)]
b :n=4,R"=Boc; [Lys(Boc)]
¢ :n =3, R = C(NH,)=N-Pbf; [ Arg(Pbf)]

HZNW‘\\CONHBn

(CH,),-NHR!

15a-c

Esquema 6.- Reduccién del grupo CN de los a-aminonitrilos 22 y 24

Tabla 5.- Rendimientos y proporcion de diastereocisémeros en la reducciéon de los

aminonitrilos 22 y 24 con NH,NH,-H,O /Ni Raney.

AMINONITRILO DIAMINA AMINOACIDO

n° m|n R’ (R):(S) n° Rdto.(%)? | (R):(S)? | n° | Rdto.(%)"
(RS)22a | 13 Boc 1:1 | (RS)-30a 74 1:3 |15a 26
(R)-22a 113 Boc 1:0 (R)-30a 55 1:0 15a 45
(S)-22a 113 Boc 0:1 (S)-30a 92 0:1 15a 8
(RS)-22b |1 |4 Boc 1:1 | (RS)-30b 73 1:1.3 [15b| 27
(R)-22b 114 Boc 1:0 (R)-30b 60 1:0 15b 40
(S)-22b |1 |4 Boc 0:1 | (S)-30b 87 0:1 |15b 13
(RS)22c | 1|3 | C(NH2)=N-Pbf | 1:3 | (S)-30c 65 0:1 |15¢| 35
(RS)-24a | 2 |3 Boc 1:1 | (RS)-32a 80 1:1 [15a 20
(RS)-24b |2 |4 Boc 1:1 (RS)-32b 82 1:1 15b 18

“Rendimientos y proporcion de epimeros medida por HPLC, utilizando Sunfire C4g (4.6 x 150 mm, 3.5 ym) y

gradiente 10-100% de A en B durante 5 min.
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2.1.1.3. Sintesis de ureas

Debido a la dificultad de aislamiento de las aminas primarias 30 y 32 de los
productos de retro-Strecker 15, se estudio la formacion de las ureas 33-38 (Esquema 7)
utilizando directamente el crudo de la reaccién de reduccién sin purificar. En primer
lugar, se llevé a cabo la reaccion de los crudos de reduccion (RS)-30a,b y (RS)-32a,b
con isocianato de fenilo en CH,Cl, a 0 °C (Método A, Esquema 7, Tabla 6). De esta
forma, se obtuvieron las ureas deseadas (RS)-33a,b y (RS)-38a,b, junto con las ureas
39a,b, derivadas de los subproductos de la reaccion retro-Strecker 15a,b. El similar
comportamiento cromatografico de las ureas presentes en las mezclas de reaccion
dificulté la purificacién de las ureas deseadas 33a,b y 38a,b, siendo necesarias varias
purificaciones cromatograficas sucesivas, que conllevaron una disminucion importante

en el rendimiento de producto puro.

Ph Ph H H
' § a . N .CONHB N _N_ .CONHB
(CHZ)”’TNW“\CONHBH + 15ac 2o (CHz)mT N AR S :
1 _ 1
HoN (CHp),-NHR! H/’L (CH2)p-NHR O  (CHy),-NHR
R2, 39a,b
30a-c (m=1) H O
32a,b (m=2) gi;‘c Comp. | m R?
gg?an) 33ac | 1 Ph
METODO B l b 38a.b -
34b | 1
Cl
2 4 N_«.CONHB d
Ph Y ZNj*‘ n G 35a | 1 Bn
CHy)r-NHR!
FmocHN t (CHa) 36b 1 O/\/
o
40a-c a:n=3,R'=Boc
b:n=4,R'=Boc 37b | 1 O/\/
¢ :n =3, R" = C(NH,)=NH-Pbf F
38a,b | 2 Ph

Reactivos y condiciones: a) PANCO, CH,Cl, 0 °C, 19-36%; b) Fmoc-Cl, 6xido de propileno, CH3CN, 0 °C
30-72%; ¢) NHEty, CH3CN, 100%; d) R2NCO, CHyCly, 0°C, 17-67%.

Esquema 7.- Sintesis de las ureas 33-38 por los métodos A y B

Como método alternativo, se planted la proteccion de las aminas 30 y 32, previa a

su transformacién en ureas (Método B, Esquema 7, Tabla 6). Para ello, inicialmente, los
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crudos de la reaccion de reduccion (R)- y (S)-30a se trataron con cloruro de 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc-Cl) en las condiciones estandar [Na,COj, dioxano/H,O
(1:1)]. En estas condiciones, se obtuvieron los correspondientes Fmoc-derivados (R)- y
(S)-40a aunque con completa epimerizacion en uno de los dos centros quirales. La
utilizacion de éxido de propileno como aceptor de HCI, en lugar de Na,CO; evitd esta
epimerizacion. A continuacion, la aplicaciéon de esta metodologia a todos los derivados
de fenilacetaldehido (R)- y (S)-30a-c permitié su aislamiento y la obtencién de (R)-y (S)-
40a-c con rendimientos del 30-75%. La posterior eliminacion del grupo Fmoc por
tratamiento con Et;NH, seguida de reaccién con diferentes isocianatos permitio la
obtencion de las ureas (R)- y (S)-33-37, indicadas en el Esquema 7. En la Tabla 6, se
muestran los rendimientos de la aplicacion del método A (reduccién + reaccién con
isocianatos) con el método B (reduccién + Fmoc-proteccion + Fmoc-desproteccion +
reaccién con isocianatos) para la obtencién de las ureas 33-38. En los casos en los que
se han aplicado ambos métodos [(RS)-33a,b] se puede observar la mejora significativa
del método B con respecto al A (16-23% aumento en el rendimiento), a pesar del mayor

numero de etapas de reaccion.

Tabla 6.- Optimizacion de la sintesis de ureas. Comparacion de rendimientos de los
métodos Ay B.

Urea m|n R’ R? A (%)°|B (%)°

(RS)-33a| 1|3 36 | 52

(R)}33a | 1]3 — [ 17

(S5)-33a | 1]3 Boc ~ [ 67

(RS)-33b| 1| 4 Ph 21 | 44

(R)}-33b |14 - | 44

P y (S)-33b |14 -~ [ 57
(CHng N CONEn | (1336 |13 [ CINH =N-PEf C - [ 25
(R)-34b |1 |4 ' - 40

1
hno  CHNARET o) 3ap [ 1] 4 -~ | 62
Cl

R\ A (R)35a | 1]3 . ~ [ 25
N (S)-35a |13 ~ [ 51
(R)-36b |14 Boc - 40

(S)-36b | 1| 4 \OD/V RN

(R)137b |14 ~ [ 42

(S)-37b | 1| 4 FQ/\/ ~ [ 61

(RS)-38a| 2| 3 o 19 | -

(RS)-38b| 2 | 4 29 | -

“Rendimiento global del Método A (reduccién + reaccion con isocianatos). "Rendimiento global del Método B
(reduccion + N-Fmoc proteccion + Fmoc-desproteccion + reaccion con isocianatos).
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Como se muestra en el Esquema 8, la eliminacion del grupo protector terc-
butoxicarbonilo (Boc) en las ureas 33-38, por tratamiento con una disolucién 3 N de HCI
en AcOEt, proporcion6 los derivados N-Boc desprotegidos 41-46 con rendimientos
cuantitativos. Teniendo en cuenta el bajo rendimiento global de la sintesis de la urea

derivada de arginina (S)-33c, ésta no fue desprotegida.

Ph H Ph Comp.| m R?
(CHp)ms N (CONHBn ~ 3NHCI N
k W\ n N
2 mj/ N — (CH2)m *ZNT CONHBn Map | 1 Ph
HN (CHz)n-NHBOC C N 4 (CHz)n-NHz -2HCI o
2 a2b | 1 @(
R\N/lso R2‘N o o
H H
33a,b (m=1) 41a,b (m=1) 43a | 1 Bn
34b (m=1) a:n=3 42b (m=1)
35a(m=1) b:n=4 43a (m=1)
36-37b (m =1) 44-45b (m = 1) 44b | 1 \OON
38a,b (m=2) 46a,b (m =2)
asb | 1| 17
46a,b | 2 Ph

Esquema 8.- N-Boc desproteccion de las ureas 33-38

Tanto en las ureas protegidas 33-38 como en las desprotegidas 41-46, de la
comparacion de los datos de HPLC, "H-RMN y >C-RMN de los epimeros (R) con los de
los (S), se deduce que:

= Al igual que en los respectivos aminonitrilos de partida, el tiempo de retencion en
HPLC de los epimeros de configuracion (S) es menor que el de los de configuracion
(R).

= L os protones 2-H y a-H de las ureas de configuracion (S) aparecen a campo mas bajo
(= 0.2 ppm) que en los de configuracion (R).

= La diferencia de desplazamiento quimico (Ad) entre los protones metilénicos del
grupo bencilo es mayor en las ureas de configuracion (S) (Ad = 0.35 ppm) que en las
(R) (Ad = 0.15 ppm).

= En general, las sefales correspondientes a C, y C, en las ureas de configuracion (S)

aparecen a mayor campo que en las de configuracién (R).
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2.1.1.4. Sintesis de ureas analogas al antagonista PAR1 de referencia RWJ-58259

Como se ha comentado en el apartado 1.4., la obtencion de analogos del
antagonista de receptores PAR1 RWJ-58259 constituia uno de los objetivos dentro de la
sintesis de ureas de formula general A (Figura 6). La sintesis de estos analogos se
plante6 mediante la aplicacidon de la metodologia recientemente desarrollada en nuestro
laboratorio para la optimizacion de la sintesis de RWJ-58259'"*2'*2 Como se indica en
el Esquema 9, este procedimiento consistié en la formacién in situ del isocianato 48,
mediante reaccion del 6-aminoindazol 47 con trifosgeno, en presencia de 6xido de
propileno como aceptor de HCI, seguida de reaccion con las aminas derivadas de lisina
(R)- y (S)-30b, obteniendo las ureas (R)- y (S)-49b. El rendimiento de (S)-49b (85%) fue
considerablemente mas alto que el de (R)-49b (20%). La eliminacion del grupo protector
Boc proporcioné el derivado N-Boc desprotegido (S)-50b con rendimiento cuantitativo.

Debido al bajo rendimiento obtenido para el epimero (R)-49b, éste no fue desprotegido.

H
+« N (s].CONHBn
Ph ‘
n O Y
/ a (R)- 1(S)-30b Vi HN
cl N\ —>) IndZ'NCO e C N\ /g
N NH, b) N N~ O
©j/ 48 i / H NHR'

47 = Indz-NH, R'= Boc; (R)-, (S)-49b
c)
R'= H; (S)-50b
Reactivos: a) (CCI30),CO, o6xido de propileno, THF, 0 °C; b) THF, 0°C; c¢) 3N HCI/AcOEt

Esquema 9.- Sintesis de los anélogos del antagonista PAR1 RWJ- 58259, 49 y 50

2.1.1.5. Sintesis de tioureas

Una vez establecidas en el apartado anterior las condiciones de reaccion 6ptimas
para la obtencién de ureas (Método B), se planted la obtencién de tioureas analogas,
aplicando una metodologia similar, sustituyendo los isocianatos por isotiocianatos. Como
se indica en el Esquema 10, las feniltioureas derivadas de ornitina (R)- y (S)-51a se

prepararon, con 68-72% de rendimiento global, a partir de los N-Fmoc derivados (R)- y
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(S)-40a. Finalmente, se llevd a cabo la eliminacién del grupo Boc por tratamiento con
disolucion 3 N de HCI en AcOEt, proporcionando los derivados N-Boc desprotegidos (R)-

y (S)-52a con rendimientos cuantitativos.

H

N. .CONHB ~CONHB
Ph * B CO n Ph CO n

NHEt, Ph-NCS

FmocHN >

CHsCN  CHoCl,

NHBoc 0°C NHR'
(R)-, (S)-40a

R1=Boc; (R)-, (S)-51a
@E

R'=H; (R)-, (S)-52a
Esquema 10.- Sintesis de las tioureas 51y 52

El patron de sefiales de los espectros de 'H-RMN y "*C-RMN, asi como el
comportamiento en HPLC, de las tioureas epimeras (R)-, (S)-51a y -52a fue muy similar

al de las ureas analogas 33a y 41a, respectivamente.

2.1.2. Evaluacion Biolégica

2.1.2.1. Evaluacion de la actividad antagonista sobre receptores PAR1

Considerando que el PAR1 humano se expresa principalmente en plaquetas y su
activacion por trombina induce agregacion, las ureas 41-46 y tioureas 52, asi como los
compuestos intermedios de su sintesis, se evaluaron como inhibidores de la agregacion
de plaguetas humanas inducida por el agonista de referencia SFLLRN, con el fin de
determinar su efecto antagonista de receptores PAR1. Todos los compuestos fueron
ensayados a una concentracion inicial de 0.1 mg/ml. Ninguna de las ureas y tioureas
desprotegidas mostré actividad inhibitoria significativa. Sin embargo, como se muestra
en la Figura 12, algunas de las ureas protegidas y, en particular, los Fmoc-derivados 40
mostraron un % de inhibicidn significativo. Asi, los Fmoc-derivados (S)-40a y (S)-40c
inhibieron la agregacion plaquetaria un 51% y 36%, respectivamente, y la urea (R)-33b
un 38%.
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~CONHBn

|
H (CHzr 2N
+ N._,CONHBn
Ph/j’ 3 :I/ (CHaln NIIR!
~ 1
ErmocHN (CHz)y-NHR R2

50 4

EOrn(Boc) ®mLys(Boc) m Arg(Pbf)
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] Q T
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Figura 12.- % de Inhibicién de la agregacion plaquetaria.

Aunque los resultados no permiten establecer relaciones estructura-actividad claras,

éstos indican que:

e Los Fmoc-derivados muestran mayor inhibicion que las correspondientes ureas y
tioureas. Aunque el limitado numero de tioureas preparado no permite establecer
conclusiones, los resultados indican un mejor comportamiento de las tioureas 51a con

respecto a las ureas analogas 33a.
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En lo que respecta a la naturaleza del aminoacido basico, el orden de actividad en los
Fmoc-derivados 40 fue Orn(Boc) > Arg(Pbf) > Lys(Boc), mientras que, en las ureas
33-38 el orden fue Lys(Boc) > Arg(Pbf) > Orn(Boc).

Los resultados no muestran una influencia clara de la estereoquimica (S) o (R) sobre
la actividad.

En cuanto a la distancia de separacién del grupo aromatico Ph (m), la comparacion
de los datos de los derivados de 3-fenilpropionaldehido (m = 2) y ornitina 38a con los
analogos derivados de fenilacetaldehido (m = 1) 33a, parece indicar una mejor
actividad param = 2.

Por ultimo, en cuanto a la influencia del sustituyente R? sobre el agrupamiento urea,
los datos parecen indicar Ph > 2,4-di(Cl)-Ph = 4-MeOPh(CH,), > 4-F-Ph(CH,), = Indz.
Hay que senalar que, el antagonista de referencia RWJ-58259, ensayado en paralelo,
a una concentracion 10 uM (aproximadamente 15 veces menor que la de los
compuestos examinados) inhibié un 98% la agregacion plaquetaria. La comparacion
estructural del derivado indazdlico (S)-50b, con la familia de peptidomiméticos
antagonistas de PAR1 a la que pertenece RWJ-58259"" muestra la principal
diferencia en la ausencia en (S)-50b del grupo carbonilo del enlace péptidico presente
en RWJ-58259 entre di(F)-Phe y el residuo del acido diaminobutirico. Dicho grupo
carbonilo podria tener un papel importante en la interaccion con PAR1, bien
participando en la formaciéon de enlaces de hidrogeno o en la disposicion de los
grupos farmacoféricos en la orientacion apropiada. Por ello, su ausencia podria ser
causa importante de la total inactividad de (S)-50b en el ensayo de agregacion

plaquetaria.

Teniendo en cuenta la baja actividad mostrada por los compuestos en el cribado de

agregacion plaquetaria, éstos no fueron pasados a las evaluaciones subsiguientes

inicialmente planteadas, comentadas en la Introduccion (Apartado 1.4.3).

2.1.2.2. Evaluacion biolégica como agentes antitumorales

Tal como se indica en la Introduccion, todos los compuestos descritos en este

capitulo, asi como RWJ-58259, fueron incluidos en los ensayos de HTS de citotoxicidad
de la compania PharmaMar, S. A. La citotoxicidad fue evaluada en tres lineas celulares

de carcinoma humano representativas: mama (MDA-MB-231), pulmon (A549) y colon
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(HT29), empleando doxorrubicina como control y de acuerdo con los protocolos del
Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (NCI). El analisis de los datos fue
realizado automaticamente por el sistema de gestion de informacion del laboratorio de
HTS, determinando tres parametros representativos del crecimiento celular: Glsg
(concentracién que inhibe al 50% el crecimiento celular), TGl (concentracién que
produce inhibicion total del crecimiento celular) y LCs, (concentraciéon que produce un
50% de muerte celular).

Ninguno de los aminonitrilos de partida 22 y 24, las aminas intermedias Fmoc-
protegidas 38 o las ureas y tioureas desprotegidas 41-46, 50 y 52 mostraron citotoxicidad
a la maxima concentracion ensayada 10* M. Tampoco mostrd citotoxicidad el
antagonista PAR1 de referencia RWJ-58259. Sin embargo, tal como se recoge en la
Tabla 7, la mayoria de las ureas y tioureas protegidas 33-38, 49 y 51 mostraron
citotoxicidades moderadas, de orden pyM, aunque la comparacion de los resultados no
permite establecer relaciones estructura-citotoxicidad. Entre los resultados obtenidos,
cabe destacar las citotoxicidades de los dos epimeros de las ureas derivadas de indazol
(R)- y (S)- 49b y sobre todo del epimero (R) de la urea derivada de 4-fluorofeniletilo y
lisina (R)-37b.
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Tabla 7.- Citotoxicidades inducidas por las ureas 33-38 y 49, y las tioureas 51.

Ph-(CH2)m- Hﬁa\CONHBn
HNj/ (CHy)-NHR'
o
N
omp 0 A A Mama Pulmén | Colon
(MDA-MB-231)|  (A549) (HT29)
Doxorrubicina 10"-10% | 107-10% | 10107
RWJ-58259 >12.1 >12.1 >12.1
(R)-33a 113 >17.4 10.1 10.1
(S)-33a 113 Boc 7.67 8.71 7.67
(R)-33b 1|4 Ph 8.00 5.27 6.81
(S)-33b 14 114 8.34 7.15
(S)-33¢ 113 C(NH2)=N-Pbf >13.0 >13.0 >13.0
(R)-34b 114 g >15.2 13.1 8.53
(S)-34b 1|4 CIJ@/ >15.2 6.09 8.53
(R)-35a 113 Br >17.0 >17.0 >17.0
(S)-35a 113 14.3 134 15.7
(R)-36b 114 /©/\/ 14.9 6.97 9.14
(S)-36b 1|4 o 14.9 6.97 9.14
(R)-37b 14 Boc /@/\/ 2.94 217 2.17
(S)-37b 1|4 F >15.8 15.6 15.8
(R)-38a 23 141 7.32 13.1
(S)-38a 213 Ph 11.1 6.98 7.15
(RS)-38b 2|4 12.1 8.14 9.31
(R)-49b 14 Indz 7.13 6.21 3.22
(S)-49b 114 Indz 4.71 2.41 4.71
- > . >117.
I =
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2.1.3. Conclusiones

Del conjunto de resultados incluidos en este capitulo, se puede concluir que:

Se ha desarrollado y optimizado una metodologia para la obtencién de quimiotecas
de ureas y tioureas quirales altamentemente funcionalizadas derivadas de a-
aminoacidos basicos, utilizando a-aminonitrilos derivados de aminoacidos como

generadores de diversidad molecular.

La falta de actividad antagonista sobre los receptores PAR1 mostrada por las ureas
comentadas en el punto anterior, no ha permitido confirmar la hipotesis de disefio de
nuevos antagonistas, comentada en la introduccién. La comparacién estructural de
estas ureas con ureas analogas descritas como potentes antagonistas de PAR1,
sugiere que la falta de actividad de las ureas aqui descritas podria deberse
fundamentalmente a la ausencia en su estructura del grupo carbonilo peptidico
presente en los antagonistas, que debe ser importante bien para la orientacion de los
grupos farmacoféricos o por su participacion en la formacion de enlaces de hidrégeno

con el receptor.

La moderada actividad antiagregante sobre las plaquetas, mostrada por las ureas
protegidas en la cadena lateral del aminoacido basico, podria constituir un buen punto
de partida para la optimizacion estructural en la busqueda de nuevos antagonistas de
PAR1
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2.2. SINTESIS Y EVALUACION BIOLOGICA DE DERIVADOS DE 2-
OXOPIPERAZINA

Dentro del proyecto general de busqueda de nuevos antagonistas para los
receptores PAR1, de forma paralela al desarrollo de esta tesis?'®, aunque fuera de ella,
se habian preparado los derivados de 2-oxopiperazina de férmula general C. Con el fin
de ampliar la serie y estudiar la influencia de la sustitucion en la posicion 5 del anillo de
piperazina en los resultados bioldgicos, en el marco de esta tesis se incluyé la sintesis y
evaluacién de las 2-oxopiperazinas analogas de férmula general B. Estas 2-
oxopiperazinas podrian considerarse como analogos conformacionalmente restringidos
de las ureas abiertas A. Teniendo en cuenta los resultados biolégicos comentados en el
capitulo anterior, asi como resultados previos de las 2-oxopiperazinas C que indicaban
una mejor inhibicién de la agregacién plaquetaria para derivados de arginina que para
los de ornitina o lisina, asi como para los que contenian un grupo indol en lugar de fenilo,
la diversidad de las estructuras B se amplié para incluir también el grupo indol y se limité
a los derivados de arginina y de 3-fenilpropionaldehido. Ademas, a la vista de la falta de
actividad bioldgica tanto de los compuestos de la serie A como de los de la serie C
desprotegidos en la cadena lateral del aminoacido basico, no se contempld la

preparacién de los compuestos B desprotegidos.

R4
R4
ll\r H I lll o)
(CHp)m 2 Nﬁs;\\CONHBn /\/[Nfo /\‘I): f
* (S
* (s, R iy & 1
HN]/ (CH,)*NHR" A N” “(CHp)s Ar r?l (CHy):=NHR"
} | NH R3
rR2) K R3 NH, Rz/

HN
N X ~
A B Rof c

v CD
N
| Boc |

[ R® y R*=H, Bn, (CH,)-NH-R! ]

Figura 13.- Comparacion de las estructuras B con los precedentes Ay C
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Hay que sefialar que la recurrente presencia del anillo de piperazina en compuestos

bioldgicamente activos ha motivado su inclusiébn entre los llamados “esqueletos

privilegiados” en Quimica Médica®'®*"". En la actualidad hay 112 entradas para farmacos
218

derivados de piperazina en el Drug Bank (http://www.drugbank.ca)”*. El primer farmaco

fue la propia piperazina (Figura 8, 53), introducido en 1953 como antihelmintico y muy

219 posteriormente, se han

utilizado para el tratamiento de la obstruccion intestinal
introducido otros muchos en diversos campos de actividad farmacolégica, como por
ejemplo el inhibidor de la proteasa del HIV, Indinavir (54)*°. Entre los derivados de
piperazina, el esqueleto de 2-oxopiperazina se encuentra presente en diversos productos
naturales, como por ejemplo, entre otros, en las pseudotheonamidas (55), inhibidores de
serina proteasasm. Un ejemplo representativo de la presencia del anillo de 2-

222
(

oxopiperazina en farmacos lo constituye el antihelmintico Praziquantel 56), en el que

se encuentra fusionado con un anillo de tetrahidroisoquinolina.

Ph ; oH NH
—N HNi N
HO, NH
\ 7/ S o
/ \ HN™ % OH
H N N O _NH""0
N __/ &I'\/

NH HN
(J e g ]wr“j/
N HN \_/
: - T X

o}
53 (Piperazina) 54 (Indinavir) 0
55 (Pseudotheonamidas A1y Ay)
R3
9 R R2><H
N)H [N o © N(\N (CH)-R!
N N >(§o
N:/l; HN H/\[O]/R4 R3
(0] R1 Ar
56 (Praziquantel) 57 NH, 58
NH

HoN—{ e
NH R
/

R?
O:§\N/\‘ o (CHas S/\> N. _O
N\)J\NJ\]/\QN H\/ENT
: ‘R?
R

H RS

59 60
Figura 14.- Ejemplos representativos de la presencia del anillo de piperazina en compuestos

bioactivos y de su utilizacion en el disefio de peptidomiméticos
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Ademas, el anillo de 2-oxopiperazina también ha sido utilizado para la introduccion
de restriccion conformacional en péptidos y en el disefio de peptidomiméticos. Asi, por

ejemplo, forma parte de la estructura de antagonistas de neuroquininas®? y

colecistoquinina223’224

225
4

de férmula general 57, agonistas del receptor de melanocortina-

, antagonistas del neuropéptido S°%°, y antagonistas del fibrinogeno (58)%"%%.

También se ha utilizado en el disefio de inhibidores de diversas peptidasas®’

)230 232,233

, tales

como: el factor Xa (59)*°, elastasa®', renina , geranilgeraniltransferasa-1>* y B-
secretasa 1 (BACE1)**®. En el campo de los miméticos de estructura secundaria
peptidica, las 2-oxopiperazinas quirales de férmula general 60 fueron disefiadas por

nuestro grupo de investigacion como miméticos de giros inversos Vol
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2.2.1. Sintesis

Como se muestra en el esquema retrosintetico 11, la sintesis de las 2-
oxopiperazinas B se planted a partir de los correspondientes a-aminonitrilos derivados
de Arg(Pbf)-OMe (E), mediante una reduccion ciclativa, seguida de dos alquilaciones
sucesivas para la introduccion regioselectiva de los grupos R® y R* en las posiciones 4 y

1, respectivamente.

o)
C CO,Me
/\)2 (;/)/I‘/«, ::> /\i (; :> /\)\ )'/ ’
N™ "“(CHp)3 R! H “(CHp)3 R # "NTS)(CH,)s

Ar

/\)LH + H-Arg(Pbf)-OMe

27c

R1

17: R' =Ph
61: R" = Ind(Boc)

Esquema 11.- Retrosintesis de las 2-oxopiperazinas B

En el caso de los derivados que incorporan indol como grupo aromatico,
previamente a la aplicacion de este esquema, fue necesario sintetizar el correspondiente
aldehido 61, que no es comercial. Ademas, con el fin de evitar la competencia del NH
inddlico en las reacciones de alquilacion, esta posiciéon debia estar protegida,
seleccionando para ello la proteccidon Boc, previamente utilizada en la sintesis de la serie
de 2-oxopiperazinas analogas C, indicadas en la Figura 13.

En la busqueda bibliografica de 3-[N-(terc-butoxicarbonil)indol-3-ilJpropanal (61) se
encontraron dos procedimientos diferentes de sintesis (Esquema 12). El primero, una
patente en la que no se dan detalles experimentales, describe la sintesis con un 80% de
rendimiento, a partir de 3-(indol-3-il)propanol (62), mediante N-Boc-proteccion, seguida
de oxidacion®, mientras que el segundo describe la sintesis, a partir del éster metilico

del acido 3-(indol-3-il)propionico (63), mediante N-Boc-proteccion, seguida de reduccién
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con DIBAL-H?*®?*°_ A |a vista de estos precedentes y teniendo en cuenta el coste de los
posibles productos de partida comerciales, inicialmente, se intenté aplicar el primer
procedimiento, partiendo de 62. Sin embargo, en la N-Boc-proteccién de este alcohol se
obtuvo un rendimiento inferior al 20%. Por otra parte, la conocida dificultad de controlar
la reduccién de ésteres a aldehidos no alentaba la aplicacion del segundo. Por ello,
decidimos aplicar el procedimiento de sintesis de a-aminoaldehidos de Fehrentz y

Castro*°

, ampliamente utilizado en nuestro laboratorio, consistente en la reducciéon de
las correspondientes amidas de Weinreb. Asi, como se indica en el Esquema 12, se llevd
a cabo la sintesis de 61 con rendimiento global del 93%, en tres etapas a partir del acido
3-(indol-3-il)propionico (64): a) Sintesis de la N-metil-N-metoxiamida 65; b) Introduccion
del grupo protector Boc (66) y ¢) Reducciéon. Hay que sefalar que el aldehido 61 es
inestable y es conveniente utilizarlo recientemente preparado, ya que descompone

incluso en el congelador.

Métodos descritos

> Nuevo
-
(0]

la) procedimiento
(@)
Me Me
N/ b) N/
| ¢ | ¢
OMe OMe
N
H

Reactivos: a) HN(Me)OMe-HCI, 1,1-carbonildimidazol, CH,Cl,, 99%; b) Boc,O, NEt3, DMAP, CH,Cl,, 67%;
¢) LiAIH,4, THF, 99%.

Esquema 12.- Sintesis de 3-[N-(terc-butoxicarbonil)indol-3-ilJpropanal (61)
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Los a-aminonitrilos de formula general E se prepararon aplicando las condiciones
de reaccion optimizadas para la sintesis de Strecker, indicadas en la entrada 7 de la
Tabla 2 del capitulo anterior (2.1.1.1). Es decir, utilizacién de ZnCl, como catalizador y
MeOH como disolvente y llevando a cabo la reaccién a temperatura ambiente durante 24
h. De esta forma, los aminonitrilos 67¢ y 68c (Esquema 13) se obtuvieron con
rendimientos del 85 y del 52%, respectivamente. Estos aminonitrilos fueron obtenidos
como mezclas epiméricas (1:1) en el centro estereogénico generado, que no pudieron
ser resueltas. A diferencia de como se ha comentado para las bencilamidas analogas
22a, 24b y 22c, en la sintesis de los ésteres metilicos 67c y 68c no se observo

estereoselectividad.

N
O 11
C COMe
Et;N/ZnCl, TMSCN
1N)k|-| + H-Arg(Pbf)-OMe-HCI > - S

R 9(Pbr) MeOH. T.a, 1h MeOH, T.a. 24h R1%H (CHa)s
17:R' = Ph 27¢ H’L \H
61: R' = Ind(Boc) 2

#2 [(RX(S)] = (1:1) \le
~Pbf

67c: R' = Ph (85%)
68c: R = Ind(Boc) (52%)

Esquema 13.- Sintesis de los a-aminonitrilos 67¢ y 68c

Inicialmente, la reduccién ciclativa de los a-aminonitrilos 67¢ y 68c se intentd
mediante hidrogenacion catalitica en presencia de Pd(C) al 10%, en condiciones de
reaccion similares a las que se habian utilizado para la sintesis de las 2-oxopiperazinas
29a comentadas en el capitulo anterior. Sin embargo, tal como se indica en la Tabla 8
para la reduccién de 67c (entrada 1), en este caso las 2-oxopiperazinas 69¢ (Esquema
14) se obtuvieron como productos minoritarios (25%), siendo el producto de retro-
Strecker 27c¢ y 70c, procedente de la reduccion de la correspondiente imina intermedia,
los productos mayoritarios. Por ello, fue necesario realizar un estudio de condiciones
optimas de reduccion utilizando diferentes catalizadores. Este estudio se llevé a cabo
con los derivados de 3-fenilpropionaldehido 67c y los resultados mas significativos se
recogen en la Tabla 8. Al igual que como se ha comentado para la reduccion de
aminonitrilos derivados de bencilamidas, los mejores resultados se obtuvieron cuando la
reduccioén se realiz6 por transferencia de H, con hidrato de hidrazina en MeOH a 65 °C,

utilizando Ni Raney como catalizador (entrada 5). Estas condiciones fueron utilizadas
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para la sintesis de las 2-oxopiperazinas portadoras del grupo indol 71¢, obteniendo
resultados similares, aunque los rendimientos fueron mas bajos (47 %). Hay que sefialar
que, también en estos casos, la agitacion vigorosa y la activacién eficaz del catalizador
son factores clave para la reproducibilidad de los buenos rendimientos. Las mezclas
epiméricas de 2-oxopiperazinas (R)- y (S)-69c y (R)- y (S)-71c fueron resueltas
cromatograficamente.

N
I

C CO,Me

R1/\Ak\u(sﬁj"'/(CH2)3

HN_ _NH,

T
67c:R'=Ph  Neppf

68c: R! = Ind(Boc)

kb

4 N

N.__o
CO,Me
& AU (S)Ju
R' H “(CHy); *+ R ” “CHp)s , H-Arg(Pbf)-OMe
\ \
HN_ _NH, HN_ _NH, 27¢
T N
N~ N ot
(R)-+ (5)-69¢c: R' =ph FPf 70c:R' = Ph
(R)- + (S)-71c: R" = Ind(Boc) 72c: R" = Ind(Boc)

Reactivos: a) H,, cat, MeOH, T.a.; b) HoN-NH5-H,O, Ni Raney, MeOH, 65°C.

Esquema 14.- Sintesis de los derivados de 2-oxopiperazina 69c y 71c

Tabla 8.- Puesta a punto de condiciones para la reduccion de 67c.

ndiciones de rez
e Reductor Catalizador t (h) T(°C) | (R)-+(S)-69¢c | 70c | 27c
1 H, 10% Pd(C) 24 T.a. 25 20 | 50
10% Pd(C)/
2 H, AcOH 24 T.a. 10 50 | 40
3 H, PtO, 24 T.a. 25 20 | 50
4 H, Ni Raney 3 T.a. 40 35 8
5 NH,NH,-H,O Ni Raney 10 min 65 93 0 7

“Rendimientos determinados por HPLC-MS. Columna: Sunfire Cg (4.6x50 mm, 3.5 pym), gradiente 10-100% de
A en B durante 5 min.
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En los espectros 'H RMN NOESY 1D de cada uno de los epimeros (R)- y (S)- de las
2-oxopiperazinas 69c y 71c, realizados en diferentes disolventes [CDCl; y (CD3),CO] no
se observaron efectos NOE que nos permitieran asignar la configuracion en Cs.
Teniendo en cuenta que, como se ha comentado en el capitulo anterior, en las 2-
oxopiperazinas derivadas de ornitina 29a si se habian observado NOEs que permitieron
la asignacion de dicha configuracién, esta asignacion se abordé de forma indirecta en
69c por via quimica, aprovechando la conocida posibilidad de convertir derivados de

241243 ' mediante reacciones de guanidinilacion®*.

ornitina en derivados de arginina

Como se muestra en el Esquema 15, en primer lugar, se preparé la mezcla
epimérica de aminonitrilos derivados de ornitina (R)- y (S)-67a, que fue resuelta
cromatograficamente. A continuacion, cada uno de estos epimeros fue sometido, por
separado, a reduccién ciclativa, obteniendo, en cada caso, la correspondiente 2-
oxopiperazina (R)- y (S)-73a. La eliminacién del grupo protector Boc en estas 2-
oxopiperazinas derivadas de ornitina, seguida de reacciéon de guanidinilacion, por

tratamiento con 1,3-bis(terc-butoxicarbonil)-2-metil-2-isotiourea®*2*’

, Yy eliminacion de los
grupos Boc, condujo, con bajo rendimiento (12%), a las correspondientes 2-
oxopiperazinas derivadas de arginina desprotegida (R)- y (S)-75c¢, respectivamente.
Estas 2-oxopiperazinas fueron idénticas a las obtenidas tras eliminacion de la proteccion
Pbf en el grupo guanidino de (R)- y (S)-69c, mediante tratamiento con TFA en presencia
de 2.5% de triisopropilsilano. En el espectro '"H RMN NOESY 1D de la 2-oxopiperazina
derivada de ornitina (R)-73a se observé NOE entre los protones 3-H y 5-H, mientras que,
en el correspondiente espectro de su epimero (S)-73a se observd NOE entre el proton 3-
H vy los protones del grupo metileno 5-CH,. Efectos NOE similares se observaron en los
espectros NOESY 1D de las 2-oxopiperazinas derivadas de arginina desprotegida (R)- y
(S)-75c. Estos datos permitieron la asignacion de forma inequivoca de la configuracion
de todos los compuestos indicados en el Esquema 15. En la comparacion de los datos
de HPLC-MS para la pareja de epimeros de las 2-oxopiperazinas portadoras del grupo
feniletilo 69c, se observé un tiempo de retencion ligeramente mayor para el epimero (S)
que para el (R) (Tabla 9), asi como mayor R; en TLC. Por otra parte, en los respectivos
espectros de RMN se observé que el proton 3-H y, sobre todo, los carbonos C; y Cs
aparecian a campo mas bajo en el epimero (S) que en el (R). Estas diferencias entre
ambos epimeros (Tabla 9) fueron utilizadas para la asignacién de la configuracién en las

2-oxopiperazinas analogas portadoras del grupo N-Boc-indol-3-ilo 71c.
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CN CO,Me

GS) (CH)3

(R)-67a HN-Boc

13
~F 5T

(R)-73a
lb
Ph” N\ [ (5
/(CHy)s

\

(R)-74a NH,

lc, b
ey
CH2

NOE*‘ _*
-- HN NH,

(R)-75¢ hd

-
N

(R)-69c HN_ _NH,
|
N

“Pbf

HN‘Boc

CN CO,Me

S) (S
Ph/\)\ 7. "(CHp)s

(S)- 67a HN~Boc

|

-

(S)-74a NH2

s

0}
Ph H (CHy)3

|
(S)-69¢  HN_ _NH,

|
N
Pbf

Reactivos: a) NoH4, Ni Raney, MeOH, 65 °C, 33-43%; b) 20% TFA, CH,Cl,, T.a., 100%; c) Et3N,

HgCl,, BocHNC(SMe)NBoc, DMF, T.a., 10-14%;

d) TFA (95%), TIPS (2.5%), H,O (2.5%), T.a., 99%.

Esquema 15.- Asignacion de configuracién de las 2-oxopiperazina 69c y 71c
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Tabla 9.- Comparacion de los datos mas significativos de HPLC-MS y RMN de las 2-

oxopiperazinas 69c y 71c.
N.__o
R1/\);N(¥’(CHZ)3
H H |
HN

\r/N Pbf
NH,
(R)-69c \ (S)-69¢c (R)-71c \ (S)-71¢c
R Ph Ph Ind(Boc) Ind(Boc)
Conf.(*) (R) (S) (R) (S)
HPLC? tg 3.80 3.83 4.10 4.12
"H RMN®
3-H 3.32 3.35 3.37 3.41
5-H 2.89 2.86 2.97 2.97
*C RMN°®
Cs 53.3 58.2 55.2 58.1
Cs 46.3 52.0 46.6 52.2

®HPLC-MS. Columna: Sunfire C+g (4.6x50 mm, 3.5 ym), gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. “Espectros
registrados a 400 MHz en CDCls, asignados con la ayuda de espectros COSY y HSQC. °Espectros registrados a
400 MHz en CDCl3, asignados con la ayuda de espectros HSQC.

Como se muestra en el Esquema 16, la primera etapa de alquilacién de las 2-
oxopiperazinas (R)- y (S)-69c y -71c¢ fue realizada mediante reaccién con bromuro de
bencilo (3 equivalentes) en tolueno a 100 °C, utilizando DIEA (5 equivalentes) como
base, obteniendo, de forma regioespecifica y con rendimientos superiores al 70%, las
correspondientes 2-oxopiperazinas alquiladas en posicidon 4 76¢c y 77c. El aumento de la
proporcion de agente alquilante y base (6 y 8 equivalentes, respectivamente) permitié
disminuir el tiempo de reaccién de 6 a 3 h, sin afectar a la regioespecificidad. Los
rendimientos fueron significativamente menores (10-40 %) cuando se utilizaron CH,ClI, o
CH3;CN como disolventes o cuando se utilizaron K,CO3; o Cs,CO; como base. En estos

casos las reacciones transcurrieron con menor rendimiento y con baja regioselectividad.

9y H
oo N_ _O
/\): f DIEA, PhCH,Br WE (I
* (S), ",
R H “UCHy)s Tolueno, 100 °C R )N ((\3H2)3
|
HN_ _NH Ph HN

(72-79%) \H
2
o T
N-por “Pbf
(R)- y (s)_sgc: R1 =Ph (R)-y (S)-76c: R1 =Ph
(R)- y (s)_71c: R1 = Ind(Boc) (R)- y (S)-77c: R1 = Ind(Boc)

Esquema 16.- Alquilacion regioespecifica de 2-oxopiperazinas en posicién 4
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La alquilacién selectiva en la posicion 1 del anillo de 2-oxopiperazina de 76¢ y
77¢c con bromuro de bencilo requirié un estudio de condiciones de reaccioén, ya que el
analisis HPLC-MS de los crudos de reaccién de los primeros intentos de alquilacién de
(R)- y (S)-76c¢ pusieron de manifiesto la alquilacion del grupo guanidino, a pesar de estar
protegido, obteniendo mezclas de los compuestos 1,4-dialquilados (R)- y (S)-78c, junto
con los compuestos alquilados en el grupo guanidino 79¢c y 80c¢, tal como se muestra en

el Esquema 17.

H
N
5 1
/\);4
N “(CHy)s
HNYNHZ
|
N.
Pbf

(R)-y (S)-76¢c: R' = Ph
(R)-y (S)-77¢: R" = Ind(Boc)

Base, PhCH,Br

/ Ph\| ’ Phj \

N__O N__O N__O
T e LT b LT
R? N~ “(CHy); R’ N~ “/(CH,); R? N” "(CH,);
I H | H
Ph HN_ _NH, Ph HN_ _N—Bn Ph HN_ _N—Bn
I I I
N‘be > Pbf >Pbf
(R)-y (S)-78¢c: R" = Ph (R)-y (S)-79¢c: R' = Ph (R)-y (S)-80c: R"=Ph
(R)-y (S)-81c: R" = Ind(Boc) (R)-y (S)-82c: R" = Ind(Boc) (R)-y (S)-83¢c: R" = Ind(Boc)

Esquema 17.-Alquilacioén de 2-oxopiperazinas en posicion 1

Tabla 10.- Estudio de condiciones de alquilacion de la posicion 1 de la 2-oxopiperazina (R)-
76c.

ondiciones de reaccic Rendimiento (%)’

Entrada

Base (Eq.) Disolvente T(°C) | t(h) | (R)-78c | (R)-79c |(R)-80c
1 Cs,CO;3 (2.2) Acetona 56 3 8 40 13
2 K.CO; (2.2) Acetona 56 72 5 20 40
3 K,CO3 (2.2) DMF T.a. 72 8 38 17
4 NaH (1.1) DMF T.a. 72 25 24 30
5 NaH (2.2) DMF 90 1 10 35 16
5 NaH (2.2) THF T.a. 24 50 21 21
7 NaH (2.2) THF/DMF (9:1) T.a. 24 61 5 24

“Determinado por HPLC-MS, columna: Sunfire Cyg (4.6 x 50 mm, 3.5 uym), gradiente 10-100% de A en B durante
5 min.
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Teniendo en cuenta resultados previos del grupo de investigacion en alquilaciones

de otros derivados de 2-oxopiperazinas®*®%*

, inicialmente, la alquilacién en posicién 1 se
abordé utilizando 2.2 equivalentes de bromuro de bencilo, Cs,CO3; como base y a reflujo
en acetona. Como se recoge en la entrada 1 de la Tabla 10, en estas condiciones el
producto mayoritario 79c¢ fue el de alquilacion selectiva en el grupo guanidino.Tambien
fue mayoritario la alquilacién en el grupo guanidinio utilizando K,CO3, aunque se obtuvo
con mayor proporcion de los productos de dialquilacién, tanto en la posicion 1 de la 2-
oxopiperazina como en el grupo guanidino, 80c (entrada 2). Esta dialquilacién disminuyé
al sustituir la acetona por DMF y realizar la reaccién a temperatura ambiente. La mejora
mas significativa en regioselectividad para la monoalquilacion en el anillo de 2-
oxopiperazina 78c¢ se obtuvo al utilizar NaH como base tanto en DMF como en THF vy, en
particular, cuando se utilizé mezcla THF/DMF (9:1) como disolvente (entrada 7 de la
Tabla 10). En estas condiciones los productos deseados, 1,4-dibencilados en el anillo de
piperazina, 78c y 81c fueron aislados con rendimientos del 40-50% y los tribencilados
80c y 83c con rendimientos del 8-14%. Hay que sefalar que los productos de
monoalquilacién en el grupo guanidino 79¢ y 82c, si bien los analisis de HPLC-MS de los
crudos de reaccion indicaban que eran compuestos dibencilados, no pudieron aislarse ni
purificarse para la caracterizacién completa. La asignacion de las posiciones benciladas
se realizé en base a los datos de RMN. En los espectros 'H-RMN de los compuestos
1,4-dibencilados 78c y 81c en CDCl;, en comparacion con los de los 4-monobencilados
76¢ y 77c, se observaba la desaparicion del singlete a 7.10-7.35 ppm, correspondiente al
1-H lactamico, y la aparicion de las senales correspondientes al metileno del grupo
bencilo entrante, como sistemas AB, a 4.40-4.69 ppm. En los espectros de correlacion
'H,"3C HMBC, estas sefales correlacionan con la sefal correspondiente al C,, a 171
ppm.

El analisis HPLC-MS de los compuestos tribencilados 80c y 83c indicaba la
presencia de dos picos solapados, que no pudieron ser resueltos, correspondientes a
dos isémeros en relacion variable comprendida entre (2:1) y (4:1). La asignacién de los
espectros de RMN de estos compuestos fue muy dificultosa debido a problemas de
resolucion. En los espectros 'H RMN en (CD3),CO se observaba la presencia de dos
especies isomericas en proporcion similar a la determinada por HPLC-MS. Estos
espectros mostraban la presencia de los tres grupos bencilo claramente diferenciados en
las sefiales correspondientes a los respectivos grupos metileno, cuya asignacion fue

realizada con la ayuda de espectros de correlacion 'H,'"H, COSY y 'H,"*C, HSQC y
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HMBC. Los protones metilénicos de los grupos bencilo en la posicion 1 del anillo de
piperazina y en el grupo guanidino presentaban desplazamientos quimicos muy
proximos, solapandose en algunos casos. Su asignacion se realiz6 en base a las
correlaciones observadas en HMBC entre las sefales correspondientes a estos protones
metilénicos y el carbono lactdmico, a 170-171 ppm, o el del grupo guanidino, a 155-156
ppm, respectivamente. Los protones metilénicos del bencilo lactamico (1-CH,), al igual
que en 76c¢c y 77c, aparecian como dos dobletes de un sistema AB con constante de
acoplamiento geminal de 14 Hz, mientras que, los protones metilénicos del bencilo en el
guanidino aparecian como un doblete con constante de acoplamiento de 5-6 Hz, variable
con la temperatura, que colapsaban a un singlete al agitar con D,O. Estos ultimos datos
indicaban el acoplamiento de los protones metilénicos con el NH del guanidino vy, por
tanto, nos ayudaron a asignar la estructura del grupo guanidino, fijando el C=N unido al
grupo protector Pbf (Figura 15, A o B), como se ha descrito para sulfoguanidinas®®%.
Las dos formas isoméricas que se observan en HPLC y en RMN podrian corresponder a
los dos isébmeros geométricos en el grupo guanidino A (Z) y B (E). La isomerizacion
ASB se puede producir por inversion en el N que soporta el grupo Pbf o por prototropia
250,253,254_ Esta

e interconversion en alguna de las formas tautoméricas C o D

interconversién podria explicar la baja resolucion de los espectros RMN.

Ph Ph
do Ao
I o
R )N '/(C\:Hz)3 R? N //(CH2)3
H H
Ph HN N—Bn Ph HN N—Bn
@\ e
N. N
Pbf Pbf
A B
ol
Pbf = /S o)
Ph Ph
7 ]
N O N O

NS S {
R’ )N "(c\:Hz)g R’ N™ “(CH,)s

H
Ph Ns _N—Bn
\r

HN. HN.
Pbf Pbf
C D

Ph HN N—Bn
~

Figura 15.- Mecanismo de isomerizacién del grupo guanidino en las 2-oxopiperazinas 80c y 83c
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2.2.2. Evaluacion Biolégica

2.2.2.1. Evaluacion de la actividad antagonista de receptores PAR1

Al igual que las ureas comentadas en el capitulo anterior, los derivados de 2-
oxopiperazina 69c-83c fueron evaluados como inhibidores de la agregacion de plaquetas
humanas, inducida por una concentracion 30 uM del agonista de referencia de los
receptores PAR1 SFLLRN, a una concentracion inicial de 0.1 mg/ml. Los resultados en
% de inhibicion se muestran en el grafico de la Figura 16.

S R R' = Ind(@oc)

55 o
45
39 39
35 4 33
=§ 28
-1 26
€ 25 - 23
®
15 A
5.
-5
& & 4 & & & &£ & 4 &8 &~ & 8 o @& o
¥ ¥ K KR KR R & @ R B R & B B &
E 2 E 8 £ 8 g @G g 2 g € g 28 g €
R | R® | R*
FI{S
N0 _ IERERE
/»-.*W(rr#
R1 - H2 ?{QHZIS - Bn H H
R
HN. _NH-R
i -BanH
“Phbf
-BanBn

Figura 16.- Inhibicion de la agregacion plaquetaria inducida por SFLLRN
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Las 2-oxopiperazinas monobenciladas en la posicion 4 (R)-77¢ o dibenciladas en
las posiciones 1 y 4 (R)- y (S)-78¢c, (R)-80c y (S)-81c inhibieron mas de un 20% la
agregacion plaquetaria, aunque, al igual que las ureas comentadas en el capitulo
anterior, con baja potencia. Estas bajas potencias no nos permitieron establecer
relaciones estructura-actividad claras, si bien, los datos parecen indicar que al comparar
los derivados que portan fenilo como grupo aromatico en R' con los que portan Ind(Boc):
= La influencia de la sustituciéon en el anillo de piperazina es diferente, ya que en los

primeros la actividad aumenta al introducir el grupo bencilo en posicion 1, mientras
que, en los segundos disminuye.
= La influencia de la estereoquimica en la posicion 5 del anillo de piperazina es
diferente en ambas series, en general, en la primera los epimeros (R) 78c y 80c
fueron mas activos que los (S), mientras que, en la segunda 77c y 81c esta tendencia
se invirtio.
Estas diferencias, junto con el bajo rango de variabilidad de los % de inhibicion no
permiten la comparacion de ambas series para establecer conclusiones claras sobre la

influencia del grupo aromatico en R".

2.2.2.2. Evaluacion de la actividad citotoxica

Ninguno de los derivados de 2-oxopiperazina descritos en este capitulo mostré
actividad citotoxica significativa a concentraciones inferiores a 10° M en las tres lineas

celulares tumorales indicadas en el capitulo anterior.

2.2.3. Conclusiones

Las conclusiones mas significativas de los resultados comentados en este capitulo

se pueden resumir en los tres puntos siguientes:

e A partir de a-aminonitrilos derivados del éster metilico de arginina, con el grupo
guanidino adecuadamente protegido, se ha preparado una serie de 2-oxopiperazinas,
portadoras de, al menos, un grupo aromatico, y con diversos grados de sustitucion en
el anillo de piperazina, que fueron disefiadas como potenciales antagonistas de los

receptores PAR1 humanos.
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Se ha puesto a punto una metodologia eficaz para la sintesis de las 2-oxopiperazinas
arriba indicadas, que implica una etapa de reduccion ciclativa, seguida de dos
alquilaciones regioselectivas. La participacion del grupo guanidino procedente de la
Arg, a pesar de estar protegido con el grupo Pbf, complica la regioselectividad de la
alquilacion en la posicidon 1 del anillo de piperazina en las reacciones de alquilacion.
Tras los estudios de optimizacién de condiciones de alquilacion, se ha conseguido
una selectividad (4:1) a favor de la alquilacion en la piperazina con respecto al grupo

guanidino.

Los derivados de 4-bencil- y/o 1,4-dibencil-2-oxopiperazina preparados inhiben la
agregacion en plaquetas humanas, aunque con baja potencia. Estos resultados no

han permitido establecer relaciones estructura-actividad claras.
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2.3. SINTESIS Y EVALUACION BIOLOGICA DE IMINOHIDANTOINAS E
HIDANTOINAS

Entre los denominados esqueletos privilegiados también se incluye el anillo de
218

hidantoina. En el Drug Bank (http.//www.drugbank.ca)”® actualmente hay 21 entradas de

farmacos que contienen dicho anillo. Entre los aprobados destaca la Fenitoina®*® (84,
Figura 17), utilizada desde 1938 para el tratamiento de la epilepsia. Posteriormente, con
el fin de minimizar los efectos secundarios adversos, se aprobaron sus analogos
Mefenitoina®*>?*® (85) y Etotoina®>>**" (86). Otros ejemplos representativos de farmacos
con accion en campos farmacolégicos diversos son el antibacteriano nitrofurantoina®®

(87), el antagonista de calcio Dantrium o Dantroleno®® (88) o el antiandrégeno

260,261

Nilutamida (89), utilizado en el tratamiento del cancer de prostata . Por otra parte, el

esqueleto de hidantoina esta presente en numerosos alcaloides extraidos de esponjas y
corales marinos, como por ejemplo: las aplisinopsinas (90, Figura 18), que muestran

actividad citotoxica, antiviral, antidepresiva, inhibidora de monoamino oxidasa o 6xido

262,263

nitrico sintetasa , las axinohidantoinas?**?%® (91), con actividad citotdxica e inhibidora

de proteina quinasa C, el derivado de 2-aminoimidazol naamidinene A%%%’ (92) y la

268,269

hidantocidina (93), un espironucledsido con actividad herbicida y regulador del

crecimiento de las plantas, debida a la inhibicion de adenilsuccinato sintetasa®®®?%°.

Ph K Ph K NG
Phi =0 ] >o j/i =0
N N 10 N
84 85 86
Fenitoina Mefenitoina Etotoina
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N_ _O O\V\/\f )<fo
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i;/\//N/ N‘N/ 4

N
0
/ o » Q/CFs
Y N02 NOZ NO2
_ 87 ] 88 89
Nitrofurantoina Dantrium Nilutamida

Figura 17.- Ejemplos de farmacos que contienen el anillo de hidantoina en su estructura
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N NH
N~ TN
R? HN” N H o
\y O Br— O HO o] N\[//
R3 NF N NH O N . NH
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X =NH, O
90 91 92 93
Aplisinopsinas (E)-Axinohidantoina Naamidinene A (+)-Hidantocidina

Figura 18.- Ejemplos representativos de productos naturales que contienen el anillo de hidantoina

Ademas, las hidantoinas son consideradas compuestos de alto interés en sintesis
organica por su utilizacién industrial como intermedios para la sintesis de aminoacidos

enantioméricamente puros®’® (Esquema 18).

H H

R._N Hidantoinasa R/, N _NH; R, NH;
N (0]

0" § 0™ “oH 0” “OH
94 95 96

Esquema 18.- Sintesis enantioselectiva de aminoacidos a partir de hidantoinas

Existen numerosos métodos para la sintesis de hidantoinas en disolucion. Estos
procedimientos se pueden agrupar en varias categorias, pero las mas comunmente

271,272
(

utilizadas son: a) Métodos basados en la sintesis de Bucherer-Bergs Esquema 19)

y b) Métodos basados en la sintesis de Read (Esquemas 20 y 21). La metodologia de

Bucherer-Bergs®’"*"2

permite la obtencién de hidantoinas 5,5-disustituidas de férmula
general 101 (Esquema 19) y consiste en una reaccién de tres componentes de los
compuestos carbonilicos 97 con cianuro potésico y carbonato amoénico. Esta reaccién
transcurre a través de los a-aminonitrilos intermedios 98, que en el medio basico de

213214 Entre las modificaciones de esta

reaccién dan lugar a las hidantoinas 101
metodologia, Motagne et al.*’”® han descrito la adicién de reactivos de Grignard (RMgX)
y organolitios (R-Li) a los nitrilos 99 que, a través de un intermedio de tipo imina 98,
conducen a las hidantoinas 5,5-disustituidas 101. Estas modificaciones del método

original han permitido aumentar la versatilidad en la sintesis de hidantoinas.
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REACCION BUCHERER-BERG
O KCN H,N N

Clasica R1J\R2 (NH,),CO3 R1><R2 R2 R1H
97 98 i =0
R2-M NH KCN "N
Modificada R'-—=N ———>
e 1 2 NH4),CO 101
M=LiMgx | R R (NF4)2C05
99 100

Esquema 19.- Sintesis de Bucherer-Bergs de hidantoinas 5,5-disustiuidas

En cuanto a la sintesis de Read”’®

(Esquema 20), el método original permite la
obtencién de las hidantoinas y tiohidantoinas 5-sustituidas enantiomericamente puras
104 a partir de los aminoacidos 102, que, por reaccion con isocianato potasico (KOCN) o
isotiocianato amoénico (NH4,SCN), dan lugar a la correspondiente urea o tiourea 103, las
cuales, por tratamiento con medio acido, conducen a la respectiva hidantoina o
tiohidantoina 104. Aplicando una metodologia similar, pero utilizando los isocianatos o
isotiocianatos organicos 107, en lugar de isocianato potasico, a partir de los a-
aminoacidos 105 o de sus ésteres 106, se obtienen los correspondientes a-ureidoacidos
108 o a-ureidoésteres 109, que, en medio basico, conducen a las respectivas

277,278

hidantoinas 110 o tiohidantoinas 111 3,5-disustituidas . Las hidantoinas 110 se

pueden obtener también a partir de a-aminoamidas (112) por reaccion con N,N-

280

carbonildimidazol (CDI*® o trifosgeno®® (Esquema 20).

SINTESIS DE READ KOCN
6 1
R\_COOH NH,SCN RL _cooH R
Clasica hd Ml —_ NH
HN
NH, HN_ X \{
NH, X
102 103 (X =0, S) 104 (X=0, S)
Modificada
1 , O ] 0
R\_CO,R? R®NCX (107) RYCOzR OH R (CI3CO%CO RY__CONHR®
NN N-R®
NH, X=0,8 g “R3 HN% C?m NH,
X X
105 ( R2 = H) 108 (R? = H) 110 (X = 0) 112
106 (R? = Alquilo) 109 (R? = Alquilo) 111 (X=S)

Esquema 20.- Sintesis de Read de hidantoinas y tiohidantoinas 5-monosustituidas y 3,5-
disustituidas
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La degradacion de Edman®', método utilizado para la secuenciacion de péptidos y
proteinas, se puede considerar una variante de la sintesis de hidantoinas de Read. Este
método de secuenciaciéon de péptidos (Esquema 21) consiste en el tratamiento del
péptido N-desprotegido 113 con isotiocianato de fenilo, dando lugar a la correspondiente
tiourea en el extremo N-terminal 114. El posterior tratamiento con medio acido de esta
tiourea induce la ciclacion a la tiohidantoina derivada del aminoacido N-terminal (115),
con eliminacion del resto del péptido. El analisis secuencial por espectrometria de masas
de los crudos de reaccion permite la identificacién de los aminoacidos que integran el
péptido.

0]

S
R
H PhNCS - JSL R H K Ph\N//<
HZN)ﬁ( “Peptdo — ™ ' °N N/'}( >Peptido )\/NH
H H N o7
° R

113 114 HoN-Peptido 115

Esquema 21.- Degradacién de Edman de un péptido

Por ultimo, entre los métodos de sintesis en disolucion descritos, mencionar la

aplicacion de la sintesis de Ugi de cinco componentes *2#2%

(compuesto carbonilico +
amina + isonitrilo + metanol + diéxido de carbono) para la preparacion de hidantoinas

1,3,5-trisustituidas (118, Esquema 22).

3
CHA0HICO, N~ R o o
R'-CHO | o H
— O)J\O)\(R — RS'N )ko — N>:o
R3-NC | 0 | 0 k3

116 117 118

Esquema 22.- Reaccion de Ugi de 5 componentes para la obtencién de hidantoinas 1,3,5-
trisustituidas

Algunos de los métodos de sintesis en disolucion mencionados se han aplicado
también en la sintesis de hidantoinas en fase solida®"?**?*. Entre ellos, destacan la
adaptaciéon de la sintesis de Read a aminoacidos anclados a una resina a través del
grupo carboxilico, con formaciéon del anillo de hidantoina simultaneamente con el

desanclaje de la resina. La sintesis de hidantoinas a partir de derivados de o-
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aminoamidas se ha aplicado también a la sintesis de hidantoinas sobre sustratos
(fundamentalmente péptidos) unidos a un soporte polimérico, en las que la etapa de
formacién de la hidantoina es independiente del desanclaje.

Teniendo en cuenta los antecedentes y el interés de los derivados de hidantoina
tanto en Quimica Medica como en Quimica Organica, el tercer y ultimo objetivo de esta
tesis doctoral fue la sintesis de las iminohidantoinas e hidantoinas 1,3,5-trisustituidas de
féormula general A, indicadas en la Figura 19. Como se muestra en el esquema
retrosintético de esta Figura, la sintesis de las estructuras A se plante6 de forma directa
a partir de los a-aminonitrilos C, e implicaba la reaccién con isocianatos para dar lugar a
los a-ureidonitrilos B y su posterior ciclacion. Esta ruta de sintesis permitiria obtener una
serie de hidantoinas o iminohidantoinas A quirales, con alta diversidad de sustituyentes
en las posiciones 1, 3 y 5, con control de la funcionalidad, dependiendo de la naturaleza
del a-aminonitrilo de partida y de los isocianatos utilizados. Entre los a-aminonitrilos, se
contemplé la utilizacidon de los a-aminonitrilos derivados de ornitina 22a y 24a y de lisina
22b y 24b, cuya sintesis se ha indicado en el Esquema 2. De entre los isocianatos
comerciales, se plante6 la utilizacion de isocianato de fenilo, de bencilo, de 4-
metoxifenetilo y 4-fluorofenetilo, portadores de grupos aromaticos anclados a través de
cadenas metilénicas de diverso longitud [(CH,)o2]. Teniendo en cuenta los resultados
biolégicos comentados en los capitulos anteriores, que indicaban una mejor inhibicion de
la agregacion plaquetaria para derivados N-protegidos en la cadena lateral del
aminoacido basico, la preparacion de las estructuras A se planted manteniendo la

cadena lateral del aminoacido N-Boc protegida.

R1
, BnHNOC, |
" —(CH2)NHBoc P Os NH
CH
( z)mj/i "o — (CHy) m\T/ ¥ ~CONHBn — (CHZ)m \\CONHBn
CN (CHy),-NHBoc CN (CHZ)n'NHBOC
A (X =0, NH) B c
m=1,2 /@/\/ /@/\/
n=3,4 : C ~0 F

Figura 19.- Retrosintesis propuesta para la obtencién de hidantoinas o iminohidantoinas A
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2.3.1. Sintesis

2.3.1.1. Sintesis de a-ureidonitrilos derivados de a-aminonitrilos

La puesta a punto de la primera etapa del esquema de sintesis planteado para la
obtencién del esqueleto de hidantoina, que suponia la obtencion de a-ureidonitrilos de
férmula general B, se llevé a cabo con el a-aminonitrilo derivado de ornitina (S)-22a e
isocianato de fenilo (Esquema 23). Inicialmente, esta sintesis se abordd aplicando las

condiciones descritas en la bibliografia®’®?%

, que implicaban la reaccién de un o-
aminonitrilo con dos equivalentes de isocianato, y utilizaban diferentes disolventes
(CH,CL*® y THF?®"). Para ello, se realizo un estudio de ambas condiciones en paralelo.
Cuando la reaccion se realizé en CH,Cl, a temperatura ambiente, después de 5 dias de
reaccion, el a-aminonitrilo de partida (S)-22a se recupero6 inalterado (entrada 1, Tabla
11). Sin embargo, tras tres dias mas en los que llegd a evaporarse el disolvente, el
analisis por TLC y HPLC del crudo de reaccion, mostrd la aparicion de un 60% del
producto deseado (S)-119a. En cuanto a la aplicaciéon de las condiciones descritas por
Bartolomé-Nebreda et al.?®’, cuando la reaccion se realizé en THF a 0 °C, se observo la
formacién de (S)-119a con buenos rendimientos (86%) después de 72 h de reaccion
(entrada 2, Tabla 11). La formacién de la urea deseada (S)-119a tras la evaporacién del
CHClI,, en el primer caso, junto con el creciente interés de la comunidad cientifica por
las reacciones sin disolvente®® nos hizo plantearnos estudiar la sintesis sin disolvente
(entrada 3). Esto implicaba una operacion previa de mezclado y homogeneizacién de los
reactivos con una minima cantidad de CH,Cl, anhidro y su posterior evaporacién con
corriente de argon. En estas condiciones, tras 48 h de agitacion de la mezcla (jarabe
espeso) se obtuvo un 98% del producto deseado (S)-119a. A continuacion, con el fin de
disminuir el tiempo de reaccion, se llevo a cabo la reaccion en microondas®***°. Como
se muestra en la entrada 4 de la Tabla 11, cuando la reaccion se llevd a cabo en
microondas utilizando CH,CIl, como disolvente, se recuperd el a-aminonitrilo de partida
(S)-22a sin reaccionar. Sin embargo, cuando la reaccion se realizd sin disolvente,
calentando a 80 °C durante 2 h en microondas, se obtuvieron, casi cuantitativamente las
ureas (RS)-119a (98%) (Entrada 5). El analisis HPLC del crudo de reaccion, mostré la
aparicion de dos picos a 27.55 y 27.75 min, en proporcién aproximada (1:1) (Figura 20,
b), mientras que, el correspondiente analisis del aminonitrilo de partida (S)-22a mostraba

solo un pico a 23.04 min (Figura 20, a). Estos datos indicaban que se habia producido la
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epimerizacion del centro estereogénico C, del a-ureidonitrilo (RS)-119a. Este resultado

se confirmé al comparar el espectro de 'H-RMN del a-aminonitrilo de partida (S)-22a con

el de los productos de reaccion (RS)-119a (Figura 20, c y d), que, en este caso,

mostraba la aparicién de las sefales correspondientes a 2-H, a-H y NH-Boc duplicadas

en proporcion (=1:1). Este estudio también mostré que en las trazas del a-aminonitrilo

(S)-22a que quedaban sin reaccionar, no se habia producido epimerizacion en C,, ya

que no se observaban dos picos en HPLC ni duplicidad de sefiales en RMN. Como era

de esperar, la epimerizacion también se observd cuando se aplicaron estas condiciones

al epimero (R)-22a (entrada 6, Tabla 11). Hay que sefalar que cuando la reaccion se

llevé a cabo a 0 °C o a temperatura ambiente (entradas 2 y 3 de la Tabla 11) no se

observo epimerizacion.

I|°h
O~ _NH
;@“ (S\CONHBn  pyNCO (2 ®_N_5,CONHBn
Ph™ 27 Ya PhNCO@ed)  ph 57 NG
1CN aboc 1CN
NHBoc NHBoc
(S)-22a 119a

Condiciones: a) CH,Cl,, T.a., 5 dias; b) THF, 0 °C, 2 dias; c) Disolvente como se muestra en la
Taba n® 11, MW, 80 °C, 2-3 h.

Esquema 23.- Sintesis del a-ureidonitrilo derivado de Orn 119a

Tabla 11.- Influencia de las condiciones de reaccidon en la formacién de los a-
ureidonitrilos 119a.

A

N° Disolvente | T (°C) | Tiempo N° Rdto® (%)
1 (S)-22a CH,Cl, T.a. 5dias [ (S)-119a 0
2 (S)-22a THF 0 72 h (S)-119a 86
3 (S)-22a - T.a. 48 h (S)-119a 98
4 (S)-22a CH.Cl, 80 2h (S)-119a 0
5° (S)-22a - 80 2h  [(RS)-119a 98°
6’ (R)-22a - 80 2h  [(RS)-119a 95°

Rendimiento aislado. *Calefaccion por irradiacion de microondas. “Proporcion de diastereoisémeros [(R):(S)] = 1:1.
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Figura 20.- Sintesis de los a-ureidonitrilos (RS)-119a a partir de (S)-22a. a) HPLC del producto de
partida (S)-20a en columna Sunfire C1g (4.6%x150 mm, 3.5 ym) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. b)
HPLC de la mezcla de reaccién (RS)-119a, obtenida a partir de (S)-22a en las condiciones de reaccién de la
entrada 5 de la Tabla 11. c) Espectro de 'H-RMN (3.30-3.60 ppm) de (S)-22a. d) Espectro de 'H-RMN (3.30-

3.60 ppm) de (RS)-119a, obtenido a partir de (S)-22a en las condiciones de reaccién de la entrada 5 de la
Tabla11.
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Como se muestra en la Figura 21, en la que se representa el porcentaje de
productos (R)- y (S)-119a a partir de (R)-22a (a) y a partir de (S)-22a (b) en funcién del
tiempo de reaccién en microondas, cuando el producto de partida era (R)-22 a los 60 min
de reaccion la proporcion de epimeros (RS)-119a era =1:1, mientras que, a partir de (S)-
22a fueron necesarios 120 min para la epimerizacion completa. Este hecho nos indicé
que la velocidad de epimerizacion del epimero (R) era mayor que la del (S). Esta mayor
reactividad del epimero (R) ya se habia observado en la reduccion del CN de los a-

aminonitrilos, tal como se ha comentado en el apartado 2.1.2.

100 -
100 1 _ m(p)-119a
o ™ (R-119a % ¥
s 80 (5)-119a o 80 1 (5)-119a
(=2 [} 70 L ——
= 70 - T ] ~
2 60 b T 60 4
G g 7
= 50 1 - 50 A
L 404 AT B -
z * 3 ®7 B
S 201 S 201 B
10 1 10 /l
0 0

15 min ‘ 30 min ‘ 60 min IiEOmin.
Tiempo Tiempo
a) Productos (R)- y (S)-119a a partir de (R)-22a.  b) Productos (R)- y (S)-119a a partir de (S)-22a.

15 min 30 min B0 min 120min

Figura 21.- Estudio de la epimerizacion en la sintesis de a-ureidonitrilos (RS)-119a a partir de (R)-
22a (a) y (S)-22a (b). Proporcion de diasteroisomeros calculada por la medida de las areas de los picos de
HPLC y confirmada por la medida de las integrales de las sefiales caracteristicas en los espectros de 'H-RMN,
realizados a los mismos tiempos de reaccion.

Como se indica en el Esquema 24, la mayor tendencia a epimerizar de los o-
ureidonitrilos (RS)-119a con respecto a los a-aminonitrilos de partida (R)- y (S)-22a
podria explicarse en base a que con la introduccion del grupo ureido disminuye la
densidad electronica sobre el carbono C,, aumentando la acidez del protén que soporta,
facilitando, de esta forma, la prototropia de dicho protén, para dar lugar a una especie
plana de tipo cetimina 120, que revertiria al a-ureidonitrilo 119a, con pérdida de la
estereoquimica en C,. Recientemente, O. Ramstrdm y col., en estudios de resolucién

enzimatica de a-aminonitrilos®®'*, han observado la total epimerizacion de o-
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acilaminonitrilos en el medio de la resolucion a 40 °C y la nula epimerizaciéon de los

correspondientes a-aminonitrilos en las mismas condiciones.

Ph B Ph ] Ph
Os_NH Os_NH Os_NH
Ph/\}s),N@CONHBn PhWN@CONHBn Ph N.s CONHBn
CI(?I ) (:CH2)3'NHBOC (I.? (éHz)yNHBOC ||| (_CH2)3-NHBOC
N NH N
(S)-119a 120 (RS)-119a

Esquema 24.- Mecanismo propuesto para la epimerizacién de 119a

Se dedujo que las mejores condiciones para la obtencion de los a-ureidonitrilos (R)-
y (S)-119a sin epimerizacion son: reaccion del a-aminonitrilo (R)- y (S)-22a con dos
equivalentes de isocianato de fenilo sin disolvente a temperatura ambiente (entrada 4,
Tabla 11). De esta forma, se evita la epimerizacién y se disminuye el tiempo de reaccion
en comparacioén con el método en disolucion (entrada 3, Tabla 11). Hay que sefnalar que,
teniendo en cuenta los principios basicos de la Quimica Sostenible o Verde®**?®, las
reacciones sin disolvente®®’ son una técnica no convencional que presenta muchas
ventajas con respecto a los métodos convencionales, tales como:

e El ahorro de energia y disolventes, que se traduce en una reduccion en la peligrosidad

y toxicidad, disminuyendo tanto el impacto ambiental como los riesgos sanitarios.

e En muchos casos las reacciones son mas rapidas y dan lugar a elevados
rendimientos.

e Elevada eficacia cuando esta metodologia se asocia con ofras técnicas
experimentales (microondas o ultrasonidos).

Cuando el a-aminonitrilo de partida era una mezcla epimérica 1:1 sin separar, se
aplicaron las condiciones de reaccién de la entrada 5 de la Tabla 11. Es decir:
calefaccion a 80 °C en microondas, sin disolvente durante 2-3 h, disminuyendo
significativamente los tiempos de reaccion.

Los espectros de resonancia 'H-RMN de los a-ureidonitrilos (R)- y (S)-119a, en
comparaciéon con los de los respectivos a-aminonitrilos (R)- y (S)-22a, mostraron un
desplazamiento de 1.5-2.0 ppm a campo mas bajo para la senal del proton 2-H y de 0.8-
1.2 ppm para el a-H (Tabla 12). En los espectros de resonancia de "°C-RMN se

mantenia la sefal caracteristica del grupo CN (= 120 ppm) y se observaba la aparicion
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de un nuevo carbono cuaternario correspondiente al carbonilo de la urea (= 155 ppm)

(Tabla 12). Todos los datos extraidos de los espectros de RMN indicaban que se habia

producido un cambio en el entorno de las posiciones C, y C, del aminonitrilo.

La comparacion de los datos de HPLC y de RMN entre los dos epimeros (R)- y (S)-
119a, en comparacion con los de los correspondientes a-aminonitrilos (R)- y (S)-22a
mostré que:
= A diferencia de los a-aminonitrilos (R)- y (S)-22a, el tiempo de retencion en HPLC del

epimero (R)-119a es mayor que el del (S)-119a.

* En cuanto a los datos de 'H-RMN, en los a-ureidonitrilos 119a el proton 2-H, al igual
que en los a-aminonitrilos de partida, aparece mas apantallado (= 0.5 ppm) en el
epimero (S) que en el (R). El protén a-H en los a-ureidonitrilos 119a también aparece
mas apantallado (= 0.4) en (S) que en el (R), mientras que, en los a-aminonitrilos 22a
la relacion de desplazamientos quimicos entre epimeros es inversa.

= En cuanto a los *C-RMN, en los a-ureidonitrilo 119a, las sefiales correspondientes a
C, y C, en el epimero (S) aparecen apantalladas (2.1-3.4 ppm) con respecto a los (R).

Sin embargo, en los a-aminonitrilos 22a no se observan diferencias significativas.

Tabla 12.- Comparacion de los datos mas significativos de HPLC, '"H-RMN y *C-RMN
de la a-ureidonitrilos (R)-y (S)-119a con los a-aminonitrilos (R)-y (S)-22a.

Fl’h
Os_NH

H
Ph/\*/"‘\@/CONHB" ph - N~g-CONHEN
CN (CHo)ae I (CHz)s-NHBoc
(CH2)3-NHBoc

(R),(S)-22a (R),(S)-119a
Compuesto R)-22a S)-22a (R)-119a S)-119a
HPLC tgr (min)® 23.3 23.7 27.7 27.5
"H-RMN®
2-H 3.73 3.49 5.58 5.07
a-H 3.28 3.37 4.49 4.08
NH-CON 10.33
C-RMN°®
CN 119.8 119.9 118.7 118.9
C, 51.6 51.1 50.0 53.4
Ca 60.4 60.6 59.1 61.5
NHCON - - 155.3 154.5

aSunfire Cys (4.6 x 150 mm, 3.5 pm) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. "Espectros registrados a
400 MHz en CDCI,. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY. °Espectros registrados a 100
MHz en CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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Una vez establecidas las condiciones 6ptimas de reaccién para la obtencion de a-
ureidonitrilos a partir de a-aminonitrilos, se estudid la versatilidad de la metodologia con
otros a-aminonitrilos e isocianatos. Como se muestra en el Esquema 25, el tratamiento
de los a-aminonitrilos (R)-, (S)-22a y (RS)-22b con el correspondiente isocianato a
temperatura ambiente y sin disolvente, dio lugar en todos los casos a los a-ureidonitrilos
(R)- y (S)-119a, (S)-121-123a y (RS)-119b en la misma proporciéon de epimeros que los
a-aminonitrilos de partida y con buenos rendimientos (86-96%) (Método A, Esquema 25).
Para el caso de los a-aminonitrilos (RS)-22a, 24a y 24b, estos se hicieron reaccionar con
el correspondiente isocianato sin disolvente calentando a 80 °C durante 2-3 h en
microondas para obtener la mezcla 1:1 de epimeros de a-ureidonitrilos (RS)-121-123a,
124a,b con buenos rendimientos (90-97%) (Método B, Esquema 25).

Ri
Ph O NH
\ H R'-NCO Ph
(CH2)m s N3 .CONHBn o (éHZ)m +« N8 CONHBn
CN (CHz),~NHBoc a b CN (CHz),—NHBoc
22a,b (m=1) a:n=3,0rm 119a,b (m=1)
24a,b (m=2) b:n=4, Lys 121-123a (m=1)

124a,b (m = 2)

a-Aminonitrilo

n° m | n | Método® n° R Rdto. (%)’
(R)-22a 1 3 A (R)-119a Ph 96
(S)-22a 1 3 A (S)-119a Ph 86
(RS)-22a° | 1 3 B (RS)-119a° Ph 95
(S)-22a 1 3 A (S)-121a Bn 93
(RS)-22a° | 1 3 B (RS)-121a° Bn 97
(S)-22a 1 3 A (S)-122a N Q/\/ 94
o
(RS)22a | 1 | 3 B (RS)-122a - @N 90
[0}
(S)22a | 1|3 A (S)-123a O/v 91
F
(RS)-22a | 1 | 3 B (RS)-123a Q/\/ 9%
F
(RS)-22b° | 1 | 4 A (RS)-119b¢ Ph 95
(RS)-24a° | 2 | 3 B (RS)-124a° Ph 92
(RS)-24b° | 2 | 4 B (RS)-124b° Ph 97
“Método A: Sin disolvente, T.a., 2-3 dias. Método B: Sin disolvente, microondas, 80 °C, 2-3 h.
Rendimiento aislado. °Proporcién de diastereoisomeros [(R):(S)] = 1:1. °Proporcién de

diastereoisémeros [(R):(S)] = 1:3.

Esquema 25.- Sintesis de a-ureidonitrilos (119-124) a partir de a-aminonitrilos (22, 24)
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2.3.1.2. Sintesis de derivados de 4-iminohidantoina.

La ciclacion intramolecular de a-ureidonitriios B para formar el correspondiente
anillo de 4-iminohidantoina A (Figura 19, X = NH) se estudid en el epimero (S)-119a. En

primer lugar, de acuerdo con los antecedentes bibliogrélficos277

, la ciclacion se abordé
mediante calefaccion a reflujo de MeOH durante 15 min (entrada 1, Tabla 13). En estas
condiciones, la mezcla epimérica de 4-iminohidantoinas (RS)-125a se obtuvo como
producto minoritario (9%), junto con los productos de oxidacién, las 5-hidroxi-4-
iminohidantoinas (RS)-126a, productos mayoritarios (78%), y la 5-fenilmetilen-4-
iminohidantoina 127a (13%), resultante de la eliminacion de H,O en (RS)-126a. Hay que
senalar, que recientemente se ha descrito la formacion de 5-hidroxi-4-iminohidantoinas
como resultado de la autooxidaciéon de 1,5-dimetil-4-imihohidantoinas en disolucion de
EtOH*®®. Por ello, con el fin de evitar la oxidacién, a continuacion, la ciclacion de (S)-
119a se estudié mediante calefaccién en tolueno a 100 °C en presencia de NEt; (entrada
2, Tabla 13). De esta forma, aumentd significativamente el rendimiento de (RS)-125a
(44%) y disminuy6 la formacién de los productos de oxidacion. En vista de este
resultado, se estudié la utilizacion de otros disolventes, como CH3;CN y otras bases
(entradas 3 y 4, Tabla 13), asi como la reaccidon en ausencia de disolvente y bajo
irradiacion de microondas a 100 °C (entradas 5 y 6, Tabla 13). En estas ultimas
condiciones, se obtuvieron exclusivamente las 4-iminohidantoinas (RS)-125a, como
mezcla epimérica (1:1), que no pudo ser resulta. De estos estudios se deduce que la
utilizacion de NEt; como base, sin disolvente y calefaccion a 100 °C durante 5 min por
irradiacién de microondas conduce cuantitativamente a la obtencion de la 4-
iminohidantoina (RS)-125a.
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Fl’h

O-__NH

3
(S) S)\
Ph/yN%)aCONHBn

CN (CHj)3-NHBoc

(S)-119a
MeOH
75°C

BnHNOC,,( (CH,)s-NHBoc BnHNOC,,( (CH,)s-NHBocC BnHNOC,

._(CHy)3-NHBoc
(s /s

(s) S)
Ph™ \:-N + Ph™ \*-N +  PhX—N
=0 HO“] =0 o)
HN” N HN” N HN” N

Ph Ph Ph

(RS)-125a (RS)-126a 127a

Esquema 26.- Formacion de 4-iminohidantoinas a partir del a-ureidonitrilo (S)-119a

Tabla 13.- Influencia de las condiciones de reaccion en la formacion de 4-
iminohidantoinas.

- Base Disolvente | T(°C) | Tiempo | 125a | 126a | 127a
1 - MeOH 75 15 min 9 78 13
NEt; Tolueno 100 30 min 44 30 -
3° K»CO»5 CH-CN 100 15 min 43 - -
4° NEt, CH:CN 100 15 min 88 12 -
5° K,CO»5 - 100 5 min 99 - -
6° NEt, - 100 5 min 99 - -

“Determinado mediante analisis HPLC del crudo de reaccion, utilizando columna Sunfire Cg (4.6 x 150 mm, 3.5
um) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min, excepto para las entradas 1 y 6 que es rendimiento aislado.
“Calefaccion mediante irradiaciéon por microondas.

El analisis de los datos HPLC-MS de las 4-iminohidantoinas (RS)-125a, mostro la
aparicién de dos picos a 3.55 y 3.63 min a menor tiempo de retencién que el o-
ureidonitrilo de partida (S)-119a. El pico del ion molecular [M+1]" de cada uno de los
picos correspondientes a (RS)-125a indicaba una férmula empirica idéntica a la del o-
ureidonitrilo de partida (S)-119a, por lo tanto, ambos compuestos debian ser isémeros. El
espectro 'H-RMN de (RS)-125a, en comparacion con el del a-ureidonitrilo (S)-119a,

mostré la desaparicion de las sefales caracteristicas del 2-H y del NH del grupo ureido

104




RESULTADOS Y DISCUSION

de (S)-119a, la aparicién del 5-H a 4.62 ppm y un desplazamiento de = 0.2 ppm a campo
mas bajo para los a-H. La sefial correspondiente al NH del grupo imina no se observo,
probablemente debido a su rapido intercambio con el disolvente. En el espectro de 3c-
RMN de (RS)-125a se observo la desaparicion de la sefial correspondiente al carbono
del CN (= 120 ppm) y la aparicion de dos carbonos terciarios a 57.3 y 58.8 ppm,
correspondientes a las sefales de los Cs, y dos carbonos cuaternarios a 170.2 y 170.3
ppm, respectivamente, correspondientes a los dos C iminicos. Todos estos datos
indicaban que la ciclacién para dar el anillo de 4-iminohidantoina transcurria con una
completa epimerizacion en el Cs del anillo. A la vista de la estructura de este anillo, la
epimerizaciéon podria explicarse como consecuencia de la existencia de un equilibrio
entre la estructura de 4-iminohidantoina 125a y la de 4-aminoimidazol-2-ona 128a, en la

que se perderia la quiralidad en el Cs, tal como se muestra en el Esquema 27.

Ph BnHNOC, BnHNOC,

' CH,)s-NHBoc (CHa)3-NHBoc
OYNH (S)( 2)3 6
N_ .CONHBn Ph™ >N Phﬁ'\g:o
* oy —_—
CN ( H2)3 NHBoc i:h 2 i:h
(R)-119a (RS)-125a 128a
(S)-119a (R):(S)] =11

Esquema 27.- Equilibrio de 4-iminohidantoinas (RS)-125a con la 4-amino-1H-imidazol-2-ona 128a

Se estudié la posibilidad de controlar el equilibrio 4-iminohidantoinas4-
aminoimidazol-2-ona con las condiciones de reaccidn, tales como el disolvente,
temperatura y tiempo de reaccion. Los resultados de este estudio se analizaron por
HPLC. Como se muestra en la Tabla 14, las iminohidantoinas (RS)-125a se observaron
cuantitativamente, como unico producto de reaccién, cuando la reaccion se llevé a cabo
sin disolvente, utilizando NEt; como base y calentando a 100 °C en microondas,
independientemente del tiempo de reaccion y del epimero de partida (entradas 1-4,
Tabla 14). Sin embargo, al realizar la reaccién sin base y utilizando MeOH como
disolvente a temperatura ambiente, después de 1 h de reaccidn, se observo la formacion
de la 4-aminoimidazol-2-ona 128a como Unico producto de reaccién (entradas 5 y 7).
Mientras que, después de 24 h, se observd la formaciéon de las especies 4-
iminohidantoinas (RS)-125a (40-47%), junto con los productos de oxidacion (RS)-126a,

(entradas 6 y 8). Estos resultados indicaban que la preferencia hacia una especie u otra
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era dependiente del disolvente utilizado, estando el equilibrio desplazado hacia la 4-
aminoimidazol-2-ona (128a) en disolventes polares, mientras que, sin disolvente o en
disolventes apolares (como el CDCI; utilizado para los espectros RMN) estaba

desplazado hacia las 4-iminohidantoinas (RS)-125a.

Tabla 14.- Influencia de las condiciones de reaccion en el equilibrio (RS)-125a S 128a .

N° Base | Disolvente | T (°C) | Tiempo |(RS)-125a| 128a

A O O ONaQ ones a
adad

1 (S)-119a NEt, - 100 5 min 100 0
2° (S)-119a NEt; - 100 20 min 100 0
3 (R)-119a NEt; - 100 5 min 100 0
4° (R)-119a NEt; - 100 20 min 100 0
5 (S)-119a - MeOH T.a. 1h 0 100
6° (S)-119a - MeOH T.a. 24 h 47 0
7 (R)-119a - MeOH T.a. 1h 0 100
8° (R)-119a - MeOH T.a. 24 h 40 0

“Determinado por el HPLC del crudo de reaccion. Columna Sunfire Cqg (4.6 x 150 mm, 3.5 ym) gradiente 10-
100% de A en B durante 30 min. °Calefaccion por irradiacion de microondas. °Se forma el producto de
oxidacion (RS)-126a en un 53% para la entrada 6 y en un 60% para la entrada 8.

Para confirmar los resultados, se estudid del comportamiento de una mezcla
[(R):(S)] = (1:1.5) de los a-ureidonitrilos (RS)-119a en CD3;0D, siguiendo la reaccién a
diferentes tiempos por 'H-RMN (Figura 22). A tiempo inicial, se observaron las sefiales
correspondientes a las parejas de protones 2-H, a-H y NHBn caracteristicas de (RS)-
119a (Figura 22, a). Al cabo de 3 h de reaccion (Figura 22, c), el espectro se habia
simplificado mostrando la desaparicion de las sefiales de los protones 2-H y a-H de (RS)-
119a, y la aparicién de un multiplete a 4.86, correspondiente al a-H de 128a, de dos
dobletes a 4.35 y 4.45 ppm, correspondientes a los protones metilénicos del NHBn,
indicativo de la presencia de un solo isdmero. Si comparamos el espectro de 'H-RMN de
la forma 4-aminoimidazol-2-ona 128a en CD3;0D con el (RS)-125a en CDCI3;, mostro la
desaparicion de los 5-H y la simplificacion de las senales de 5-CH, de 128a a un singlete
a 4.46 ppm, en comparacién con el doblete de dobletes de (RS)-125a (Figura 23).
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a) =0
(RS)119a, [(R)(S)] =1:15 ‘ CHy-Bn+ a-H [(R)-119a]
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128, 75% 2H[(s)11%] | H(128a) | \ ‘
' |
\ | '-_.-‘. ,h ,\I-»II-.__,I_ LII"\.\
e e~ FAA p — N 'l- P o e ..I-'\. s o e
¢) t=3h s
128 100% ‘ CH.-Bn +1'-H [ 128a)

a-H (128a) I ‘

A l". I ||,_.

Figura 22.- Espectros "H-RMN de (RS)-119a en CD3;0D a diferentes tiempos

4.27 y 4.48-4.57 ppm (J =15y 5 Hz) 4.35y 4.45 ppm (J = 15Hz)
g E h K Ph
NH f“ 4.10 y 4.35 ppm (m)
H NHK‘ 4.86 ppm (m)
3.023.49ppm (J=35y13Hz)  O=~, //\/\
‘\ Y 4.46 ppm (s)
S
P (s) NHBoc ‘\ //\/\NHBOC
4.62 ppm (J = 3.5 Hz) HN N H-N
2
Ph Ph
(RS)-125a
[(R):(S)] = 1:1 128a

Figura 23.- Desplazamientos quimicos caracteristicos de 4-iminohidantoina (RS)-125a en CDCls y
4-aminoimidazol-2-ona 128a en CD30D

Dado que los estudios del equilibrio sugerian su desplazamiento hacia la forma 4-
aminoimidazol-2-ona 128a en disolventes polares, y teniendo en cuenta que los ensayos

biolégicos se realizan en disolventes polares, para facilitar la discusion de resultados, a
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estos compuestos se les asigno la estructura de 4-aminoimidazol-2-ona 128a, con la que
evitabamos el tener que arrastrar la mezcla de epimeros.

Seguidamente, se estudid la versatilidad de la ciclacion intramolecular de diferentes
a-ureidonitrilos con el fin de obtener las correspondientes 4-aminoimidazol-2-onas. Para
ello, los a-ureidonitrilos 119a, 121-123a y 124b se calentaron a 100 °C en microondas
durante 5 min, utilizando NEt; como base. De esta forma, se obtuvieron las 4-amino-1H-
imidazol-2-onas 128-131a y 132b con rendimientos superiores al 95%. Aunque en los
analisis de HPLC estos compuestos mostraban un alto grado de pureza, debido a su
equilibrio en disolucién con las correspondientes 4-iminohidantoinas y a la facil oxidacién
de estas con el oxigeno atmosférico, sus espectros de RMN presentaron baja resolucién,
lo que dificulté su asignacion. Hay que sefalar que en la bibliografia hemos encontrado
muy pocos precedentes de compuestos analogos con estructura de 4-iminohidantoina o

de 4-aminoimidazol-2-ona®’"2%%3%

R’ BnHNOC,
O -NH TEA Ph—(CHg)m N/{g(CHZ)n_NHBOC
Ph-(CHz)m-.N.CONHBn MW, 100°C, 2-5 min [ =0
CN (CHy),—NHBoc HoN N1
a:n=3,0rn R
119a (m = 1) b:n=4, Lys 128-131a (m = 1)
121-123a (m = 1) 132b (m = 2)
124b (m = 2)
a-ureidonitrilo 4-Aminoimidazol-2-ona
n° m|n R’ n° Rdto. (%)°
(RS)-119a| 1 |3 Ph 128a 97
(RS)121a| 1 |3 Bn 129a 93
(RS)-122a | 1|3 _ Q/\/ 130a 95
[0}

(RS)-123a | 1|3 /©/\/ 131a 9%
F

(RS)-124b | 2 | 4 Ph 132b 95

Esquema 28.- Sintesis de 4-aminoimidazol-2-onas a partir de a-ureidonitrilos

El analisis de HPLC-MS de la mezcla epimérica de 5-hidroxi-4-iminohidantoinas
(RS)-126a mostro la presencia de 2 picos a 3.92 y 4.27 min, a mayor tiempo de retencion
que las respectivas 4-iminohidantoinas (RS)-125a (3.52 y 3.59 min). Por otra parte, el
espectro de masas de (RS)-126a, presentaba un pico para el ion molecular [M+1]" de

586.34 m/z, con 16 unidades de masa mas que las 4-iminohidantoinas (RS)-125a. El
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espectro de 'H-RMN de (RS)-126a, en comparacién con el de los respectivos a-
ureidonitrilos (RS)-119a, mostré la desaparicion de las senales correspondientes al 2-H y
al NH del grupo ureido. Mientras que, en el espectro de *C-RMN se observé la
desaparicion de las sefales correspondientes al CN (=119 ppm) y a los carbonos C, de
los ureido-nitrilos (= 50.0 y 53.4 ppm), asi como la aparicién de dos nuevos carbonos
cuaternarios (= 172.0 ppm), correspondientes a los carbonos iminicos de los dos
epimeros (RS)-126a. Si comparamos el espectro de 'H-RMN de las 5-hidroxi-4-
iminohidantoinas (RS)-126a con el de las 4-iminohidantoinas (RS)-125a, se observa la
desaparicion de los protones 5-H (= 4.60 ppm) y la aparicion de dos dobletes a 2.87 y
3.47 ppm correspondientes a los protones metilénicos del 5-CH,, en lugar de los dos
dobletes de dobletes de (RS)-125a. El espectro de ">C-RMN mostré la desaparicion de
los dos carbonos terciarios Cs de (RS)-125a y la aparicion de dos carbonos cuaternarios
a 87.9 y 88.9 ppm, respectivamente, correspondientes a los Cs de (RS)-126a.

Como ya se ha comentado, publicaciones recientes explican la formacién de
derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoina a partir de 1,5-dimetil-4-iminohidantoinas?*®**
en EtOH, basandose en un mecanismo de autooxidacién de enaminas, en el que estaria
implicado el oxigeno atmosférico. Angelova et al.*® realizaron un estudio sencillo por 'H-
RMN, para justificar la formacién del derivado de 5-hidroxi-4-iminohidantoina a partir de

o utilizaron 1802 para marcar el

la 4-iminohidantoina. Por otra parte, Tornqvist et al’
producto final de reaccion, y justificar la importancia del oxigeno atmosférico. Con el
objetivo de analizar con mayor profundidad el mecanismo de formaciéon de nuestros
derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoinas (RS)-125a, se estudié el mecanismo de
oxidacioén, siguiendo la reaccién mediante HPLC-MS. Para ello, se llevé a cabo la
reaccion de (S)-119a en MeOH en un vial abierto a la atmodsfera y a temperatura
ambiente. La reaccion se monitorizé por HPLC-MS a diferentes tiempos. Las especies
formadas se identificaron a partir de su tiempo de retencion y de su espectro de masas.
El calculo de las conversiones se realizo a partir de la medida del area de los picos para,
finalmente, representar la conversién en las diferentes especies en funcién del tiempo de
reaccion. Como se muestra en el esquema 29 y la Figura 24, al cabo de 3 h de reaccién,
se ha producido la completa ciclacion intramolecular de (S)-119a para formar el derivado
de 4-aminoimidazol-2-ona (128a), que facilmente puede oxidarse con el oxigeno
atmosférico formandose los correspondientes 5-peroxi derivados (RS)-133a, que son
precursores de (RS)-126a. Entre las 5 y las 125 h de reaccion, la formacion de (RS)-133

es constante, esto es debido a que, inmediatamente que se forman estos derivados, se
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transforman en los 5-hidroxi derivados (RS)-126a, incrementandose su conversion

linealmente. A partir de las 200 h de reaccién, se produce un descenso en la formacion

de (RS)-126a, aumentando la formacién de producto de eliminacion de H,0, (EZ)-127a,

que después de 500 h llega a ser el unico producto de reaccion. La velocidad de la

reaccion ciclacion-oxidacion de (S)-119a aumenta cuando burbujeamos con oxigeno,

mientras que, si burbujeamos la reaccién con argén, la velocidad de la reaccion

desciende considerablemente. Por lo tanto, el derivado de 4-aminoimidazol-2-ona (128a)

en MeOH es rapidamente oxidado en presencia del oxigeno atmosférico, formandose las

5-hidroxi-4-iminohidantoinas (RS)-126a. En los espectros de masas de los analisis

HPLC-MS de los crudos de reaccién se detectaron especies como los intermedios (RS)-

133a, que apoyan y justifican experimentalmente el mecanismo propuesto por otros

298,301
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Esquema 29.- Estudio del mecanismo del mecanismo de oxidacién del a-ureidonitrilo (S)-119a en
MeOH
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g —4—{5}-11%a

% =182

g {R5}-132a

=

8 —9—{R5)-126a
~m~(EZ}-127a

Figura 24.- Estudio del mecanismo del mecanismo de oxidacién del a-ureidonitrilo (S)-119a en
MeOH

Con el fin de ayudar a la caracterizacion estructural de (RS)-126a y para explorar la
reactividad del ciclo de 5-hidroxi-4-iminohidantoina, se estudié su acetilacion. Como se
muestra en el Esquema 30, la reaccidon de (RS)-126a con cloruro de acetilo, en
presencia de 6xido de propileno como aceptor de HCI, condujo a los O-acetil derivados
(R)-134a y (S)-134a en un 80% de rendimiento, que fueron separados
cromatograficamente, aunque no pudo asignarse la configuracion absoluta en el Cs,

portador del grupo acetoxilo.

BnHNOC, BnHNOC, BnHNOC, i
"/?(CHz)g,-NHBoc //(CH2)3 NHBoc 6(0H2)3 NHBoc
PN CICOCH3 Ph—, Ph NN
H/Oa/irf:o o j/@ o+ oﬁ >:o
N > b/\ N Ph
(RS)-126a (80%) (R)-134a (S)-134a

Esquema 30.- Acetilacion de (RS)-126a

Una vez establecidas las condiciones dptimas para la ciclacién oxidativa de los a-

ureidonitrilos 119, se estudié la versatilidad de dicha reaccidon para los a-ureidonitrilos
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(RS)-121a y (RS)-124b. En todos los casos la calefacciéon en MeOH durante 1-2 h,
condujo a las correspondientes 5-hidroxi-4-iminohidantoinas (RS)-135a y (RS)-136b con
buenos rendimientos (69-85%). Al igual que (RS)-126a, estas mezclas epiméricas (1:1)

no pudieron ser resueltas (Esquema 31).

R1
NH BnHNOC,

O

= (CHzln"NHBoc

A
h-(CH5); <. Ns\WCONHBN - h-(CH2)m
MeOH Hoi: /Eo
CN (CHy),-NHBoc
a:n=3,0rm
(RS)-119a (m = 1, R! = Ph) bn=4,lys (RS)-126a (m =1,R"=Ph, 78 %)
(RS)-121a (m = 1, R' = Bn) (RS)-135a (m =1, R = Bn, 69 %)
(RS)-124b (m = 2, R" = Ph) (RS)-136b (m = 2, R = Ph, 85 %)

Esquema 31.- Sintesis de los derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoina 126a, 135a y 136b

Por ultimo, se abordod la reaccion de deshidratacion mediante calefaccion a reflujo
de MeOH de las 5-hidroxi-4-iminohidantoinas (RS)-126a, para obtener la mezcla de los
correspondientes isémeros (EZ)-127a (42%) en proporcién (1:1), que tampoco pudieron
ser resueltas (Esquema 32). Es de sefalar que en estas condiciones, las 5-hidroxi-4-
iminohidantoinas analogas (RS)-136b no dieron lugar a los productos de deshidratacion,
sino que condujeron a mezclas complejas de productos de descomposicion. Este
resultado indicé que la deshidratacién solo se da cuando el doble enlace generado esta

conjugado con el anillo aromatico.

BnHNOC, BnHNOC,
(CH2)3 NHBoc (CH2)3 NHBoc
Ph Ph
MeOH
42%
(RS)-126a (42%) (EZ)-127a

Esquema 32.- Reaccién de formacién de (EZ)-127a por deshidratacion de (RS)-126a

El andlisis de los datos de HPLC-MS de (EZ)-127a mostro la aparicion de dos picos
a 525 y 535 min, a mayor tiempo de retencién que (RS)-126a; ambos picos
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presentaban en el analisis de masas un pico de ion molecular [M+1]" de 569.44 m/z, con
18 unidades de masa menor que (RS)-126a. El espectro 'H-RMN de (EZ2)-127a, mostro
la desaparicién de los protones metilénicos del 5-CH, (= 2.87-3.47 ppm), asi como la
aparicién de dos singles a 6.26 y 6.30 ppm, correspondientes a los nuevos protones
olefinicos 5-CH. En el espectro de ®C-RMN se observo la desaparicion de los carbonos
metilénicos del 5-CH, (= 43.8 ppm) y de los Cs (87.9 y 88.9 ppm), asi como la aparicion
de dos nuevos carbonos a 113.7 y 114.4 ppm, correspondientes al nuevo carbono
olefinico del 5-CH.
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2.3.1.3. Sintesis de hidantoinas

Para la preparacién de hidantoinas de formula general A, indicadas en la Figura 25,
se plantearon dos rutas alternativas:
a) Sintesis a partir de los derivados de 4-amino-1H-imidazol-2-ona B.

b) Sintesis a partir de los a-ureidonitrilos C.

BnHNOC BnHNOC
CH (S)// (CHz)r-NHBoc Ph (97— (CH2lrNHBoe o _NHR'
2 (CHamx N g

|
o (CH)m- N CONHBn
I /E —> =0 {3 CHanN

o NR1 CN (CHa),-NHBoc

B A

~ 9/

(9]

1,2
3,4

Figura 25.- Diferentes estrategias para la obtencién de las hidantoinas A

2.3.1.3.1. Sintesis de hidantoinas a partir de 4-amino-1H-imidazol-2-onas.

En el Esquema 33, se indica el mecanismo por el cual la hidrdlisis de 4-
aminoimidazol-2-onas B podria dar lugar a las correspondientes hidantoinas A. Las
condiciones descritas en bibliografia, implicaban la hidrélisis por tratamiento con acidos
fuertes, tales como HClI o H,SO, concentrados®’®. Estos medios acidos eran
incompatibles con la presencia del grupo protector Boc en la cadena lateral del amino
acido, y por ello, inicialmente, nos planteamos estudiar la utilizaciéon de condiciones mas
suaves, que nos permitiesen mantener dicho grupo. Este estudio se realiz6 utilizando la
4-aminoimidazol-2-ona derivada de ornitina 128a como modelo. En primer lugar, 128a
fue tratada con disoluciones diluidas (0.1-1N) de HCI en AcOEt o de AcOH en MeOH,
recuperandose en todos los casos el producto de partida inalterado. A continuacion,
como se muestra en el Esquema 34, se aplicaron las condiciones estandar de
eliminacion del grupo Boc, es decir tratamiento con disolucion de HCI 3 N en AcOEt o
disolucion de TFA al 20% en CH,CIl,. Aplicando estas condiciones, se elimind el grupo

protector Boc, pero el anillo de 4-aminoimidazol-2-ona permanecié inalterado,
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obteniendo la 4-aminoimidazol-2-ona 137a, con rendimientos superiores al 90%. En vista
de la resistencia del anillo de 4-aminoimidazol-2-ona a la hidrdlisis, finalmente, se decidio
aplicar las condiciones descritas®’®, que suponian el reflujo en HCI concentrado (12N).
De esta forma, se consigui6 la hidrdlisis del anillo de 4-aminoimidazol-2-ona, pero con la
simultanea hidrdlisis del grupo bencilamida, obteniendo la hidantoina derivada de ornitina

138 con un 85 % de rendimiento.

R
R RL N H R N +H0 R? N’R RL_N
— o)
H2N 3 HN 3 HNT N HaN" DN b3
R R R R NH,
B A

Esquema 33.- Mecanismo de formacion hidantoinas (A), a partir de 4-aminoimidazol-2-onas (B)

NH2 NHBoc NH2

BnHNOC, ///J HorAGOE (aN) BnHNOG K/J HOOC, /
N(S) HCI aq. - N(S)
Ph 9 Ph 12N
/I o 2% TFA CH,Cl, /\/E >: (12N) iN\F o
N

HoN \ (>90%) HoN (85%) o] \
Ph Ph

137a 128a (RS)-138a

Esquema 34.- Estudio de la sintesis de hidantoinas a partir de la 4-aminoimidazol-2-ona 128a

2.3.1.3.2.Sintesis de hidantoinas a partir de a-ureidonitrilos.

Ante la dificultad de obtener los derivados de hidantoina A a partir de las 4-
aminoimidazolonas B sin eliminacién del grupo Boc, como alternativa, se plante6 la
sintesis de estos derivados a partir de los a-ureidonitrilos C por ciclacion en medio acido.
Para ello, inicialmente, se estudid el tratamiento del o-ureidonitrilo (S)-119a con
diferentes concentraciones de HCI en AcOEt (Esquema 35, Tabla 15). El tratamiento con
disolucion 0.1 N de HCI en AcOEt condujo a la formacion de la 4-aminoimidazol-2-ona

128a como Unico producto de reaccion (entrada 1, Tabla 15). Este resultado nos indico
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que la ciclacién de los a-ureidonitrilos para dar el anillo de 4-aminoimidazol-2-ona podia

realizarse tanto en medios basicos como en medios ligeramente acidos. Al aumentar la

concentracion de HCI a 0.3 N de HCI (entrada 2, Tabla 15) se empez6 a observar la

eliminacion del grupo protector Boc, junto con la ciclacion. Fue necesario aumentar la

concentracion de HCI hasta 3 N (entrada 3, Tabla 15) para observar la formacion del

anillo de hidantoina de (S)-139a. Esta ciclacién, con simultanea eliminacién del grupo

Boc, fue casi cuantitativa en HCI concentrado (12 N) o en disolucién de TFA al 20% en

CH.Cl,. En estos casos, no se produjo la hidrélisis del grupo bencilamida. Ademas, hay

que sefalar que no se observé epimerizacion en el Cs de (S)-139a.

—

BnHNOC,

NHBoc

Ph N
+
o
H,N~ N
Ph

128a

OYNHPh
AN
Ph Y NHBoc
CN CONHBn
(S)-119a
@
H
NH, "Q
BnHNOC, BnHNOC,
(S) (S)
Ph N + Ph™ 2N
Lo =
HoN N o~ N
Ph Ph
137a (S)-139a

Esquema 35.- Formacion de hidantoina (S)-139a a partir del a-ureidonitrilo (S)-119a

Tabla 15.- Influencia de del medio acido en la ciclacion del a-ureidonitrilo (S)-119a.

Entrada \ Condiciones de reaccion Rendimiento (%)°
Medio acido T (°C) Tiempo 128a 137a (S)-139a

1 HCI/AcOEt (0.1 N) T.a. 3 dias 95 - -

2 HCI/AcOEt (0.3 N) T.a 15 min 62 38 -

3 HCI/AcOEt (3 N) T.a. 30 min - 55 45

4 20% TFA/CH,Cl, T.a. 24 h - - 95

5° HCI (12 N) 100 30 min - - 85

“Determinado mediante HPLC del crudo de reaccion. Columna Sunfire C4g (4.6 x 150 mm, 3.5 ym) gradiente
10-100% de A en B durante 30 min. "Rendimiento aislado.
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Este diferente comportamiento con respecto a cuando la hidantoina se obtenia a
través de la ciclacion del mismo o-ureidonitrilo a las 4-iminohidantoinas/4-
aminoimidazolona, seguida de hidrdlisis, proceso en el que, como se ha comentado, se
producia la epimerizacion completa, nos indicé que el mecanismo deberia ser diferente y
que la ciclacion del a-ureidonitrilo en medio acido fuerte no deberia transcurrir a través
de las estructuras de 4-iminohidantoinas/4-aminoimidazolona. Por ello, se realizé el
estudio detallado del mecanismo de reaccion. Para ello, mediante HPLC-MS se
monitorizé a diferentes tiempos la transformacién de (S)-119a en disolucion de TFA al
20% en CH,Cl,. Como se indica en la Figura 26, después de 5 h de reaccién, (S)-119a
(tx = 5.79 min, [M+1]" = 570.46) habia desaparecido por completo y aparecia un pico
muy mayoritario a menor tiempo de retencion (kg = 3.22 min) con un pico de ion
molecular [M+1]" de 488.46 m/z, que coincide con la masa del producto de hidrolisis del
CN a COOH vy eliminacion del grupo Boc [(S)-140a, Esquema 36]. Al cabo de 24 h, el
acido intermedio (S)-140a habia desaparecido por completo y se observaba un nuevo
pico a 3.30 min con ion molecular [M+1]" de 471.99 m/z, que correspondia a la
hidantoina (S)-139a. En paralelo, la transformacion de (S)-119a se monitorizé también
por 'H-RMN en CDCl3, en lugar de CH,Cl,. Los resultados confirmaron el mecanismo
indicado en el Esquema 35.

BnHNOC,,'@)(CHz):;_NHBOC BnHNOC/,'r(CHz)g,‘NHZ BnHNOC’»//(CHZ)g,—NHz
(s) /
) 20%) TFA-CH,CI , ®
Ph/\;/N\fo (20%) Lo /\(S:)/N 0 Ph~ LN
CN HN. = HN L =0
Ph A~ Ph oo N
HO” O Ph
(S)-119a (S)-140a (S)-139a

Esquema 36.- Mecanismo de formacién de hidantoinas a partir de a-ureidonitrilos
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Figura 26.- Estudio del mecanismo de formacioén del derivado de la hidantoina (S)-139a a partir del
a-ureidonitrilo (S)-119a. a) HPLC y espectro de masas a tiempo inicial del producto de partida (S)-119a en
columna Sunfire C+s (4.6%50 mm, 3.5 pym) gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. b) HPLC y espectro de
masas de (S)-119a en 20% de TFA en CH,Cl, a las 5 h. c) HPLC y espectro de masas del crudo de reaccién a
las 24 h.

A la vista de los resultados del estudio del mecanismo de ciclacion de a-
ureidonitrilos a través de hidrdlisis para dar hidantoinas y teniendo en cuenta el estudio
de optimizacién de condiciones de reaccién recogido en la Tabla 15, tal como se muestra
en el Esquema 37, se prepararon las hidantoinas 139, 141-144 por tratamiento de los
correspondientes a-ureidonitrilos 119, 121-124 con disolucion de TFA al 20% en CH,Cl,
durante 24 h.
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R4
0. _NH BnHNOC,
20% TFA/CH,CI, '/(?)(CH2)3‘NH2 TFA
Ph-(CHa)m-s NS.CONHBn - Ph_(CHZ)mj:N/E
Rdto > 95% o
CN  (CHy)3~NHBoc o7 7N
a:n=3,0m h1
119a (m = 1) b:n=4 Lys 139a (m = 1)
121-123a (m = 1) 141-143a (m = 1)
124b (m = 2) 144b (m = 2)
n° m n R n°
(R)-119a | 1 3 Ph (R)-139a
(S)-119a | 1 3 Ph (S)-139a
(RS)-119a| 1 3 Ph (RS)-139a
(S)121a | 1 3 Bn (S)141a
(RS)121a| 1 3 Bn (RS)-141a
(S122a | 1| 3 | )7 (5)-142
[0)

(RS)122a| 1 | 3 \OQ/V (RS)-142a

(S123a | 1 | 3 O/\/ (S)-143a
(RS)}123a| 1 | 3 O/v (RS)-143a
(S)124b | 2 | 4 Ph (S)-144b

Esquema 37.- Sintesis de hidantoinas a partir de a-ureidonitrilos

2.3.2. Evaluacioén Biolégica

Los a-ureidonitrilos, las 4-aminoimidazol-2-onas y las hidantoinas incluidas en este
capitulo fueron también evaluadas como inhibidores de la agregacién de plaquetas
humanas y como citotoxicos en cultivos de células de cancer humano. Sin embargo,

ninguno de estos compuestos mostré actividad significativa en estas evaluaciones.
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2.3.3. Conclusiones

Del conjunto de resultados comentados en este capitulo, se deduce que los a-

ureidonitrilos son moléculas con una reactividad camalednica susceptible de ser

controlada y dirigida en funcién las condiciones de reaccion, para dar lugar a derivados

de

4-iminohidantoinas/4-aminoimidazol-2-onas, 5-hidroxi-4-iminohidantoinas e

hidantoinas, que son pentaheterociclos de alto interés en Quimica Médica. Esta

observacion se puede concretar en las siguientes conclusiones:

Se ha puesto a punto la sintesis de a-ureidonitrilos altamente funcionalizados,
derivados de a-aminoacidos, mediante reaccion de los correspondientes o-
aminonitrilos con isocianatos, sin disolvente y a temperatura ambiente. Este proceso
transcurre sin epimerizacion en el carbono que soporta el grupo ciano. El proceso se
activa considerablemente cuando se realiza a 80 °C, bajo irradiacion de microondas.
Sin embargo, en estas condiciones los a-ureidonitrilos epimerizan completamente. Se
ha demostrado que la epimerizacién tiene lugar en los a-ureidonitrilos y no en los a-

aminonitrilos de partida.

La calefaccion de los a-ureidonitrilos a 100 °C, mediante irradiaciéon con microondas,
en presencia de una base y ausencia de disolvente produce su ciclacién a derivados
de 4-iminohidantoinas que estan en equilibrio con su forma tautémera de 4-
aminoimidazol-2-ona. En disolucion, este equilibrio estd controlado por el disolvente.
En disolventes apolares, como el CH,Cl,, la estructura de 4-iminohidantoina es
predominante, mientras que en disolventes polares, como el MeOH, predomina la
estructura de 4-aminoimidazol-2-ona. Debido a este equilibrio tautomerico, la ciclacion

procede con completa epimerizacién en el carbono 5 del anillo pentaheterociclico.

La ciclacion de los a-ureidonitrilos puede realizarse en ausencia de medio basico, en
cuyo caso, el proceso es significativamente mas lento y va acompafado de oxidacion
de las 4-aminoimidazol-2-onas formadas a 5-hidroxi-4-iminohidantoinas. Esta
oxidacién es completa cuando la ciclacion se lleva a cabo en disolucién de MeOH.
Las 5-bencil-5-hidroxi-4-iminohidantoinas, por calefacciéon, se deshidratan para dar

los correspondientes 5-benciliden- derivados.
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Tanto las 4-iminohidantoinas/4-aminoimidazol-2-onas como las 5-hidroxi-4-
iminohidantoinas son heterociclos para los cuales se han encontrado pocos

precedentes en la bibliografia.

La conversion de las 4-iminohidantoinas en las correspondientes hidantoinas,
mediante hidrdlisis, requiere calefaccion en medio acido fuerte, como HCI 12 N, que
es incompatible con la presencia en la molécula de grupos protectores Boc o del

grupo bencilamida.

La hidrdlisis de a-ureidonitrilos, a temperatura ambiente, por tratamiento con HCI 12
N o disolucion de TFA al 20% en CH,Cl,, conduce sin epimerizacion a las
correspondientes hidantoinas, objetivo sintético de este capitulo, aunque con
simultanea eliminacién del grupo protector Boc de la cadena lateral del aminoacido

basico que integra la estructura.

Aunque los estudios comentados en este capitulo han resultado muy fructiferos
desde el punto de vista quimico-sintético, los resultados biolégicos no nos han
permitido acercarnos a los objetivos biolégicos planteados: busqueda de nuevos

antagonistas para los receptores de trombina PAR1 y de compuestos antitumorales.
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. CONCLUSIONES GENERALES

A partir de los recientes estudios estructurales sobre la interaccién de trombina con su
receptor PAR1, dentro de un amplio programa de busqueda de agentes
antiangiogénicos innovadores, se ha propuesto una hipétesis general para el disefio
de potenciales antagonistas de los receptores PAR1. Esta hipétesis se ha definido
como una estructura general constituida por un esqueleto central portador de, al
menos, tres puntos de diversidad molecular para el anclaje de los grupos definidos
como farmacoféricos para la interaccion de alta afinidad entre trombina y PAR1, es
decir: uno o dos grupos aromaticos y uno o dos grupos de caracter basico, anclados a

distancias y con orientacion diversa.

Para explorar la validez de la hipotesis, se han sintetizado 3 colecciones de
compuestos quirales, derivados de aminoacidos basicos, en los que el esqueleto
central se ha variado entre ureas lineales, derivados de 2-oxopiperazina y diversos
sistemas pentaheterociclicos, tales como 4-aminoimidazol-2-onas, 4-iminohidantoinas

e hidantoinas.

Para la sintesis de las estructuras propuestas, se ha aplicado una estrategia de
sintesis orientada a la diversidad, preparando las tres series de compuestos a partir
de intermedios de sintesis comunes, o-aminonitrilos derivados de o-aminoacidos
basicos, y aplicando esquemas de sintesis con etapas de ramificacion de la

diversidad.

Se ha prestado especial atencién a la estereoselectividad de los esquemas sintéticos
0 a la resolucion de estereoisdmeros. La sintesis de las estructuras propuestas ha
requerido el desarrollo de nuevas metodologias sintéticas, incluyendo la sintesis sin

disolvente o la sintesis activada por irradiacion de microondas.

Si bien algunas de las estructuras sintetizadas han mostrado moderada actividad
antagonista de receptores PAR1 en plaquetas humanas y citotoxicidad en lineas
celulares de cancer humano, de los resultados bioldgicos se deduce que no nos
hemos acercado lo suficiente al objetivo propuesto de obtener antagonistas potentes

de PAR1, mejores que los antagonistas de referencia descritos.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. PRODUCTOS DE ORIGEN COMERCIAL

Acido 3-(indol-3-il)propiénico ALDRICH
Acido trifluoroacético (TFA) ALDRICH
Bencilamina ALDRICH
Isocianato de bencilo ALDRICH
Boc-Pro-OH BACHEM
Bromuro de bencilo FLUKA
Carbonato de bis-triclorometilo (Trifosgeno) FLUKA
1,1'-Carbonildiimidazol (CDI) ALDRICH
CELITA 545 SDS
Cianuro de trimetilsililo (TMSCN) ALDRICH
Cloruro de 9-Fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc-Cl) ALDRICH
Dicarbonato de di-terc-butilo ALDRICH
Dicicloxilcarbodiimida (DCC) ALDRICH
Isocianato de 2,4-diclorofenilo ALDRICH
Dietilamina ALDRICH
Diisopropilcarbodiimida (DIC) FLUKA
Diisopropiletilamina (DIEA) FLUKA

Pivalato de 3-[(E)-[[(1R,2R)-2-[[(1S)-1-[(Dimetilamino)carbonil]-2,2- ALDRICH
dimetilpropil] tioureido]ciclohexillimino]metil]-5-(terc-butil)-4-hidroxifenilo
(Catalizador de Jacobsen)

4-Dimetilaminopiridina (DMAP) ALDRICH
N, N-Dimetilformamida (DMF) LABSCAN
Fenilacetaldehido ALDRICH
Isocianato de fenilo ALDRICH
3-Fenilpropionaldehido ALDRICH
Isotiocianato de fenilo ALDRICH
Isocianato de 4-fluorofenetilo ALDRICH
Fmoc-Arg(Pbf)-OH BACHEM
Fmoc-Lys(Boc)-OH BACHEM
Fmoc-Orn(Boc)-OH BACHEM
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H-Arg(Pbf)-OMe

HgCl,

Hidrato de hidrazina (NH,NH,-H,0)
Hidrocloruro de N, O-dimetilhidroxilamina
1-Hidroxibenzotriazol (HOB)

Hidruro de litio y aluminio (LiAIH,)
H-Lys(Boc)-OMe

H-Orn(Boc)-OMe

Isocianato de 4-metoxifenetilo

NaCN

NaH, suspension al 60% en aceite mineral
NaHCO;

Ni Raney
N-N’-di-terc-butoxicarboniltiourea

Oxido de propileno

Pd (C) 10%

Trietilamina (TEA)

Triisopropilsilano (TIPS)

ZnCl,

BACHEM
PANREAC
SIGMA
FLUKA
IRIS
FLUKA
BACHEM
BACHEM
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
PANREAC
ALDRICH
ALDRICH
FLUKA
FLUKA
SCHARLAU
ALDRICH
ALDRICH

Todos los disolventes empleados fueron comerciales y se secaron y purificaron

utilizando métodos estandar.
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4.2. METODOS GENERALES

Las cromatografias analiticas en capa fina fueron realizadas sobre cromatofolios de
0.2 mm de espesor, con gel de silice de tipo 60, Merck Fas,. Los compuestos se
detectaron con luz UV a 254 nm y/o a 365 nm y mediante pulverizacién con disolucion al
2% de ninhidrina en EtOH y posterior calefaccion.

Las separaciones cromatograficas en columna de media presion (flash) se
realizaron con gel de silice Merck 60 (230-400 mesh) y empleando cartuchos SNAP de
Silice KP-SIL de 5g (12 x 75 mm), 10g (12 x 150 mm) o 50g (39 x 81 mm) y KP-C18-HS
12g (12 x 150 mm), utilizando un equipo Biotage Horizon. Los eluyentes empleados se
indican en cada caso y las proporciones indican la relaciéon volumen:volumen.

Las purificaciones realizadas mediante cromatografia radial, fueron llevadas a cabo
en un cromatotrén Harrison Research modelo 8924, en placas circulares de vidrio, sobre
las que se utilizé gel de silice 60 PFys4 con yeso, en capas de 1 0 2 mm de espesor.

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Mettler Toledo M170.

Los analisis elementales se realizaron en un analizador Heareus CHN-O-RAPID vy
se consideran satisfactorios los valores comprendidos en el rango + 0.4 %, respecto a
los valores tedricos calculados para las formulas moleculares.

Los espectros de 'H-RMN se registraron en espectrometros Varian-INOVA 300 (300
MHz), Bruker-AVANCE 300 (300 MHz), Varian-INOVA 400 (400 MHz) o Varian Unity 500
(500 MHz). En las muestras disueltas en CDCI; se utilizd TMS como referencia interna, y
en el resto de los casos se empled la senal correspondiente al disolvente utilizado
(acetona-dg, DMSO-ds, D,O). En los compuestos cuyos espectros monodimensionales
presentaban complejidad, la asignacién de las diferentes sefales de 'H-RMN se realizo
mediante experimentos de correlacion homonuclear 'H,"H COSY, heteronuclear 'H,"*C
HSQC y HMBC. Los experimentos 1D NOESY se registraron a 400 MHz utilizando 2 s
de tiempo de espera y 500 ms de tiempo de mezcla.

Los espectros de 3C-RMN se registraron en espectrometros Varian-INOVA 300 (75
MHz), Bruker-AVANCE 300 (75 MHz), Varian-INOVA 400 (100 MHz) o Varian Unity 500
(125 MHz), utilizando las mismas referencias internas que en los espectros de 'H RMN.
Las asignaciones de las diferentes sefiales de C-RMN se realizaron mediante
experimentos de correlacion heteronuclear 'H,"*C de tipo HSQC y HMBC.

Los analisis HPLC analiticos se llevaron a cabo en un equipo Waters, equipado con

una columna de fase reversa Sunfire C4g (4.6 x 150 mm, 3.5 ym). El flujo utilizado fue de
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1 ml/min y se empleé un detector de UV de longitud de onda variable, detectando a 214
y 254 nm. Como eluyente, se utilizaron distintas mezclas de CH3;CN (disolvente A) y
disolucion al 0,05% de TFA en agua (disolvente B), en modo gradiente.

Los analisis HPLC-MS se llevaron a cabo en un equipo Waters 12695, equipado con
columnas de fase reversa, conectado a un espectrometro Waters Micromass ZQ,
utilizando diferentes gradientes que seran indicados en cada caso. Las columnas
utilizadas fueron Sunfire C4g (4.6 x 50 mm, 3.5 ym) y Xbrigde Cg (4.2 x 100 mm, 3.5
pum). El flujo utilizado fue de 1 ml/min y como eluyentes, se utilizaron diferentes mezclas
de disolucion al 0.1% de HCOOH en CH3;CN (disolvente A) y disolucién al 0,1% de
HCOOH en agua (disolvente B), en modo gradiente.

Las espectrometrias de Masas de Electroespray fueron realizada en un aparato
Hewlett Packard 1100 MSD, en modo positivo y/o negativo, utilizando como portador
MeOH o bien mezcla MeOH- CH;CN - HCOOH (1%). El flujo utilizado fue 0.5 ml/min,
presion de nebulizador 40 psi, y la temperatura y flujo de gas de secado fue de 300 °C y
10 I/min. En esta técnica los picos [M+1]", [M+Na]" y [M-1] suelen ser las sefiales mas
abundantes.

Las espectrometrias de masa exacta HRMS (El+) fueron realizadas en un equipo
Agilent 6520 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS.

Los poderes rotatorios se determinaron en un polarimetro Perkin Elmer 141.

Los experimentos de irradiacion de microondas han sido realizados en un reactor de
microondas monomodo EmrysT'\’I Synthesizer (Biotage AB).

Los productos finales obtenidos fueron liofilizados en un equipo Telstar 6-80.
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4.3. SINTESIS DE UREAS Y TIOUREAS DERIVADAS DE AMINOACIDOS
BASICOS

4.3.1. Productos de partida no comerciales

4.3.1.1. Sintesis de las a-aminobencilamidas 14a-c a partir de los a-aminoacidos

N,-Fmoc protegidos 13a-c.

Sobre una disolucion de las a-aminoacidos 13a-c (10 mmol) en

FmocHN__ .\CONHBn
(s i 3 iciond
(CHy)-NHR! CH;CN (200 ml) bajo atmosfera de Ar, se adiciond
sucesivamente HOBt (1.35 g, 10 mmol), BnNH, (1.06 ml, 10

mmol) y DCC (4.13 g, 20 mmol). La mezcla de reaccion se agitd

14a-c

a temperatura ambiente durante 2 h. Transcurrido este tiempo, el precipitado formado se
filtré y se lavo varias veces con CH;CN frio. El filtrado se lavé sucesivamente con HCI
0.1 N (50 ml), H,O (50 ml) y disolucién saturada de NaCl (50 ml). Los extractos organicos
se secaron con Na,SO, anhidro, y el disolvente se evapor6é a sequedad. El crudo asi
obtenido se purificd, mediante cromatografia flash, utilizando gradiente 10-60% de
AcOEt en hexano como eluyente, obteniendo de las a-aminobencilamidas 14a-c en
forma de sélidos blancos. Los datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de

estas a-aminobencilamidas se recogen en la Tabla 4.1.

4.3.1.2. Procedimiento general de N,-Fmoc desprotecciéon. Sintesis de las a-

aminobencilamidas N,-desprotegidas 15a-c.

Sobre una disolucion de las aminobencilamidas N,-Fmoc

HoN__ (CONHBn i L

) 1 protegidas 14a-c (10 mmol) en CH3;CN (200 ml), se adicioné
(CH2),~NHR

153_26 Et,NH (10.40 ml, 100 mmol). La mezcla de reaccién se agité a

temperatura ambiente durante 3 h. Transcurrido este tiempo, el
precipitado formado se filtrd, se lavo varias veces con CH3;CN frio y la disolucion
resultante se evaporé a sequedad. EI residuo obtenido se purific6 mediante
cromatografia en columna flash, utilizando como eluyente un gradiente del 0-20% de
MeOH en AcOEt. Asi, se obtuvieron cuantitativamente las a-aminobencilamidas N,-
desprotegidas 15a-c en forma de solidos blancos. Los datos analiticos vy
espectroscopicos mas significativos de estas a-aminobencilamidas N, -desprotegidas se

recogen en las Tabla 4.2.
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Tabla 4.1.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de las a-aminoamidas

14a-c.
FmocHN._ .CONHBn
)
(CHp),-NHR!
Compuesto 14a 14b 14c
n 3 4 3
R’ Boc Boc C(NH,)=N-Pbf
F. Moleculara C32H37N305 033H39N305 C41H47NSOGS
Pf (°C) 180-181 155-156 129-130
HPLC tr (min)° 26.00 26.38 27.48
[a]o” -3.1 (c 1, CHCl5) -2.6 (¢ 1.1, CHCls) -1.2 (¢ 0.9, CHCls)
ESI-MS [M+1]"
Calculado 544.27 558.29 738.32
Encontrado 544.36 558.42 738.56
"H-RMN°
a-H 4.37 4.38 3.83
B-H 1.64-1.75 1.55-1.64 1.48-1.95
y-H 1.05-1.19 1.30-1.38 1.48-1.95
5-H 2.97-3.15 1.65-1.98 3.17-3.68
e-H - 3.0-3.16 -
NH-R' 4.68 4.61 6.32-6.44
1 1.14, 1.16, 2.11, 2.50,
R 1.40 1.41 258, 2.96
NH-Fmoc 5.71 5.54 -
Fmoc 4.20, 4.38, 5.71, 7.30, 4.17,4.37,5.71, 7.30, 4.14, 4.51-4.46, 7.30,
7.40,7.59, 7.75 7.39,7.56, 7.75 7.39, 7.56, 7.75
CH2(Bn) 4.42 4.43 4.51-4.46
NH-Bn 6.93 6.52 6.52
JNH,CH, (Bn) 5.5 55 -
Ja, B 8.5 - 6.5
"*C-RMN“
Cq 53.3 54.9 54.7
Cg 30.5 29.6 30.7
Cy 26.6 22.5 25.8
Cs 38.8 32.0 40.6
C. - 39.8 -
12.9, 18.3, 19.7, 23.8,
1 43.6, 43.8, 86.8, 117.9,
R 28.3,79.4, 156.8 28.4,79.3, 156.3 1251, 132.7, 138.5,
138.8, 156.8-157.7°
47.2,66.9, 120.0, 125.2, | 47.2,67.0, 119.9, 1251, 47.5, 67.5, 120.3,
Fmoc 127.1,128.7, 141.3, 127.0,127.7, 141.2, 125.5, 127.5, 1281,
143.8, 156.4 143.7, 156.2 141.6, 144.0, 156.9
CH2(Bn) 435 435 42.6
CONH 171.9 171.5 172.6

“Analisis elemental satisfactorio para C, H, N. "Sunfire Cs (4.6 x 150 mm, 3.5 ym) y gradiente 10-100% de A en
B durante 30 min. °Espectros registrados a 300 MHz en CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de
experimentos COSY y HSQC. “Espectros registrados a 75 MHz en CDCls. Asignacion realizada con la ayuda
de experimentos HSQC y HMBC. °Sefial correspondiente al C guanidinico de la arginina.
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Tabla 4.2.- Datos analiticos y espectroscopios mas significativos de las a-aminoamidas

15a-c.
HoN__ W\CONHBn
(s)
(CHy),-NHR!
Compuesto 15a 15b 15¢c
n 3 4 3
R’ Boc Boc C(NH;)=N-Pbf
F. Molecular® C17H27N303 C18H29N303 CosH37N504S
Pf (°C) 96-97 112-113 136-137
HPLC tg (min)” 12.76 12.89 15.37
[alp® +8.9 (c 1.2, MeOH) +6.8 (¢ 1.1, MeOH) +7.4 (¢ 1, MeOH)
ESI-MS [M+1]"
Calculado 322.21 336.22 516.26
Encontrado 322.40 336.28 516.38
"H-RMN°®
a-H 3.15 3.13 3.84
B-H 1.05-1.79 1.32-1.44 1.55-1.88
y-H 1.05-1.79 1.32-1.44 1.07-1.31
o-H 2.89 1.32-1.44 3.06-3.56
e-H - 2.87 -
NH-R' 6.80 6.73 6.44
1 1.12,1.15, 2.10, 2.50,
R 1.39 1.30 258 2.95
NH-> 1.89 3.31 -
CH2(Bn) 4.25 4.27 4.38
NH-Bn 8.41 8.31 7.93
JINH,CH, (Bn) 6 6 -
Ja. g 6.5 6.5, 9 6.5
C-RMN’
Ca 54.9 551 54.7
Cg 32.9 29.8 32.4
Cy 26.5 23.0 26.0
Cs 40.7 23.6 40.9
Ce - 35.2 -
12.9, 18.4, 19.7, 23.9,
1 43.6, 86.8, 117.9,
R 28.6, 77.6, 155.9 28.6,77.6, 155.9 125.0, 132.6, 133.4,
138.9, 156.8-157.6°
CHz (Bn) 42.2 42.4 42.5
CONH 175.6 175.5 171.6

“Analisis elemental satisfactorio para C, H, N. "Sunfire Cs (4.6 x 150 mm, 3.5 ym) y gradiente 10-100% de A en
B durante 30 min. °Espectros registrados a 300 MHz en DMSO-ds. Asignacion realizada con la ayuda de
experimentos COSY y HSQC. “Espectros registrados a 75 MHz en DMSO-ds. Asignacion realizada con la
ayuda de experimentos HSQC y HMBC. °Sefial correspondiente al C guanidinico de la arginina.
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4.3.2. Sintesis de a-aminonitrilos

4.3.2.1. Procedimiento general para la sintesis de los a-aminonitrilos derivados de

aminoacidos basicos 22a-c y 24a,b.

Ph Sobre una disolucion de la correspondiente o-

H
(éHz)m\?Nw.\\CONHB“ aminobencilamida N,-desprotegida 15a-c (10 mmol) en
CN (CH)rNHR' CH,Cl, anhidro o MeOH (100 ml), enfriada a -20 °C, se
22a-c (m=1) adiciond, bajo atmdsfera de argén, ZnCl, (1.36 g, 10 mmol) y
24a,b (m=2)

el aldehido apropiado [fenilacetaldehido (16) o 3-
fenilpropionaldehido (17)] (8 mmol). Tras una hora de agitacion a -20 °C, se adiciono
TMSCN (2.09 ml, 15 mmol) y la mezcla de reaccion se dejdo que alcanzara
paulatinamente 0 °C. Después de 24 h a esa temperatura, se evaporo el disolvente a
vacio. El crudo resultante se disolvié en AcOEt (200 ml), se lavé sucesivamente con H,O
(3 x 25 ml) y disolucion saturada de NaCl (25 ml). Los extractos organicos se secaron
sobre Na,SO, anhidro, y el disolvente se evapord a sequedad. El crudo asi obtenido se
purificé, mediante cromatografia flash, utilizando gradiente 20-60% de AcOEt en hexano
como eluyente. De este modo, se obtuvieron las correspondientes mezclas epiméricas
de a-aminonitrilos (22a-b, 24a-b) en proporciéon 1:(1-2) (dependiendo del disolvente y
tiempo de reaccion, como se indica en la Tabla 2 de la Discusién de resultados), excepto
para el caso de los derivados de arginina (RS)-22c que se obtuvieron en una proporcion
1:3 (utilizando MeOH como disolvente). Estas mezclas epiméricas fueron resueltas
cromatograficamente, excepto en el caso de los derivados de 3-fenilpropionaldehido
(RS)-24a y (RS)-24b y de arginina (RS)-22c. Los datos analiticos y espectroscépicos

mas significativos de estos a-aminonitrilos se recogen en las siguientes Tablas 4.3 y 4.4.
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Tabla 4.3.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de los a-aminonitrilos
22a-c (m=1).
H
3
Ph/}*/Na_‘\CONHBn
CN (CHp)p-NHR!

Compuesto’ " (R)-22a (S)-22a (R;-22b  (S)22b  (RS)-22c
3 3

n 4 4 3
R Boc Boc Boc Boc C(NH2)=N-Pbf
Config.(*) (R) (S) (R) (S) (R | (S
F. Molecular” CasH34N403 CosH34N4O3 C27H36N4O03 Co7H36N403 Co7H36N403
Rdto. (%) 28 35 29 32 85
HPLC tg (min)° 23.28 23.89 23.73 2414 514 | 5.48
[a]D2° +7.5 +21.3 +9.2 +27.1 )
(¢ 1, MeOH) (0.9, MeOH) | (c 1.2, MeOH) (¢ 1, MeOH)
ESI-MS [M+1]"
Calculado 451.26 451.26 465.28 265.28 645.31
Encontrado 451.48 451.48 465.56 465.56 645.46
"H-RMN?
2-H 3.73 3.49 3.79 3.48 3.81 | 3.48
3-H 2.96 2.83-3.14 2.91-3.13 2.94, 3.09 2.85-3.05
Jo.3 7 7 7 5,9 7 | 509
Aminoacido
a-H 3.28 3.37 3.25 3.33 3.34 [ 3.36
B-H 1.56-1.71 1.09-1.89 1.53-1.85 1.73-1.86 1.40-1.85
d-H 1.44-1.57 1.09-1.89 1.53-1.85 1.48-1.63 1.40-1.85
y-H 2.97-3.15 2.83-3.14 1.14-1.38 1.62-1.74 3.05-3.26
e-H 2.91-3.13 2.99-3.16 -
NH-R' 4.55 4.65 4.53 4.62 6.10-6.40
NH-Bn 6.96 6.74 7.05 6.70 - 7.50
CH, (Bn) 4.35 3.99, 4.25 4.3,4.48 3.96, 4.28 4.33 1%?1
JNH,CH, (Bn) 6 5,7 6,5 5,9 6
“C-RMN®
CN 119.8 119.9 119.2 119.6 120.1 | 120.4
Cz 51.6 51.1 51.1 51.2 51.3 | 51.8
Cs 39.9 39.8 39.2 39.9 39.9
Aminoacido
Cq 60.4 60.6 60.9 61.2 60.4 | 61.1
Cs 30.9 33.8 29.8 29.8 31.1
Cy 26.5 24.9 22.3 22.7 25.7 |26.0
Cs 39.8 39.5 32.6 32.8 41.0
Ce - - 38.7 39.4 -
coO 173.1 172.4 172.7 172.5 174.0 | 173.3
CH, (Bn) 43.8 42.8 43.4 427 437 | 43.3
C(NH2)=N - - - - 156.7

*Todos los compuestos fueron aislados como sirupes, excepto (S)-22b que es un solido cristalino [Pf = 120-121 °C
(AcOEt/Hexano)]. "Analisis elemental satisfactorio para C, H, N. °Sunfire C1s (4.6 x 150 mm, 3.5 um) y gradiente 10-
100% de A en B durante 30 min, excepto para (RS)-22c que se utilizé Sunfire Cqs (4.6 x 150 mm, 3.5 ym) y
gradiente 10-100% de A en B durante 7 min. dEspectros registrados a 400 MHz en CDCl;. Asignacion realizada con
la ayuda de experimentos COSY. °Espectros registrados a 100 MHz en CDCl,. Asignacion realizada con la ayuda
de experimentos HSQC y HMBC.
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Tabla 4.4.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de los a-aminonitrilos
24a,b (m = 2).

;s H
Ph # N «CONHBn

2 o
CN  (CH,)n-NHBoc

Compuesto? (RS)-24a (RS)-24b
n 3 4
Config.(*) (R) | (S) (R) | (S)
F. Molecular” C27H36N403 CasH3N403
Rdto. (%) 72% 70%
HPLC fr (min)° 24.12 24.34 24.52 24.83
ESI-MS [M+1]"

Calculado 465.28 479.29

Encontrado 465.50 479.50
"H-RMN?

2-H 3.51 3.40 3.53 3.29-3.41

3-H 2.66-2.91 1.88-2.20

4-H 2.98-3.13 2.63-2.88

J23 7 | 7 6,8 [ 6,8
Aminoacido

a-H 3.32 | 3.46 3.23 | 3.29-3.41

B-H 1.46-1.81 1.68-1.85

o-H 3.13-3.24 1.31-1.52

y-H 1.94-2.15 1.52-1.67

e-H - 2.98-3.14

NH-Boc 4.76 4.68

NH-Bn 7.04 7.08-7.21

CH2 (Bn) 4.35, 4.40 4.36,4.42

JNH,CH, (Bn) 6 3,6
C-RMN°®

CN 119.8 119.7 120.0 119.8

Cy 49.1,49.3 49.4,49.6

Cs 31.7 32.0

Cy 34.7,35.1 34.9, 35.3
Aminoacido

Ca 60.2 | 59.5 61.6 | 60.8

Cg 30.8 30.1

Cy 26.2, 26.6 22.6, 22.9

Cs 39.2,39.4 33.2,33.2

Ce - 39.8

CcO 173.3 172.8 173.5 172.9

CHa (Bn) 43.4 43.1 43.6 43.3

®Todos los compuestos fueron aislados como sirupes. "Andlisis elemental satisfactorio para C, H, N. °Sunfire
C1s (4.6 x 150 mm, 3.5 um) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. “Espectros registrados a 400 MHz
en CDCls. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY. °Espectros registrados a 100 MHz en
CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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4.3.2.2. Estudios de induccion de estereoselectividad en la reaccion de Strecker.

METODO A: Reaccidn de Strecker utilizando la tiourea de Jacobsen como catalizador.

Sobre una disolucién de la a-aminoamida 15a (50 mg, 0.16 mmol) en CH,Cl, anhidro
(5 ml) enfriada a -20 °C, se adiciono, lentamente y bajo atmdsfera de argén, 3-
fenilpropionaldehido (17) (153 pl, 0.13 mmol) y el catalizador de Jacobsen 25 (1% o 5%
mol). La agitacion se mantuvo a -20 °C durante 2 h. En otro matraz, se preparé una
disolucion de TMSCN (29 pl, 0.24 mmol) en 0.5 ml de tolueno. La mezcla se enfrié a 0 °C
y se le afiadi6 MeOH anhidro (9 pl, 0.24 mmol). Tras 2 h de agitacion a 0 °C, esta
disolucién se adicioné con una canula sobre la disolucion anterior, que previamente
habia sido enfriada a -78 °C. Después de 24 h a esta temperatura, se evaporo el

disolvente a vacio. El crudo de reaccion se analizé por HPLC-MS.

METODO B: Reaccién de Strecker utilizando Boc-Pro-OH como catalizador.

A una disoluciéon de la a-aminoamida 15a (50 mg, 0.16 mmol) en el disolvente
apropiado (CH,Cl, o MeOH) (5 ml), a la temperatura apropiada (0 °C o temperatura
ambiente, indicada en la Tabla 2, apartado 2.1.1.1) se le adiciond el correspondiente
aldehido [fenilacetaldehido (16) o 3-fenilpropionaldehido (17)] (0.13 mmol) y Boc-Pro-OH
(% mol indicado en la Tabla 2, apartado 2.1.1.1). Posteriormente, se adicion6 TMSCN
(31 ul, 0.25 mmol) y se mantuvo la agitacion a la temperatura indicada en cada caso. A
determinados tiempos (indicados en la Tabla 2, apartado 2.1.1.1), se analiz6 el crudo de

la reaccion por HPLC-MS.

METODO C: Reaccion de Strecker irradiando con microondas.

A una disolucién de la a-aminoamida 15a (50 mg, 0.16 mmol) en el disolvente
apropiado (CH.CIl, anhidro, MeOH o sin disolvente, indicado en la Tabla 2, apartado
2.1.1.1) (5 ml) en vial de microondas se le adicioné a temperatura ambiente ZnCl, (22
mg, 0.16 mmol) y el aldehido correspondiente (16 o 17) (0.13 mmol). A continuacién, se
anadi6 TMSCN (31 pl, 0.25 mmol). Esta mezcla homogeneizada fue irradiada a
microondas a 120 °C durante 3-5 min. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccién
se disolvié en AcOEt (10 ml) y la disolucién asi obtenida se lavé con H,O (3 x 5 ml),
disolucion saturada de NaCl (5 ml), se secé sobre Na,SO, anhidro y el disolvente se
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evapord a sequedad. El crudo de reaccion se analiz6 por HPLC-MS. Los resultados
obtenidos se han indicado en la Tabla 2 del apartado 2.1.1.1.

METODO D: Reaccién de Strecker en H,0 y en disolucion saturada de NaCl.

A una disolucion de a-aminoamida 15a (50 mg, 0.16 mmol) en CH,CI, seco (0.5 ml), a
temperatura ambiente, se le adicioné 3-fenilpropionaldehido 17 (153 pl, 0.13 mmol). Tras
15 min de agitacién, se evapord el disolvente mediante corriente de argén. Sobre el
sirupe obtenido, se adicion6é H,O (2 ml) o una disolucién saturada de NaCl (2 ml) a 5 °C.
A continuacion, se adiciond, gota a gota, la fuente de cianuro (TMSCN o disolucion
acuosa de NaCN) (0.25 mmol). La mezcla de reaccion se agité a 5 °C durante 24 h.
Transcurrido este tiempo, la mezcla se extrajo con CH,Cl, (4 ml). Los extractos

organicos se evaporan a sequedad y el crudo de reaccion se analizé por HPLC-MS.

4.3.2.3. Sintesis de los a-aminonitrilos derivados de ésteres metilicos de
aminoacidos (R)- y (S)-28.

A una disolucién del hidrocloruro de H-Orn(Boc)-OMe 27a

H
PhA*(NT‘COQMe (500 mg, 1.8 mmol) en CHyCl, (20 ml) se le afadi6 TEA
CN  (CH2)r-NHBoc (250 pl, 1.8 mmol). Después de 30 min de agitacion a
28a,b temperatura ambiente bajo atmdsfera de argén, se enfrio a -

20 °C y se le anadi6é fenilacetaldehido (16) (330 pl, 1.44
mmol) y ZnCl, (121 mg, 1.8 mmol), manteniendo la agitacion durante 2 h. A continuacién,
se adicioné TMSCN (332 ul, 2.7 mmol) y se mantuvo la agitacion a 0 °C durante otras 24
h. Transcurrido este tiempo, se procedié como se ha comentado anteriormente para la
sintesis de los a-aminonitrilos 22a-c y 24a,b (apartado 4.3.2.1). La purificacion de los
productos de reaccion se llevé a cabo mediante cromatografia flash, utilizando gradiente
10-80% de AcOEt en hexano como eluyente, obteniendo por separado los epimeros (R)-
28 (182 mg, 27 %) y (S)-28 (190 mg, 28 %). Los datos analiticos y espectroscopicos mas

significativos de estos a-aminonitrilos se recogen en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de los a-aminonitrilos

28a,b.
3 H
Ph NOL “CO,Me
CN (CHy),-NHBoc
Compuesto? (R)-28a (S)-28a (R)-28b (S)-28b
n 3 3 4 4
Config.(*) (R) (S) (R) (S)
F. Molecular” C20H20N30,4 Ca0H29N304 C21H31N304 C21H31N304
Rdto. (%) 27 28 26 30
HPLC fr (min)° 24.73 24.42 23.77 23.46
[G]Dzo +7.5 -20.9 +10.5 -24 1
(c 1,MeOH) (c 1, MeOH) (c 1, MeOH) (c 1, MeOH)
ESI-MS [M+1]"
Calculado 376.21 376.21 390.23 390.23
Encontrado 376.50 376.50 390.50 390.50
"H-RMN?
2-H 3.72 3.85 3.77 3.83
3-H 2.99-3.1 3.05-3.12 3.01-3.07 3.0-3.11
J2.3 - 7 10 7
Aminoacido
a-H 3.37 3.51 3.34 3.49
B-H 1.60-1.66 1.70-1.75 1.57-1.67 1.64-1.72
o-H 2.99-3.1 3.05-3.12 1.34-1.22 1.52-1.58
y-H 1.60-1.66 1.52-1.61 1.41-1.49 1.32-1.39
e-H - - 2.98-3.12 3.0-3.11
NH-Boc 4.50 4.58 4.49 4.57
OMe 3.74 3.70 3.74 3.68
Ja, 8 6 57 6 57
C-RMN°®
CN 119.4 119.4 119.1 119.3
C, 51.0 50.5 50.8 50.4
Cs 40.2 40.0 39.9 39.5
Aminoacido
Cq 59.6 58.8 59.7 58.7
Cg 30.1 30.4 32.2 32.7
Cy 26.6 26.4 22.4 22.7
Cs 40.1 39.63 29.7 29.5
Ce - - 39.9 40.0
CO; 174.2 174.1 174.0 1741
OMe 52.5 52.1 52.2 52.0

®Todos los compuestos fueron aislados como sirupes. “Analisis elemental satisfactorio para C, H, N. °Sunfire
C1s (4.6 x 150 mm, 3.5 uym) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. “Espectros registrados a 400 MHz
en CDCls. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY. °Espectros registrados a 100 MHz en
CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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4.3.2.4. Reduccion del grupo CN en los a-aminonitrilos (R)- y (S)-28a. Sintesis de
las 2-oxopiperazinas (R)-y (S)-29a.

v Una disolucion del correspondiente a-aminonitrilo (R)-y (S)-
J:N;/[/O 28a (190 mg, 0.5 mmol) en MeOH (25 ml) se hidrogeno a
Ph *tl:s - NHBoc temperatura ambiente y 1 atmédsfera de presion de H,
29a durante 24 h en presencia de Pd (C) al 10% (300 mg/mmol).

A continuacion, se filtr6 el catalizador sobre celita y se lavé con MeOH (3 x 50 ml). Los
filtrados se evaporaron a vacio. El residuo se disolvié en tolueno (10 ml) y la disolucion
se calenté a 100 °C durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se elimind el disolvente a
presion reducida y el residuo resultante se purificd por cromatografia en columna flash
utilizando gradiente 20-60% de AcOEt en hexano como eluyente, obteniéndose las 2-
oxopiperazinas (R)-29a (86 mg, 62%) y (S)-29a (98 mg, 72%), respectivamente, cuyos
datos analiticos y espectroscopicos mas significativos se recogen a continuacion:
(3S,5R)-3-[3-(terc-Butoxicarbonil)aminopropil]5-bencil-2-oxopiperazina [(R)-29a]
Sirupe (86 mg, 62%); Férmula molecular: C9H2gN3O3;

H
GNTO HPLC-MS [Sunfire Cqg (4.6 x 50 mm, 3.5 pym), gradiente
P“\\\;Rfﬂ?s;v[(\;”“B"" 10-100% de A en B durante 5 min]; fx = 3.03 min,

[M+1]"= 348.22.

"H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 1.44 (s, 9H, Boc), 1.29-1.96 (m, 4H, B-H y y-H), 2.73
(t, J =7 Hz, 2H, 5-CH,) 3.01-3.26 (m, 5H, 5-H, 6-H y 6-H), 3.43 (m, 1H, 3-H), 4.95 (m,
1H, NH-Boc), 6.28 (s, 1H, 1-H), 7.06-7.40 (m, 5H, aromaticos).

*C-RMN (100 MHz, CDCl3) & (ppm) 26.1 (CHy, C,), 28.5 (CH3, Boc), 29.9 (CH,, Cg), 40.0
(CH,, 5-CH,), 40.5 (CH,, Cs), 47.9 (CH,,Cs), 53.9 (CH, Cs), 58.6 (CH, C;), 77.2 (C, Boc),
127.8, 128.9, 129.7 (CH, Ph), 135.2 (C, Ph), 156.3 (C, Boc), 172.6 (C, C,).

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para C1oH3oN303, 348.22; encontrado 348.42 (100 %).
Analisis calculado para CigH29N303 (%): C, 63.98; H, 7.79; N, 11.19. Encontrado: C,
64.03; H, 7.92; N 11.31.
(3S,5S)-3-[3-(terc-Butoxicarbonil)aminopropil]5-Bencil-2-oxopiperazina [(S)-29a]

Sirupe (98 mg, 72%) ; Férmula molecular: C9H2gN3O3;
< a&o HPLC-MS [Sunfire C4g (4.6 x 50 mm, 3.5 ym), gradiente

Ph\)(;N?S'),,/B/y\/NHBOC 10-100% de A en B durante 5 min]; tx = 2.88 min,

[M+1]"= 348.22.

"H-RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 1.42 (s, 9H, Boc), 1.30-2.10 (m, 4H, B-H y y-H), 2.67
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(t, J =7 Hz, 2H, 5-CH,), 2.80-3.25 (m, 5H, 5-H, 6-H y &-H), 3.41 (m, 1H, 3-H), 5.12 (m,
1H, NH-Boc), 6.65 (s, 1H, 1-H), 7.10-7.43 (m, 5H, aromaticos).

®*C-RMN (75 MHz, CDCl;) 5 (ppm) 25.4 (CH,, C,), 28.4 (CHj3, Boc), 29.6 (CH,, Cg), 40.2
(CH3, 5-CH,), 41.0 (CH,, Cs), 47.2 (CH, Cs), 48.0 (CH,,Cq), 55.6 (CH, C3), 77.2 (C, Boc),
127.7,128.8, 129.3 (CH, Ph), 134.7 (C, Ph), 155.9 (C, Boc), 172.4 (C, Cy).

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para C19H3oN3O3, 348.22; encontrado 348.42 (100 %).
Analisis calculado para CgH29N305 (%): C, 63.98; H, 7.79; N, 11.19. Encontrado: C,
64.13; H, 8.01; N 11.42.

4.3.2.5. Determinaciéon de la configuracion absoluta de los a-aminonitrilos 22a.
Sintesis del (S)-22a a partir de (S)-28a.

A una disolucién de (S)-28a (50 mg, 0.13 mmol) en mezcla dioxano:H,O (1:1) (2 ml)
se le adiciond6 NaOH 1N (0.4 ml). Después de 30 min de agitacién a temperatura
ambiente, se elimind el disolvente a vacio. La mezcla de reaccién se disolvié en AcOEt
(50 ml), la disolucion asi obtenida se lavd con H,O (3 x 10 ml) y disolucién saturada de
NaCl (10 ml), se seco sobre Na,SO, anhidro y se evaporé a sequedad. El crudo de
reaccion se disolvié en CH;CN (5 ml), y, bajo atmésfera de argén, se le afiadié HOBt (18
mg, 0.13 mmol), DIC (55 mg, 0.27 mmol) y BnNH, (15 pl, 0.13 mmol), y la mezcla de
reaccion se proceso y purific6 como se ha comentado en el procedimiento general de
sintesis de bencilamidas (apartado 4.3.1.1), para dar el correspondiente a-aminonitrilo

(S)-22a, idéntico al obtenido anteriormente (apartado 4.3.2.1).

4.3.3. Reduccion del grupo CN de los a-aminonitrilos derivados de bencilamidas 22

y 24.

4.3.3.1. Hidrogenacién catalitica de los a-aminonitrilos (RS)-22a. Sintesis de la Nj-
Boc-N,-(1-amino-3-fenilprop-2-il)ornitina [(RS)-30a] y de N;s-Boc-N,-(2-fenetil)-
ornitina (31).

Una disolucién de la mezcla epimérica (RS)-22a (300 mg, 0.67 mmol) en MeOH (50
ml), se hidrogené a temperatura ambiente y 1 atmésfera de presion de H,, en presencia
de Pd(C) al 10% (400 mg/mmol), durante 1 h. Pasado este tiempo, se filtr6 el catalizador

sobre celita, se lavé con abundante MeOH (3 x 75 ml) y el disolvente se evaporé a
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sequedad. A continuacién, el residuo resultante se purificd mediante cromatografia flash,
utilizando como eluyente un gradiente de 0-10% de MeOH en AcOEt. De este modo, se
aislé la amina secundaria 31 (12%), de mayor Ry, junto con la mezcla de diaminas
primarias (RS)-30a (80%) y la bencilamida derivada de Orn(Boc) 15a (8%). Los datos
analiticos mas significativos de (RS)-30a estan recogidos en la Tabla 4.6 y los datos
analiticos y espectroscopicos mas significativos de 31 se detallan a continuacion:
Bencilamida de Ns-Boc-N,-(2-fenetil)ornitina (31)

. H Sirupe (11 mg, 12 %); Férmula molecular: CosH35N303;

Ph 9T P NHBoc | HPLC [Sunfire Cqg (4.6 x 150 mm, 3.5 um), gradiente 10-
coteEn 100% de A en B durante 30 min]; {g = 16.02 min.

HPLC-MS [Xbridge C+s (4.2 x 100 mm, 3.5 ym), gradiente 5-80% de A en B durante 15

min]; tg =12.0 min, [M+1]"= 426.60.

"H-RMN (400 MHz, CDCl3) & (ppm) 1.40 (s, 9H, Boc), 1.44-1.58 (m, 2H, y-H), 1.66-1.75

(m, 2H, B-H), 2.68-2.76 (m, 2H, 2-H), 2.75-2.90 (m, 2H, 1-H), 3.05-3.47 (m, 3H, 6-H y o-

H); 4.26 [dd, J =6 y 15 Hz, 1H, CH, (Bn)], 4.36 [dd, J =6 y 15 Hz, 1H, CH, (Bn)], 4.59

(m, 1H, NH-Boc), 7.10-7.34 (m, 10H, aromaticos); 7.38 (m, 1H, NH-Bn).

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para C,sH3sN303, 426.27; encontrada 426.60 (100 %).

Andlisis calculado para CasH35N305 (%): C, 70.56; H, 8.29; N, 9.87; Encontrado: C, 70.65;

H, 8.34; N 9.98.

4.3.3.2. Procedimiento general para la reduccion del grupo CN en los a-

aminonitrilos 22a-c y 24a,b. Sintesis de las aminas primarias 30a-c y 32a,b.

Ph Sobre una disolucién del correspondiente a-aminonitrilo

(CHy)t N CONHBn o

]/ N 1 22a-c y 24a,b (3 mmol) en MeOH (20 ml) se anadié Ni

HoN (CH2)NFR Raney (aprox. 100 mg/mmol), previamente lavado con

30a-c (m=1) MeOH, e hidrato de hidrazina (0.62 ml, 60 mmol). La
32a,b (m=2)

mezcla de reaccién se calent6é a 60-70 °C durante 5 a 15
min. Transcurrido este tiempo, se filtré el catalizador sobre celita, se lavé con abundante
MeOH (5 x 30 ml) y el disolvente se evaporé a sequedad. El residuo asi obtenido se
analizé por HPLC-MS, para determinar la proporcién de los productos de reaccion 30 y
32 y los 15a-c, que no pudieron ser separados cromatograficamente. Los crudos de

reaccion asi obtenidos se utilizaron sin purificacion adicional para la siguiente etapa de

144



PARTE EXPERIMENTAL

sintesis. Los datos analiticos mas significativos de las aminas 30 y 32 se recogen en la
Tabla 4.6.

Tabla 4.6.- Datos analiticos mas significativos de las aminas 30a-c y 32a,b.

P H

(CHo)m-x NW\\CONHBn

HZN]/ (CHg),-NHR!
m n R’ [M+1]" calc. [M+1]" encontr. tz(min)®>  F. molecular
(R)-30a Boc 455.60 455.57 14.52 CyHaeN, O,
(S)}-30a | 1|3 Boc 455.60 45557 15.13 C,eHaeN, O,
(R)-30b | 1 | 4 Boc 469.31 469.23 14.44 C,,H,oN,O,
(S)-30b | 1 | 4 Boc 469.31 469.23 15.12 C,H,oN,0,
(S)-30c | 1 | 3 | C(NH2)=N-Pbf 649.86 649.66 3.58 C3s5H4sNsO4S
(RS)-32a | 2 | 3 Boc 469.31 469.23 14.31y14.78 | C,H,N,O,
(RS)32b | 2 | 4 Boc 483.33 483.66 1418y 14.69 | CygH,N,O,

?Columna Sunfire Cyg (3.9 x 150 mm, 3.5 um) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min, excepto para (S)-
30c que se utilizé una columna Sunfire Cyg (3.9 x 50 mm, 3.5 ym) y gradiente 10-100% de A en B durante 5
min.

4.3.4. Sintesis de ureas.

4.3.4.1. Método A: Sintesis de las ureas 33a,b y 38a,b junto con las ureas derivadas
de aminoacidos 39a,b.

Ph H Sobre una disolucion del correspondiente crudo de la
|

<CHz>mTNT\C°NHB" reduccion de los a-aminonitrilos (RS)-22a,b o (RS)-24a,b
H/IL (CH2-NHBoc | (obtenidos seglin se describe en el apartado 4.3.3.2) en
"o CH,Cl, anhidro (10 ml) enfriada a 0 °C, se afadié
33a,b (m=1) isocianato de fenilo (32 pl, 0.3 mmol). Después de 2 h de

38a,b (m =2)
agitacion a dicha temperatura, se evaporo el disolvente a

sequedad. El residuo resultante se disolvié en AcOEt (50 ml), se lavé sucesivamente con
H,0 (2 x 10 ml) y disolucién saturada de NaCl (2 x 10 ml), se seco sobre Na,SO,4 anhidro
y el disolvente se evaporé6 a vacio. El residuo obtenido se purificé mediante
cromatografia flash, utilizando como eluyente un gradiente 20-100% de AcOEt en
hexano para dar la correspondiente mezcla epimérica de las ureas deseadas (RS)-33a,b
0 (RS)-38a,b, junto con las ureas derivadas de los respectivos aminoacidos 39a o 39b.

Solo la mezcla epimérica (RS)-38a pudo ser resuelta en la separacion cromatografica.
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Los datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de las ureas 33a,b y 38a,b se
recogen en las Tablas 4.8 , 4.9, 4.10 y 4.12. Los datos de las ureas derivadas de
aminoacidos 39a y 39b se indican a continuacion.
Bencilamida de Ns-Boc-N,-(fenilcarbamoil)ornitina (39a)
Solido blanco; Pf = 195-196 °C; Férmula molecular:

NN oo C24H3N4O4; [0]0° = - 6.3 (¢ 1, MeOH); HPLC [Sunfire

O  CONHBn C15(4.6 x 150 mm, 3.5 ym), gradiente 10-100% de A en
B durante 30 min]; {zr = 20.61 min.

"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 1.12-1.30 (m, 2H, y-H ), 1.37 (s, 9H, Boc), 1.39-
1.83 (m, 2H, B-H ), 2.78-3.01 (m, 2H, 6-H), 4.19-4.28 (m, 1H, a-H,), [d, J = 5.5 Hz, 2H,
CH, (Bn)], 6.41 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NHCONH), 6.83 (sa, 1H, NH-Boc), 6.86-7.47 (m, 10H,
aromaticos), 8.57 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH-Bn), 8.66 (s, 1H, NHCONH).
®C-RMN (75 MHz, DMSO-ds) & (ppm) 26.3 (CH,, C,), 28.6 (CHs, Boc), 31.2 (CH,, Cy),
40.1 (CHy, Cs), 42.3 [CH,, CH, (Bn)], 52.7 (CH, C,), 77.7 (C, Boc), 117.8 -140.7 (10 CH y
2 C, aromaticos), 155.0 (CO), 155.9 (C, Boc) ,172.5 (CONH).
ESI-MS m/z [M+1]" calculado para CysH33N404, 441.54; encontrado 441.27 (100 %).
Andlisis calculado para Cy4H3:N4O4 (%): C, 65.43; H, 7.32; N, 12.72. Encontrado: C,
65.18, H, 7.15; N, 12.62.

Bencilamida de Ns-Boc-N,~(fenilcarbamoil)lisina (39b)

H H

Solido blanco; Pf = 191-192 °C; Férmula molecular:
N.w it~ NHBoo | CosHaNyOs; [a]o™ = - 7.3 (¢ 1, MeOH); HPLC [Sunfire
O  CONHBn C15(4.6 x 150 mm, 3.5 ym), gradiente 10-100% de A en
B durante 30 min]; {r = 21.37 min.
"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 5 (ppm) 1.17-1.30 (m, 2H, y-H ), 1.17-1.38 (m, 2H, 3-H),
1.35 (s, 9H, Boc), 1.46-1.81 (m, 2H, B-H ), 2.78-2.96 (m, 2H, ¢-H), 4.28 (dd, J=9.5y 15
Hz, 1H, a-H), 4.29 [d, J = 5.5 Hz, 2H, CH, (Bn)], 6.37 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NHCONH), 6.73
(m, 1H, NH-Boc), 6.83-7.46 (m, 10H, aromaticos), 8.57 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH-Bn), 8.61
(s, TH, NHCONH)
®C-RMN (75 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm) 22.8 (CH,, C,), 28.6 (CHs, Boc), 29.7 (CH,, Cy),
33.4 (CH,, Cs), 39.8 (CH,, C,), 42.4 [CH,, CH, (Bn)], 53.0 (CH, C,), 77.7 (C, Boc), 117.8 -
140.7 (10 CH y 2 C, aromaticos),155.0 (CO), 155.9 (C, Boc), 172.6 (CONH).
ESI-MS m/z [M+1]" calculado para C,sH35N40,, 455.26; encontrado 455.27 (100 %).
Andlisis calculado para CysH3sN4O4 (%): C, 66.06; H, 7.54; N, 12.33. Encontrado: C
66.35; H, 7.51; N, 11.99.
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4.3.4.2.- Método B: Sintesis de las ureas (33-37).

Procedimiento general para la N-Fmoc protecciéon de las aminas 30a-c. Sintesis de

las aminas N-Fmoc protegidas 40a-c.

Sobre una disolucion del correspondiente crudo 30a-c

« N .CONHBn y
Phﬁ/ h procedente de la reduccion del grupo CN de los o-
(CHg)n~NHR!

FmocHN aminonitrilos (22a-c) en CH3;CN (10 ml) enfriada a 0 °C, se
40a-c

adiciond lentamente 6xido de propileno (56 pl, 8 mmol) y
Fmoc-CI (78 mg, 0.3 mmol). Después de 2 h agitando a 0 °C, se evaporé el disolvente a
vacio y el residuo se disolvio en AcOEt (50 ml). La disolucion se lavé sucesivamente con
H,O (2 x 10 ml) y disolucion saturada de NaCl (2 x 10 ml), se secd sobre Na,SO, y se
evapord a sequedad. El crudo obtenido se purificé por cromatografia flash, utilizando
como eluyente gradiente 10-40% de AcOEt en hexano, para obtener las aminas N-Fmoc
protegidas 40a-c, cuyos datos analiticos y espectroscopicos mas significativos se
recogen en la Tabla 4.7.

Procedimiento general para la N-Fmoc desprotecciéon de las aminas N-Fmoc

protegidas 40a-c y posterior reaccién con isocianatos. Sintesis de las ureas 33-37.

A una disolucion del correspondiente N-Fmoc derivado 40a-

H
N .

Ph/\/l/ N CON”B”1 ¢ (0.3 mmol) en CH5CN (20 ml) se afiadié Et,NH (320 pl, 3
CHa)y-NHR . o

HN (CF2) mmol). Después de 2 h de agitacion a temperatura

N" "0 ambiente, la mezcla de reaccién se proces6 como se ha

33-37

indicado en el procedimiento general descrito con

anterioridad (apartado 4.3.1.2), para dar las correspondientes aminas N-Fmoc
desprotegidas (30a-c), con rendimiento cuantitativo. Sobre una disolucion de estas
aminas 30a-c (0.3 mmol), en CH,CI, anhidro (10 ml) enfriada a 0 °C, se afiadi6 el
correspondiente isocianato (isocianato de fenilo, isocianato de bencilo, isocianato de 4-
metoxifenetilo, isocianato de 4-fluorofenetilo y isocianato de 2,4-diclorofenilo) (0.3 mmol).
Después de un tiempo de agitacion a 0 °C comprendido entre 15 min y 2 h de agitacion
(dependiendo del isocianato utilizado), la mezcla de reaccion se procesé como se ha
descrito en el apartado 4.3.2.1. De este modo, se aislaron las ureas (33-37). Los datos

analiticos y espectroscopicos mas significativos de las ureas 33-37 se recogen en las
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Tablas 4.8, 4.9, 4.10 y 4.11, agrupados segun el aminoacido que incorporan en su

estructura. Para el derivado de arginina (S)-33c¢ se indican a continuacién:

N-[(2S)-3-Fenil-1-(fenilureido)prop-2-il]-Arg(Pbf)-NHBn [(S)-33c].

H Espuma (30 mg, 25%); Formula molecular:
3
ph/\z@Nf}iC[’NHB" CaoHs3N;05S; [a]o® = + 2.5 (¢ 1, MeOH);
L
3

H/N&A J\I\Hz 0, HPLC-MS [Sunfire C45 (4.6 x 50 mm, 3.5

Ph. X

N0 N N/Sm pum), gradiente 10-100% de A en B durante
o 5 min]; tr=4.11 min, [M+1]" = 768.81.

"H-RMN (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 0.61-1.63 (m, 4H, B-H y y-H), 1.38, 2.01, 2.39 y 2.45
(4s, 15H, Pbf), 2.74 (m, 1H, 2-H), 2.85 (s, 2H, Pbf), 2.92-3.17 (m, 4H, 3-H y &-H), 3.20-
3.42 (m, 2H, 1-H), 3.99 (bs, 1H, a-H), 4.17 [d, 1H, J = 6 y 14.5 Hz, CH, (Bn)], 4.30 [d,
1H, J = 45 y 145 Hz, CH, (Bn)], 6.20 [sa, 3H, NHC(NH,)N], 6.84-7.34 (m, 15H,
aromaticos), 7.78 y 8.15 (2bs, 2H, NHCONH).

"®C-RMN (125 MHz, CDCls) & (ppm) 12.9, 18.3, 19.7, 28.9 (CHs, Pbf), 25.7 (CH,, C,),
30.1 (CHy, Cg), 31.3 (CHa, C3), 40.3 (CHy, Cs), 43.6 (CHy, C4), 43.6 (CHy, Pbf), 59.2 (CH,
C,), 59.5 (CH, C,), 86.77, 117.93, 125.0, 132.6, 133.3 (C, Pbf), 126.9-139.2 (15CH y
5C, aromaticos y Pbf), 156.4 ( NHCONH), 159.2 [NHC(NH2)N].

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para C4,Hs4sN;OsS, 768.26; encontrado 768.81 (100 %).
Andlisis calculado para Cj4Hs3N;O5S (%): C, 65.69; H, 6.96; N, 12.77; encontrado: C,
65.35; H, 6.93; N, 12.62.
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Tabla 4.7.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de las aminas N-Fmoc

protegidas 40a-c.

3

H
Ph/H*/NOW\\CONHBn
FmocHN™ " (CHz)n-NHR'
Compuesto? \ (R)-40a (S)-40a (R)-40b (S)-40b (S)-40c
n 3 3 4 4 3
R' Boc Boc Boc Boc C(NH2)=N-Pbf
Config. (*) (R) (S) (R) (S) (S)
F. Molecular” C41H48N4O5 C41H48N4O5 C42H50N4O05 C42H50N405 Cs0H58N606S
Rdto. (%) 55 80 64 70 85
HPLC tg (min)° 20.56 21.26 20.68 21.21 4.65
[0]020 +7.1 +15.4 +8.2 +12.3 +6.4
(c 1, MeOH) (c 1, MeOH) (c 0.8, MeOH) (c 0.9, MeOH) (c 1, MeOH)
ESI-MS [M+1]"
Calculado 677.36 677.36 691.38 691.38 871.41
Encontrado 677.59 677.59 691.59 691.59 871.77
"H-RMN’
1-H 3.26-3.55 3.16-3.43 3.06-3.19 2.88-3.44 3.02-3.55
2-H 2.75 2.77 2.75 2.72 2.73
3-H 2.76-2.99 2.41-2.71 2.88-3.02 2.42-2.68 2.64-2.84
NH-Fmoc 5.75 5.32 5.18 5.19 5.60
Aminoacido
a-H 3.24 3.38 3.06-3.19 3.22 3.38
B-H 1.10-1.98 1.50-1.59 0.91-1.64 1.16-1.86 1.12-1.80
y-H 1.10-1.98 1.46-1.81 0.91-1.64 1.16-1.86 1.12-1.80
o-H 2.99-3.14 2.97-3.16 0.1-1.64 1.16-1.86 3.06-3.55
e-H - - 2.48-2.83 2.88-3.44 -
NH-R' 4.71 4.75 4.60 4.57 6.28
NH-Bn 6.99 6.91 7.09 7.04 6.97-7.34
CH3(Bn) 4.42 3.83, 4.35 4.28-4.47 3.83, 4.35 3.85, 4.29
JNH,CH, (Bn) 5 57 7.5 7 7.5
C-RMN°
Cq 44.6 43.1 44.6 43.5 43.6
Cs 58.6 58.7 59.2 59.3 59.2
Cs 39.1 39.6 38.9 39.8 31.3
Aminoacido
Cq 60.2 59.1 61.1 60.2 59.5
Cp 30.7 30.9 33.1 33.5 30.1
Cy 26.0 26.3 22.4 22.5 25.7
Cs 39.5 40.1 29.6 29.8 40.3
Ce - - 39.9 41.5 -
CcO 174.2 174.2 174.4 174.4 174.8
CH- (Bn) 43.1 42.7 42.9 42.7 43.2
C(NH2)=N - - - - 159.2

*Todos los compuestos fueron aislados como sélidos amorfos o espumas. "Andlisis elemental satisfactorio para
C, H, N. °Columna Sunfire Cyg (3.9 x 150 mm, 3.5 ym) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min, excepto
para (S)-38c que se utilizé una columna Sunfire Cs (3.9 x 50 mm, 3.5 um) y gradiente 10-100% de A en B
durante 5 min. dEspectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de
experimentos COSY. °Espectros registrados a 75, 100 o 125 MHz en CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda
de experimentos HSQC y HMBC.
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Tabla 4.8.- Datos espectroscopicos mas significativos de las ureas derivadas de ornitina
y fenilacetaldehido 33a y 35a.

2 H (S.CONHBn
Ph/ﬁ/ o
HNT P
RZ\N/go  “NHBoc
H

Compuesto? [ (R)-33a (S)-33a (R)-35a (S)-35a
R Ph Ph Bn Bn
Config (*) (R) (S) (R) (S)
F. Molecular” C33H43N504 033H43N504 Cs4H45N504 Cs4H45N504
Rdto (%)° 17 67 25 51
HPLC tg (min)® 17.45 18.15 18.47 18.86
[a]o™ +7.2 (c 1, MeOH) | + 6.7 (¢ 1.1,MeOH) [+6.5 (c 1.1, MeOH) | +7 (¢ 0.9, MeOH)
ESI-MS [M+1]"

Calculado 574.33 574.33 588.35 587.35

Encontrado 574.27 574.52 588.48 588.62
"H-RMN°

1-H 3.04-3.32 2.81-3.14 3.06-3.20 3.20-3.34

2-H 2.81 2.93 2.80 2.74

3-H 2.58-2.76 2.40-2.75 2.61-2.65 2.45-2.81

NH-CO-NH 5.77,7.57 6.04, 8.62 4,73, 5.06 5.81

R - - 4.27 4.37
Aminoacido

a-H 3.04-3.32 3.22-3.48 3.21 3.42

B-H 1.38-2.41 1.56-1.74 1.44-1.69 1.60-1.85

y-H 1.10-1.42 1.00-1.54 1.19-1.45 1.41-1.53

o-H 2.84-3.02 3.14-3.29 2.87-3.06 2.86-3.20

NH-Boc 4.62 4.94 4.58 4.94

NH-Bn 6.89-7.42 7.75 7.47 6.98

CH: (Bn) 4.29, 4.41 3.70,4.2 4.32,4.40 3.78, 4.30

JNH,CH, (Bn) 6 57 5 4,7
C-RMN?

Cq 43.9 42.9 44 4 443

Cs 60.2 59.5 59.4 58.6

Cs 39.4 40.6 39.4 40.3

NH-CO-NH 156.2 156.8 158.2 159.2

R - - 42.6 43.9
Aminoacido

Ca 60.4 59.6 59.9 59.2

Cg 30.7 30.8 30.6 30.5

Cy 26.0 26.2 26.1 25.8

Cs 39.2 40.2 39.5 39.8

CcO 175.0 174.7 174.6 174.4

CH> (Bn) 43.2 424 43.2 417

*Todos los compuestos fueron aislados como espumas. °Andlisis elemental satisfactorio para C, H ,N.
°Rendimiento global obtenido por el Método B. Columna Sunfire Cqg (3.9 x 150 mm, 3.5 ym) y gradiente 10-
100% de A en B durante 30 min. “Espectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en CDCl,. Asignacion realizada
con la ayuda de experimentos COSY. Datos de proton y carbono aromaticos no incluidos. Espectros
registrados a 75, 100 o 125 MHz en CDCI;. Asignacioén realizada con la ayuda de experimentos HSQC y
HMBC.
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Tabla 4.9.- Datos analiticos mas significativos de las ureas derivadas de lisina y fenilacetaldehido 33b, 34b, 36b y 37b.

3 H

Ph/H*/N $).CONHBn
HNT
R{”/&O
Compuestos? Config (*) Rdto. (%)° t (min)® [a]%20 [M+1]* calc. [M+1]* encontr. F. molecular®
(R)-33b Ph R 98 18.29 +6.5 (¢ 0.6, MeOH) 588.35 588.62 C34H45N504
(S)-33b Ph S 87 18.49 +4 (¢ 0.9, MeOH) 588.35 588.55 C34H45N504
(R)-34b ¢ R 89 20.05 +7.5 (c 1, MeOH) 656.27 656.66 C34H43CI2N504
(S)-34b C/@/ S 75 20.03 +3 (c 0.8, MeOH) 656.27 656.46 C34H43CI2N504
(R)-36b 2 R 95 18.29 +8.5 (c 1.1, MeOH) 646.39 646.72 C37H51N505
(S)-36b \0/©/\1/ S 93 18.43 +5.9 (c 1, MeOH) 646.39 646.52 C37H51N505
(R)-37b 2 R 90 1847 | +7.6(c1,MeOH) | 634.37 634.68 CaoHasFNsOs
(S)-37b F/©/Y S 94 18.57 +3.5 (c 1.1, MeOH) 634.37 634.43 C36HasFN504

Todos los compuestos fueron aislados como sélidos amorfos o espumas. "Rendimiento global obtenido por el Método B. “Columna Sunfire Cqg (3.9 x 150 mm,
3.5 uym) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. “Analisis elemental satisfactorio para C, H, N.
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Tabla 4.10.- Datos espectroscépicos mas significativos de ureas derivadas de lisina y
fenilacetaldehido 33b y 34b.

N $.CONHBn
Ph/ﬁ/ b
HN!
RZ\N/&O
H
Compuesto (R)-33b (S)-33b (R)-34b (S)-34b
Cl
R? Ph
Cl
Config. (*) (R) (S) (R) (S)
"H-RMN?
1-H 2.89-3.00 3.18-3.50 2.83-3.14 3.14-3.38
2-H 2.78-2.87 2.73 2.84-2.93 2.66-2.77
3-H 2.53-2.77 2.51-2.68 2.63,2.72 2.66-2.91
NH-CO-NH 5.51 5.94, 8.09 5.96 6.33
Aminoéacido
a-H 3.01-3.14 3.35 3.32 3.38-3.54
B-H, y-H, 6-H 0.73-1.65 1.00-1.90 0.73-1.89 0.86-2.19
e-H 3.01-3.32 2.00-3.18 2'83'23;9144 3.03- 3.00-3.41
NH-Boc 4.59 4.88 4.55 4.86
NH-Bn 7.56 6.90-7.61 7.33 7.70
CH- (Bn) 4.29, 4.38 3.90, 4.35 4.30, 4.40 4.00, 4.37
JNH,CH, (Bn) 6 4,7 6 6.5
C-RMN”
C1 43.8 39.8 43.9 42.9
Cy 59.1 58.0 58.9 60.2
Cs 39.0 30.9 39.2 36.6
NH-CO-NH 156.0 154.8 154.9 157.2
Aminoacido
Cq 61.0 58.4 60.8 60.4
Cg 33.3 27.9 33.2 29.7
Cy 22.6 211 22.5 20.8
Cs 29.6 27.6 29.6 29.7
Ce 39.9 38.1 39.8 39.7
CcO 174.9 1721 175.0 170.2
CH- (Bn) 43.1 40.7 43.2 40.0

“Espectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en CDCIs. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos
COSY. ”Espectros registrados a 75, 100 o 125 MHz en CDCI;. Asignacion realizada con la ayuda de

experimentos HSQC y HMBC.
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Tabla 4.11.- Datos espectroscépicos mas significativos de ureas derivadas de lisina y
fenilacetaldehido 36b y 37b.

2 H(S) .CONHBn
Ph/ﬁ/ /\
HNT'
N/&O
H
Compuesto (R)-36b (S)-36b (R)-37b (S)-37b
2' 2'
R? T i
\O/©/\/ F/@/\/
Config (*) (R) (S) (R) (S)
'H-RMN?
1-H 2.91-3.18 2.99-3.29 2.93-3.28 2.99-3.28
2-H 2.66-2.82 2.65-2.72 2.56-2.89 2.63-2.73
3-H 2.66-2.82 2.60, 2.69 2.56-2.89 2.58, 2.68
NH-CO-NH 4.70 5.15, 5.29 4.80 5.26, 5.41
2,b 2.66 (2-H), 2.76 (2*-H), 2.77 (2°-H), 2.73-2.86 (2"-H),
R 3.28 (1°-H), 3.40 (1°-H), 332 (1-H) 3.40 (1-H)
3.76 (OMe) 3.80 (OMe) ' '
Aminoacido
a-H 2.91-3.18 3.29-.350 2.93-3.28 3.28-3.37
B-H, y-H, 3-H 0.78-1.71 1.02-2.23 0.81-2.11 0.77-2.23
e-H 2.91-3.18 2.99-3.17 2.93-3.28 2.94-3.18
NH-Boc 4.55 4.85 4.58 4.88
NH-Bn 7.57 7.02-7.44 7.52 7.05-7.60
CH; (Bn) 4.32,4.41 3.91,4.35 4.41 3.89, 4.34
JNH,CH, (Bn) 6 7 7 3,7
"*C-RMN°
C; 43.9 43.1 43.8 43.1
Co 59.5 60.6 59.1 60.6
Cs 35.4 33.5 35.2 36.2
NH-CO-NH 156.3 159.5 157.9 160.3
2b 35.5(C2), 33.5(C2), 32,9 (Cy), 336 (Cz),
R 39.9 (Cy), 40.8 (Cy), 41.2(C1) 409 (C1)
55.2 (OMe) 55.6 (OMe) A1 I A
Aminoacido
Ca 60.9 60.8 60.7 60.8
Cs 30.9 30.5 30.5 30.5
Cy 22.6 23.6 22.3 23.6
Cs 29.7 30.1 29.3 30.1
Ce 38.9 40.5 38.9 40.5
[efe) 174.6 174.9 174.4 175.0
CH; (Bn) 43.1 422 427 42.0

“Espectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en CDCIs. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos
COSY. "Datos de protén y carbono aromaticos no incluidos debido al solapamiento de las sefiales. “Espectros
registrados a 75, 100 o 125 MHz en CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC vy

HMBC.
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Tabla 4.12.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de las ureas
derivadas de 3-fenilpropionaldehido 38a,b.

3

H
Ph_4 x N «CONHBn
\/ﬁ/ Oﬁ"
1 (CHy),-NHBoc

HN
Ph-\"So
H

n 3 3 4
Config. (*) (R) (S) (R) | (S)
F. Molecular” C34H45N504 C34H45N504 C35H47N504
Rdto. (%)° 13 14 29
[a]p?’ +7.5 (¢ 0.9, MeOH) +5 (c 1, MeOH) -
HPLC tg (min)° 18.54 18.89 18.70 | 19.06
ESI-MS [M+1]"

Calculado 588.35 588.35 602.36

Encontrado 588.17 588.27 602.27
"H-RMN?

1-H 3.14-3.43 3.25-3.31 3.38, 3.27

2-H 2.60 2.56 2.61 2.61

3-H 1.60-1.81 1.57-1.68 1.50-1.85

4-H 2.49-2.78 2.51-2.63 2.45-2.74

NH-CO-NH 5.86, 7.67 5.84,7.70 5.80, 7.84, 8.1
Aminoacido

a-H 3.21 3.15 3.25

B-H 1.48-1.60 1.68-1.80 1.50-1.85

y-H 1.29-1.81 1.46-1.57 1.50-1.85

o-H 2.95-3.28 2.92-3.12 0.94-1.33

e-H - 2.88-3.17

NH-Boc 4.92 473 4.84 | 4.66

NH-Bn 7.45 7.32 7.46

CH, (Bn) 4.35 4.39 4.36

JNH,CH; (Bn) 5 6 6,9
C-RMN°

C1 43.1 425 43.0 42.0

C, 57.1 57.4 58.8 56.9

Cs 35.7 35.6 34.8

Cs 32.3 324 32.1

NH-CO-NH 156.2 156.7 156.2 | 156.7
Aminoacido

Cq 58.3 59.9 60.1

Cg 31.6 32.2 33.0

Cy 28.6 28.6 22.9

Cs 39.5 40.3 29.8

Ce - - 40.0

cO 175.1 174.9 174.9

CH; (Bn) 43.5 43.4 43.3

®Todos los compuestos fueron aislados como espumas. °Analisis elemental satisfactorio para C, H, N.
®Rendimiento global obtenido por el Método A. ‘Columna Sunfire C+g (3.9 x 150 mm, 3.5 ym) y gradiente 10-
100% de A en B durante 30 min. dEspectros registrados a 400 MHz en CDCl;. Asignacioén realizada con la
ayuda de experimentos COSY. °Espectros registrados a 100 MHz en CDCls. Asignacion realizada con la ayuda
de experimentos HSQC y HMBC.
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4.3.4.3. Procedimiento general de N-Boc desproteccidon. Sintesis de las ureas N-
desprotegidas 41-46.

Ph 9y La correspondiente urea 33-38 (0.15 mmol) se disolvio en
(on>mTNT\CONHB" una disolucién 3 N de HCI en AcOEt (5 ml). Después de 2
HN (CHANHZ2HCH - 1 e agitacion a temperatura ambiente, el disolvente se
R1\N/l\\o evaporo a vacio, el residuo obtenido se disolvié en H,O (3
41-48 ml) y se liofilizé. De este modo, se obtuvieron de forma

cuantitativa los hidrocloruros de las respectivas aminas N-desprotegidos 41-46 que no
necesitaron purificaciéon adicional. Los datos analiticos y espectroscopicos de ureas N-
desprotegidas 41-46 se recogen en las Tablas 4.13, 4.14, 4.15 y 4.16, agrupados segun

el aminoé&cido que incorporan en su estructura.
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Tabla 4.13.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de las ureas
derivadas de ornitina y fenilacetaldehido desprotegidas 41ay 43a.

Ph/j/NﬁS)\\CLONHBn

NH, -2HCI
(R)-41a (S)-41a (R)-43a (S)-43a
R Ph Ph Bn Bn
Config (*) (R) (S) (R) (S)
F. Molecular C23H35N502'2HC| 023H35N502'2HC| C29H37N502'2HC| C29H37N502'2HC|
HPLC tr (min)” 12.87 12.89 12.87 12.95
[a]p™° +5.5 (c 1.3, MeOH) | +26.6 (c 0.9,MeOH) | +5.2 (c 1, MeOH) | +2.1 (¢ 1.5, MeOH)
ESI-MS [M+1]"
Calculado® 474 .61 474 .61 488.29 488.29
Encontrado’ 474.52 474 .52 488.52 488.38
"H-RMN°
1-H 3.10-3.31 3.11, 3.53 3.09-3.22 2.94-3.46
2-H 3.10-3.31 3.23 3.23 3.18
3-H 2.69-3.31 2.74-2.94, 2.99-3.18 2.74-3.02 2.74-3.10
NH-CO-NH 6.89 6.94,7.10 6.72, 7.00 6.94, 7.11
2-NH’ 9.15, 9.79 9.41, 9.50 9.56, 9.81 9.19, 9.88
R%9 - - 4.30 4.20, 4.41
Aminoacido
a-H 4.33 4.27-4.44 4.32-4.38 4.32
B-H 1.80-2.07 1.82-206 1.90-2.10 1.80-1.99
y-H 1.56-1.76 1.61-1.78 1.56-1.82 1.58-1.74
o-H 2.69-2.85 2.74-2.94 2.74-3.02 2.74-2.91
5-NH;" 8.08 8.12 8.08 8.09
NH-Bn 9.65 9.64 9.56 9.54
CH, (Bn) 4.25, 4,50 4.35 4.35, 4.60 4.28
JNH,CH, (Bn) 5,6 6.5 5,6.5 6
C RMN"
Cq 42.6 427 431 43.7
Cy 56.7 57.7 56.7 58.5
Cs 28.2 34.9 28.9 28.8
NH-CO-NH 156.6 156.4 159.7 160.5
R - - 42.6 43.4
Aminoacido
Ca 59.5 59.0 60.4 60.6
Cg 271 27.3 27.2 27.9
Cy 22.8 22.7 22.7 23.3
Cs 33.5 37.7 335 354
CcO 167.0 167.2 166.9 167.9
CH, (Bn) 28.0 38.0 38.1 38.6

*Todos los compuestos se liofilizaron. "Columna Sunfire Cs (3.9 x 150 mm, 3.5 uym) gradiente 10-100% de A en
B durante 30 min. “Masa calculada para el ion molecular sin considerar HCI. “Abundancia relativa entre 15-25%.
El pico base del espectro de masas corresponde a la masa de [(M+2)/2]+ °Espectros registrados a 400 MHz en
DMSO-ds. Asignacion realizada con la ayuda de experlmentos COSY. 'La suma de las integrales de las dos
sefiales equivale a 2H. Estas sefiales corresponden al 2-NH," y su presencia debe ser debida a la existencia de

conformaciones en equilibrio dinamico. Datos de proton y carbono aromaticos no incluidos.

"Espectros

registrados a 100 MHz en DMSO-d,. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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Tabla 4.14.- Datos analiticos mas significativos de las ureas derivadas de lisina y de fenilacetaldehido desprotegidas 41b, 42b, 44b
y 45b.

2 ._N©.conHen
Ph/ﬁ/ P
HN'
R0
NH, -2HCI

Compuesto® ‘ Config (*) ‘ tr (min)b ‘ [q]Dzo [M+1]" calc.® [M+1]" encontr.’ F. Molecular
(R)-41b R 12.78 +16.5 (c 1.6, MeOH) 488.64 488.5 Ca29H37Ns02-2HCI
(S)-41b ™" S 13.26 +19.3 (¢ 1.5, MeOH) 488.64 488.5 Ca9H37N502-2HCI
(R)-42b ¢ R 14.85 +9.8 (c 0.4, MeOH) 555.22 556.63 C29H35CI2N502-2HCI
(S)-42b C,/©/ S 14.09 +12.3 (¢ 1.1, MeOH) 555.22 556.63 C29H35CI2N502-2HCI
(R)-44b z R 13.46 +15.6 (c 0.8, MeOH) 545.34 546.62 Cs2H43Ns03-2HCI
(S)-44b \o/ﬂj/Y S 13.52 +19.7 (¢ 0.7, MeOH) 545.34 546.62 Cs2H43Ns03-2HCI
(R)-45b Z_ R 13.65 +15.2 (¢ 0.8, MeOH) 533.32 533.65 C31H40FN502-2HCI
(S)-45b FQ/Y S 13.69 +21.5 (¢ 1.3, MeOH) 533.32 534.65 C31H40FN502-2HCI

*Todos los compuestos fueron obtenidos como sélidos amorfos. “Columna Sunfire Css (3.9 x 150 mm, 3.5 ym) y gradiente 10-100% de A en B durante
30 min. “Masa calculada para el ion molecular sin considerar HCI. IAbundancia relativa entre 15-25%. El pico base del espectro de masas corresponde
a la masa de [(M+2)/2].
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Tabla 4.15.- Datos espectroscopicos mas significativos de las ureas derivadas de lisina y
fenilacetaldehido desprotegidas 41b y 42b.

H
3
HNT'
Rz‘N/&o
H NH, -2HCI
Compuesto (R)-41b (S)-41b (R)-42b (S)-42b
Cl
R? Ph
Cl
Config. (*) (R) (S) (R) (S)
"H-RMN?
1-H 3.08-3.34 2-99_33.0696 3.51- 3.27-3.40 2.96-3.19
2-H 3.24 3.23 3.23 3.23
2.77-2.92,3.08- | 2.78-2.94, 3.08-
3-H 334 318 2.91, 3.27-3.40 2.61-2.95
NH-CO-NH 6.89 6.89, 7.15 7.59 -
2-NH° 9.01, 9.77 9.09, 9.51 8.99, 9.67 9.16
Aminoacido
a-H 4.20 4.23-4.48 4.26 4.31
B-H 1.72-2.08 1.74-2.01 1.82-2.05 1.68-1.98
y-H 1.25-1.48 1.28-1.49 1.37-1.49 1.17-1.42
o-H 1.50-1.70 1.51-1.69 1.53-1.71 1.46-1.68
e-H 2.72 2.69 2.80 2.71
e-NH5" 8.01 8.08 7.94 7.92
NH-Bn 947 9.51 9.43 9.41
CHa (Bn) 4.28, 4.45 4.33 4.38, 4.52 4.36
JNH,CH; (Bn) 5,6 5 5,6 5
C-RMN°
Cq 43.3 43.3 42.6 43.1
C, 57.9 58.9 57.2 58.5
Cs 34.3 35.7 32.0 35.0
NH-CO-NH 157.3 157.0 155.9 156.2
Aminoacido
Cq 60.3 59.8 58.8 59.0
Cg 30.2 30.4 29.4 29.5
Cy 22.0 221 21.3 21.9
Cs 271 27.0 26.5 26.9
Ce 38.9 38.5 37.5 38.8
CO 167.8 168.0 167.1 167.9
CH; (Bn) 38.9 38.9 38.3 38.9

“Espectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en DMSO-ds. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos
COSY. °La suma de las integrales de las dos sefiales equivale a 2H. Estas sefiales corresponden al 2-NH," y su
presencia debe ser debida a la existencia de conformaciones en equilibrio dinamico. “Espectros registrados a
75, 100 o 125 MHz en DMSO-ds. Asignacién realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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Tabla 4.16.- Datos espectroscépicos mas significativos de las ureas derivadas de lisina y
fenilacetaldehido desprotegidas 44b y 45b.
H

oh /}*/N $.CONHBn
HN'
F{Z\N @)
H NH, -2HCI
Compuesto (R)-44b (S)-44b (R)-45b (S)-45b
2' 2
2 1 1
R \O/©/v F/E:|/\/
Config. (*) (R) (S) (R) (S)
"H-RMN?
1-H 3.03-3.25 2.78, 3.03 3.08-3.26 2.97,3.18
2-H 3.03-3.25 3.15 3.04 3.15
3-H 2082730351 296,3.03 2.78,3.08-3.26 2.78,3.04
NH-CO-NH 6.37, 6.50 6.57,6.76 6.43, 6.59 6.63, 6.82
2-NH 9.45 9.00, 9.92 9.42,9.84 9.02, 9.91
20 2.63 (2-H), 271 (2-H), 2.68 (2-H), 2.68 (2-H),
R 3.03-3.25 (1H), | 320 (1H), 369 | 4 oaoyetih 3.22 (1-H)
3.69 (OCHs) (OCHs) 08-3. : :
Aminoacido
a-H 4.09 4.21 4.21 4.23
B-H 1.74-1.95 1.83 1.75-1.98 1.84
y-H 1.27-1.39 1.35 1.30-1.41 1.36
5-H 1.39-1.64 1.59 1.50-1.67 1.59
e-H 2.71 2.62 2.71 2.72
e-NHs' 7.80 8.03 7.95 8.07
NH-Bn 9.25 9.45 9.47 9.48
CH (Bn) 4.28, 4.47 4.36 4.28, 4.46 4.36
JNH,CH, (Bn) 5,6 6 5,6.5 6
*C-RMN’
[ 41.9 42.6 42.9 43.0
C. 55.4 58.4 57.6 58.9
Cs 34.3 34.9 33.9 35.2
NH-CO-NH 161.5 159.8 162.2 162.2
20 354 (C2), 34.7(Ca), 35.3 (C2), 35.5 (C2),
R 38.0 (C1), 38.2 (Cy), 387 (G 387 (O}
55.4 (OCHs), 54.9 (OCHs) M A
Aminoacido
Ca 56.8 60.0 61.2 60.4
Cs 30.5 296 30.0 31.8
C, 21.1 213 21.6 20.1
Cs 27.2 26.3 26.8 26.7
C. 38.0 38.7 38.7 39.1
co - 167.4 167.5 167.9
CH, (Bn) 38.8 40.1 417 40.6

“Espectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en DMSO-ds. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos
COSY. "La suma de las integrales de las dos sefiales equivale a 2H. Estas sefiales corresponden al 2-NH," y su
presencia debe ser debida a la existencia de conformaciones en equilibrio dinamico. ‘Datos de proton y carbono
aromaticos no incluidos. dEspectros registrados a 75, 100 o 125 MHz en DMSO-d,. Asignacion realizada con la
ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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Tabla 4.17.- Datos analiticos y espectroscépicos mas significativos de las ureas derivadas
de 3-fenilpropionaldehido desprotegidas 46a y 46b.

3 H
Ph.s A N_ CONHBn
Mﬁ/ a
1 (CHy)y-NH, - 2HCI

HN
Ph-\"So
H

|Compuesto? \ (R)-46a \ (S)-46a (RS)-46b
n 3 3 4
Config (*) (R) (S) (R) | (S)
F. Molecular C29H37N502'2HC| C29H37N502'2HC| C30H39N502'2HC|
HPLC tg (min)° - - 13.26 13.45
[a]p™° +6.9 (c 0.9, MeOH) +11.3 (c 1, MeOH) - -
ESI-MS [M+1]"

Calculado® 488.64 488.64 502.66

Encontrado”. 488.50 488.50 502.50
"H RMN®

1-H 3.35-3.71 3.22-3.45 3.38-3.65

2-H 3.05 3.08 2.91-3.06

3-H 1.80-2.09 1.70-2.06 1.70-1.96

4-H 2.55-2.76 2.64-2.94 2.58-2.78

2-NH' 9.11, 9.43 9.10, 9.40 8.93,9.46 | 8.77,9.33
Aminoacido

a-H 4.25 4.09 4.16 4.03

B-H 1.80-2.09 1.70-2.06 1.43-1.62

y-H 1.61-1.80 1.51-1.71 1.23-1.40

5-H 2.76-2.96 2.64-2.92 1.70-1.96

e-H - - 2.58-2.78

e-NHs" 7.95 8.07 7.92

NH-Bn 9.33 9.19 9.32 9.32

CH; (Bn) 4.25,4.40 4.33 4.26,4.35 4.30

JNH,CH; (Bn) 4,5 5 57 5
C RMN?

Cy 426 42 4 43.0 420

C, 56.6 57.2 58.8 56.9

Cs 29.4 30.5 34.8

Cs 28.1 27.1 32.1

NH-CO-NH 156.5 156.0 156.7, 156.2
Aminoécido |

Cq 57.8 57.5 60.1

(o 27.2 27.1 33.0

Cy 227 22.4 229

Cs 31.0 30.9 29.8

Ce - - 40.0

CcO 166.9 166.5 174.9

CH; (Bn) 38.1 37.8 43.3

*Todos los compuestos fueron obtenidos como solidos amorfos. "Columna Sunfire C18 (3.9 x 150 mm, 3.5 pym)
9radiente 10-100% de A en B durante 30 min. “Masa calculada para el ion molecular sin considerar HCI.
Abundancia relativa entre 15-25%. El pico base del espectro de masas corresponde a la masa de [(M+2)/2]".
°Espectros registrados a 400 MHz en DMSO-ds. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY. La
suma de las integrales de las dos sefiales equivale a 2H. Estas sefales corresponden al 2-NH," y su presencia
debe ser debida a la existencia de conformaciones en equilibrio dinamico. °Espectros registrados a 100 MHz en
DMSO-ds. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC

160



PARTE EXPERIMENTAL

4.3.5. Sintesis de las ureas analogas al antagonista de referencia RWJ-58259.

4.3.5.1. Sintesis de las ureas derivadas de 6-aminoindazol (R)- y (S)- 49b.

A una disolucién de la correspondiente amina N-
N s)\CONHBn

/j/ Fmoc protegida (R)- y (S)-40b (205 mg, 0.3 mmol)
mmN
H

en CH3;CN (20 ml) se le afadié Et;,NH (320 pl, 3
NH-Boc | mmol). Después de 2 h de agitacion a temperatura

al 49b ambiente, la mezcla de reaccién se proceso segun

se ha descrito en el procedimiento general descrito
de N-Fmoc desproteccion (apartado 4.3.1.2). De esta forma, se obtuvieron de forma
cuantitativa las aminas (R)- y (S)-30b que, sin posterior purificacion, se utilizaron en la
sintesis de la correspondiente urea (R)- y (S)-49b. Para ello, a una disolucion del 6-
aminoindazol 47 (79 mg, 0.21 mmol) en THF seco (5 ml), previamente enfriada a 0 °C, se
le afadié oxido de propileno (118 ul, 1.68 mmol) y una solucién de trifosgeno (20 mg,
0.07 mmol) en THF seco (1 ml) gota a gota. Tras 5 min de agitacién, se afadi
lentamente una disoluciéon de la amina anteriormente obtenida (R)- o (S)-30b (0.21
mmol) en THF seco (5 ml) y la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 1 h. A
continuacion, se evaporé el disolvente a presion reducida y el residuo se disolvié en
AcOEt (50 ml). La disolucion resultante se lavé sucesivamente con H,O (2 x 10 ml) y
disolucion saturada de NaCl (2 x 10 ml), se secod sobre Na,SO, y se evapord a
sequedad. El residuo obtenido se purific6 mediante cromatografia flash en fase reversa
KP-C18-HS 12g (12 x 150 mm), utilizando como eluyente un gradiente 10-100% de
CH3CN en H,0:0,5%TFA. De este modo, se aislaron las ureas derivadas de 6-
aminoindazol (R)-49b (20%) y (S)-49b (85%), cuyos datos analiticos y espectroscopicos
mas significativos, se recogen en la Tabla 4.18.

4.3.5.2. N-Boc desproteccion de la urea derivada de indazol (S)-49b. Sintesis de (S)-
50b.

H La urea N-Boc protegida (S)-49b (130 mg, 0.15

CN Ph/\f}N v CONHED mmol) se disolvié en una disolucién 3 N de HCI
mm HN); en AcOEt (5 ml). Después de 1 h de agitacion a

N N © \it, amci | temperatura ambiente, el disolvente se evaporé a

. (S)48b vacio. El residuo obtenido se disolvié en H,O (3

ml) y se liofilizé. De este modo, se obtuvo de
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forma cuantitativa el hidrocloruro de la urea desprotegida (S)-50b. Los datos analiticos y

espectroscopicos de esta urea se recogen en la Tabla 4.18.

Tabla 4.18.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de las ureas
derivadas de indazol 49b y 50b.

Cr

XUQEAI

N

el N77a N O
7 H

N S) \CONHBn

Cl
Compuesto’ (R)-49b (S)-49b (S)-50b
R Boc Boc H
Config (*) (R) (S) (S)
F. Molecular C47H530|2N304 C47H53C|2N804 C42H500|2N302'3HC|
Rdto (%) 20 85 100
HPLC tx (min)’ 16.33 16.51 13.11
HPLC tg (min)° 3.26 3.26 2.73

[a]p?’ +8.4 (c 1, MeOH); +5.6 (¢ 1, MeOH) +1.6 (¢ 1.2, MeOH)
ESI-MS [M+1]"
Calculado® 869.40 869.40 769.34
Encontrado®. 869.49 869.56 769.37
"H-RMN’
1-H 3.21-3.43 3.18-3.31, 3.55 3.16-3.59
2-H 3.27 3.23 3.12
3-H 2.74-3.07 2.74-3.07 2.84
NH-CO-NH 8.72,11.8 8.92, 11.78 8.01, 9.66
2-NH° - - 9.43, 10.58
Aminoacido
a-H 3.93 4.25 414
B-H 1.75-1.94 1.76-1.83 1.74
y-H 1.02-1.46 1.08-1.42 1.32
5-H 1.02-1.46 1.08-1.42 1.53
e-H 2.74-2.92 2.72-2.86 2.66
e-NH-R' 4.64 4.70 -
R’ 1.31 1.29 -
CH2-Bn 4.29 4.30 4.32
NH-Bn 8.12 9.18 9.08
JNH,CH, (Bn) 7 5 7
Indazol
pirrolidina 1.69, 1.85, 3.02, 3.45 1.70,1.87, 2.98, 3.45 1.77-1.95, 3.04
CH-pirrolidina 4.36 4.36 4.54
CH»-diCIPh 5.52 5.50 5.57
4-H 7.41 7.43 7.02-7.95
5-H 6.94 6.99 7.02-7.95
7-H 7.87 7.80 7.02-7.95
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Tabla 4.18.- (Continuacion)

C-RMN

Cq 40.8 40.3 38.3

Cz 60.2 61.5 58.8

Cs 34.9 36.6 35.1
NHCONH 157.4 158.5 156.1

Aminoacido
Ca 59.3 60.6 58.2
Cg 29.5 30.7 29.7
Cy 21.7 21.9 21.4
Cs 29.1 29.3 26.4
Ce 39.4 39.7 38.2
CH, (Bn) 43.8 44.2 42.6
CONH 167.2 167.6 167.3
R 28.3, 79.5, 162.2 28.5,79.4,162.1 -
Indazol

pirrolidina 23.4,52.3 23.6, 52.8 22.6,52.7
CH>-pirrolidina 48.1 48.6 47.7
CH.,-diCIPh 47.7 48.0 47.2
Cs 133.7 133.7 138.2
Csa 119.5 119.8 120.6
(o7 119.2 119.3 117.8
Cs 116.3 116.4 114.6
Cs 138.8 138.8 139.7
Cs 98.8 98.8 98.4
Cra 141.6 141.7 141.3

®Todos los compuestos se aislaron como solidos amorfos. "Columna Sunfire Cs (3.9 x 150 mm, 3.5 um)
gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. “Columna Sunfire Css (3.9 x 50 mm, 3.5 pm) gradiente 10-100%
de A en B durante 5 min. Masa calculada para el ion molecular sin considerar HCI para (S)-50b. Abundancia
relativa entre 15-25%. El pico base del espectro de masas corresponde a la masa de [(M+2)/2]" para (S)-50b.
"Espectros registrados a 500 MHz en DMSO-djs. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY. ¢La
suma de las integrales de las dos sefiales equivale a 2H. Estas sefiales corresponden al 2-NH," y su presencia
debe ser debida a la existencia de conformaciones en equilibrio dinamico."Espectros registrados a 125 MHz en

DMSO-ds. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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4.3.6. Sintesis de tioureas.

4.3.6.1. Procedimiento general para la obtencion de tioureas (R)- y (S)-51a.

A una disolucion de la correspondiente amina N-Fmoc
Ph/j/N $1«CONHBn protegida (R)- y (S)-40a (203 mg, 0.3 mmol) en CH,CN
(20 ml) se le afadié Et,NH (320 pl, 3 mmol). Después

S NHBoc de 2 h de agitacion a temperatura ambiente, la mezcla
51a

“N
H

de reaccién se procesd segun se ha descrito en el
procedimiento general de N-Fmoc desproteccion (apartado 4.3.1.2). De esta forma, se
obtuvieron de forma cuantitativa las aminas (R)- y (S)-30a que, sin posterior purificacion,
se utilizaron en la sintesis de la correspondiente tiourea (R)- y (S)-51a, respectivamente.
Para ello, sobre una disolucion de la amina anteriormente obtenida (R)- y (S)-30a (0.3
mmol) en CH,Cl, anhidro (10 ml) enfriada a 0 °C, se afiadi6 isotiocianato de fenilo (40.5
mg, 0.3 mmol). Después de 2 h agitando a 0 °C, la reacciéon se proces6 segun se ha
descrito en el procedimiento general B de sintesis de ureas (Método B, apartado 4.3.4.1).
De este modo, se aislaron las tioureas (R)- y (S)-51a, cuyos datos analiticos y
espectroscopicos mas significativos se indican a continuacion:
N-[(2R)-3-Fenil-1-(feniltioureido)prop-2-il]-Lys(Boc)-NHBn [(R)-51a]

Espuma (121 mg, 68%); Formula molecular:

(R) N S)\CONHBn 20
/7 ﬁ\L CasHiaNs0sS: [alp® = + 3.0 (¢ 1, MeOH): HPLC

[Sunfire C4g (4.6 x 150 mm, 3.5 um), gradiente 10-
100% de A en B durante 30 min]; tg= 18.42 min.

NHBoc

'H-RMN (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 1.38 (s, 9H, Boc), 1.10-1.65 (m, 4H, B-H y y-H),
2.71-2.91 (m, 3H, 3-Hy &-H), 2.97 (dd, J = 7.5 y 13 Hz, 1H, 3-H), 3.09-3.30 (m, 2H, a-H
y 2-H), 3.63 (d, 2H, J = 5 Hz, 1-H), 4.21 [dd, J = 6.5y 15 Hz, 1H, CH, (Bn)], 4.43 [dd, J =
5y 15 Hz, 1H, CH, (Bn)], 4.53 (m, 1H, NH-Boc), 6.79 y 7.85 (2s, 2H, NHCSNH), 7.04-
7.63 (m, 16H, aromaticos y NH-Bn).

"®C-RMN (125 MHz, CDCl3) & (ppm) 25.9 (CH,, C,), 28.3 (CHs, Boc), 30.5 (CH,, Cy),
39.4 (CH,, Cs), 43.2 (CH,, Bn), 58.1 (CH, C,), 59.7 (CH, C,), 79.3 (C, Boc), 125.0-138.3
(15 CHy 3 C, aromaticos), 156.3 (C, Boc), 174.9 (CONH), 181.2 (CS).

ESI-MS, m/z [M+1]" calculado para C33HNs03S, 590.31; encontrado 590.58 (100%).
Andlisis calculado para C33H43N503S (%): C, 67.20; H, 7.35; N, 11.87; Encontrado: C,
67.24; H, 7.55; N, 11.93.
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N-[(2S)-3-Fenil-1-(feniltioureido)prop-2-il]-Lys(Boc)-NHBn [(S)-51a].

H Espuma (125 mg, 72%); Formula molecular:
oh A (N (S)\CONHBn
EA Ca3HasNs03S; [a]p™® = + 7.5 (¢ 1.1, MeOH) ; HPLC
~1 ¥
H/’L [Sunfire C4g (4.6 x 150 mm, 3.5 um), gradiente 10-
Ph-N"Ss % SNHBoc
H 100% de A en B durante 30 min]; g = 18.67 min.

'H-RMN (500 MHz, CDCl3) & (ppm) 1.38 (s, 9H, Boc), 1.23-1.90 (m, 4H, B-H y y-H),
2.87-3.17 (m, 6H, 1-H, 3-H y &-H), 3.40 (m, 1H, 2-H), 3.62 (m, 1H, a-H), 4.10 [dd, J=7y
15 Hz, 1H, CH, (Bn)], 4.38 [dd, J =5y 15 Hz, 1H, CH, (Bn)], 4.71 (m, 1H, NH-Boc), 6.69
y 8.05 (2s, 2H, NHCSNH), 7.02-7.54 (m, 16H, aromaticos y NH-Bn).

®C-RMN (125 MHz, CDCl3) & (ppm) 26.2 (CH,, C,), 28.4 (CHs, Boc), 29.3 (CH,, Cy),
39.5 (CH,, Cs), 40.5 (CH,, Cj), 43.1 (CH,, Bn), 58.3 (CH, C,), 59.3 (CH, C,), 79.5 (C,
Boc), 124.5-138.4 (15 CH y 3C, aromaticos), 156.4 (C, Boc), 173.4 (CONH), 181.3 (CS).
ESI-MS, m/z [M+1]" calculado para C33H44Ns03S, 590.31; encontrado 590.58 (100%).
Andlisis calculado para Cs3H43Ns503S (%): C, 67.20; H, 7.35; N, 11.87; Encontrado: C,
67.15; H, 7.45; N, 11.86.

4.3.6.2. N-Boc desproteccion de las tioureas (R)- y (S)-51a. Sintesis de (R)- y (S)-
52a.

" La correspondiente tiourea N-Boc protegida (R)- y (S)-
Ph/j*/N SHCONHBn 51a (80 mg, 0.15 mmol) se disolvié en una disolucion 3
HN
A

N de HCI en AcOEt (5 ml), segun el protocolo general

Ph. . .
H S NH, -2HCI descrito anteriormente en el apartado 4.3.4.3 para la

52a

eliminacién del grupo Boc de ureas, obteniendo las

tioureas desprotegidas (R)- y (S)-52a, con rendimientos cuantitativos. Los datos
analiticos y espectroscopicos mas significativos de estas tioureas se detallan a
continuacion.

Hidrocloruro de N-[(2R)-3-fenil-1-(feniltioureido)prop-2-il]-Lys(H)-NHBn [(R)-52a]

., H Sdlido amorfo (42 mg, 100%); Férmula molecular:
pr N (5.CONHBn 20
Aj/ 1 CasH3sNs0S-2HCI; [a]p? = +10.7 (¢ 1, MeOH). HPLC
1 v
A [Sunfire Cg (4.6 x 150 mm, 3.5 um), gradiente 10-

Ph\N/&S 8 SNH, -2HCI . _
H 100% de A en B durante 30 min]; {g= 13.29 min.
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'H-RMN (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 1.50-1.76 (m, 2H, y-H), 1.78-2.06 (m, 2H, B-H),
2.72-3.27 (m, 4H, 3-H y &-H), 3.46-3.66 (m, 2H, 1-H), 3.80 (m, 1H, 2-H), 4.25 [dd, 1H, J
=6y 15 Hz, CH, (Bn)], 4.37 (m, 1H, a-H), 4.53 [dd, 1H, J =5y 15 Hz, CH, (Bn)], 7.10 (s,
1H, NHCSNH), 6.93-7.55 (m, 16H, aromaticos y NHCSNH), 8.05 (bs, 2H, NH,), 9.41(s,
1H, NHBn), 8.75 y 10.22 (2sa, 2H, 2-NH).

®C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm) 22.8 (CH,, C,), 27.1 (CH,, Cg), 28.2 (CHy, Cy),
34.1 (CH,,Cs), 38.1 (CH,, Bn), 42.7 (CH,, C4), 57.0 (CH, C,), 58.3 (CH, C,), 117.7-
139.9 (15 CH y 3C, aromaticos), 166.9 (C, CONH), 181.0 (C, CS).

ESI-MS, m/z [M+1]" calculado para C,sH3sNsOS, 490.26; encontrado 246.13 (100%)
[((M+2)/2]", 490.48 (15%) [M+1]".

Hidrocloruro de N-[(2S)-3-fenil-1-(feniltioureido)prop-2-il]-Lys(H)-NHBn [(S)-52a]

2 o N o CONHE Sdlido amorfo (53 mg, 100%); Férmula molecular:
AENE n
Ph g CasH3sNsOS-2HCI; [a]p?® = +2.9 (¢ 0.7, MeOH);
~1 ¥
HPLC [Sunfire C4g (4.6 x 150 mm, 3.5 ym), gradiente

HN
F’h‘N/gs ® “NH, -2HCI _ ,
H 10-100% de A en B durante 30 min]; tg = 13.40 min.

"H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm) 1.51-2.06 (m, 2H, B-H y y-H), 2.73-3.22 (m, 5H,
2-H, 3-H y 8-H), 3.52-3.60 (m, 2H, 1-H), 4.29 (m, 1H, a-H), 4.40 [d, 2H, J = 6 Hz, CH,
(Bn)], 7.10 (s,1H, NHCSNH), 6.69-7.71 (m, 15H, aromaticos y NHCSNH), 7.94 (bs, 2H,
NH,), 9.42 (s, 1H, NHBn), 9.19 y 9.54 (2sa, 2H, 2-NH).

¥C-RMN (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm) 22.7 (CH,, C,), 27.1 (CH,, Cg), 31.6 (CHy, Cy),
38.3 (CH,, Cs), 38.9 (CH,, Bn), 42.8 (CH,, C4), 57.0 (CH, C,), 58.8 (CH, C,), 123.4-
138.7 (15 CH y 3C, aromaticos), 166.9 (C, CONH), 181.7 (C, CS).

ESI-MS, m/z [M+1]" calculado para C,gH3sNsOS, 490.26; encontrado 246.13 (100%)
[(M+2)/2]", 490.48 (15%) [M+1]".
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4.4. SINTESIS DE 2-OXOPIPERAZINAS

4.4.1. Productos de partida no comerciales

4.4.1.1. Sintesis de 3-(indol-3-il)-N-metil-N-metoxipropanamida *°%(65).

Sobre una disolucién del acido 3-(indol-3-il)propandico (1.00 g, 5.29 mmol) en CH,Cl,
anhidro (10 ml) se adicioné CDI (1.03 g, 6.34 mmol). Después de 15 min de agitacion a
temperatura ambiente, se adiciond hidrocloruro de N,O-dimetilhidroxilamina (0.62 g, 6.34
mmol). La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 24 h.
Transcurrido este tiempo, se afadié H,O (5 ml) y la fase acuosa se lavé con CH,CI, (3 x
25 ml). Los extractos organicos se secaron sobre MgSO, y el disolvente se evaporo a
sequedad. El crudo de reaccion, asi obtenido, se utilizd sin purificaciéon adicional para la
siguiente etapa de la sintesis. Los datos analiticos y espectroscépicos mas significativos
de 65 se detallan a continuacion:

N/ Sirupe (1.23 g, 99 %); Férmula molecular: C43H4sN>O, HPLC-
@EQ /O MS [Sunfire Cg (4.6 x 50 mm, 3.5um), gradiente 10-100% de

A en B durante 5 min]; tr = 4.23 min; [M+1]" = 233.30.

Iz _

"H-RMN (300 MHz, CDCl;) 3 (ppm) 2.88 (t, J = 8 Hz, 2H, 2-H), 3.17 (t, J = 8 Hz, 2H,1-H),
3.23 (s, 3H, CHs), 3.63 (s, 3H, OCHj3), 7.08 [s, 1H, 2-H (Indol)], 7.16 [dt, J =1y 8 Hz, 1H,
6-H (Indol)], 7.24 [dt, J = 1 y 8 Hz, 1H, 5-H (Indol)], 7.40 [dd, J = 1 y 8 Hz, 1H, 7-H
(Indol)], 7.68 [d, J = 7.5 Hz, 1H, 4-H (Indol)], 8.15 [sa, 1H, NH (Indol)]

®C-RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm) 20.4 (CH,, C;), 32.3 (CH,, C,), 32.9 (CH3), 61.3
(OCHj3), 111.3 [CH, C; (Indol)], 115.5 [C, C; (Indol)], 118.8 [CH, C4 (Indol)], 119.3 [CH, Cs
(Indol)], 121.8 [CH, Cs (Indol)], 122.0 [CH, C, (Indol)], 127.4 [C, Cs4 (Indol)], 136.4 [C, C74
(Indol)], 174.3 (CONH)

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para Ci3H{;N,O,, 233.28; encontrado 233.30 (100%)
[M+H]*, 255.28 (70%) [M+Na]".
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4.41.2. N-Boc proteccion de 3-(indol-3-il)-N-metil-N-metoxipropanamida (65).
Sintesis de 3-[N-(terc-butoxicarbonil)indol-3-il]-N-metil-N-metoxipropanamida (66).

Sobre una disolucion de la N-metil-N-metoxiamida 65 (1.22 g, 5.25 mmol) en CH,CI,
anhidro (75 ml) se adicioné TEA (769 ul, 5.51 mmol). La mezcla de reaccién se enfrié a 0
°C y se le adicioné lentamente dicarbonato de di-terc-butilo (1.20 g, 5.51 mmol) y DMAP
(38 mg, 0.31 mmol). Después de 24 h de agitacion a temperatura ambiente, el disolvente
se evaporo a vacio y el residuo se disolvié en AcOEt (75 ml). La disolucion se lavé
sucesivamente con H,O (3 x 20 ml) y disolucién saturada de NaCl (20 ml), se seco sobre
MgSO, anhidro y el disolvente se evaporé a sequedad. El residuo asi obtenido se
purificd por cromatografia flash, utilizando como eluyente un gradiente 20-70% de AcOEt
en hexano. De este modo, se obtuvo el compuesto del epigrafe 66, cuyos datos

analiticos y espectroscopicos mas significativos se detallan a continuacion:

N/\ Sirupe (1.10 g, 67 %) Férmula molecular: C4gH24N,O4. HPLC-
N © /o MS [Sunfire C45(4.6 x 50 mm, 3.5 uym), gradiente 10-100% de A
N

Boc en B durante 5 min]; tz = 5.69 min, [M+1]"= 333.40.

'H-RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm) 1.66 (s, 9H, Boc), 2.83 (t, J = 8 Hz, 2H, 1-H), 3.04 (t,
J = 8 Hz, 2H, 2-H), 3.20 (s, 3H, CHj3), 3.64 (s, 3H, OCHj3), 7.36-7.19 [m, 2H, 5-H y 6-H
(Indol)], 7.41 [s, 1H, 2-H (Indol)], 7.55 [d, J = 8 Hz, 1H, 7-H (Indol)], 8.11 [d, J = 8 Hz, 1H,
4-H (Indol)].

3C-RMN (75 MHz, CDCl3) & (ppm) 19.2 (CHy, C1), 27.9 (CH,, C,), 28.2 (CHs, Boc), 31.6
(CHs3), 61.2 (OCH3), 83.4 (C, Boc), 115.2 [C, C5(Indol)], 118.9 [CH, C; (Indol)], 120.1 [CH,
C4 (Indol)], 122.4 [CH, Cs (Indol)], 122.5 [CH, C; (Indol)], 124.3 [CH, C,(Indol)], 130.4 [C,
Csa (Indol)], 135.5 [C, C7, (Indol)], 149.8 (CO, Boc), 173.6 (CONH).

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para CigHasN,0,4, 332.17; encontrado 333.40 (100%)
[M+H]",355.38 (70%) [M+Na]".
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4.41.3. Reduccién de 3-[N-(terc-butoxicarbonil)-indol-3-il]-N-metil-N-
metoxipropanamida (66). Sintesis de 3-[(N-terc-butoxicarbonil)indol-3-
illpropanal®*®?* (61).

Sobre una disolucidon de la N-metil-N-metoxiamida 66 (1.10 g, 3.31 mmol) en THF
anhidro (50 ml), enfriada a —30 °C y, bajo atmdsfera de argdn, se adiciond lentamente
una suspension de hidruro de litio y aluminio (252 mg, 6.62 mmol) en THF (5 ml). La
evolucién de la reaccién se siguid por cromatografia en capa fina, y una vez consumida
la carboxamida de partida, se adiciono AcOEt (20 ml) seguido de H,O (20 ml). La mezcla
de reaccién se dej6é agitando a temperatura ambiente durante 1 h. Transcurrido este
tiempo, se separo la fase organica de la acuosa. Seguidamente la fase acuosa se extrajo
con AcOEt (3 x 20 ml). Los extractos organicos se secaron sobre MgSO, anhidro y el
disolvente se evaporé a sequedad. De este modo, se obtuvo el aldehido 61, cuyos datos

analiticos y espectroscopicos mas significativos se detallan a continuacion:

Sirupe (890 mg, 99 %); Férmula molecular: C4gH1gNO3. "H-RMN (300

\ | MHz, CDC3) & (ppm) 1.67 [s, 9H, Boc (Indol)], 2.86 (t, J = 8 Hz, 2H, 1-
@fgz H), 3.04 (t, J = 8 Hz, 2H, 2-H), 7.45-7.15 [m, 3H, 2-H, 5-H y 6-H
Boc (Indol)], 7.52 [d, J = 7.5 Hz, 1H, 7-H (Indol)], 8.13 [d, J = 7.5 Hz, 1H, 4-

H (Indol)], 9.86 (t, J = 1.5 Hz, 1H, CHO).
BC.RMN (75 MHz, CDCl) & (ppm) 17.9 (CH,, C4), 27.9 (CHj, C,), 28.6 (CH,, Boc), 84.0
(C, Boc), 115.8 [C, Cs (Indol)], 119.1 [CH, C; (Indol)], 119.6 [CH, C4 (Indol)], 122.9 [CH, Cs
(Indol)], 123.0 [CH, Cs (Indol)], 124.9 [CH, C, (Indol)], 130.6 [C, Csa (Indol)], 136.0 [C, C7a

(Indol)], 150.1 (CO. Boc), 201.9 (CHO).
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4.4.2. Sintesis de 2-oxopiperazinas.

4.4.2.1. Procedimiento general para sintesis de los a-aminonitrilos 67a-c y 68c.

A una suspension del hidrocloruro del ester metilico del

CN CO,Me
R SN (CHy)-NHR?2 correspondiente a-aminoacido [H-Orn(Boc)-OMe (27a),
57a-cH(R1 = Ph) H-Lys(Boc)-OMe (27b) o H-Arg(Pbf)-OMe (27¢)] (2 mmol)
88¢ [R' = Indol(Boo)] en MeOH (25 ml) se le afiadio TEA, (279 ul, 2 mmol) y la

mezcla de reaccidon se agitdé a temperatura ambiente durante 15 min. A continuacion,
sobre esta disolucion se afadio el correspondiente aldehido [3-fenilpropionaldehido (17)
o indolpropionaldehido (61)] (2.2 mmol) y TMSCN (375 pl, 3 mmol). La mezcla de
reaccion se proces6 como se ha indicado en el apartado 4.3.2.3, para el método general
de sintesis de a-aminonitrilos. Asi, se obtuvieron los a-aminonitrilos 67a-c y 68c La
purificacion de dichos a-aminonitrilos se llevd a cabo mediante cromatografia flash,
utilizando como eluyente gradiente 50-100% de AcOEt en hexano De este modo, se
obtuvieron las correspondientes mezclas epiméricas (1:1) de a-aminonitrilos 67a-c y 68c,
que no pudieron ser resueltas. Los datos analiticos y espectroscépicos mas significativos
de los a-aminonitrilos se recogen en las Tablas 4.19 y 4.20, agrupados segun el

aminodcido que incorporan en su estructura.

4.4.2.2. Procedimiento general de reduccidén/lactamizacion de los a-aminonitrilos

67a, 67c y 68c. Sintesis de las 2-oxopiperazinas 73a, 69c y 71c.

y Sobre una disolucién del correspondiente a-aminonitrilo
/\/[Nfo (R)-, (S)-67a, (RS)-67c y (RS)-68c (1.3 mmol) en MeOH
R! “N (s')"f/\/NHRz (20 ml), se afiadié Ni Raney (= 100mg/mmol) previamente

69c, 73a (R' = Ph) lavado con MeOH, e hidrato de hidrazina (620 ul, 60
71¢ [R" = Indol(Boc)]

mmol). La mezcla de reaccién se calenté a 60-70 °C

durante 20 min. Transcurrido este tiempo, el catalizador se filtré sobre celita y se lavd
con MeOH (5 x 30 ml). Los filtrados se evaporaron a sequedad y el residuo se purificd
por cromatografia flash, utilizando como eluyente un gradiente 0-10% de MeOH en
CH_Cl,. De este modo, se obtuvieron las 2-oxopiperazinas (R)- y (S)-73a, 69c y 71c. Los
datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de estas 2-oxopiperazinas se
recogen en las tablas 4.21 y 4.22, agrupados segun el aminoacido que incorporan en su

estructura.
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Tabla 4.19.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de los aminonitrilos

derivados de arginina (RS)-67c y (RS)-68c.

CN CO,Me
, 2 o
R * N "(CH
s N (| 2)3
HN

Compuesto® (RS)-67c (RS)-68c
R Ph Indol(Boc)
Config.(*) (R) | (S) (R) | (S)
F. Molecular" CgoH41N505S Cg7H50N607S
Rdto. (%) 85 52
HPLC tg (min)° 5.52 6.29
ESI-HRMS [M+1]"
Calculado 583.2832 722.3462
Encontrado 583.2828 722.3476
"H-RMN“
2-H 3.46 3.55 3.47 3.64
3-H 1.95-2.14 2.11-2.22
4-H 2.68-2.89 2.80-3.05
Jos 7.5 7 7 7
Aminoacido
a-H 3.32 3.44 3.32 3.48
B-H 1.49-1.85 1.53-1.89
y-H 1.49-1.85 1.53-1.89
o-H 3.08-3.24 3.07-3.27
OMe 3.74 | 3.71 3.74 3.69
NHC(NH2)=N 5.81, 5.99 5.71, 5.96
Jag 6 7 6 7
C-RMN°
CN 120.3 120.4 119.1 118.9
Co 49.0 49.1 48.5 48.9
Cs 35.8 35.5 33.1 33.2
Cs 31.9 32.0 20.9 21.1
Aminoacido
Ca 60.05 59.2 58.7 594
Cp 30.5 30.8 30.0 30.3
Cy 25.7 25.9 25.3 25.5
Cs 43.6 41.05
NHC(NH)=N 156.6 155.8
CO2 174.7 174.6 174.2 174.2
OMe 52.6 52.6 52.5 524

*Todos los compuestos se aislaron como sirupes. "Analisis elemental satisfactorio para C, H, N. “Sunfire Cig
(4.6 x 50 mm, 3.5 pm) gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. “Espectros registrados a 300 MHz en
CDCls. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY. °Espectros registrados a 75 MHz en CDCls.

Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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Tabla 4.20.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de los a-aminonitrilos
derivados de ornitina (n=3) 67a y de lisina (n=4) 67b.

CN CO,Me
2
Ph™ 7 ” (S)"/(CHyp)n
NHBoc
Compuesto® [ (R)-67a (S)-67a (R)-67b (S)-67b
n 3 3 4 4
Config.(*) (R) (S) (R) (S)
F. Molecular’ C21H31N304 C21H31N304 C2oH33N304 C2oH33N304
Rdto. (%) 30 31 28 32
HPLC tg (min)° 24.21 23.87 25.03 24.74
1 +8.8(c1,MeOH) | -20.9 (c1,MeOH) | +5.3 (c 1, MeOH) | -10.6 (c 1, MeOH)
ESI-MS [M+1]°
Calculado 390.23 390.23 403.25 403.25
Encontrado 390.50 390.50 403.50 403.50
"H-RMN?
2-H 3.08 3.58 3.40 3.58
3-H 3.30-3.34 2.00-2.12 2.09 1.99-2.16
4-H 2.81 2.74-2.90 2.83 2.72-2.93
Aminoacido
a-H 3.3 3.49 3.29 3.48
B-H 1.57-1.62 1.69-1.80 1.56-1.66 1.54-1.66
o-H 3.08 3.13 1.39-1.51 1.67-1.82
y-H 1.45-1.54 1.52-1.61 1.29-1.39 1.33-1.53
e-H - - 3.09 3.01-3.17
NH-Boc 4.57 4.63 4.53 4.54
OMe 3.74 3.71 3.91 3.71
Jag 6 5 6 57
C-RMN®
CN 119.6 119.6 119.7 118.8
Cz 48.6 48.5 48.5 47.6
Cs 35.3 35.0 35.3 34 .1
Cs 31.5 30.5 314 30.4
Aminoacido
Ca 59.5 58.6 59.7 57.7
Csg 30.2 30.5 32.7 28.7
Cy 25.9 26.4 22.5 21.5
Cs 40.0 40.0 29.7 31.9
Ce - - 40.2 39.1
CO» 174.2 174.3 174.4 173.4
OMe 52.1 52.1 52.1 51.1

Todos los compuestos fueron aislados como sirupes. “Analisis elemental satisfactorio para C, H, N. °Sunfire C1g
(4.6 x 150 mm, 3.5 pym) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. “Espectros registrados a 300 MHz en
CDCls. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY. °Espectros registrados a 75 MHz en CDCls.
Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HMBC y HSQC.
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Tabla 4.21.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de las 2-
oxopiperazinas derivadas de arginina 69c y 71c.
N._o
R o rs')”'/y\/N\(/N‘be
HOP oo\,
Compuesto® (R)-69c (S)-69¢c (R)-71c (S)-71c
R' Ph Indol(Boc)
F. Molecular" C29H41N504S C29H41N504S C36H50NGOGS C36H50NGOGS
Rdto. (%) 31 35 26 20
HPLC tg (min)° 3.80 3.83 4.10 4.12
Pf (°C)° 129-131 128-130 124-126 134-136
[a]p”’ -0.4 (c 2, CHCl,) -0.4 (c 2, CHCl,) -5.8 (c 2, CHCl,) -4.4 (c 2, CHCIy)
ESI-MS [M+1]"
Calculado 556.73 556.73 695.88 695.88
Encontrado 556.56 556.56 695.72 695.72
"H-RMN°
1-H 6.90 6.75 6.93 6.75
3-H 3.32 3.35 3.37 3.41
4-H 2.14 2.14 - -
5-H 2.89 2.86 2.97 2.97
6-H 2.91, 3.05-3.31 3.04, 3.11-3.24 2.95-3.35 2.96-3.32
B-H 1.53-1.91 1.52-1.89 1.53-1.95 1.54-1.95
y-H 1.53-1.91 1.52-1.89 1.53-1.95 1.54-1.95
o-H 3.05-3.31 3.11-3.24 2.95-3.35 2.96-3.32
NHC(NH2)=N 6.51 6.36 6.53 6.33
1-H 1.53-1.91 1.52-1.89 1.53-1.95 1.54-1.95
2'-H 2.72,2.63 2.67 2.77 2.76
1 7.21,7.30,7.35, 7.21,7.30,7.38,
R 7.12-7.29 7.13-7.31 7,49, 809 750, 810
"C-RMN’
C 173.3 173.2 173.2 172.3
Cs 53.3 58.2 55.2 58.3
Cs 46.3 52.0 46.6 52.3
Cs 48.1 48.0 48.0 48.0
Cg 29.5 29.6 29.6 29.8
Cy 26.1 26.1 26.1 25.4
Cs 41.0 40.9 40.9 411
NHC(NH2)=N 156.6 156.7 156.7 156.5
1-C 35.0 34.5 32.1 32.9
2-C 32.3 32.2 21.5 21.4
135.6, 130.5, 124.7, | 135.6, 130.5, 124.7,
R’ 126.3 -141.2 126.2-141.4 122.6, 120.1, 119.0, | 122.6, 120.2, 119.1,
115.4 115.4

Todos los compuestos fueron aislados como solidos. “Analisis elemental satisfactorio para C, H, N. °Sunfire C1s

(4.6 x 50 mm, 3.5 pym) gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. “Todos los compuestos fueron cristalizados en
una mezcla AcOEt/Hexano. °*Espectros registrados a 400 MHz en CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de
experimentos COSY y HSQC. ‘Espectros registrados a 100 MHz en CDCl,. Asignacion realizada con la ayuda de
experimentos HMBC y HSQC.
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Tabla 4.22.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de
oxopiperazinas derivadas de ornitina 73a.

las 2-

H
N O
Ph - > H(S)r,,lp/y\s/NHBoc

Compuesto’ (R)-73a (S)-73a
Conf (*) (R) (S)
F. Molecular” CaoH31N303 Ca20H31N303
Rdto. (%) 43 33
HPLC tr (min)° 2.90 2.77

[ (X] DZU

-6.0 (c 1.2, MeOH)

-9.3 (c 1.2, MeOH)

ESI-MS [M+1]"

Calculado 362.24 362.24
Encontrado 362.62 362.62
"H-RMN?
1-H 6.06 7.07-7.38
3-H 3.40 3.45
5-H 2.96 2.58-2.96
6-H 3.03-3.27 3.00-3.19, 3.25
B-H 1.46-1.87 1.48-1.89
y-H 1.46-1.87 1.48-1.89
o-H 3.03-3.15 3.00-3.29
NH-Boc 4.90 477
1-H 1.46-1.87 1.48-1.89
2'-H 2.70 2.58-2.96
Jio 75 -
NOE
Ha,Hs (%) 3% 0%
C-RMN°®
Cy 1721 169.8
Cs 58.8 57.1
Cs 52.5 47.8
Cs 48.6 56.8
Cg 29.8 29.6
Cy 26.4 27.3
Cs 35.2 34.6
Cyr 324 32.3
Cy 29.5 29.1

*Todos los compuestos fueron aislados como sirupes. "Andlisis elemental satisfactorio para C, H, N. °Sunfire
Cis (4.6 x 50 mm, 3.5 pm) gradiente 15-25% de A en B durante 5 min. dEspectros registrados a 300 MHz en
CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY y HSQC. °Espectros registrados a 75 MHz

en CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HMBC y HSQC.
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4.4.2.3. Procedimiento general para la eliminacién del grupo protector Pbf en (R)-y

(S)-69c. Sintesis de las 2-oxopiperazinas desprotegidas (R)- y (S)-75c.

H o La correspondiente 2-oxopiperazina derivada
/\)i H de Arg (R)- y (S)-69c (93 mg, 0.17 mmol) se
Ph N 57N NH : . . -
disolvi6 en una mezcla TFA:HO:TIPS
NH, -2CF,COOH
75¢ (95:2.5:2.5) (1 ml). Después de 24 h de

agitacion a temperatura ambiente, el disolvente se evaporé a vacio, el residuo se disolvié

en H,O (3 ml) y la disolucién resultante se liofilizé. De este modo, se obtuvieron de forma
cuantitativa los correspondientes trifluoroacetatos de los compuestos del epigrafe (R)- y
(S)-75¢ que no necesitaron purificacion adicional. Los datos analiticos vy
espectroscopicos mas significativos de estas 2-oxopiperazinas se recogen en la Tabla
4.23.

4.4.2.4. N-Boc desproteccion de las 2-oxopiperazinas (R)- y (S)-73a. Sintesis de (R)-
y (S)-74a.

La correspondiente 2-oxopiperazina (R)- o (S)-73a (100 mg, 0.28 mmol) se disolvié en
disolucion al 20% de TFA en CH,CI, (2 ml). Después de 24 h de agitacion a temperatura
ambiente, el disolvente se evaporo a vacio, el residuo se disolvié en 2 ml de H,O y se
liofilizé. De este modo, se obtuvieron las 2-oxopiperazinas desprotegidas (R)- y (S)-74a,
respectivamente, con rendimiento cuantitativo. Los datos analiticos y espectroscépicos

mas significativos se recogen a continuacion:

N o Trifluoroacetato de (3S,5R)-3-(3-aminopropil)-5-
N

i‘w/v\/"“'b 2TEA fenetil-2-oxopiperazina [(R)-74a]. Sirupe (261 mg,
B 5

>
Ph/\1“\ (s)

(R
H

99%). Férmula molecular: C45H23N30-2CF3CO,H.

HPLC-MS [Sunfire Cqg (4.6 x 150 mm, 3.5 um), gradiente 2-30% de A en B durante 5
min]; tz =0.86 min, [M+1]"= 262.37.

'H-RMN (300 MHz, D,0) & (ppm) 1.60-2.40 (m, 6H, B-H, y-H y 1"-H), 2.55-2.91 (m, 2H,
2’-H), 3.00 (t, J = 7 Hz, 2H, &-H), 3.45 (dd, J =10.5y 13 Hz, 1H, 6-H), 3.73-3.87 (m, 2H,
6- + 5-H), 3.99-4.26 (m, 1H, 3-H), 7.21-7.45 (m, 5H, aromaticos).

®C-RMN (75 MHz, D,0) & (ppm) 23.6 (CH,, C,), 26.4 (CH,, Cg), 30.3 (CHy, Cy), 31.5
(CH,,Cy), 38.9 (CHy, Cs), 42.4 (CHy, Cg), 52.4 (CH, Cs), 56.6 (CH, C3),126.8 (CH, Ph),
128.6 (2 CH, Ph), 129.0 (2 CH, Ph), 140.0 (C, Ph), 167.3 (CONH).
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ESI-MS m/z [M+1]" calculado para C1sH,4N303, 261.36 ; encontrado 262.37 (85 %).

N. _O Trifluoroacetato de (3S,5S)-3-(3-aminopropil)-5-
- (s?ﬂ i;wﬁ/y\:,\m2 21Fa | feniletil-2-oxopiperazina [(S)-74a]. Sirupe (130 mg,

99%). Férmula molecular: C45H23N30-2CF3CO,H.

HPLC-MS [Sunfire Cqg (4.6 x 150 mm, 3.5 ym), gradiente 2-30% de A en B durante 5
min]: tg = 0.72 min, [M+1]" = 262.37.

"H-RMN (300 MHz, D,0) & (ppm) 1.70-2.34 (m, 6H, B-H, y-H y 1’-H), 2.78 (m, 2H, 2-H),
3.04 (t, J = 7 Hz, 2H, 5-H), 3.46 (dd, J = 10.5 y 13 Hz, 1H, 6-H), 3.57-3.72 (m, 2H, 6-H y
5-H), 3.99-3.23 (m, 1H, 3-H), 7.21-7.45 (m, 5H, aromaticos).

®C-RMN (75 MHz, D,0) & (ppm) 23.5 (CH,, C,), 26.3 (CHy, Cg), 30.4 (CHy, Cy), 31.5
(CH,,Cy), 38.9 (CH,, Cs), 42.4 (CH,, Cg), 52.6 (CH, Cs), 56.2 (CH, C3),126.8 (CH, Ph),
128.6 (2 CH, Ph), 129.1 (2 CH, Ph), 140.2 (C, Ph), 161.5 (CONH).

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para C1sH.4sN3O, 262.36; encontrado 262.37(75%).

4.4.2.5. Reaccidén de guanidilacién seguida de N-Boc eliminacién en (R)- y (S)-74a.

Sintesis de los derivados de arginina (R)- y (S)-75c.

A una disolucion de la correspondiente 2-oxopiperazina desprotegida (R)- y (S)-74a
(260 mg, 0.78 mmol) en DMF anhidra (4 ml), se le adicioné TEA (360 ul, 2.57 mmol) y N-
N-di-terc-butoxicarboniltiourea (226 mg, 0.78 mmol). La mezcla de reaccion se enfrio a 0
°C y se le anadio HgCl, (232 mg, 0.85 mmol). Después de 3 h de agitacion a temperatura
ambiente se elimind el disolvente a vacio. El crudo de reaccion se disolviéo en AcOEt (25
ml) y se filtré sobre celita para eliminar el sulfuro de mercurio formado en la reaccién.
Seguidamente, los filtrados se lavaron con H,O (3 x 10 ml), disolucion de Na,CO; al 5%
en H,O (1 x 10 ml) y disolucion saturada de NaCl (1 x 10 ml). La fase organica se seco
sobre MgSO, anhidro y el disolvente se evapor6 a sequedad. De esta forma, se
obtuvieron las correspondientes 2-oxopiperazinas derivadas de Arg(Boc,) con un
rendimiento moderado (10-13%) que, sin purificacion adicional, se utilizaron tal cual en la
siguiente etapa de sintesis. Este crudo de reaccion se disolvié en disolucion al 20% de
TFA en CH,CI, (2 ml), segun el protocolo general descrito con anterioridad en el apartado
4.4.2.4 para la eliminacion del grupo Boc en 2-oxopiperazinas derivadas de ornitina,
obteniéndose las 2-oxopiperazinas desprotegidas (R)- y (S)-75¢ con rendimiento
cuantitativo, idénticas a las obtenidas anteriormente que se han comentado en el
apartado 4.4.2.3.
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Tabla 4.23.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de las 2-
oxopiperazinas desprotegidas 75c.
H
N.__O
, 61 2 H
Ph RN N2 2TFA
L

Compuesto® (R)-75¢ (S)-75¢
F. Molecular C16H25N50'20F3COQH C16H25N50'2CF3002H
HPLC tg (min)° 3.51 6.57
[a]o™ -5.4 (c 1, DMSO) -2.3 (c 1, DMSO)
ESI-MS [M+1]

Calculado® 304.21 304.21

Encontrado’ 304.44 304.44
"H-RMN°®

3-H 3.85 3.84

5-H 3.49 3.42

6-H 3.25, 3.40-3.51 3.28, 3.49

B-H 1.42-2.08 1.50-2.15

y-H 1.42-2.08 1.50-2.15

0-H 2.99 3.05

1°-H 1.42-2.08 1.50-2.15

2'-H 2.57 2.50-2.78
NOE

Ha,Hs (%) 4 0
C-RMN’

C, 167.8 167.9

Cs 56.4 53.9

Cs 52.5 491

Cs 42.4 41.7

CB 26.4 26.8

Cy 24.4 247

Cd 40.4 40.4

NHC(NH)NH, 156.9 156.8

Cr 31.3 30.6

Cx 30.4 30.1

Ph 140.2, 128.9, 128.5,126.8 140.128.9, 128.5, 126.8

*Todos los compuestos fueron aislados como sirupes. “Sunfire C1g (4.6x150 mm, 3.5 ym) gradiente 2-30% de A
en B durante 5 min. “Masa calculada para el ion molecular sin considerar 2TFA. “Abundancia relativa entre 15-
25%. El pico base del espectro de masas corresponde a la masa de [(M+2)/2]". °Espectros registrados a 400
MHz en D,0. Asignacidn realizada con la ayuda de experimentos COSY y HSQC. ’Espectros registrados a 100
MHz en D,0. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HMBC y HSQC.
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4.4.2.6. Procedimiento general para la N-bencilacion de la posicion 4 de las 2-
oxopiperazinas 69c y 71c. Sintesis de las 4-bencil-2-oxopiperazinas 76c y 77c.

A una disoluciébn de la correspondiente 2-

H
J“‘Jo y oxopiperazina (R)-, (S)-69¢ y -71c (0.55 mmol) en 3
W N._N.
R )N TNZTPEE | il de tolueno se afiadio sucesivamente DIEA (190 pl,
NH,
Ph

1.1 mmol) y bromuro de bencilo (260 pl, 2.2 mmol). La
76¢ (R" = Ph)

77¢ [R" = Indol(Boc)] mezcla de reaccion, se agitd a 100 °C durante 3 h.

Transcurrido este tiempo, se eliminé el disolvente a
sequedad. El residuo resultante se purificd por cromatografia flash, utilizando como
eluyente un gradiente 50-100% de AcOEt en acetona. De este modo, se obtuvieron las
correspondientes 4-bencil-2-oxopiperazinas (R)-, (S)-76c y -77c. Los datos analiticos y
espectroscopicos mas significativos de estos compuestos se recogen en las Tablas 4.24
y 4.25.

Tabla 4.24.- Datos analiticos mas significativos de las 4-bencil-2-oxopiperazinas 76c y
77c.

H
N O
6 1 2 H
k); s 3 N._N
RINTENT B/v\/ 2 Phf
Ph NH
Compuesto’ (R)-76¢c (S)-76¢ (R)-77c (S)-77c
R Ph Ph Indol(Boc) Indol(Boc)
Config. (*) (R) (S (R) (S)
F. Molecular’ C36H47N504S C36H47N504S C43Hs6NsO06S C43H56Ns06S
Rdto. (%) 73 72 79 70
HPLC tx (min)° 5.06 4.52 4.85 4.37
Pf (°C)d 89-91 73-75 105-107 94-96
[a]o? +0 (c 2, CHCl;) | +0(c2, CHCls) | -1.4 (c 2, CHCI3) | +1.2 (c 2, CHCy)
ESI-MS [M+1]°
Calculado 646.85 646.85 786.00 786.00
Encontrado 646.58 646.58 785.82 785.82

“Todos los compuestos fueron aislados como solidos. PAnalisis elemental satisfactorio para C, H, N. “Sunfire Cg
(4.6 x 50 mm, 3.5 pym) gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. “Todos los compuestos fueron cristalizados
en una mezcla AcOEt/Hexano.
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Tabla 4.25.- Datos espectroscépicos mas significativos de las 4-N-bencil-2-
oxopiperazinas 76¢c y 77c.

H
N.___0O
RNTENT ﬁ/y\a/ N7 Pbf
NH;
Ph
Compuesto (R)-76¢c (S)-76¢c (R)-7T7c (S)-77¢c
R Ph Ph Indol(Boc) Indol(Boc)
"H-RMN°
1-H 7.11-7.35 7.10 7.19-7.35 7.15-7.35
3-H 3.12-3.23 3.05-3.18 3.18-3.08 3.02-3.26
3.569-3.73,
4-CH, 3.37, 3.91 3.61, 3.81 3.19-3.63, 3.90 3.83
5-H 3.12-3.23 3.05-3.18 3.19-3.53 3.02-3.26
3.35-3.45, 3.02-3.26,
6-H 3.12-3.33 305-3.18 3.19-3.53 3 38-3 50
B-H 1.51-2.01 1.42-1.99 1.70-2.10 1.61-2.10
y-H 1.51-2.01 1.42-1.99 1.70-2.10 1.61-2.10
5-H 2.84-2.93 2.73-2.85 2.88-3.01 2.81-2.93
NHC(NH2)=N 6.30 6.61 6.39 6.72
1°-H 1.51-2.01 1.42-1.99 1.70-2.10 1.61-2.10
2’-H 2.62-2.84 2.55-2.70 2.74-2.88 2.60-2.76
1 7.19-7.35, 7.15-7.35,
R 7.11-7.35-7.11 1.06-7.32 7.49, 8.10 7.42,8.10
"*C-RMN’
Co 173.3 173.9 173.3 174.2
Cs 60.3 61.9 60.3 62.2
4-CH, 431 42.7 42.4 42.7
Cs 49.7 57.3 54.2 54.2
Ce 50.8 59.2 53.9 53.9
CB 30.3 29.8 29.4 29.4
Cy 25.6 25.7 25.7 25.7
Cd 40.6 40.7 40.7 40.6
NHC(NH2)=N 156.5 156.7 156.5 156.8
Cy 33.8 35.1 31.9 32.9
73 324 324 21.6 213
115.4, 119.0, 115.4, 119.0,
1 120.1, 122.6, 120.3, 122.5,
R 126.3-141.4 126.3-141.6 124.6. 130.5, 124.7 130.5.
135.6 135.6

Espectros registrados a 400 MHz en CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY y
HSQC. “Espectros registrados a 100 MHz en CDCls. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos
HMBC y HSQC.
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4.4.2.7. Procedimiento general para la N-bencilacion de la posicion 1 de las 4-
bencil-2-oxopiperazinas 76¢c y 77c. Sintesis de las 1,4-dibencil-2-oxopiperazinas,

78c y 81c, y de los derivados bencilados en el grupo guanidino 80c y 83c.

PhW phw
N._0O N__O
2 T o 2 ST H
RINTONG NI e RTINS TN g
NH NH
Ph 2 Ph r
78¢c (R" = Ph) 80c (R" = Ph)
81c [R" = Indol(Boc)] 83c [R" = Indol(Boc)]

Sobre una disolucion de la correspondiente 4-bencil-2-oxopiperazina (R)-, (S)-76¢ vy -
77¢ (0.21 mmol), en una mezcla 9:1 de THF/DMF (5 ml), enfriada a 0 °C, se afiadié6 NaH
en forma de suspension al 60% en aceite mineral (0.21 mmol) y se agité durante 30 min
a la misma temperatura bajo atmdsfera de argdén. A continuacion, se le afiadié bromuro
de bencilo (260 pl ,0.23 mmol) y se agité a temperatura ambiente 24 h. Transcurrido este
tiempo, se anadiéo H,O (2 ml), la fase acuosa se extrajo con AcOEt (3 x 5 ml). Los
extractos organicos se secaron sobre Na,SO,4 anhidro, se evaporé el disolvente a presion
reducida y el crudo de reaccién se purificd en columna flash, utilizando como eluyente
gradiente 30-100 de AcOEt en hexano. De esta forma, se obtuvieron las 1,4-dibencil-2-
oxopiperazinas (R)- (S)-78¢c y -81c, de menor Ry cuyos datos analiticos vy
espectroscopicos mas significativos se recogen en las Tablas 4.26 y 4.28, y los
derivados de 2-oxopiperazina tribencilados (R)-, (S)-80c y -83c, de mayor Ry, cuyos
datos analiticos y espectroscopicos mas significativos se detallan en las Tablas 4.27,
4.29y 4.30.
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Tabla 4.26.- Datos analiticos mas significativos de las 1,4-dibencil-2-oxopiperazinas 78¢

y 81c.
Ph

\’
N O
&/glj NN
RN N(S)"’B/V\B/ N7 Pof
Ph NH;
| Compuesto® { (R)-78¢ ' (S)-78c ' (R)-81c ' (S)-81c
R Ph Indol(Boc)
Conf (*) (R) (S) (R) (S)
F. Molecular° C43H53N504S C43H53N504S Cs0H62N6O06S Cs0Hs2NsO06S
Rdto. (%) 42 40 22 42
HPLC tg (min)° 4.16 3.98 5.81 5.16
P.f. (°C)’ 93-95 70-72 106-108 96-98
[a]p™ -3.1(c1,CDCl3) | +1.7(c1,CDCl3) | -8.4 (c1,CDCls) | +7.7 (c 1, CDCls)
ESI-MS [M+1]"
Calculado 736.97 736.97 875.13 875.13
Encontrado 736.34 736.74 875.86 875.86

#Todos los compuestos fueron aislados como solidos. "Analisis elemental satisfactorio para C, H, N. “Sunfire Cg
(4.6 x 50 mm, 3.5 um) gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. “Todos los compuestos fueron cristalizados
en una mezcla AcOEt/Hexano.

Tabla 4.27.- Datos analiticos mas significativos de las 1,4-dibencil-2-oxopiperazinas
benciladas en el grupo guanidino 80c y 83c.

Ph Ph
Ao 1o
3 ST i ¥
ge 3 NN a3 N._N
R SN NP Pof R SN,
Ph) NH Ph rNH
Ph Ph
Compuesto® (R)-80c (S)-80c (R)-83c (S)-83c
R Ph Ph Indol(Boc) Indol(Boc)
Config.(*) (R) (S) (R) (S)
F. Molecular Cs0Hs9N504S Cs0Hs9N504S Cs7HgsNsO6S Cs7HesNsO6S
Rdto. (%) 13 14 10 8
HPLC tz(min)°> | 566 | 585 | 563 | 5.84 232 | 247 232 | 247
ESI-MS [M+1]°
Calculado 827.10 827.10 966.25 966.25
Encontrado 827.04 827.04 966.10 966.10
Proporcion® 8 | 2 7 | 3 4 | 1 5 | 2

*Todos los compuestos fueron aislados como sélidos amorfos. "Sunfire Cqg (4.6 x 50 mm, 3.5 um) gradiente
10-100% de A en B durante 5 min. “Proporcion calculada a partir de la medida de las areas de los picos de
HPLC y confirmada por la medida de las integrales de las sefiales caracteristicas de '"H-RMN.
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Tabla 4.28.- Datos espectroscopicos mas significativos de las 1,4-N-dibencil-2-
oxopiperazinas 78c y 81c.

ﬁ
l:l O
/ZI\)E“\;/(/\/“ N.
TENTS '/B Y ¥ Pbf
Ph NH,
Compuesto (R)-78c (S)-78c [ (R)-81c (S)-81c
R Ph Ph Indol(Boc) Indol(Boc)
"H-RMN’
1-CH, 4.45,4.65 4.47,4.61 4.42,4.69 4.54, 4.60
3-H 3.05-3.28 3.26-3.35 3.05-3.31 3.30-3.43
4-CH, 3.36, 3.86 3.66, 3.74 3.38, 3.81 3.71,3.78
5-H 3.05-3.28 2.71-2.81 3.05-3.31 2.92-2.97
6-H 3.05-3.28 3.14, 3.26-3.35 3.05-3.31 3.19, 3.30-3.43
Js6 - 8 - 8
B-H 1.52-1.98 1.49-1.93- 1.55-2.03 1.53-1.99
v-H 1.52-1.98 1.49-1.93 1.55-2.03 1.53-1.99
5-H 2.83-3.00 2.86-3.09 2.85-3.04 2.98-3.13
NHC(NH,)=N 6.01, 6.10 6.10, 6.18 604, 6.19 6.14, 6.24
1-H 1.52-1.98 1.49-1.93 1.55-2.03 1.53-1.99
2-H 2.45-2.71 2.33-2.53 2AT-20% 264 2.47-2.56
R’ 7.14-7.38 7.13-7.35 7.12-7.39, 8.11 7.17-7.39, 8.11
"SC-RMN®
1-CH, 50.2 50.0 50.2 50.1
C, 171.0 171.2 171.0 171.2
Cs 61.0 63.5 61.1 63.6
4-CH, 51.2 58.7 51.3 58.8
Cs 50.2 56.7 50.4 56.8
Ce 475 47.4 475 47 .4
Cp 29.8 29.8 29.8 29.8
C, 25.7 25.8 25.7 25.9
Cs 40.5 40.8 40.6 40.8
NHC(NH2)=N 156.2 156.2 156.2 156.2
Cy 28.1 30.6 28.1 30.4
Cx 32.3 32.1 21.5 21.3
115.4, 118.9, 115.3, 118.8,
1 120.0, 122.5, 120.0, 122.5,
R 126.2-141.1 126.0-141.2 12451303, 1244, 1304,
135.5 135.5

“Espectros registrados a 400 o 500 MHz en CDCls. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY
y HSQC. °Espectros registrados a 100 o 125 MHz en CDCls. Asignacion realizada con la ayuda de
experimentos HMBC y HSQC.
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Tabla 4.29.- Datos espectroscopicos mas significativos de las 1,4-dibencil-2-
oxopiperazinas benciladas en el grupo guanidino 80c.

Ph Ph
Ao Ao
Kﬁlj Han, = =z s N
Ph ON (S')II/B/N “Pbf Ph < ON (Sj,,mN /(El;l
o rNH o NH
Ph Ph
Compuesto (R)-80c \ (S)-80c
Proporcion 8 2 7 3
"H-RMN?®
1-CH, (2‘;',55”: 41'31_35) N.D.? 457
3-H 3.07 3.18-3.28
4-CH; 3.39,3.94 (2d, J = 14) (367,2‘1' S'ZZ) (gf,ﬁ S'Zi)
5-H 3.26 2.83
6-H 3.19 (bd), 3.36 (m) 3.18-3.28, 3.51 3.18-3.28, 3.48
Js6 - 4 4
Je6 10 13 13
B-H 1.57-1.78 1.54-1.76
y-H 1.57-1.78 1.54-1.76
o-H 3.07 3.02-3.16
C(NH-CHz)=N 4.41,4.44 (2d, J = 14) (‘2";':%' :"1"3) (‘2";':%' :"1"3)
1-H 1.71, 1.94 1.57-1.82
2-H 2.60, 2.75 2.47
"*C-RMN° [ [
1-CH; 50.2 50.2
C, 170.5 171.1
Cs 61.9 64.2
4-CH, 51.5 59.3
Cs 51.0 57.5 | 57.7
Cs 48.1 48.0
Cs 28.6 31.1
C, 26.7 26.7
Cs 41.6 41.8
NHC(NH)=N 155.9 155.9
C(NH-CH3)=N 453 453
Cr 30.3 35.8
Cx 33.0 32.8

“Espectros registrados a 500 MHz en (CD5),CO. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY y
HSQC. °N.D. = No determinado por solapamiento con otras sefiales en el espectro. “Espectros registrados a
125 MHz en (CD;),CO. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HMBC y HSQC.
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Tabla 4.30.- Datos espectroscopicos mas significativos de las 1,4-dibencil-2-oxopiperazinas
benciladas en el grupo guanidino 83c.

w’;‘ o W’ﬂ © Pbf
> 243,% Noy = 2 s NN
Y N TP Y NS Y e
BocN Ph) NH BocN Ph) NH
Ph Ph
Compuesto { (R)-83¢c (S)-83c
Proporcion 4 1 5 2
"H-RMN’®
453,465 4.60 4.51,4.67 b
1-CH; (2d, J=14.5); | (2d,J =14.5), (2d, J = 14.5) N.D.
3-H 3.13 3.29
4-CH, 3.41(d, J = 14), 3.91 3.78
5-H 3.34 2.96
6-H 3.23,3.38 3.27,3.59
B-H 1.69-1.90 1.67-1.82
v-H 1.44,1.47-1.60 1.60-1.70
5-H 3.06 3.12
_ 4.42 b 4.42 4.56
C(NH-CHz)=N (d, J = 5.5) N.D. (d, J = 55) (d, J = 5.5)
1'-H 1.69-1.90 1.63, 1.91
2-H 2.59-2.78 2.58
Indol(Boc) 7.17-7.39, 8.11 7.12-7.39, 8.11
"*C-RMN° | |
1-CH, 50.1 50.3
Co 170.6 171.1
Cs 61.8 | 61.9 64.2
4-CH, 59.5 59.2
Cs 51.2 57.6
Cs 47.9 48.0
[ 27.6 31.0
Cy 24.7 26.7
Cs 41.4 41.8
NHC(NH,)=N 155.7 155.9 | 156.5
C (NH-CH,)=N 45.7 45.3
Cr 28.4 33.5
Cy 22.0 21.9
Indol(Boc) 115.3, 118.8, 120.0, 122.5, 124 .4, 115.4, 118.9, 120.0, 122.5, 124.5,
130.4, 135.5 130.3, 135.5

“Espectros registrados a 500 MHz en (CD5),CO. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY y
HSQC. °N.D. = No determinado por solapamiento con otras sefiales en el espectro. “Espectros registrados a

125 MHz en (CDj3),CO. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HMBC y HSQC.
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45. SINTESIS DE o-UREIDONITRILOS, 4-IMINOHIDANTOINAS E
HIDANTOINAS.

4.5.1. Sintesis de a-ureidonitrilos.

1
R

(CHp)m-* N (S .CONHBn

N

1CN  (CHp),—NHBoc

119a,b, 121-123a (m = 1)
124a,b (m =2)

4.5.1.1. Procedimientos general A. Reaccién en THF a 0 °C: Sintesis de los a-
ureidonitrilos derivados de ornitina y fenilacetaldehido (R)- y (S)-119a a partir de

los a-aminonitrilos (R)-y (S)-22a.

Sobre una disolucion del correspondiente a-aminonitrilo (R)- y (S)-22a (100 mg, 0.22
mmol) en THF anhidro (2 ml) enfriada a 0 °C, se adicion6 el correspondiente isocianato
de fenilo (48 pl, 0.44 mmol). Después de 48 h de agitacion a esa temperatura, el residuo
resultante se disolvié en AcOEt (10 ml), se lavo sucesivamente con H,O (3 x 3 ml) y
disolucion saturada de NaCl (3 ml), se secod sobre Na,SO, anhidro y el disolvente se
evaporo a sequedad. El residuo asi obtenido se purificd, mediante cromatografia flash,
utilizando gradiente 10-50% de AcOEt en hexano como eluyente. De este modo, se
obtienen los a-ureidonitrilos (R)- y (S)-119a. Los datos analiticos y espectroscépicos mas

significativos de estos a-ureidonitrilos aparecen recogidos en las Tablas 4.31 y 4.32.

4.5.1.2. Procedimiento general B. Reaccion sin disolvente: Sintesis de los a-
ureidonitrilos derivados de ornitina 119a,b y 121a-123a partir los de a-aminonitrilos
22a,b.

A una disolucion del correspondiente a-aminonitrilo (R)-, (S)-22a y (RS)-22a,b (50 mg,
0.11 mmol) en CHJCl, (0.50 ml) se le adicion6 a temperatura ambiente el
correspondiente isocianato (isocianato de fenilo, isocianato de bencilo, isocianato de 4-
metoxifenetilo y isocianato de 4-fluorofenetilo) (0.22 mmol). Después de 5 min de

agitacion a temperatura ambiente, se eliminé el disolvente mediante corriente de argén.
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La evolucién de la reaccion se siguié por cromatografia en capa fina, manteniendose la
agitacion a temperatura ambiente hasta que desaparecié el a-aminonitrilo de partida
(intervalo de 2-7 dias). Transcurrido este tiempo, el residuo resultante se disolvié en
AcOEt (10 ml), se lavo sucesivamente con H,O (3 x 3 ml) y disolucion saturada de NaCl
(3 ml), se secéd sobre Na,SO, anhidro y el disolvente se evapor6 a sequedad. El crudo
asi obtenido se purific, mediante cromatografia flash, utilizando gradiente 10-50% de
AcOEt en hexano como eluyente. De este modo, se obtuvieron los correspondientes a-
ureidonitrilos 119a,b y 121a-123a. Los datos analiticos y espectroscopicos mas
significativos de estos a-ureidonitrilos aparecen recogidos en las Tablas 4.31, 4.32 y

4.33, agrupados segun el aminoacido que incorporan en su estructura.

4.5.1.3. Procedimiento general C. Reaccién sin disolvente y bajo irradiaciéon de
microondas. Sintesis sin disolvente de a-ureidonitrilos (RS)-119a,b, 121-123a,
124a,b a partir de a-aminonitrilos (R)-, (S)-22a, (RS)-22a,b y (RS)-24a,b.

A una disolucion del a-aminonitrilo (R)-, (S)-22a, (RS)-22a,b y (RS)-24a,b (0.11 mmol) en
CH.CI, (0.5 ml) en un vial de microondas se le adiciondé a temperatura ambiente el
correspondiente isocianato (isocianato de fenilo, isocianato de bencilo, isocianato de 4-
metoxifenetilo y isocianato de 4-fluorofenetilo) (0.22 mmol). Después de 5 min de
agitacion a temperatura ambiente, se eliminé el disolvente mediante corriente de argon.
Esta mezcla homogénea fue irradiada a microondas a 80 °C durante un intervalo de 2-3
h. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccidon se procesoé y purific6 como se ha
comentado en el apartado 4.5.1.1, para obtener la correspondiente mezcla de epimeros
(1:1) (RS)-119a, (RS)-121-123a y (RS)-124a,b. Los datos analiticos y espectroscépicos
mas significativos de los a-ureidonitrilos aparecen recogidos en las Tablas 4.31, 4.32,

4.33 y 4.34, agrupados segun el aminoacido que incorporan en su estructura.
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Tabla 4.31.- Datos analiticos mas significativos de los a-ureidonitrilos 119a,b, 121a-123a y 124a,b.
R1
|
P Oy NH
(CH2)m % N (.\CONHBn
2

1CN  (CH,),—NHBoc

Compuesto® n \ Config (*) F.Molecular” Rdto. (%) HPLC tr (min)° [M+1]" Calc. [M+1]" Encontr.
(R-119a | 1 | 3 Ph (R) CasHaoNsO4 86 27.7 570.30 570.21
(S)-119a 13 Ph (S) CasHaoNsO4 96 275 570.30 570.39

(RS)119b | 1 | 4 Ph (RS) CasHa1NsO4 92 ggf Eg 584.32 584.38
(R)1-121a RE Bn R) CaaHa1N5O4 97 275 584.32 584.31
(S)-121a 13 Bn (S) Ca4Ha1NsO4 93 27.0 584.32 584.21
(R)-122a 18| T (R) CasHasNsOs 90 28.0 628.34 628.52
(S)-122a 18| T (S) CasHasNsOs 94 276 628.34 628.57
(R)-123a 1la] T (R) CasHazFNsO4 96 27.9 616.74 616.41
(S)-123a N (S) CasHaoFNsO4 91 275 616.74 616.27

d
(RS)-124a | 2 | 3 Ph (RS) CaaHa1NsO4 95 g'ggd Eg 583.49 583.32
296 (R)
(RS)-124b | 2 | 4 Ph (RS) CasHasNsOs 97 265(5) 598.33 508.28

*Todos los compuestos fueron aislados como sélidos amorfos o espumas. “Analisis elemental satisfactorio para C, H, N. ‘Columna Sunfire Css (3.9 x 150 mm, 3.5
um) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. “Columna Sunfire Cqg (3.9 x 50 mm, 3.5 uym) y gradiente 10-100% de A en B durante 5 min.
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Tabla 4.32.- Datos espectroscopicos mas significativos de los a-fenilureido-nitrilos
derivados de ornitina 119a (m = 1) y 124a (m = 2).

Fl’h
Ph Os_NH

|
(CHz)m*N(5.CONHBn
2

1CN (CH2)3_NHBOC

Compuesto (R)-119a (S)-119a (RS)-124a
m 1 1 2
Config (*) (R) (S) (R) | (S)
"H-RMN?
2-H 5.58 5.07 5.33 | 5.00
3-H 2.96-3.35 2.96-3.35 1.89-2.36
4-H - - 2.70-2.92 2.66
Jo3 8 7 7 6
Aminoacido
a-H 4.49 4.08 4.28 | 4.06
B-H 1.33-2.12 1.33-2.12 1.89-2.36
y-H 1.33-2.12 1.33-2.12 1.09-1.77
o-H 2.96-3.35 2.96-3.35 3.32-3.53 2.96-3.24
NH-Boc 4.66 4.79 4.67 4.82
NH-Bn 7.63 6.85 7.86 7.86
CH> (Bn) 4.36, 4.49 4.39 4.31,4.58 4.50
NH-CO-N 10.33 10.33 10.35 10.67
JNH,CH; (Bn) 5,6 5 5,6 5
Jap 75 75 7 7
C-RMN®
Cq 118.9 118.7 119.5 119.4
Co 53.4 50.0 50.3 48.2
Cs 38.8 38.2 33.7 34.7
Cs - - 31.8 32.2
Aminoacido
Cq 61.5 59.1 61.1 58.9
Cs 28.1 27.5 27.2 28.1
Cy 26.7 26.3 26.6 27.0
Cs 39.2 38.8 38.9 39.2
CONH 171.6 173.0 172.2 174.2
CH (Bn) 43.9 43.7 443 43.9
NHCON 154.5 155.3 154.8 155.8

“Espectros registrados a 400 MHz en CDCl;. Asignacién realizada con la ayuda de experimentos COSY.
"Espectros registrados a 100 MHz en CDCI;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y
HMBC.
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Tabla 4.33.- Datos espectroscopicos mas significativos de los a-ureidonitrilos derivados de ornitina

121-123a.

Compuesto

Ph

(R-121a | (S)-121a

R1
|
(0] NH

x N (S,\CONHBn

2
1CN

(R)-122a

(CH3)3—NHBoc

(S)-122a

2

(R)-123a

(S)-123a

1 7 T
R Bn - J@/V i @N
Config (*) (R) | (S) (R) (S) (R) (S)
H-RMN®
2-H 5.44 5.13 5.26 5.16 5.34 510
3.04, 3.18, 3.20,
3H 318,330 | , 20 | 294308 | , o0 | 296312 | , 20
J2s 6,9 6 - 7 7 65
Aminoacido
a-H 433 4.04 435 3.96 434 3.99
B-H 101215 | 191245 | 1.47-1.61 | 147-161 | 179201 | 1.79-2.01
v-H 160-1.82 | 1.60-1.82 | 1.77-2.04 | 1.77-2.04 | 147167 | 147-1.67
5-H 295316 | 2.95316 | 2.94-3.08 | 2.94-3.08 | 296312 | 2.96-3.12
NH-Boc 473 463 458 4.64 459 477
NH-Bn 7.49 6.84 7.14 6.51 - 6.81
CH, (Bn) | 430,435 | 435 435 | 432,443 434 429, 441
NH-CO-N 7.68 7.86 - - 8.79 7.45
" 266359 | 2.71,3.35, | 2.66-2.95, 271,
R 444 435 1376 (OMe) | 3.77 (OMe)| 3.26-3.39 | 3.26-3.39
I @m | 45,5 6 6 55,6 5 5,6
Jug - 7 - 7 7 6
T5C-RMN®
Ci 119.8 119.2 119.4 118.6 119.6 118.9
C 49.6 52.2 51.8 49.1 52.2 49.6
Cs 38.8 38.7 39.2 38.8 39.0 38.8
Aminoacido
Co 60.5 58.5 59.9 58.0 60.4 585
Ce 26.4 26.4 26.7 26.7 26.9 271
C, 26.8 26.1 25.5 26.4 26.7 26.6
Cs 38.8 39.1 38.9 39.2 39.0 39.3
CONH 170.8 172.4 170.7 172.2 170.9 172.5
CHs (Bn) 43.6 439 43.6 44.0 43.9 442
" 425,347, | 424,347,
R 44.9 448 |22 ONn | sas ome)| 352425 | 362,424
NHCON 1575 156.8 158.2 158.1 157.6 1572

°Espectros registrados a 400 MHz en CDCls. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY. "Datos
de protén y carbono aromaticos solapados en la zona de protones aromaticos. “Espectros registrados a 100
MHz en CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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Tabla 4.34.- Datos espectroscopicos mas significativos de los a-fenilureido-nitrilos

derivados de lisina 119b (m=1) y 124b (m=2).

P O
(CHz)m-*x N (S.CONHBn
2
1\C(N W(CH2)4_NHBOC
Compuesto? (GO R E]) (RS)-124b
m 1 2
Config (*) (R) | (S) (R) [ (S)
"H-RMN?
2-H 5.66 5.34 5.39 | 5.29
3-H 2.94-3.18 3.27, 3.05 2.00-2.23
4-H - - 2.64 2.78,2.84
Jo3 7,85 6, 11 8 6, 8
Aminoacido
a-H 4.11 3.90 3.99 3.82
B-H 2.11-2.42 2.00-2.41
y-H 1.71-1.94 1.62-1.83
o-H 1.34-1.55 1.21-1.56
e-H 3.03-3.18 2.97-3.03
NH-Boc 4.67 4.58 4.65
NH-Bn 7.50 6.84 7.44 6.84
CH, (Bn) 4.42 4.54,4.40 4.50 4.31,4.58
NH urea 10.22 10.3 10.56
JNH.CH, (Bn) 6 55 5 56
Jag 7.5 6, 8.5 8 6, 10
C-RMN®
Cq 119.4 118.6 119.0 119.4
Co 52.3 49.8 49.3 47.7
Cs 38.5 39.0 33.6 34.6
Cq4 - - 32.0 31.6
Aminoacido
Cq 61.4 60.5 60.3 60.9
Cg 30.5 29.9 30.7 29.9
Cy 23.5 22.9 23.6 22.7
Cs 29.6 29.2 29.6 29.0
Ce 39.7 39.0 39.6 39.8
CONH 171.3 172.5 171.3 173.2
CHaz(Bn) 442 43.9 43.9 44.3
NHCON 154.3 155.0 154.2 155.3

“Espectros registrados a 400 MHz en CDCl;. Asignacioén realizada con la ayuda de experimentos COSY.
"Espectros registrados a 100 MHz en CDCI;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y
HMBC.

190




PARTE EXPERIMENTAL

4.5.2. Sintesis de 4-iminohidantoinas.

4.5.2.1. Ciclaciéon intramolecular del a-fenilureido-nitrilo (S)-119a. Sintesis de las 4-
iminohidantoinas (RS)-125a, de los derivado de 5-hidroxi-4-iminohidantoinas (RS)-
126a y de las 5-benciliden-4-iminohidantoinas (EZ)-127a.

BnHNOC, BnHNOC, BnHNOC,
Ph x-N NHBoc Ph x-N NHBoc Ph™" XN NHBoc
=0 HO[ =0 =0
HNT N HNT N HNT N
Ph Ph Ph
(RS)-119a (RS)-126a (EZ)-127a

Una disolucion de (S)-119a (50 mg, mmol) en MeOH (5 ml) se calenté a reflujo. Al
cabo de 15 min, la mezcla de reaccién se evaporé a sequedad y el residuo resultante se
purific6 mediante cromatografia flash, utilizando gradiente de 10-100% de AcOEt en
hexano como eluyente. De esta forma, se obtuvieron la correspondiente mezcla de
epimeros 1:1 de 4-iminohidantoina (RS)-125a (9%), de menor Ry, junto con la mezcla
epimérica 1:1 de los derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoina (RS)-126a (78%), de
mayor Ry, y trazas de (EZ)-127a (13%), producto de eliminacién de (RS)-126a. Los datos
analiticos y espectroscépicos mas significativos de (RS)-125a se recogen en las Tablas
4.35 y 4.36, mientras que los de (RS)-126a se recogen en la Tabla 4.38 y 4.39, y los de
(EZ)-127a se recogen a continuacion:

BnHNOC, ,

[(ZE)-127a]. (14 mg, 13 %). Formula Molecular:
Y 3
Ph \SN//\/\NHBOC
s =0
HNT N
Ph

Cs3H37N50,4; HPLC-MS [Sunfire Cyg (4.6 x 50 mm, 3.5um),
gradiente 10-100% de A en B durante 5 min]; {r = 5.25
min (40%) y 5.35 min (60%), [M+1]"= 569.44.

"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): Mayoritario (60%): 1.39 (s, 9H, Boc), 1.50-1.73
(m, 2H, y-H), 1.96-2..46 (m, 2H, 3-H), 2.88-3.33 (m, 2H, &-H), 4.16 [dd, J = 5, 15 Hz, 1H,
CH, (Bn)], 4.46 (t, 1H, J = 7 Hz, a-H), 4.70 [dd, 1H, J= 5, 15 Hz, 1H, CH, (Bn)], 4.89 (t, J
= 6Hz, 1H, NH-Boc), 6.26 (s, 1H, 5-CH), 6.79-7.52 (m, 15H, aromaticos), 7.89 (t, J = 5
Hz, 1H, NH-Bn). Minoritario (40%): 1.40 (s, 9H, Boc), 1.50-1.73 (m, 2H, y-H), 1.96-2..46
(m, 2H, B-H), 2.88-3.33 (m, 2H, d-H), 4.04 (t, J = 7 Hz, 1H, a-H), 4.43 [d, J = 6 Hz, 1H,
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CH, (Bn)], 4.47 [d, J = 6 Hz, 1H, CH, (Bn)], 4.70 (t, J = 6 Hz, NH-Boc), 6.30 (s, 1H, 5-
CH), 6.79-7.52 (m, 15H, arométicos), 7.10 (m, 1H, NH-Bn).

®C-RMN (750 MHz, DMSO-ds) & (ppm): Mayoritario (60%): 26.2 (CH,, C,), 28.3 (CHs,
Boc), 29.6 (CH,, Cg), 39.3 (CH,, Cs), 43.4 [(CH,, CHy(Bn)], 57.2 (CH, Cy), 80.1 (C, Boc),
114.4 (CH, 5-CH), 127.2-138.0 (15CH y 4 C, aromaticos y Cs), 156.6 (CO, Boc), 156.9
(Cz), 171.5 (CONH), 174.4 (C4). Minoritario (40%): 26.8 (CH,, C,), 28.4 (CHs, Boc), 29.0
(CHy, Cg), 39.6 (CH,, Cs), 44.0 [(CH,, CH, (Bn)], 56.0 (CH, C,), 79.4 (C, Boc), 113.7 (CH,
5-CH'), 127.2-138.0 (15CH y 4 C, aromaticos y Cs), 155.4 (C,), 157.0 (CO, Boc), 171.2
(CONH), 171.8 (Cy).

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para Cs3H3sNs04, 568.68; encontrado 569.44 (100 %).

4.5.2.2. Procedimiento general para la sintesis de 4-iminohidantoinas (128a-131a y
132b) a partir de los a-ureidonitrilos 119a, 121a-123a y 124b.

BnHNOC, A una disolucion del correspondiente a-ureidonitrilo (RS)-
Ph-(CHo)m_, ’;/((;T(CH%'NHB“ 119a, (RS)-121a-123a y (RS)-124b (0.088 mmol) en
NH N/&o CHCI; (0.5 ml) en un vial de microondas se le adicion6 a

R temperatura ambiente TEA (60.8 pl, 0.439 mmol).

122;)1313 Después de 5 min de agitacion a temperatura ambiente,

se elimind el disolvente mediante corriente de argdn. Esta mezcla homogénea fue
irradiada a microondas a 100 °C durante un intervalo de 5 min. Transcurrido este tiempo,
la mezcla de reaccioén resultante se disolvio en AcOEt (10 ml), se lavdé sucesivamente
con H,0 (3 x 3 ml) y disolucion saturada de NaCl (3 ml), se sec6 sobre Na,SO,4 anhidro y
el disolvente se evapordé a sequedad. El crudo asi obtenido se purificd, mediante
cromatografia flash, utilizando gradiente 0-15% de MeOH en CH,CIl, como eluyente. De
este modo, se obtuvieron las correspondientes mezclas epiméricas de las
correspondientes 4-iminohidantoinas (RS)-128a-131a y (RS)-132b, que no pudieron
resolverse cromatograficamente. Los datos analiticos y espectroscopicos mas
significativos de estas 4-iminohidantoinas se recogen en la tabla 4.35 y 4.36, excepto

para el derivado de lisina 132b que se detallan a continuacién:
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(2S)-N-Bencil-6-(terc-butoxicarbonilamino)-2-[(5RS)-5-fenetil-3-fenil-4-imino-2-
oxoimidazolidin-1-illhexanoamida [(RS)-132b]

(24 mg, 95 %). Férmula molecular: C3oH34sN4,O3. HPLC
BAHNOC, o b [Sunfire Cyg (4.6 x 150 mm, 3.5um), gradiente 10-100%

Y 3
thj/*iN/;S/):\/\S/NHBoC de A en B durante 5 min]; tz = 18.85 min; HPLC-MS
. =0
HNZ N
Ph

[Sunfire C4g (4.6 x 50 mm, 3.5 ym), gradiente 10-100%
de A en B durante 5 min]; t&x = 3.26 min, [M+1]'=
499.44.

"H-RMN (500 MHz, CDCl;) & (ppm): 1.18-1.70 (m, 4H, y-H y 8-H),1.39 (s, 9H, Boc), 1.83-

2.19 (m, 2H, B-H), 2.19-2.46 (m, 2H, 5-CH,), 2.47-2.88 (m, 2H, 5-CH,CH,), 2.85-3.37 (m,
2H, e-H), 4.38 (m, 0.5 H, a-H), 4.41 (m, 0.5 H, a-H), 4.23-4.52 [m, 2H, CH, (Bn)], 4.56 (t,
J=45Hz 05H,5-H), 461 (t, J =4.5Hz, 0.5 H, 5-H), 5.98 (m, 1H, NH-Boc), 6.98-7.75
(m, 15 H, aromaticos), 7.84 (t, J = 6 Hz, 0.5 H, NH-Bn); 8.13 (t, J = 6 Hz, 0.5H, NH-Bn)
C-RMN (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 22.5 y 22.9 (CHy, C,), 23.9 (CHs, Boc), 30.3 (CH,,
Cp), 31.5y 31.9 (CHy, Cs), 32.7 y 34.2 (CH,, 5-CH,CH,), 35.0 y 35.3 (CH,, 5-CH,), 40.35
(CH,, C.), 43.0 y 43.2 [CH,, CH, (Bn)], 56.9 y 57.8 (CH, Cs), 59.6 y 57.8 (CH, Ca), 77.8
(C, Boc), 118.6-14.7 (30 CH y 6 C, aromaticos), 155.8 y 156.0 (C,), 157.0 y 157.2 (CO,),
170.2y 170.4 (C4), 171.6 y 172,1 (CONH).

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para C3oH3sN4O3, 499.62; encontrado 499.44 (100 %).

Tabla 4.35.- Datos analiticos mas significativos de 4-iminohidantoinas derivadas de
ornitina 128a-131a.

BnHNOC,
o /INE(CHZ);,-NHBOC
NH? N O
R1
Compuesto® (RS)-129a (GHREE
1
R Ph BN \O/©/\/ F/@/\/
Config (*) (RS) (RS) (RS) (RS)
Proporcién (R:S) (1:1) (1:1) (1:1) (1:1)
F. Molecular" 033H39N504 C34H41N504 C36H45N505 035H42FN504
Rdto (%) 97% 93% 95% 96%
HPLC tg (min)° 171y 17.3 19.5 19.1 19.4
HPLC tr (min)d 3.52y 3.59 3.64y3.74 3.63 3.71
MS [M+1]"
Calculado 570.69 584,72 628.77 616.74
Encontrado 570.30 584.31 628.60 616.57

*Todos los compuestos fueron aislados como solidos amorfos o espumas. “Analisis elemental satisfactorio para
C, H, N. °Columna Sunfire Cqg (3.9 x 150 mm, 3.5 ym) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min.
°Columna Sunfire Css (3.9 x 50 mm, 3.5 ym) y gradiente 15-95% de A en B durante 5 min.
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Tabla 4.36.- Datos espectroscopicos mas significativos de los derivados de 4-
iminohidantoinas 128-131a.

BnHNOC,
Ph\s '\;'/(‘;/)(CHZ)3-NHBoc
" 4N>>o
R1
Compuesto (RS)-128a (RS)-129a (RS)-130a (RS)-131a
2 2
1 . <
R Ph Bn - @N F /©/V
"H-NMR?
5-H 4.62 4.63 4.60 4.76
5-CHa 3.02-3.49 3.01-3.34 2.82-3.19 3.22-3.57
2.45-2.77 (2-H), ,
3-R" - 4.20-4.47 3.32-3.67 21 H; 32'6732'_2'%(; ((12':3)
3.72, 2.75 (OMe) e
Js scH, 35 5,8 45,6 45
Aminoacido
a-H 4.10, 4.35 4.12,4.28 4.19,4.32 4.08, 4.36
B-H 1.79-2.33 1.76-2.30 1.90-2.20 1.81-2.36
y-H 1.52-1.67 1.31-1.55 1.11-1.61 1.13-1.68
5-H 3.17 3.15 2.95 2.96-3.16
CH_ (Bn) 4.27,4.48-4.57 4.20-4.47 4.25-4.55 4_345_22'4‘3‘.;548_ 47
NH-Bn 6.78, 7.83 7.06, 7.61 7.83-7.97 7.81,7.99
NH-Boc 4.67 4.91 6.06 5.91,6.10
Boc 1.42 1.41 1.40 1.37
JNH.CH, Bn) 5 b b 5,6.5
BC-NMR°
Cy 156.2, 156.3 156.0, 156.1 157.6, 157.8 162.1, 162.2
(oA 170.2, 170.3 170.2, 170.4 170.1, 170.2 169.2
Cs 57.3,58.8 59.0, 57.2 58.7, 58.8 55.9, 57.2
5-CH; 39.8, 39.9 37.1,37.5 32.4,32.6 33.7,33.8
39.8, 37.9 (Cy), ,
3-R"? - 419,437 44.7,77.9 §C1~;, 11'13' jl‘j ((gﬁ ,))’
54.2, 54.3 (OMe) e
Aminoacido
Cq 59.3, 61.2 61.4, 59.9 60.2, 61.3 59.8, 61.2
Cs 31.7 27.3,27.8 27.2 31.3
Cy 27.1,27.4 26.3,27.2 25.6, 26.0 28.3,28.8
Cs 38.2 39.7,39.8 37.5,37.9 39.7,39.8
CH; (Bn) 42.9, 43.1 42.9, 43.1 431,432 44.0, 44.3
CONH 170.2, 170.3 170.2, 170.4 172.0, 172.2 173.4,173.5

“Espectros registrados a 500 MHz en CDCl;. Asignacioén realizada con la ayuda de experimentos COSY.
"Datos de protén y carbono aparecen solapadas en la zona de los protones y carbonos aromaticos. °Espectros
registrados a 125 MHz en CDClI;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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4.5.2.3. Sintesis de los O-acetil derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoina (R)- y (S)-
134a, a partir de (RS)-126a.

BANHOC, A una disolucion de la mezcla epimérica de 5-hidroxi-4-
Ph . '\:@(CHz)yNHBoc iminohidantoina (RS)-126a (50 mg, 0.085 mmol) en CH,Cl,
Oﬁ%/&o anhidro (3 ml), enfriada a 0 °C, se le adiciond
Ph sucesivamente 6xido de propileno (40 pl, 0.683 mmol) y

134a cloruro de acetilo (6.7 pl, 0.085 mmol). La mezcla se dejé

alcanzar temperatura ambiente, y, tras 24 h de agitacion,
se evaporo el disolvente a vacio. El crudo asi obtenido se purificé por cromatografia
circular radial, utilizando como eluyente gradiente 20-50% de AcOEt en hexano. Los
datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de los O-acetil derivados (R)- y

(S)-134a aparecen recogidos en la Tabla 4.37.

4.5.2.4. Procedimiento de deshidratacion de los derivados de 5-hidroxi-4-
iminohidantoinas (RS)-126a. Sintesis del derivado de 5-benciliden-4-
iminohidantoina (ZE)-127a.

BANHOG, Una disolucion del derivado de  5-hidroxi-4-

oh =™\ N’@(CHz)s-NHBoc iminohidantoina (RS)-126a (35 mg, 0.060 mmol) en
=0 MeOH (5 ml) se calentd6 a 90-100 °C, durante 48 h.

AN Eh Transcurrido este tiempo, la mezcla de reaccién se

(EZ)-127a evapor6 a vacio y el residuo se purifico mediante

cromatografia circular radial, utilizando un gradiente 20-
50% de AcOEt en Hexano. De este modo, se aislé unicamente el compuesto del epigrafe
(ZE)-127a (42%), idéntico al obtenido anteriormente (apartado 4.5.2.1).
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Tabla 4.37.- Datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de los derivados O-

acetilados de 5-hidroxi-4-iminohidantoinas 132a.

BnNHOC,
»
. N@(CHz)yNHBoc

Ph™
OY 4 2/‘\§O
HN” N

Ph
Compuesto’ (R)-y (S)-132a°
F. Molecular° Cs5H41N506 C35H41N506
Rdto (%) 43 37
HPLC tg (min)® 5.60 5.40
MS [M+1]"
Calculado 628.73 628.73
Encontrado 628.53 628.53
"H-RMN°
5-OCOCHj5 2.18 2.27
5-CH, 3.24,3.42 3.15, 3.48
Aminoacido
a-H 4.02 4.30
B-H 1.99-2.47 1.96-2.36
y-H 1.14-1.49 1.09-1.69
5-H 3.02-3.21 2.75-2.95, 3.23-3.36
NH-Boc 4.65 4.84
CH (Bn) 4.45,4.52 4.03,4.72
NH-Bn 7.25 -
JNH,CH; (Bn) 5,6 457
Jap 6.5 6, 10
JscH, 14.5 14
SC-RMN’
C, 155.6 155.0
Cy 171.6 No se ve
Cs 87.5 89.7
5-CH, 41.5 44.0
5-OCOCHj; 28.3, 183.2 26.9, 183.0
Aminoacido
Cq 56.2 56.7
Cg 29.7 26.5
Cy 27.7 26.1
Cs 39.5 38.8
CH, (Bn) 443 43.3
CONH 172.2 1721

*Todos los compuestos fueron aislados como solidos amorfos o espumas. “No ha sido posible asignar la
configuracion en Cs “Andlisis elemental satisfactorio para C, H, N. “Columna Sunfire C5 (3.9 x 50 mm, 3.5 ym)
y gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. °Espectros registrados a 400 MHz en CDCl;. Asignacion
realizada con la ayuda de experimentos COSY. ’Espectros registrados a 100 MHz en CDCIl;. Asignacion
realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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4.5.2.5. Procedimiento general de ciclacion/oxidacidon de los a-ureidonitrilos 119a,
121a y 124b. Sintesis de los derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoina 126a, 135a y
136b.

Una disolucion del correspondiente a-ureidonitrilo (RS)-

Ph—(cir:)\lmH(jC;/;;)(CHz)n -NHBoc | 119a, 121a y 124b (125 mg, 0.219 mmol) en MeOH (5
:E sz\ﬁ\o ml) se agité a temperatura ambiente y al aire durante un

R! intervalo de 4 dias. Transcurrido este tiempo, la mezcla
1§22,(?5=a2()m= 1) de reaccion se evapord a vacio y el residuo se purificé
mediante cromatografia en columna flash, utilizando un

gradiente 10-50% de AcOEt en hexano. De este modo, se obtuvieron los
correspondientes derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoina (RS)-126a, 135a y 136b,
cuyos datos analiticos y espectroscépicos mas significativos aparecen recogidos en las
Tablas 4.38 y 4.39.

Tabla 4.38.- Datos analiticos mas significativos de los derivados de 5-hidroxi-4-
iminohidantoinas 126a, 135a y 136b.

BnNHOC,
Ph-(CH)m_, ’\/l'/fs—)(CHz)n-NHBoc
©J =0
HN” N
R1
Compuesto’ ' (RS)-126a ' (RS)-135a | (RS)-136b
m 1 1 2
n 3 3 4
R’ Ph Bn Ph
Config (*) (RS) (RS) (RS)
Proporcién (R:S) (1:1) (1:1) (1:1)
F. Molecular” C33H39N50s C34H41N505 C3s5H43N505
Rdto (%) 78 69 85
HPLC tg (min)° 3.92y4.27 4,05y 4.47 412y4.29
MS [M+1]°
Calculado 586.30 600.31 614.74
Encontrado 586.34 600.68 614.54

*Todos los compuestos fueron aislados como sélidos amorfos o espumas. “Analisis elemental satisfactorio para
C, H, N. °Columna Sunfire Cs (3.9 x 50 mm, 3.5 ym) y gradiente 10-100% de A en B durante 5 min
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Tabla 4.39.- Datos espectroscépicos mas significativos de los derivados de 5-hidroxi-4-
iminohidantoinas 126a, 135a y 136b.

BnNHOC,

Ph-(CHp)m

o

"—(CH,),-NHBoc

N

2=~0
HN” N
R1
Compuesto’ (RS)-126a (RS)-135a (RS)-136b
m 1 1 2
n 3 3 4
R’ Ph Bn Ph
Config (*) (R)(S) (R)(S) (R)«(S)
"H-RMN?
5-CH, 2.87-3.47 3.19 2.84y2.91 2.00-2.46
5-CH,CH. - | - - - 2.49-2.63
3-R" - 4.63 4.60 -
Aminoacido
a-H 398 | 425436 423 3.91 388 | 4.08
1.84-1.92,
B-H 1.87-2.37 2.09 504216 1.67-1.24
y-H 1.38-1.61 1.22-1.56 1.67-1.24
5-H 2.87-3.47 2.70-3.14 2.00-2.46
e-H - - 3.17-2.85
NH-Boc 4.78 4.66 4.76 4.60 4.53 4.59
CH; (Bn) 412,459 | 429,442 | 423,442 433,439 | 4.34,4.42] 4.31,4.44
NH-Bn 7.99 6.77 7.88 - 8.02 -
JNH.CH, (Bn) 5,7 6 5.5 5,7 5,7 5
Jap 6 - 7 5, 10 75 75
"C-RMN°
C, 156.9 155.4 156.5 156.4 155.5 155.6
Cq 172.4 171.8 172.7 172.4 171.7 171.7
Cs 88.9 87.9 88.3 86.9 88.3 87.7
5-CH, 43.8 43.6 42.9 30.1 29.9
5-CH,CH; - | - - - 37.9 39.4
3-R" - 43.4 43.9 -
Aminoacido
Ca 57.2 56.0 55.7 56.7 58.2 56.2
Cs 29.6 29.0 27.2 27.6 29.1 29.4
Cy 26.2 28.6 26.2 26.1 24.5 23.0
Cs 39.3 39.8 39.5 38.8 29.8 29.9
Ce - - - 39.7 39.9
CHz (Bn) 43.3 42.1 42.3 43.4 43.9
CONH 1715 | 1712 172.7 172.2 171.9 171.8

“Espectros registrados a 400 o 500 MHz en CDCI,. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY.
"Datos de proton y carbono aromaticos no incluidos, solapados en la zona de los aromaticos. *Espectros
registrados a 100 o 125 MHz en CDCl;. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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4.5.3. Sintesis de hidantoinas.

4.5.3.1. Sintesis de hidantoinas a partir de 4-iminohidantoinas. Sintesis del
hidrocloruro del acido (2S)-5-amino-2-[(5RS)-5-bencil-3-fenil-2,4-dioxoimidazolidin-

1-ilJpentanoico [(RS)-138a] a partir de 4-aminoimidazol-2-ona derivada de Orn 128a.

A una disolucion de la 4-aminoimidazol-2-ona 128a (20 mg, 0.035 mmol) en CH;CN (1
ml), se le adicioné lentamente HCI concentrado (2 ml), se calentd en un tubo cerrado a
100 °C durante 4 dias. Al cabo de ese tiempo, el disolvente se evapord a sequedad y el
residuo resultante se disolvié en H,O (3 ml) y se liofiliz6. De este modo se obtuvo sin
purificacion adicional y con buen rendimiento (85%) el compuesto del epigrafe. Los datos

analiticos y espectroscopicos mas significativos de (RS)-138a se detallan a continuacion:

HOOC, , ¢ (12 mg, 85 %). Férmula molecular: Cy1H23N30,4-HCI;

10-100% de A en B durante 5 min]; tz = 2.82 min; [M+1]'=

S
PR\ N//\/\NHZ-HCI HPLC-MS [Sunfire Cqg (4.6 x 50 mm, 3.5 ym), gradiente
/j/z 2>:O
o7 N
Ph 382.27.

"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1.35-2.33 (m, 4H, y-H y B-H), 2.17-2.28 (m, 2H,
5-CH,), 2.84-3.03 (m, 2H, &-H), 3.98 y 4.09 (2m, 2H, a-H), 4.26 y 4.32 (2t, 2H, J = 8Hz, 5-
H), 7.01-7.46 (m, 10H, aromaticos).

*C-RMN (750 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 23.4 y 25.3 (CH,Cg), 35.2 (CH,, 5-CHy), 41.7
(CHy, C,), 58.9 y 57.4 (CH, Cs), 69.8 y 71.2 (CH, C,), 119.0-138.2 (10CH y 2C,
aromaticos), 153.9 (C,), 170.1 (C4), 176.0 (COOH).

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para C,;H»4N304, 382,17; encontrado 382.27 (100 %).
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4.5.3.2. Sintesis de hidantoinas a partir de a-ureidonitrilos. Procedimiento general
de la sintesis de las hidantoinas desprotegidas en la cadena lateral basica 139a,
141-143a y 144b.

BnHNOC, El correspondiente a-ureidonitrilo (R)-, (S)-119a,
“/—(CHa)3-NH,-CF3COOH
Ph-(CHalm ,  fy (2 N2 CF2 (S)- (RS)-121-123a y (S)-124b (0.125 mmol) se
o N%O disolvi6 en una disoluciéon al 20% de TFA en
R’ . ‘. s
1393,141-143a (m = 1) CH)Cl, (5 ml) y la disolucion se agitdé a
144b (m = 2) temperatura ambiente durante 24 h. Al cabo de

este tiempo, el disolvente se evapordé a sequedad, y se coevapord varias veces con
CH.CI; (3 x 2 ml). El residuo resultante se disolvié en H,O (3 ml) y se liofiliz6. De este
modo se obtuvieron sin purificacion adicional los hidantoinas (R)-, (S)-139a, (S)-, (RS)-
141a, (S)-, (RS)-142a, (S)-, (RS)-143a y (S)-144b con rendimientos superiores al 95%.
Los datos analiticos y espectroscopicos mas significativos de estos compuestos se
recogen en las Tablas 4.40 y 4.41, excepto para el derivado de lisina (S)-144b que se
detallan a continuacion:

Trifluoroacetato de (2S)-6-amino-N-Bencil-2-[(5S)-3-fenil-5-fenetil-2,4-
dioxoimidazolin-1-illhexanamida [(S)-144b].

BnHNOC, , 5 Solido amorfo. (17 mg, 95 %). Férmula molecular:
Ph s N® N\ cricoon | CaoHaN4Oa*CFsCOOH. HPLC [Sunfire Cig (4.6 X
o 4 NZ>:O 150 mm, 3.5 pm), gradiente 10-100% de Aen B
Ph durante 30 min]; tzr = 18.85 min.

HPLC-MS [Sunfire C45(4.6 x 50 mm, 3.5 ym), gradiente 10-100% de A en B durante 5
min]; tz = 3.26 min; [M+1]'= 499.44.

"H-RMN (300 MHz, CD50D) & (ppm): 1.31-1.44 (m, 2H, y-H), 1.52-1.66 (m, 2H, d-H),
2.06-2.16 (m, 1H, B-H), 2.17-2.28 (m, 2H, 5-CH,), 2.45-2.55 (m, 1H, 5-CH,CH,), 2.68-
2.76 (m, 1H, €-H), 4.26 [d, 2H, J = 15 Hz, CH, (Bn)], 4.27 (d, 1H, J = 8Hz, 5-H), 4.32 {(t,
1H, J = 8Hz, a-H), 7.01-7.46 (m, 15H, aromaticos).

*C-RMN (75 MHz, CD;0D) & (ppm): 22.3 (CHj, C,), 25.9 (CH,, Cs), 28.4 (CH,, 5-CH.,),
29.1 (CHy, Cg), 31.1 (CHy, 5-CH,CH,), 39.2 (CH, C¢), 42.1 (CH;, CH2-Bn), 57.1 (CH, Ca),
59.6 (CH, Cs), 118.3-139.6 (15CH y 3C, aromaticos), 155.5 (C,), 171.2 (C,), 169.2
(CONH).

ESI-MS m/z [M+1]" calculado para C3oH3sN4O3, 499.62; encontrado 499.44(100 %).
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Tabla 4.40.- Datos analiticos mas significativos de las hidantoinas derivadas de ornitina 139a y 141a-143a.

BnHNOC,I
/(/)( )3 2 3

4 2
o (6}
1

N
R

Compuesto® R' Config (*) F. Molecular tg(min)® [M+1]" calc.® [M+1]"encontr.’
(R)-139a Ph R) CogHaoNaOs-CFsCOH | 3.10 47156 471.32
(S)-139a Ph S) CosHsoN:O5 CFsCOH | 3.10 47156 47143
(R)-141a Bn R) CaoHsaNaO5 CFaCOH | 3.22 48525 485.38
(S)-141a Bn (S) Co9H32N405-CF3CO,H 3.22 485.25 485.23
(R)-142a . R) CaiHyN:O.CF.COOH | 3.23 528.64 529.39
(S)-142a T CaiHyN:O.CF,.COOH | 3.23 528.64 529.53
(R)-143a z_ (R) C3oH33FN4O3-CF;COOH 3.29 485.25 485.38
(S)-143a A T 8) [ CaHuFN.O, CF.COOH | 3.29 48525 48521

Todos los compuestos fueron aislados como sélidos amorfos o espumas. "Columna Sunfire Cys (3.9 x 50 mm, 3.5 um) y gradiente 10-
100% de A en B durante 5 min. “Masa calculada para el ion molecular sin considerar CFsCOOH. “Abundancia relativa entre 95-100%.
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Tabla 4.41.- Datos espectroscopicos mas significativos de las hidantoinas derivadas de
ornitina 139ay 141a.

BnHNOC,
- : N/(g(CHz)g NH,-CF3;COOH
2
5 4N>§o
R1
Compuesto \ (R)-139a (S)-139a (R)-141a (S)-141a
R Ph Bn
Config (*) (R) | (S) (R) | (S)
"H-RMN?
5-H 4.56 4.66 4.40 4.51
5-CH> 3.46 3.30, 3.36 3.16, 3.21 3.23
3-R" - - 4.32 4.07
Js5H, 8 5 5 5
JscH, 8 15 15 15
Aminoacido
a-H 4.27 4.27 4.40 4.19
B-H 2.07-2.27 2.07-2.27 1.92-2.25 1.92-2.25
y-H 1.67-1.80 1.67-1.80 1.52-1.72 1.52-1.72
o-H 2.97 2.97 2.88 2.88
CH, (Bn) 412 4.38, 4.46 4.28, 4.39 4.47,4.58
JNH,CHZ (Bn) - 15 15 15
Jag 7.5 7.5 7.5 7.5
C-RMN°
C, 157.2 157.8 158.7 158.7
Cs 173.7 172.9 174.2 173.7
Cs 61.7 63.1 61.9 63.2
5-CH, 36.3 375 37.3 36.6
3-R"9 - - 44.3 443
Aminoacido
Cq 59.4 59.4 55.5 59.3
Cg 28.3 28.3 27.3 28.2
Cy 25.7 25.7 25.5 25.5
Cs 40.2 40.2 40.2 40.2
CH, (Bn) 44 .4 445 43.0 43.2
CONH 171.1 171.2 170.8 171.2

Espectros registrados a 400 o 500 MHz en CD;0D. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY.
Datos de proton y carbono aromaticos no incluidos debido al solapamiento de las sefiales. “Espectros registrados
a 100 o 125 MHz en CD3;0OD. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HentiMBC.
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Tabla 4.42.- Datos espectroscopicos mas significativos de las hidantoinas derivadas de ornitina

142a y 143a.
BnHNOC, _
Ph/jN - (CH2)s~NHz CF5COOH
4 2
o N ©
R1
Compuesto (R)-142a (S)-142a (R)-143a (S)-143a
1 - 7
R \O/©/\/ F/@/\/
Config (*) (R) | (S) (R) (S)
"H-RMN°®
5-H 4.30 4.40 4.32 443
5-CH; 3.03-3.24 3.03-3.24 3.04-3.21 3.04-3.21
» 242-2.66 (2-H), | 242-286(2-H). | 5 45575 (2n), | 2.48-272 (2-H),
3R 340361 (1H), | 340361 (1-H), | 5556 G | 500567 ()
3.72,3.73 (OMe) | 3.72,3.73 (OMe) | %o 4979
Aminoacido
a-H 4.29 4.09 4.27 4.1
B-H 1.87-2.12 1.87-2.12 1.91-2.21 1.91-2.21
y-H 1.54-1.67 1.54-1.67 1.57-1.88 1.57-1.88
o-H 2.89 2.89 2.91 2.91
CH; (Bn) 4.10 4.32,4.40 4.10 4.33, 4.41
JNH,CH; (Bn) 15 15 B 15
Jop 7.5 7.5 7.5 7.5
"*C-RMN°
C, 158.5 159.8 159.3 158.2
Cs 174.3 173.7 174.2 173.7
Cs 61.8 65.3 61.8 63.2
5-CH; 37.7 37.1 37.7 37.2
3R 41.1(Cr), 33.6 (C2), A1.1(C1), 336 (C2),|  40.9 (Cr), 40.9 (Cr),
55.6 (OMe) 55.6 (OMe) 33.8 (C2) 33.8 (Cz)
Aminoacido
Cq 55.2 59.2 55.3 59.2
Cg 27.3 28.3 27.4 28.2
Cy 23.0 255 23.2 25.6
Cs 401 40.1 40.1 40.1
CHa (Bn) 44.4 44.3 44.4 44.3
CONH 170.9 171.3 170.8 171.3

“Espectros registrados a 400 o 500 MHz en CD;OD. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos COSY.
"Datos de proton y carbono aromaticos no incluidos debido al solapamiento de las sefiales. °Espectros
registrados a 100 o 125 MHz en CD3;0D. Asignacion realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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4.6. EVALUACION BIOLOGICA

4.6.1. Ensayos de inhibicion de agregacion plaquetaria.

La sangre necesaria para el ensayo fue obtenida de personas voluntarias (30 mL por
persona), las cuales no habian tomado ningun farmaco que alterara las plaquetas
durante las dos semanas previas a la donacion. La sangre se extrae por puncién venosa
y se recoge en tubos Vacutainer de 2.7 ml que contienen una solucion tampon al 3.2%
de citrato de sodio. La sangre extraida fue centrifugada a 250%g durante 7 minutos para
obtener el plasma rico en plaquetas (PRP). Despues de separar el PRP, el resto de la
sangre fue re-centrifugada a 900xg durante 10 min para obtener el plasma pobre en
plaquetas (PPP). El PPP fue usado como referencia optica en la agregacién y como
diluyente para obtener un PRP de una concentracion final de 200.000 plaquetas/pL. La
agregacion plaquetaria se midié en un agregometro 6ptico (Chrono-Log modelo 440 de

cuatro canales). Se preparon por duplicado las siguientes muestras en cubetas de vidrio:
e Muestra control: 0.5 ml de PRP con 30 uM de SFLLRN.

e Muestra a ensayar: 0.5 ml de PRP con 30 uM de SFLLRN y 0.1 mg/ml del compuesto

a evaluar. (Todas las disoluciones se realizaron en DMSO)

Las muestras fueron incubadas 5 min a 37 °C. Se realiz6 la medida de la agregacion
plaquetaria al comienzo y al final del ensayo, siendo el valor maximo de agregacion
plaquetaria para la muestra control al final del ensayo. Por comparacién de este valor
maximo con el valor obtenido en las muestras a ensayar se determiné el porcentaje de
inhibicion de la agregacion plaquetaria. El resultado obtenido es la media de los dos

ensayos realizados.

4.6.2. Evaluacion de la actividad antitumoral. Ensayo de citotoxicidad.

El ensayo de citotoxicidad se realizé en multiplaca de 96 pocillos, utilizando el método
del NCI (National Cancer Institute)*®. El crecimiento celular se evalué tras 48 h de
incubacion en presencia o ausencia de los compuestos a ensayar. El resultado expresa
el porcentaje de crecimiento con respecto al control sin tratar. Puesto que se toma como
referencia el tiempo cero, momento en que empieza el tratamiento, se puede observar
crecimiento (igual a control (100%)= “no efecto” o inferior al control (100 a 0%)=
“citostaticidad”) o muerte celular parcial (0 a 99%) o total (100%)= “citotoxicidad”. En el
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ensayo se determinan tres valores criticos, a saber: Glsg, concentracion que produce una
inhibicién del crecimiento del 50%; TGI, concentracidon que produce una inhibicion total
del crecimiento; LCsg, concentracién que produce un 50% de muerte celular. El ensayo
de citotoxicidad se realizé en las lineas celulares de carcinoma humano A-549 (pulmon),
HT-29 (colon) y MDA-MB-231 (mama). La cuantificacion del ensayo se realizd por
colorimetria mediante tinciéon con sulforodamina B (SRB) y medicién de la densidad
Optica en el lector de multicapa tipo ELISA. Estos ensayos fueron realizados por la
empresa farmacéutica PharmaMar.
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