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NOTA SOBRE NOMENCLATURA 

A lo largo de esta Memoria se han utilizado la nomenclatura y simbolos de 

aminoácidos recomendados por la Comisión de Nomenclatura de Bioquímica (JCBN) de 

la IUPAC-IUB (“Nomenclature and Symbolism for Amino Acids and Peptides”, Pure  

Appl. Chem. 1994, 56, 595-674. http://www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/iubmb.html#03). 

Los aminoácidos se han nombrado por el sistema de símbolos de una o tres letras y 

pertenecen a la serie natural L, salvo que se indique lo contrario. Las sustituciones en el 

grupo α-NH2 se indican anteponiendo el símbolo aceptado para el sustituyente al 

símbolo del aminoácido, mientras que las sustituciones en los grupos funcionales de las 

cadenas laterales se indican entre paréntesis, inmediatamente después del símbolo del 

aminoácido. 

En cuanto a los péptidos, el residuo que tiene el grupo amino libre, o no acilado por 

otro aminoácido, se denomina N-terminal y el que tiene el grupo carboxilo libre se 

denomina C-terminal. Tanto para nombrarlos como para representarlos gráficamente, se 

comienza por el residuo N-terminal, seguido de los aminoácidos internos en orden, para 

finalizar con el residuo C-terminal. 

 

 

NOTA SOBRE PUNTUACIÓN Y ABREVIATURAS 

Con el fin de simplificar la publicación de los resultados en revistas internacionales 

que requieren uso de numeración inglesa, en esta Memoria se utiliza este sistema. Así, 

las cifras decimales se indican con punto en lugar de con coma, habiendo sido aceptado 

este sistema por la Real Academia Española de la Lengua, como se recoge en el 

Diccionario Panhispánico de Dudas, desde su primera edición en octubre de 2005. 

Hay terminología científico-técnica que frecuentemente se utiliza de forma 

abreviada, pero para la cual en la versión en español no existe o no se utiliza una 

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



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 



 
 
 
 

 
 
 
 
 

ABREVIATURAS  

 

AC Adenilato Ciclasa 
ADN Ácido Desoxirribonucleico 
AcOH Ácido acético 
Ang (del inglés: angiopoietin) = Angiopoyetina 
APC (del inglés: Activated Protein C) = Proteína Activada C 
Ar Arilo 
BACE-1 Beta-secretasa 1 
Bfgf (del inglés: Basic Fibroblast Growth Factor) =  Factor básico de crecimiento 

de fibroblastos 
Bn Bencilo 
Boc Terc-butoxicarbonilo 
CAM (del inglés: ChorioAllantoic Membrane) = Membranas corioalantoicas 
c-AMP (del inglés: cyclic Adenosine Monophosphate) = Adenosina monofosfato 

cíclico 
CDCl3 Cloroformo deuterado 

CI50 Concentración inhibitoria 50 

COSY (del inglés: COrrelation SpectroscopY) 
DAG Diacilglicerol 
DCC Diciclohexilcarbodiimida 
DIBAL-H Hidruro de diisobutilaluminio 
DIC N,N´-diisopropilcarbodiimida 
DIEA Diisopropiletilamina 
DMAP 4-Dimetilaminopiridina 
DMF Dimetilformamida 
DMSO-d6 Dimetilsulfóxido-d6 

DOS (del inglés: Diversity Oriented Synthesis)  = Síntesis orientada a la diversidad 
EC50 Concentración efectiva 50 

ECL (del inglés: Extracellular Loop ) = Bucle extraceluar 
EGF (del inglés: Epidermial Growth Factor) = Factor de crecimiento del endotelio 

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

crecimiento del endotelio vascular 
Egr (del inglés: Early Growth Respose) = Respuesta temprana de crecimiento 
ELISA (del inglés: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) = Ensayo de 

inmunosorbente unido a enzima 
EP Embolia Pulmonar 
EPCR (del inglés: Endothelial Protein C Receptor) = Receptor de la proteína C 

endotelial 
EPO Entidad Promotora Observadora 
eq. Equivalentes 
ERAs  Elementos de Respuesta a Andrógenos 



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ERK (del inglés: Extracellular Regulated Kinase) = Quinasa extracelular regulada 
ES-MS (del inglés: Electrospray ionization mass spectrometry) = Espectrometría de 

masas por ionizacion con electrospray 
FIX Factor IX 
FIXa Factor IXa 
Fmoc Fluorenilmetoxicabonil 
FV Factor V 
FVII Factor VII 
FVIIa Factor VIIa 
FVIII Factor VIII 
FX Factor X 
FXa Factor Xa 
FXI Factor XI 
FXIa Factor XIa 
g Gramo 
GDP Guanosina Difosfato 
GEFs (del inglés: Guanine-nucleotide Exchange Factors) = Factores de intercambio 

de nucleótidos de guanina 
GPCRs (del inglés: G-Protein Coupled Receptors) = Receptores acoplados a 

proteínas G 
Grb2 (del inglés: Growth factor receptor-bound protein 2) =  
GRK (del inglés: G protein Receptor Kinase) = Quinasa de receptores acoplados a 

proteína G 
GRO-α (del inglés: Growth Regulated Oncogen-α) = Oncogén regulador de 

crecimiento α 
GTP Guanosina Trifosfato 
h Hora 
HER2 (del inglés: Human Epidermal growth factor Receptor 2) = Receptor 2 del 

factor de crecimiento epidérmico humano 
HIV ( del inglés: Human Immunodeficiency Virus) = Virus de inmunodeficiencia 

humana  
HMBC ( del inglés: Heteronuclear Multiple Bond Correlation) 
HOBt 1-Hidroxibenzotriazol 
hPAR1 (del inglés: Human Protesase-Activated Receptor 1) = Receptor activado por 

proteasa humano 1 
HPLC (del inglés: High-Performance Liquid  Chromatography) = Cromatografía 

líquida de alto rendimiento 
HPLC-MS (del inglés: High-Performance Liquid  Chromatography-Mass Spectroscopy) = 

Cromatografía líquida de alto rendimiento acoplada a espectrometro de 
masas 

Hse Homoserina 
HSQC (del inglés: Heteronuclear Single Quantum Coherence) 
HTS (del inglés: High Troughput Screening) = Cribado de alto rendimiento 
Hz Hercio 
InsP3 Fosfoinosítido 



 
 
 
 

 
 
 
 
 

KDR Receptor de factor de crecimiento del endotelio vacular 2 
Ki Canal de Potasio 
Ki Constante de disociación 

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

LBS (del inglés: Ligand Binding Site) = Sitio de unión del ligando 
LMWH (del inglés: Low-Molecular Weight Heparin) = Heparinas de bajo peso 

molecular 
MAPKs (del inglés: Mitogen-Activated Protein Kinases) = Proteína quinasas activadas 

por mitógenos 
min Minutos 
MMP-1 (del inglés: Matrix Metalloprotease-1) = Metaloproteasa de matriz 1 
MW (del inglés: MicroWaves) = Microondas 
NOE (del inglés: Nuclear Overhauser Effect) = Efecto nuclear Overhauser 
NOESY (del inglés: Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY) = Espectroscopía del 

efecto nuclear Overhauser 
Orn Ornitina 
PAR1-APs (del inglés: PAR1-Activating Peptides) = Péptidos activadores de PAR1 
PARs (del inglés: Protease-Activated Receptors) = Receptores activados por 

Proteasas 
Pbf 2,2,4,6,7-Pentametildihidrobenzofurano-5-sulfonilo 

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

Pf Punto de fusión 
Ph Fenilo 
PI3K (del inglés: Phosphatidylinositol-3-Kinase) =  Fosfatidilinositol-3-quinasa 

PKC Proteína Quinasa C 
PLCβ (del inglés: Phospholipase Cβ) = Fosfolipasa Cβ 
ppm Partes por millón 
PyK2 (del inglés: Proline rich tyrosin Kinase-2)  = Tirosina quinasa rica en prolinas-

2 
RMN Resonancia Magnética Nuclear 
ROK (del inglés: Rho-Kinase) = Rho-quinasa 
Rdto. Rendimiento 
SAR (del inglés: Structure-Activity Relationships) = Relaciones Estructura-

Actividad 
SER (del inglés: Serum Response Elements) = Elementos de Respuesta Sérica 
Src Steroid receptor cofactor  
T.a. Temperatura ambiente 
TEA Trietilamina 
TF (del inglés: Tissue Factor) = Factor Tisular 
TFA Ácido trifluoroacético 
THF Tetrahidrofurano 
TIE Receptor de Angiopoyetina 



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

TK (del inglés: Tyrosin Kinase) = Tirosina quinasa 
TLC (del inglés: Thin Layer Chromatography) = Cromatografía de capa fina 
TM Transmembrana 
TMSCN Cianuro de trimetilsililo 
VEGF (del inglés: Vascular Endothelial Growth Factor) = Factor de crecimiento del 

endotelio vascular 
VEGFR2 (del inglés: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) = Receptor 2 del 

Factor de crecimiento del endotelio vascular 

Xaa Aminoácido 



 
 
 
 

 
 
 
 
 

ANEXO I: AMINOÁCIDOS 

Aminoácido Código  Fórmula Aminoácido Código  Fórmula 

Ácido Aspártico Asp D Isoleucina Ile I 

 

Ácido Glutámico Glu E Leucina Leu L 

 

Alanina Ala A 
 

Lisina Lys K 

 

Arginina Arg R Metionina Met M 

 

Asparagina Asn N Prolina Pro P 
 

Cisteína Cys C Serina Ser S 

 

Glutamina Gln Q Tirosina Tyr Y 

Glicina Gly G 
 

Treonina Thr T 

 

Fenilalanina Phe F 

 

Triptófano Trp W 

 

Histidina His H Valina Val V 

 

 



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUCCIÓN 
 



 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 

INTRODUCCIÓN 

21 

 
 
 
 
 

1. INTRODUCCIÓN 

 

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 esquemática 

en la Figura 1, posee un papel central y esencial en la cascada de coagulación 

sanguínea1. Además, esta proteasa induce diversos efectos sobre una amplia variedad 

de células, tales como: plaquetas2,3, células endoteliales y de músculo liso2-4, neuronas y 

astrocitos en el sistema nervioso2,4-7, células inmunitarias e inflamatorias8,9, 

osteoblastos10 y células tumorales11-14. Estos efectos celulares de la trombina están 

mediados por la activación de tres receptores de la familia de receptores activados por 

proteasas (PARs: PAR1, PAR3 y PAR4)2,4,15,16. Éstos son receptores acoplados a 

proteínas G (GPCR), que requieren una proteólisis específica en el extremo N-terminal 

extracelular para desenmascarar en este extremo una secuencia de activación 

intramolecular. Esta activación se traduce en una compleja cascada de señalización 

intracelular. Entre estos receptores, PAR1 es el principal receptor activado por trombina 

en la mayoría de las células humanas17. 

 

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

señalización y desensibilización 

 

PAR1 fue el primer receptor activado por proteasas en ser descubierto y clonado 

(1991), como resultado de la búsqueda de receptores responsables de los efectos 

celulares de la trombina18. La trombina es un agonista extremadamente potente de este 

receptor (EC50 = 50 pM) y la activación se bloquea por los inhibidores de trombina 

hirudina e hirugen18. PAR1 está constituido por 425 aminoácidos y posee 7 dominios 

transmembrana hidrófobos característicos de los GPCRs. Tal como se indica de forma 

esquemática en la Figura 2, este receptor contiene en el extremo N-terminal extracelular 

la secuencia consenso de reconocimiento para la proteólisis por serina proteasas 

(L38DPR41), seguida de la secuencia activadora (S42FLLRN47) y de una secuencia similar 

a la secuencia de reconocimiento de la hirudina por trombina (K51YEPF55). Esta 

secuencia similar a hirudina es esencial para la unión del receptor con alta afinidad a 

trombina17.  
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Figura 1.- Esquema de la cascada de coagulación sanguínea. a) Mecanismo intrínseco: Siempre 

presente en el flujo sanguíneo, comienza con la activación 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 

extrínseco: 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), glicoproteína transmembrana expresada en las capas 

subendoteliales de los vasos sanguíneos, se une al factor VII circulante en el fluido sanguíneo. Esta unión 

produce la autoactivación de FVII a FVIIa, seguida de la activación de FX  a FXa. En esta activación convergen 

los dos mecanismos de coagulación. A continuación, la unión del factor activado Xa al cofactor FV cataliza la 

hidrólisis y activación de protrombina a trombina. La trombina hidroliza el fibrinógeno a fibrina, dando lugar a la 

formación de trombos. Por otra parte, la trombina activa la agregación plaquetaria a través de los receptores 

PAR1 y PAR4. Además, la trombina participa en la activación de FXI y de los cofactores FV y FVIII.  
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Figura 2.- Esquema de la activación y señalización de PAR1 

 

Una vez efectuada la proteólisis del receptor, tanto éste como la trombina, 

manteniéndose unidos, sufren un cambio conformacional para facilitar la unión 

intramolecular del ligando activador desenmascarado al denominado sitio de unión 

(L84PAFIS89), localizado también en el exodominio N-terminal, y al segundo bucle 

extracelular del receptor19,20. Esta activación favorece la interacción del receptor con las 

proteínas G y la subsiguiente activación de la compleja cascada de señalización celular. 

Tomando como modelo la secuencia activadora (S42FLLRN47), se han sintetizado 

péptidos análogos que activan el receptor sin necesidad de proteólisis, denominados 

péptidos activadores de PAR1 (abreviado en inglés como PAR1-APs).  El pentapéptido 

SFLLR es la mínima secuencia necesaria para actividad agonista completa, aunque, en 

general estos PAR1-APs muestran potencias (EC50<1µM) significativamente inferiores a 

la trombina y baja selectividad con respecto a otros PARs2,4. 

Aunque diferentes especies animales comparten alta homología 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 

SFFLRN21. 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 farmacológicos, 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, según la especie animal, en su expresión celular 

y perfiles de señalización22. Así por ejemplo, en lo que respecta a las plaquetas, células 

en las que los PARs han sido más estudiados, las plaquetas humanas expresan PAR1 y 

PAR4, con señalización  independiente, mientras que, las plaquetas de ratón expresan 

PAR3 y PAR4, y las de cobaya PAR1, PAR3 y PAR417,21. Hay que destacar que las 

plaquetas de los animales más habituales para la evaluación biológica, ratones, ratas y 

perros no expresan PAR123. En células endoteliales de ratón PAR1 y PAR4 median la 

señalización. Sin embargo, en las células endoteliales humanas PAR1 es el único 

receptor de trombina, pues no expresan PAR424. Las células de músculo liso vascular y 

los fibroblastos expresan PAR1 y PAR2, pero estos últimos no son activados por 

trombina17,21,22. De forma similar, las neuronas y astrocitos del sistema nervioso central y 

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

inmunitarias, expresan PAR1 y PAR22,4,8. La especificidad de especie animal complica el 

desarrollo farmacológico de moduladores de estos receptores, pues los ensayos in vivo 

hay que hacerlos en primates. 

La trombina es el principal regulador fisiológico de PAR1, sin embargo, otras 

enzimas de la cascada de coagulación sanguínea también pueden contribuir a su 

activación. Así, durante la coagulación el complejo TF-FVIIa señaliza, en parte, a través 

de PAR125. Aunque el factor FVIIa por sí solo, incluso a altas concentraciones, no es 

capaz de activar PAR1, cuando este receptor es coexpresado junto al TF sí que es 

activado por FVIIa. El factor FXa también activa PAR1 en células endoteliales y en 

fibroblastos26. La proteína C activada (APC) por trombina, cuando está unida a su 

receptor en las células endoteliales de los vasos sanguíneos (EPCR), también ejerce 

parte de sus acciones a través de la activación de PAR127. Mientras la APC se mantiene 

unida a través de su receptor a la superficie celular, el complejo EPCR-APC induce la 

activación de PAR1. Esta activación es responsable en gran medida de los efectos 

antiinflamatorios  y neuroprotectores de la APC27,28. Se ha demostrado que la APC 

hidroliza PAR1 en el mismo sitio que la trombina27. Estudios recientes sugieren que la 

enzima fibrinolítica plasmina puede actuar como activador endógeno de PAR1 en 

astrocitos y neuronas9,29. Como se comentara más ampliamente en el siguiente 

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

relacionadas con las kalikreinas (KLK)9,30 y la metaloproteasa de matriz 1 (MMP-1)31, 

activan PAR1. Este receptor también es activado por algunas proteasas bacterianas, 

entre las que destacan las gingipainas-R específicas 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 agregación 

plaquetaria con potencia similar a la trombina y que sus efectos son mediados por PAR1 

y PAR432. Este mecanismo podría explicar la relación que hay entre la periodontitis y las 

enfermedades cardiovasculares33. Muy recientemente, también se ha descrito que 

proteasas de promastigotes de Leishmania activan PAR1 en macrófagos y que esta 

activación puede ser responsable de la infección de estas células por Leishmania34. 

Como en la mayoría de los GPCRs, PAR1 se acopla con multitud de cascadas de 

señalización celular. La activación de este receptor produce cambios conformacionales 

que favorecen su interacción con proteínas G triméricas. En estado inactivo una 

subunidad Gα está unida a guanosina difosfato (GDP) y a las subunidades Gβγ. La 

activación de PAR1 induce un cambio conformacional en estas proteínas G que conlleva 

el intercambio de GDP por guanosina trifosfato (GTP), seguido de la fosforilación del 

receptor y separación de la subunidad Gα del complejo dimérico Gβγ, desencadenando 

la compleja cascada de señalización (Figura 2), específica según el tipo de célula. PAR1 

interacciona con distintos subtipos de subunidades Gα2,4,15,22, principalmente, con Gαi, 

Gα12/13 y Gαq (Figura 3). El acoplamiento con Gαi inhibe adenilato ciclasa (AC), 

suprimiendo la formación de c-AMP, acción que provoca las respuestas de las 

plaquetas15. 

El acoplamiento de PAR1 con Gα12 y Gα13 juega un papel fundamental en el control 

de la forma celular y la migración4. Estas subunidades interaccionan con factores de 

intercambio de nucleótidos de guanina Rho (GEFs)35-37, que controlan la forma y la 

migración celular, y con elementos de respuesta sérica (SRE)38. En las plaquetas, esta 

activación de Rho-quinasas mediada por Gα12/13 está involucrada en los cambios de 

forma inducidos por trombina39, mientras que, en fibroblastos y células endoteliales 

parece estar involucrada en la permeabilidad y en la migración36,37,40. En células 

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

la reorganización del citoesqueleto, la migración celular y la invasión35,41,42. 
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Figura 3.- Esquema de la cascada de señalización celular del receptor PAR1. El significado de las 
abreviaturas de las proteínas implicadas se indica en el apartado de abreviaturas. 

 

El principal acoplamiento de PAR1 con proteínas G es a través Gαq
4,36. Este 

acoplamiento activa la fosfolipasa Cβ  (PLCβ)43, generando fosfoinositido (InsP3), que 

induce movilización de calcio, y diacilglicerol (DAG), que activa la proteína quinasa C 

(PKC). Este mecanismo abre el camino a quinasas reguladas por calcio y por PKC, tales 

como las proteína quinasas activadas por mitógenos (MAPKs), y fosfoesterasas44. 

Teniendo en cuenta el importante efecto mitógeno de la trombina, ha habido mucho 

interés en el acoplamiento de PAR1 con la cascada de MAP quinasas2,4. En particular, el 

módulo MAPK-ERK1/2 juega un papel crítico en la proliferación celular y en la 

diferenciación. Gran parte de la información sobre la regulación de este módulo se ha 

derivado del estudio de receptores tirosina quinasa, tales como el receptor del factor de 

crecimiento epidérmico (EGFR). La activación de este receptor inicia la cascada de 
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fosforilación desde la proteína Ras a ERK1/2. Esta cascada puede ser activada vía 

PKC45 o mediante la transactivación de EGFR inducida por PAR14,44,46,47.  

Por último, tal como se muestra en la Figura 3, las subunidades Gβγ acoplan los 

receptores PAR1 a muchas otras ramas de señalización4,15,48, que incluyen 

fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K), enzimas modificadoras de lípidos (PLCβ), quinasas de 

receptores de proteínas G (GRK), canales de potasio (Ki), y tirosina quinasas (TK). Entre 

estas vías de señalización, destaca el papel importante que juega la PI3K en la 

regulación de la estructura del citoesqueleto, la movilidad y supervivencia celulares y la 

mitogénesis mediada por PAR1. Además, en algunos tipos de células la PI3K funciona 

como intermediaria en la activación de ERKs2,15,43,49. 

Debido a la naturaleza irreversible de la activación proteolítica de PAR1, su 

señalización está estrechamente regulada por su rápida desensibilización y tráfico50. La 

activación irreversible de estos receptores sugiere que poseen un mecanismo de 

terminación de la señalización diferente al de los clásicos GPCRs2. La fosforilación es 

importante para su desensibilización e internalización. Así, la fosforilación en diversas 

posiciones del extremo C-terminal intracelular mediante las quinasas de GPCRs 3 y 5 

median la rápida inactivación51.  Además, la unión de β-arrestinas independiente de la 

fosforilación también contribuye a la desensibilización de PAR152. Estos receptores 

cuando están activados son fosforilados, desacoplados de las proteínas G y, 

preferentemente, internalizados en lisosomas, donde son degradados con alta eficacia, 

sin ser reciclados a la superficie celular53,54. La internalización desconecta el receptor de 

la señalización, mientras que, la degradación 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 exposición a la acción de la proteasa activadora, 

dando lugar a una rápida resensibilización, independiente de la síntesis de novo del 

receptor22. Además, la desensibilización del receptor puede tener lugar también por 

proteólisis extracelular a nivel de la secuencia activadora(S42FLLRN47)2. 
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1.1.3. PAR1 en cáncer y angiogénesis 

 

1.1.3.1. Asociación hipercoagulación-cáncer 

La relación entre cáncer y trombosis es bien conocida desde 186555. Así, las 

trombosis venosas, cuyas manifestaciones clínicas varían desde la trombosis de venas 

profundas a la embolia pulmonar (EP), son frecuentemente observadas en pacientes de 

cáncer. Se estima que 10-20 % de las muertes por cáncer pueden ser debidas a EP más 

que al propio cáncer56, y que la histología del tumor está relacionada con el riesgo de 

sufrir EP57. Las trombosis venosas son la segunda causa de muerte en pacientes de 

cáncer58. Por otra parte, el cáncer es un reconocido factor de riesgo de 

tromboembolismo venoso y pacientes de cáncer sometidos a cirugía tienen mayor riesgo 

de trombosis posquirúrgica59. La trombosis puede ser la primera manifestación clínica de 

un cáncer. De hecho, se ha visto que, aproximadamente el 10% de los pacientes que 

sufren una trombosis espontánea, desarrollan cáncer unos años más tarde60. Además, la 

prognosis de los pacientes de cáncer es peor en los que desarrollan trombosis61,62. 

Teniendo en cuenta estos hechos, se han realizado diversos estudios clínicos 

prospectivos sobre el uso de anticoagulantes en pacientes de cáncer, cuyos resultados 

sugieren un potencial aumento en su supervivencia55,59,63,64. En estos estudios se ha 

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 LMWH69,70. Además de aumentar la supervivencia, se ha descrito que estos 

anticoagulantes en pacientes de cáncer son capaces de aumentar la actividad funcional 

de las células asesinas naturales71.  

 

1.1.3.2. Sobrexpresión de PAR1 en cáncer 

La asociación entre expresión de PAR1 y cáncer es bien conocida para un número 

creciente de tumores13,72. Así, se ha observado sobreexpresión de PAR1 en biopsias de 

tumores de pacientes de melanoma73, carcinoma de endometrio74, cáncer de mama75, 

próstata76-79, páncreas80, ovario81, colon82 y de pulmón de células no pequeñas83,84, 

carcinoma de cabeza y cuello con células escamosas85 y de leucemias86. En muchos de 

estos pacientes, los niveles de expresión de PAR1 correlacionan con el grado de 

invasividad del tumor. Así, por ejemplo, un estudio sobre un panel de líneas celulares de 

carcinoma de mama mostró altos niveles de expresión del gen hPar1 en células 

altamente agresivas metastásicas (MDA-435 o MCF10AT3B), niveles intermedios de 
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expresión en células moderadamente metastásicas (MDA-231 o MCF10T) y niveles muy 

bajos de expresión o nulos en células no metastásicas (MCF-7, ZR-75 o MCF10A)75. De 

forma similar, se ha visto que la expresión de PAR1 está significativamente aumentada 

en fibroblastos de tejidos de mama malignos con respecto a fibroblastos de tejidos 

benignos87. La expresión de PAR1 es un factor independiente de la prognosis de 

reducción de supervivencia y se ha demostrado que es un factor de riesgo para la 

recurrencia en el cáncer de próstata77.  

Estudios experimentales en modelos animales y líneas celulares de cáncer también 

apoyan la estrecha relación entre la expresión de PAR1 y cáncer. Así, por ejemplo, 

PAR1 induce la transformación oncogénica de fibroblastos NIH 3T388 y el bloqueo de la 

expresión de PAR1 en células metastásicas de cáncer de mama MDA-MB-231 reduce 

considerablemente su potencial metastásico, mientras que, la sobreexpresión de PAR1 

en células tumorales poco metastásicas MCF-7 induce su crecimiento e invasión en 

ratones31. Resultados similares se han observado en células de melanoma89,90.  

 

1.1.3.3. Activación y señalización de  PAR1 relacionadas con cáncer 

Como se ha comentado en el apartado 1.1.2, la trombina es el principal activador de 

PAR1, siendo esta activación el principal desencadenante de los efectos mitógenos 

directos de trombina sobre células tumorales y de los efectos indirectos a través de 

interacciones tumor-plaquetas14. La activación de las plaquetas induce la liberación 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)92 y la angiopoyetina 193. Por otra parte, además de mediar la adhesión 

a células endoteliales y el desarrollo de vasos colaterales, los agregados de plaquetas 

protegen a las células tumorales de las células asesinas naturales94. Estos agregados 

embolizan, dando lugar a isquemia5. Los trombos de células tumorales producen la 

extravasación del tumor en el parénquima y neoangiogénesis63. 

Además de la trombina, otras proteasas contribuyen a la activación de PAR1 y 

están involucradas en la supervivencia de células tumorales, motilidad, migración e 

invasión, al menos, en estudios experimentales in vitro. Por ejemplo, recientemente, se 

ha descrito que la proteína C activada (APC), una serina proteasa implicada 

fundamentalmente en la regulación de la fisiología vascular, aumenta la invasión y 

quimiotaxis en células de cáncer de mama, mediante la activación de vías de 

señalización específicas a través de la activación de PAR1 y de EPCR95.  
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Es bien conocido el importante papel que juegan las metaloproteasas matriciales 

(MMP) en el crecimiento, invasión y metástasis de tumores malignos96. En particular, la 

expresión de MMP-1 está asociada con una peor prognosis en melanomas, y cánceres 

de mama, ovario, colorectal, pancreático y gástrico97. La expresión de MMP-1 también 

está asociada con un aumento de angiogénesis en xenoinjertos modelos de melanoma y 

tumores de mama y de próstata98. Un trabajo reciente sugiere que la actividad 

angiogénica de la MMP-1 de tumores puede ser debida a la activación de PAR1 

expresado en células endoteliales, activación que se transmitiría a través de la vía de 

señalización Raf/MEK/ERK, contribuyendo de esta forma a la capacidad metastásica de 

las células cancerosas31,99. Se ha descrito también que la expresión de PAR1 en células 

de cáncer de mama induce la expresión del factor angiogénico Cyr61. Este factor induce 

invasión y actúa como molécula señalizadora induciendo la expresión de MMP-1 en 

fibroblastos estromales vecinos100. En un cribado de fluidos de pacientes, benignos 

frente a malignos, se ha identificado una cascada de señalización que indica que la 

MMP-1 activa PAR1101.  Por otra parte, se ha descrito que la MMP-1 activa la 

señalización MAPKs en células endoteliales vía PAR-1 y que la acción combinada de 

MMP-1 y trombina es más angiogénica que la de cada una de estas proteasas por 

separado98. Estos resultados sugieren que la MMP-1 podría complementar la acción de 

la trombina en la angiogénesis y progresión tumoral. La MMP-1 también activa PAR1 en 

la superficie de las plaquetas102. Sin embargo, efectúa la proteólisis a nivel de los 

residuos Asp39-Pro40, distinto sitio que la trombina (Arg41-Ser42). Esta activación induce la 

señalización de la vía Rho-GTP implicada en el cambio de forma celular y la motilidad, 

así como en la señalización de las MAPKs.  

Como ya se ha comentado en el apartado 1.1.2, la activación de PAR1 puede 

transactivar EGFR. Así, se ha descrito que la activación de PAR1 por trombina induce 

transactivación persistente de EGFR y ErbB2/HER2 en carcinoma de mama invasivo, 

pero no en células epiteliales mamarias normales47 y, en células de cáncer de colon HT-

29, la  transactivación  de EGFR induce proliferación celular103.  

Varios grupos han observado que la sobrexpresión del gen hPar1 en glándulas 

mamarias de ratón aumenta los niveles de expresión de Wnt-4 y Wnt-7b, que están 

unidos a la estabilización de la β-catenina nuclear72,104,105. Esta estabilización sólo se ha 

observado en el embarazo y en células epiteliales estabilizadas de líneas tumorales. 

Por último, la expresión de PAR1 también ha sido relacionada con factores de 

transcripción72. Por ejemplo, en biopsias de cáncer de próstata se ha encontrado relación 
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entre la expresión del gen hPar1 con elementos de respuesta a andrógenos (ERAs)106 y 

con el gen de respuesta temprana-1 (Egr-1)107, observándose correlación entre el nivel 

de expresión de estos genes y el tamaño y grado de malignidad del tumor. Por otra 

parte, el gen supresor de tumores p53 participa en la regulación del nivel de expresión 

de hPar172. Se ha observado que la expresión de hPar1 es baja en líneas de células 

cancerosas que expresan p53 normal, mientras que, está sobreexpresado en líneas 

celulares que no expresan p53 o lo expresan mutado108. 

 

1.1.3.4. PAR1 y angiogénesis 

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

activación de PAR1 e independiente de la formación de fibrina en la coagulación 

sanguínea14,109,110. Tanto la trombina como el péptido activador de PAR1 

SFLLRNPNDKYEPF aumentan 2-3 veces la neoangiogénesis en membranas 

corioalantóicas (CAM) de pollo111. Esta neoangiogénesis va acompañada de inducción 

del mARN de VEGF y de angiopoyetina-2 (Ang-2) y es inhibida por los inhibidores 

específicos de angiogénesis KDR-Fc (vs. VEGF) y Tie-2-Fc (vs. Ang-1 y Ang-2), así 

como por inhibidores de la cascada de señalización de PAR1, tales como inhibidores de 

PKC, MAPK o PI3K. La trombina también estimula la angiogénesis en células tumorales 

mediante la inducción de la producción de VEGF14. En células endoteliales, la trombina 

induce la expresión del receptor VEGFR2112 y la producción de Ang-2113 y, en plaquetas, 

induce la secreción de VEGF92 y Ang-193. Además, parece que la inducción de la 

angiogénesis tumoral por trombina, vía PAR1, requiere la sobrerregulación del oncogén 

regulador del crecimiento α (GRO- α)114. 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 proliferación de células 

endoteliales y sobre la síntesis de ADN, efectos solo evidentes cuando las células 

endoteliales se encuentran en estado de crecimiento rápido115,116. Estos antagonistas de 

PAR1 también inhiben la actividad de ERK1/2 inducida por trombina. Esta inhibición es 

específica de la activación inducida por trombina, pues los antagonistas de PAR1 no 

inhiben los efectos sobre la fosforilación de ERK1/2 inducida por bFGF, VEGF o EGF. 

Por último, recientemente, Zania et al. han descrito que la secuencia N-terminal PAR1(1-

41), que se libera al medio extracelular tras la activación de PAR1 y al que han 

denominado “parstatin”, muestra potente actividad antiangiogénica in vitro117 y en 

diversos modelos animales118-120. 
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1.1.4. Activación de PAR1 por trombina: Estudios estructurales 
 

La trombina posee alta capacidad para adoptar diferentes conformaciones o formas 

alostéricas. En condiciones fisiológicas es capaz de adoptar tres formas: Una forma 

inactiva E*, incapaz de unir Na+ o sustratos en su sitio activo, que está en equilibrio con 

una forma activa E, capaz de unir Na+, pero no la mayoría de sus sustratos, denominada 

forma lenta o de baja actividad. Esta forma lenta está, a su vez, en equilibrio con la forma 

ligada a Na+, E:Na+ (Figura 4a), denominada rápida, altamente activa y necesaria para la 

unión de la mayoría de sus sustratos fisiológicos, entre los que se encuentra PAR1121.  

En la estructura de trombina se han identificado cuatro sitios esenciales: a) El sitio 

activo, localizado en un canal interno, donde se sitúan los residuos S195, H57 y D102 

(Figura 4a), cuya entrada está controlada por la unión de Na+, a través del D189; b) El 

sitio de unión de Na+; c) El exositio I, que contiene diversos aminoácidos básicos, que 

facilitan la orientación óptima de la mayoría de sus sustratos, como el fibrinógeno, la 

trombomodulina o PAR1, y de sus inhibidores naturales como la hirudina; d) El exositio 

II, opuesto al exositio I, constituido por una hélice α C-terminal, en el que se unen los 

ligandos polianiónicos, como la heparina, los glucosaminoglicanos, el receptor de 

plaquetas GpIb, o los anticuerpos121. En general, la unión de sustratos al exositio I 

produce un cambio conformacional a nivel del canal del centro activo, situado a ≈30 Ǻ, 

que se refleja en un cambio en la orientación 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 

interacción trombina/PAR1. 
 

 

Figura 4.- a) Estructura de rayos X de la forma E:Na+de trombina121
: Se indican los residuos del centro 

activo (S195, H57 y D102), los exositios I y II, el sitio de unión a Na+ y el bucle hidrófobo 60 . b) Estructura de 
rayos X de la trombina unida a la secuencia extracelular S42-N62 de PAR1122

: La estructura de 
trombina unida al fragmento de PAR1 se muestra en color verde, resaltando en azul la lamina β, 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 más claro, con W215 y R221a en rojo). El fragmento de PAR1 unido al exositio I se indica en amarillo. 

a) b)
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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 últimos 10 años 

diversos estudios estructurales han aportado información significativa sobre la estructura 

del receptor y sus interacciones con trombina17. Esta información se ha obtenido a través 

de estudios de mutagénesis dirigida, tanto sobre PAR1 como sobre trombina18,19,123-130, 

de estudios de rayos X sobre trombina humana cristalizada con diversos fragmentos del 

exodominio N-terminal de PAR1122,131,132, 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 comparación con la de la secuencia resultante de proteólisis 

por trombina (Ser42-Hse103)20. En la Tabla 1 se resume la información resultante de 

estos estudios, agrupada según los distintos dominios estructurales identificados en 

PAR1.  

 

Tabla 1.- Aminoácidos relevantes para la interacción trombina/PAR1  

 Mutagénesis Rayos X RMN 

Dominio de PAR1 PAR1 Trombina PAR1 Trombina PAR1 

Reconocimiento por 
proteasas (L38DPR41) 

L38 
L99, I174, 

W215 
L38 

L99, I174, 
W215 

 

  D39 H57  

P40 S195, H57    

R41     

Ligando activador 
(S42FLLRN47) 

F43 S195, H57    

L45 S195, H57   F43, L44, R46 

R46 E39    

Secuencia similar a 
hirudina (D50KYEPF55) 

D50 R73, K149 D50 R73, K149  

Y52  Y52 R73, F34 D50, K51 

E53 R67 E53 T74,Y76  

F55 I82, Y76 F55 R67, F34, I82  

LBS (L84PAFIS89) 
F87, I88, 

S89 
   

P85, A86, 
S89, I88 

ECL-2 (Q242--------G265) 
D256     

E260     

ECL-3 (A335-------E350) E347     

Referencias 18,19,123-130 122,131,132 20 
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En el dominio de reconocimiento de PAR1 por proteasas (L38DPR41) los estudios de 

mutagénesis han mostrado que el residuo de R41 es crítico para la activación del 

receptor18. Otros estudios indican que L38 y P40 son también importantes para la 

proteólisis eficiente por trombina125. Un modelo 3D de PAR1 unido a trombina muestra 

que L38 ocupa el sitio de unión de grupos aromáticos de trombina, formado por L99, 

I174 y W215124. Uno de los estudios de rayos X confirma esta hipótesis y también indica 

que la interacción dominante de PAR1 en el sitio activo de trombina es el puente iónico 

entre el D39 de PAR1 y la H57 de trombina131. 

En lo que respecta al ligando activador (S42FLLRN47), los estudios de mutagénesis 

sugieren la existencia de interacción entre la R46 de PAR1 y el E39 de trombina, a 

través de un par iónico, y de los residuos de PAR1 F43, L45 y P40, éste ultimo en el sitio 

de proteólisis, con el W60d, situado en el bucle 60 de trombina, y con los residuos del 

centro activo S195 e H57124. Además, el estudio de RMN indica una fuerte interacción 

intramolecular de la F43 con la S89 (se observan 8 NOEs) y de la L44 con la I8820. Tanto 

la S89 como la I88 se localizan en el denominado sitio de unión del ligando activador 

(L84PAFIS89). En los estudios de rayos X la secuencia del ligando activador no se 

resuelve bien, hecho que se ha relacionado con su alta movilidad1.  

Estudios de mutagénesis sobre el dominio que contiene la secuencia similar a 

hirudina (D50KYEPF55), así como su supresión, indican que la presencia de esta 

secuencia es esencial para la unión de trombina con alta afinidad126.  Además, la unión 

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

que conllevan un aumento considerable en la eficiencia de la proteólisis122-124,126. Del 

conjunto de resultados de los estudios de mutagénesis, rayos X y RMN se deduce que 

los residuos D50, Y52, E53 y F55 establecen interacciones específicas importantes para 

la unión trombina/PAR1. De ellos, Y52, que interacciona con R73 y F34 de trombina, 

parece ser especialmente crucial20,123,131. Los estudios de mutagénesis124,127 y uno de los 

estudios de rayos X131 también destacan la importancia del E53, que establecería un par 

iónico con la R67 de la trombina. Sin embargo, según los estudios de rayos X más 

recientes122,132, E53 se orientaría hacia fuera de la superficie de la trombina (Figura 5), 

interaccionando con T74 y con Y76. Estos estudios muestran también la importancia de 

la interacción de D50 de PAR1 con R73 y K 149 de trombina, así como la interacción de 

la F55 de PAR1 con el bolsillo hidrófobo de trombina definido por F34, I82 y L65, y con el 

residuo básico de R67. 
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Figura 5.- Modelo de la estructura de la unión de la secuencia de PAR-1 D50KYEPFW56 (símbolos 

de los aminoácidos en negro) al exositio I de trombina122 (residuos implicados en azul) 

 

Mediante la utilización de un anticuerpo policlonal, anti-PAR1(1-160), que inhibe la 

activación de PAR1 en varios tipos de células que expresan este receptor, y 

experimentos ELISA se identificó en este receptor la secuencia (L84PAFIS89), 

denominada LBS (Sitio de unión del ligando), a la que se une intramolecularmente el 

ligando activador129. Posteriormente, la importancia de esta secuencia fue confirmada en 

el estudio de RMN ya comentado20. Además de las interacciones ya indicadas, este 

estudio identificó interacciones del enlace peptídico 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 proyectaría hacia fuera del LBS. Por otra parte, 

uno de los estudios de mutagénesis mostró la importancia de I88 y S89 en el LBS, de 

E347 en el 3º bucle extracelular (ECL-3) y de E256 en el 2º bucle extracelular (ECL-2) 

para las respuestas funcionales a la activación por agonistas (trombina o PAR1-APs)19. 

Este estudio muestra también que algunas mutaciones capaces de eliminar la respuesta 

a PAR1-APs sintéticos tienen poco efecto sobre la activación por trombina. Este 

resultado sugiere que el sitio de unión de los PAR1-APs no coincide con el sitio de unión 
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intramolecular del ligando activador. En este sentido, hasta el momento, no se ha 

determinado el sitio de unión de ningún ligando sintético, tanto agonista como 

antagonista. Sin embargo, se ha observado que agonistas diferentes ejercen diferentes 

efectos sobre un mismo tipo de célula13,20,133,134. 

 

1.1.5. Moduladores de PAR1 

 

Los múltiples efectos fisiológicos y patofisiológicos regulados por la activación de 

PAR1 apoyan la hipótesis de que los compuestos capaces de modular las interacciones 

trombina/PAR1 podrían tener potencial aplicación terapéutica en diversos estados 

patológicos. Dada la preferente expresión de este receptor en plaquetas y su relación 

con la cascada de coagulación sanguínea, la búsqueda de antagonistas se ha orientado 

preferentemente hacia el campo de las enfermedades cardiovasculares, bajo la hipótesis 

de que podrían ser buenos antitrombóticos sin los inconvenientes hemorrágicos de los 

inhibidores de trombina. Por otra parte, teniendo en cuenta la estrecha relación entre 

PAR1 y los procesos cancerosos (comentada en el apartado 1.1.3), recientemente, se ha 

empezado a contemplar la utilización de los antagonistas de PAR1 en cáncer, 

particularmente, como inhibidores de angiogénesis. En la actualidad, las enfermedades 

cardiovasculares y los cánceres están consideradas como las dos primeras causas de 

mortalidad. Además, la disponibilidad de agonistas y antagonistas potentes y específicos 

de PAR1 tiene interés para uso como herramientas farmacológicas en el estudio de las 

implicaciones fisiológicas de este receptor. Sin embargo, el descubrimiento de 

moduladores de PAR1 ha constituido y constituye un reto, al tener que competir con la 

activación intramolecular endógena, energéticamente más 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 aminoácidos que incluye la secuencia 42-55 de PAR1 

(SFLLRNPNDKYEPF-NH2)
18. Estudios posteriores identificaron el hexapéptido SFLLRN-

NH2 como secuencia mínima para la actividad agonista completa y el pentapéptido 

SFLLR-NH2 como secuencia mínima con actividad agonista135,136. La modificación 

extensiva de los PAR1-APs ha delimitado los requisitos estructurales de las 

interacciones trombina/PAR1, proporcionando la base para el diseño racional de 

antagonistas. Así, el escaneo con Ala de SFLLRN-NH2 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 agonista135-141. Estas y otras modificaciones, incluyendo la incorporación 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 selectividad142,143. Además, 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 mínima 

activa capaz de activar las plaquetas144. Por otra parte, se ha descrito que el péptido 

inhibidor de trombina, RPPGF, resultante de la hidrólisis de bradiquinina por la enzima 

convertidora de angiotensina, inhibe la activación de las plaquetas a concentraciones 

inferiores a la CI50 de inhibición de la trombina, mediante la unión a PAR1 en su sitio de 

proteólisis, a través de la R41, impidiendo la activación del receptor por trombina145,146. 

Es de señalar que, recientemente, se ha descrito que un pentapéptido no natural 

derivado de la modificación de RPPGF, denominado trombostatina FM19, disminuyó el 

número de vasos de los tumores así como el crecimiento tumoral en administración oral 

en ratones modelo de cáncer de próstata a concentraciones inferiores a las requeridas 

para actividad anticoagulante147. 

Desde los años 90, la búsqueda de antagonistas de PAR1 potentes y selectivos ha 

sido liderada por un pequeño grupo de compañías farmacéuticas, orientada hacia el 

campo cardiovascular, particularmente de los antitrombóticos e inhibidores de la 

aterosclerosis y la reestenosis. En esta búsqueda se han seguido dos estrategias 

clásicas en Química Médica: (a) diseño 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 pequeñas. 

Aplicando la estrategia (a), a partir de SF(f)F(Gn)LR-NH2 (f = p-fluoro; Gn = p-

guanidino), uno de los pentapéptidos agonistas más potentes, mediante la sustitución del 

residuo de serina por un grupo trans-cinamoilo o fenilpropinoilo, la compañía Bristol-

Myers Squibb obtuvo una serie de potentes antagonistas de PAR1. El compuesto BMS-

200261 (Figura 6, 1),  el más potente de la serie148, es antagonista selectivo de PAR1 

frente a PAR224 y PAR4149,150. 
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Figura 6.- Antagonistas de PAR1 resultantes de diseño racional 

 

Por otra parte, en Johnson&Johnson, teniendo en cuenta información de estudios 

SAR  y de conformaciones de baja energía sobre SFLLRN, definieron un modelo de 

farmacóforo 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 

farmacóforo, utilizando esqueletos rígidos como soporte de los grupos farmacofóricos, y 

optimización estructural obtuvieron varias series de antagonistas21,143,151. Así, el 

esqueleto de 6-aminoindol, inicialmente seleccionado para orientar adecuadamente los 

tres grupos farmacofóricos de SFLLRN, y la introducción 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) mostró alta potencia antagonista, 

selectividad por PAR1, y selectividad en la inhibición de la agregación plaquetaria 

inducida por trombina o agonistas PAR1 frente a la inducida por colágeno152,153. Además, 

como se ha comentado en el apartado 1.1.3.4, este antagonista bloqueó la angiogénesis, 

tanto la básica como la estimulada, en los modelos in vitro Matrigel e in vivo CAM115,116. 

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 bioisóstero indazol para dar lugar a RWJ-58259 (3)152. Este antagonista está 

considerado como un estándar de referencia en estudios farmacológicos. Es de señalar 

que, a diferencia de lo que sucede con la mayoría de los antagonistas de PAR1 

descritos, RWJ-58259 inhibe de forma similar la agregación plaquetaria inducida por el 

agonista SFLLRN que por la trombina151. Este antagonista bloqueó la formación de 

trombos en primates no humanos, constituyendo la primera prueba de la potencial 

utilidad clínica de los antagonistas de PAR1 en humanos154, aunque su mala 

biodisponibilidad oral paralizó su desarrollo clínico143. Al igual que RWJ-56110, RWJ-

58259 también inhibe la invasión celular en modelos de angiogénesis143. 

En lo que respecta al HTS de quimiotecas de moléculas pequeñas no peptídicas, 

esta estrategia ha desvelado varias series de antagonistas representados en la Figura 7 

por los compuestos más significativos. El derivado de 1,3-tiazolidinona FR171113 (4), de 

Fujisawa Pharmaceuticals, fue el primer antagonista no peptídico de PAR1 descrito. Este 

antagonista mostró inhibición submicromolar en la agregación de plaquetas humanas 

inducida por SFLLRN e inhibió la trombosis arterial en cobayas155,156. 

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 inhibición de la secreción de serotonina en plaquetas inducida por PAR1-

APs157,158. El compuesto más potente de estas series 6 inhibió la agregación plaquetaria 

inducida por trombina 1 nM a concentración 1 µM. 

La compañía japonesa Eisai Inc. ha patentado un gran número de 2-

iminoimidazoles, 2-iminopirrolidinas y guanidinas y amidinas cíclicas como antagonistas 

de los receptores de trombina159-161. Entre estos compuestos, las amidinas bicíclicas 

fueron las que mostraron mejores resultados, destacando E-5555 (7), activa por vía oral, 
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que inhibe la agregación plaquetaria inducida por  trombina a concentración 64 nM. Este 

compuesto se encuentra en la actualidad en experimentación clínica fase II en Japón, en 

pacientes con síndrome coronario agudo y en enfermos con daños en las arterias 

coronarias162, aunque la información sobre los resultados de las fases preclínicas es muy 

escasa143. 

 

 

Figura 7.- Antagonistas de PAR1 resultantes de HTS 

 

Por último, hay que señalar las aportaciones de la compañía Schering-Plough en la 

búsqueda de antagonistas de PAR1 mediante HTS. Primero, describieron la 

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 músculo liso 
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cuando se utilizan PAR1-APs como agonistas, aunque con relativa baja potencia 

antagonista en la agregación plaquetaria inducida por trombina (3 y 0.7 µM, 

respectivamente)163,164. Es de señalar que SCH-79797 es un potente agente 

antiangiogénico en modelos in vivo115,116, bloquea la migración celular, reduce el daño 

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

en diversas líneas de células tumorales165-167, aunque parece ser que los efectos 

antiproliferativos no están mediados a través de PAR1168. El éxito principal de Schering-

Plough en este campo lo constituyó el descubrimiento en 2005 de una familia de 

antagonistas de PAR1 derivados de producto natural himbacina169, descubiertos dentro 

de una campaña de búsqueda de ligandos para los receptores muscarínicos. Extensivos 

estudios SAR condujeron a SCH-530348 (Figura 7, 10), recientemente denominado 

“Vorapaxar”, potente antagonista competitivo de PAR1 (Ki = 8.1 nM), que inhibe la 

agregación de plaquetas humanas inducida por trombina a concentración 47 nM y con 

excelente biodisponibilidad oral170. Los buenos resultados de la investigación preclínica 

de Vorapaxar facilitaron su paso a experimentación clínica, pasando en 2007 a fase III 

en síndrome coronario agudo y en prevención secundaria de daños cardiovasculares y 

trombosis en pacientes de alto riesgo171.  

Por último, recientemente, los laboratorios Pierre Fabre han descrito dos series de 

antagonistas estructuralmente no relacionadas derivadas de HTS, seguido de 

optimización, entre los que se encuentran los éteres derivados de imidazol 11172 y 

amidas de piperazinas representadas por 12 (F 16618)173,174. Este antagonista, el más 

avanzado de estas series, ha mostrado potente actividad antitrombótica y reducción de 

reestenosis  en la arteria carótida de ratas, sin afectar al tiempo de coagulación175,176. 

De la comparación estructural entre las distintas familias de antagonistas no 

peptídicos descubiertos por HTS y con los peptidomiméticos resultantes del diseño 

racional no se deducen hechos estructurales comunes más allá de la presencia de 

grupos aromáticos y básicos, que, como se ha comentado, se incluían en el modelo de 

farmacóforo. 

Como una estrategia diferente en la búsqueda de antagonistas de PAR1, hay que 

señalar los recientes resultados prometedores de antagonistas basados en pepducinas 

en la prevención de trombos en modelos animales de cáncer de mama31. Estas 

pepducinas son péptidos lipidados derivados de secuencias de los bucles intracelulares 

de PAR1, capaces de penetrar en la célula, e interferir con la unión PAR1/proteínas G, 

bloqueando la transmisión de señales177,178. El diseño de pepducinas parte de los 
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estudios de mutagénesis que indican que el 3º bucle intracelular (i3) de los GPCR media 

en gran medida el acoplamiento del receptor con sus correspondientes proteínas G179. 

En el caso de PAR1, se ha visto que la secuencia del i3 denominada P1-i3-40, que 

contiene aminoácidos próximos a la parte intracelular de la hélice α transmembrana 5 

(TM5), induce una rápida entrada de calcio en las plaquetas, indicativa de 

activación177,178. A partir de este resultado, mediante sucesivos truncados y N-

palmitoilaciones, para favorecer la penetración en la célula, se obtuvo la pepducina 

denominada P1pal-12 (palmitoil-NH-RCLSSSAVANRS-NH2), antagonista total de PAR1, 

capaz de bloquear la entrada de calcio inducida por trombina en plaquetas, así como su 

agregación inducida por SFLLN-NH2
177,178. P1pal-12, así como el análogo heptapeptídico 

P1pal-7 inhibieron también el crecimiento tumoral y la angiogénesis en xenoinjertos de 

cáncer de mama en ratones desnudos31. 

A pesar del avance significativo que constituyen los antagonistas de PAR1 descritos 

en los últimos 10 años, su número es todavía muy limitado, así como la información 

disponible sobre ellos. Particularmente, en lo que se refiere a su sitio de unión al receptor 

y a la actividad in vivo en modelos animales apropiados, donde tienen que competir con 

el principal agonista endógeno, la trombina, y no con los AP1-APs utilizados en la 

mayoría de las evaluaciones biológicas. Como ya se ha comentado en el punto 1.1.4, no 

existe información estructural sobre el sitio de unión de ninguno de los antagonistas 

descritos hasta ahora, información que permitiría un diseño racional basado en la 

estructura del receptor. Por otra parte, la dificultad de disponer de preparaciones rápidas 

y estables del receptor y de ligandos radioactivos apropiados, para ensayos masivos de 

unión de ligandos a PAR1, ha dificultado el desarrollo de proyectos de búsqueda de 

antagonistas151. Estos ensayos se realizan en preparaciones de membranas de 

plaquetas humanas180 o de células CHRF-288-11181, que no son comerciales. De hecho, 

actualmente, la mayoría de las evaluaciones de potenciales ligandos de PAR1 todavía se 

realizan determinando inhibición de la agregación de plaquetas en sueros humanos, con 

la dificultad que supone la manipulación de muestras de origen humano. A estas 

dificultades hay que añadir la especificidad de especie animal, comentada en el apartado 

1.1.2, que imposibilita el uso de las especies animales más habituales en 

experimentación animal para los modelos in vivo. 
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1.2. HIPÓTESIS PARA EL DISEÑO DE NUEVOS ANTAGONISTAS DE PAR1 

 

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, a pesar de la fuerte asociación 

del receptor de trombina PAR1 con el desarrollo, crecimiento e invasión tumoral, hasta 

ahora no se ha contemplado el estudio de la utilización de los antagonistas de este 

receptor como una posible terapia en el tratamiento del cáncer. Solo muy recientemente, 

se ha empezado a explorar la utilización de un reducido número de antagonistas como 

herramientas farmacológicas en este campo, preferentemente como inhibidores de la 

angiogénesis115,116. Por ello, como una alternativa novedosa, aunque arriesgada, en la 

búsqueda de agentes antitumorales, en el año 2007 el grupo de PEPTIDOMIMÉTICOS 

del Instituto de Química Médica del CSIC inició un proyecto orientado al diseño y síntesis 

de nuevos antagonistas de PAR1 como aproximación innovadora a la búsqueda de 

nuevos inhibidores de la angiogénesis. Inicialmente, este proyecto se enmarcó dentro del 

proyecto SAF-2006-01205, “Peptidomiméticos como herramientas para el desarrollo de 

moduladores de interacciones proteína-proteína” y desde enero del 2010 se encuadra en 

el proyecto SAF2009-09323 “Diseño racional y diversidad molecular: dos estrategias 

convergentes para la modulación de interacciones proteína-proteína terapéuticamente 

relevantes”. 

Las conclusiones de los estudios estructurales para la interacción trombina/PAR1, 

indicaron que la primera interacción entre la trombina y su receptor PAR1 se produce a 

nivel de la secuencia similar a hirudina (D50KYEPF55), en el exositio I de trombina, y que 

esta interacción es esencial y determinante para la proteólisis y activación del receptor. A 

partir de estas conclusiones, como hipótesis para la obtención de nuevos antagonistas 

de PAR1, se planteó el diseño de peptidomiméticos del exositio I de trombina, capaces 

de bloquear esa primera interacción 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 críticos 

para la interacción inicial con PAR1 (Phe34, Arg67, Arg73, Tyr76, e Ile82, en inglés 

denominados “hot spots”) son discontinuos y no se encuentran localizados formando una 

estructura peptídica secundaria definida, es difícil plantear un diseño basado en 

miméticos de estructura secundaria. Por ello, aplicando una estrategia de síntesis 

orientada a la diversidad (DOS) para explorar el espacio de interacción proteína-

proteína, tal como se muestra de forma simplificada en la Figura 8, se planteó un diseño 

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 I de trombina en su interacción con PAR1. Es decir: uno o dos 

grupos hidrófobos capaces de mimetizar el bolsillo hidrófobo definido por F34, Y76 y I82, 

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

 

 

Figura 8.- Hipótesis de diseño de antagonistas de PAR1 

 

Con la diversidad de esqueletos se pretendía modular la topografía y la flexibilidad 

global de la molécula, mientras que, con la diversidad de anclajes y funcionalidades se 

pretendía modular la distancia entre los grupos farmacofóricos, su flexibilidad y su 

funcionalidad. Además, este diseño podría ajustarse también al mencionado modelo de 

farmacóforo triangular. 
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1.3. OBJETIVOS 

 

Como objetivo general de la tesis doctoral que se recoge en esta Memoria, se 

planteó el diseño, síntesis y evaluación biológica de nuevos peptidomiméticos capaces 

de inhibir la activación de PAR1 por trombina, mediante el bloqueo de la primera 

interacción entre ambas proteínas en el exositio I de trombina, que es determinante y 

esencial para dicha activación. Este objetivo general se puede desglosar en tres 

objetivos más concretos: 

 

a) De acuerdo con la hipótesis de diseño, mediante una estrategia de diseño orientado a 

la diversidad estructural, seleccionar estructuras versátiles, de flexibilidad variable, 

portadoras de, al menos, tres puntos de diversidad para el anclaje de grupos capaces 

de mimetizar las cadenas laterales de los aminoácidos del exositio I de trombina 

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

 

b) Aplicando una estrategia de síntesis orientada a la diversidad, sintetizar pequeñas 

quimiotecas de las estructuras seleccionadas, que permitiesen explorar el espacio 

químico, en lo que respecta a distancias y flexibilidad, utilizando, a ser posible, 

herramientas de síntesis generadoras de diversidad desarrolladas en el grupo de 

investigación. 

 

c) Evaluación de las nuevas moléculas sintetizadas, en primer lugar, como potenciales 

antagonistas de PAR1 y, posteriormente, aquellas que en esta primera evaluación 

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

 

1.4.1. Diseño de estructuras 

 

De acuerdo con la hipótesis de diseño, 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 

farmacofóricos (uno o dos grupos aromáticos y uno o dos grupos de carácter básico) a 

distancias y con topografías diversas. La síntesis de este tipo de estructuras se planteó a 

partir de precursores comunes, uno de los principios de fundamentales en la síntesis 

orientada a la diversidad (DOS)182-187. Hay que señalar que las ureas abiertas A, además 

de reunir estas características, son análogos 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 indazólico de este 

antagonista se incluyó entre la diversidad de grupos aromáticos en R2. 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 aromáticos de aminoácidos 

naturales, preferentemente fenilo e indol (Phe y Trp), respectivamente, aunque, 

dependiendo de los resultados biológicos iniciales, se plantearía la introducción de 

fenilos sustituidos, como el de la difluorofenilalanina presente en el antagonista RWJ-

258259. 

Como grupos básicos se seleccionaron el amino de la cadena lateral de lisina o de 

ornitina y el guanidino de arginina (NH-R1). 

La distancia entre los grupos farmacofóricos se modularía con el número de 

metilenos m y n. El grupo Ar se uniría a través de 1 o 2 eslabones (m), mientras que, el 

grupo básico se uniría a través de 3 o 4 eslabones (n correspondiente a Orn/Arg y Lys). 

Dependiendo de los resultados, se podría incluir también la cadena de ácido 

diaminobutírico, presente en RWJ-258259. 

Las estructuras B, derivadas de 2-oxopiperazinas, permitirían la introducción de dos 

agrupamientos adicionales, aromáticos y/o básicos, en R3 y R4. 

En el centro quiral (*), que se generaría en el proceso de síntesis, se plantearon las 

dos estereoquímicas (R) y (S). Sin embargo, en el resto de centros quirales, que 

procederían de los compuestos de partida para la síntesis, en principio solo se 
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plantearon con configuración (S), susceptible de modificación en caso de ser necesario 

para estudios SAR. 
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Figura 9.- Estructuras generales propuestas 

 

El diseño de las estructuras A, B y C se planteó de forma interactiva, flexible y 

coordinada con los resultados que se fuesen obteniendo de la evaluación biológica de 

los compuestos sintetizados. 
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1.4.2. Síntesis 

 

Para la síntesis de las estructuras propuestas A-C se propuso un esquema que 

tiene en cuenta dos de los principios de las síntesis orientada a la diversidad182, como 

son: a) Aprovechamiento de la eficiencia de las reacciones multicomponente; y b) La 

presencia de grupos reactivos en los productos de reacción permite aplicar esquemas de 

síntesis con puntos de ramificación, donde un intermedio común es usado en diferentes 

reacciones para dar lugar a esqueletos diversos, multiplicando la diversidad. Por ello, se 

planteó un esquema de síntesis versátil y ramificado, aprovechando el alto potencial de 

los α-aminonitrilos derivados de aminoácidos para la generación de diversidad molecular, 

puesto de manifiesto previamente por nuestro grupo de investigación188 (Figura 10).  

En la síntesis de los tres tipos de estructuras planteadas A-C se utilizarían los α-

aminonitrilos derivados de aminoácidos D como intermedios comunes. Estos α-

aminonitrilos D se obtendrían mediante una reacción de tres componentes de Strecker, 

consistente en la adicción in situ de cianuro de trimetilsililo (TMSCN) a la imina 

intermedia formada entre los aldehídos E, portadores de grupos aromáticos, y los 

aminoácidos básicos N(α)-desprotegidos F. La adecuada manipulación química de la 

reactividad del grupo ciano, junto con la de los grupos reactivos del aminoácido, 

mediante reacciones sencillas de reducción, reacciones con isocianatos, ciclación, 

alquilaciones y eliminación de grupos protectores permitiría acceder a las estructuras 

propuestas A-C. El esquema de síntesis propuesto tiene la ventaja de que tanto los 

derivados de los aminoácidos como la mayoría de los otros reactivos necesarios son de 

fácil acceso comercial. Dado que en la síntesis de los α-aminonitrilos D se genera un 

nuevo centro estereogénico, habría que prestar especial atención a la 

estereoselectividad de los procesos o a la resolución de diastereoisómeros. Como se ha 

comentado en el apartado anterior, en principio, solo se utilizarían aminoácidos de la 

serie natural L, mientras que, los de la serie D solo serían considerados en el caso de 

que fuesen necesarios para estudios SAR. 
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Figura 10.- Esquema general propuesto para la síntesis 

 

 

1.4.3. Evaluación Biológica 

 

Los compuestos de las series A-C, así como todos los intermedios de la síntesis, 

serían evaluados como antagonistas de los receptores PAR1 e inhibidores de 

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

Grecia, bajo la dirección del Dr. Nikos E. Tsopanoglou, con quien se está colaborando 

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

la angiogénesis y la progresión tumoral109,110,112,189 y, recientemente, ha demostrado el 
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bloqueo de la angiogénisis por antagonistas de PAR1115,116. En primer lugar, los 

compuestos serían cribados en ensayos de agregación plaquetaria, ya que, como se ha 

comentado, el PAR1 humano se expresa principalmente en estas células, en las que su 

activación por trombina induce agregación. Los compuestos que inhibiesen la agregación 

plaquetaria serían evaluados en células endoteliales en ensayos de movilización de 

calcio, dado que en estas células la activación de PAR1 induce movilización de calcio. 

Por último, los compuestos que pasasen estos filtros iniciales serían evaluados en el 

modelo in vivo de angiogénesis de la membrana corioalantoica de pollo.  

Además, todos los compuestos sintetizados serían evaluados como potenciales 

agentes citotóxicos por la compañía 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 DISCUSIÓN 

 

2.1. SÍNTESIS Y EVALUACIÓN BIOLÓGICA DE UREAS Y TIOUREAS 

DERIVADAS DE AMINOÁCIDOS BÁSICOS 

 

2.1.1. Síntesis 

 

En este capítulo se contempla la síntesis y evaluación biológica de la quimioteca de 

ureas y tioureas derivadas de aminoácidos básicos de fórmula general A indicadas en el 

apartado 1.4.1. La síntesis de estas estructuras se planteó utilizando como productos de 

partida α-aminonitrilos derivados de aminoácidos básicos (D) y aplicando un esquema 

general de retrosíntesis que, tal como se indica en el Esquema 1, implica tres etapas 

fundamentales: 

a) Reducción del grupo ciano a aminometilo (C). 

b) Reacción de las aminas C con diferentes isocianatos o isotiocianatos para dar las 

correspondientes ureas o tioureas de fórmula general B. 

c) Eliminación de los grupos protectores, para obtener las ureas deseadas A. 
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Esquema 1.- Retrosíntesis propuesta para la obtención de ureas y tioureas A 
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2.1.1.1. Síntesis de α-aminonitrilos 

 

Inicialmente, la síntesis de los α-aminonitrilos D se abordó aplicando las condiciones 

desarrolladas anteriormente en el grupo de investigación para la preparación de 

aminonitrilos análogos derivados de α-aminoaldehídos190. Esta metodología implicaba 

una síntesis modificada de Strecker, consistente en la reacción catalizada por ZnCl2, de 

α-aminoaldehídos con aminoácidos Nα-desprotegidos a -20 ºC, seguida de adición in situ 

de TMSCN sobre la imina intermedia. En el caso que nos ocupa, la aplicación de esta 

metodología requería la previa preparación de las amidas bencílicas derivadas de 

ornitina, lisina y arginina convenientemente protegidas en la cadena lateral [15a = H-

Orn(Boc)-NHBn; 15b = H-Lys(Boc)-NHBn y 15c = H-Arg(Pbf)-NHBn ]. Tal como se indica 

en el Esquema 2, estas amidas se obtuvieron por reacción del correspondiente 

aminoácido Nα-Fmoc protegido 13a-c con bencilamina utilizando 1-hidroxibenzotriazol 

(HOBt) y N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC), como agentes de acoplamiento, seguida 

de la eliminación del grupo protector Nα-Fmoc por tratamiento con Et2NH en CH3CN. 

Cuando se aplicaron las condiciones de reacción de la síntesis de Strecker, arriba 

indicadas, a la reacción de la bencilamida derivada de Ornitina 15a con fenilacetaldehído 

(16), además de los dos posibles epímeros en el nuevo centro estereogénico generado 

(R)- y (S)-22a, se detectó la formación de subproductos de reacción sobre la amina 

secundaria (23) en el análisis del crudo de reacción por HPLC-MS. Con el fin de evitar la 

formación de estos subproductos, fue necesario ajustar la relación de equivalentes 

aldehído/amina (16/15a) a 0.8/1. Utilizando esta proporción de reactivos, se obtuvieron 

los α-aminonitrilos derivados de Orn(Boc) y Lys(Boc), y fenilacetaldehído y 3-

fenilpropionaldehído, 22a,b y 24a,b, respectivamente, como mezclas 1:1 de epímeros y 

60-75% de rendimiento. De estas mezclas de epímeros, solo los derivados de 

fenilacetaldehído 22a,b pudieron resolverse por cromatografía. Además, 22a también fue 

parcialmente resuelta por cristalización lenta de AcOEt/hexano. A la vista de las 

dificultades para la resolución de las mezclas epiméricas, se estudió la posibilidad de 

inducir asimetría en su síntesis. 
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Esquema 2.- Síntesis de α-aminonitrilos. 

 

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

de tipo imina y la generación del nuevo centro estereogénico tiene lugar en la adición de 

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

imina intermedia 18 podría estar en equilibrio con su tautómero, la enamina 19, y que el 

intermedio predominante en el equilibrio podría influir en la estereoquímica de la adición, 

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

fenilacetaldehído 22a como para los de 3-fenilpropionaldehído 24a. Este estudio se 
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realizó mediante HPLC-MS y 1H-RMN sobre la mezcla del correspondiente aldehído 16 o 

17 con la bencilamida derivada de ornitina 15a calentada a 80 ºC en CDCl3 durante 5 

min en microondas. En ambos casos, el análisis de HPLC-MS de la mezcla de reacción 

mostró la aparición de un pico de masa molecular correspondiente a la imina o enamina. 

En cuanto al análisis por 1H-RMN: 

 En el caso de los derivados de fenilacetaldehído, no se observó la presencia de la 

señal correspondiente al protón imínico, 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 indicó una proporción trans:cis-19a de 

(1:1).  

 En el caso de los derivados de 3-fenilpropionaldehído, se observó la señal 

correspondiente al protón imínico 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. 
 

 

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

e imina 20a 



 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

57 

 

Por lo tanto, se puede concluir que en el caso de los derivados de fenilacetaldehído, 

el equilibrio está desplazado hacia los intermedios enamínicos 19a, estabilizados por 

conjugación del doble enlace con el anillo aromático, mientras que, en el caso de los 

derivados de 3-fenilpropionaldehído, el intermedio de reacción predominante es la imina 

20a. 

La síntesis de Strecker ha sido uno de los métodos más utilizados para la obtención 

de precursores de α-aminoácidos y la necesidad de obtenerlos enantioméricamente 

puros ha potenciado el desarrollo de diversas metodologías para la inducción de 

estereoselectividad en esta síntesis191,192-194. La inducción de estereoselectividad se ha 

abordado mediante la utilización de auxiliares quirales192-194, fundamentalmente aminas 

quirales precursoras de un grupo amino primario, y, más recientemente, mediante la 

utilización de catalizadores quirales195-198. En este caso, se han utilizado tanto 

catalizadores organometálicos quirales como la organocatálisis. En los últimos años, han 

destacado preferentemente las ureas y tioureas del grupo de E.N. Jacobsen199-201, tales 

como la tiourea 25 (Esquema 3). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se estudió la 

posibilidad de inducir estereoselectividad en la síntesis de 24a, utilizando como 

catalizador la tiourea 25 en lugar de ZnCl2 y aplicando las condiciones descritas por 

Jacobsen. Como se muestra en la Tabla 2 (entrada 2), la utilización de hasta un 5% de 

catalizador, utilizando tolueno como disolvente, no mejoró la estereoselectividad con 

respecto a la utilización de ZnCl2 y el rendimiento fue menor. 

 

Esquema 3.-  Estudio de inducción de estereoselectividad 
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A continuación, teniendo en cuenta trabajos recientes de V. Lu et al.202, en los que 

muestran la utilidad de Boc-Pro-OH (26) como catalizador para la adición 

enantioselectiva de alquinos a iminas, se estudió su influencia sobre la síntesis de 24a. 

La utilización de diferentes cantidades de catalizador (10 -50 %mol) condujo a un 5-10% 

de exceso en el diastereoisómero (R)-24a (entradas 3 y 4). Este ligero exceso 

desapareció bajo condiciones de reacción de control termodinámico (mayor temperatura 

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

 

Tabla 2.- Influencia de las condiciones de reacción sobre la síntesis de los aminonitrilos 
(R)- y (S)-24a. 
 
Entrada Catalizador (mol %) Disolvente T (ºC) t (h o min) 24a (%)a (R) : (S)b

1 ZnCl2 (100) CH2Cl2 0 24 h 72 1 : 1 
2 25 (5) Tolueno 0 24 h 42 1 : 1 
3 Boc-Pro-OH (10) CH2Cl2 0 2 h 56 1.1 : 1 
4 Boc-Pro-OH (50) CH2Cl2 0 2 h 61 1.2 : 1 
5 Boc-Pro-OH (50) CH2Cl2 0 48 h 99 1 : 1 
6 ZnCl2 (100) MeOH 0 2 h 80 1 : 1 
7 ZnCl2 (100) MeOH 0 24 h 80 1 : 2 
8 ZnCl2 (100) MeOH T.a. 2 h 57   1 : 1.5 
9 ZnCl2 (100) MeOH T.a. 24 h 48   1 : 2.3 
10 Boc-Pro-OH (50)) MeOH 0 2 h 82 1.1 : 1 
11 Boc-Pro-OH (50)) MeOH 0 24 h 94   1 : 1 
12 Boc-Pro-OH (50) MeOH T.a.  2 h 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 c ZnCl2 (100) CH2Cl2 120 5 min 51   1 : 1.6 
16 c ZnCl2 (100) MeOH 120 3 min 40 1 : 2 
17 c ZnCl2 (100) - 120 5 min 24 1 : 1 
18 c - - 120 5 min 63 1 : 1 
19 - H2O 0 2 h 2 1 : 1 
20 - H2O 0 24 h 2 1 : 1 
21 - NaCl sat. 0 2 h 2 1 : 1 
22 - NaCl sat. 0 24 h 48 1 : 1 

aConversión calculada por HPLC-MS en el crudo de reacción. Columna: Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 µm) 
gradiente 10-100% de A (CH3CN) en B (disolución al 0,05% de TFA en agua) durante 5 min. b Proporción de 
diastereoisómeros determinada por HPLC-MS en el crudo de reacción. Columna: Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 
µm) gradiente 40-60% de A en B durante 5 min.cCalefacción por irradiación de microondas.  

 

Publicaciones recientes describen la influencia del disolvente, temperatura y tiempo 

de la reacción sobre la estereoquímica de la síntesis de Strecker203-207. Por ello, también 

se estudió la influencia de estos factores sobre la síntesis de 24a. Cuando se utilizó 

MeOH como disolvente, en lugar de CH2Cl2 (entradas 6-9), se observó hasta un 40% de 

exceso del epímero (S)-24a bajo condiciones de control termodinámico, aunque el 
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rendimiento disminuyó con el tiempo de reacción, debido a la formación de mezclas 

complejas de productos de degradación. Estos resultados se confirmaron cuando la 

reacción se llevó a cabo a 120 ºC durante 5 min, mediante irradiación por microondas 

(entradas 15-18). La sustitución de ZnCl2 por Boc-Pro-OH como catalizador no supuso 

ninguna mejora en la estereoselectividad de la reacción, aunque disminuyó 

significativamente la formación de los productos de degradación, 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 reacción de la utilización de H2O 

o disolución saturada de NaCl como disolvente en adiciones a iminas208,209, se estudió la 

utilización de ambos en la síntesis de 24a. En el primer caso (entradas 19 y 20) se 

detectó por HPLC-MS la formación cuantitativa de la imina 20a tras 2 h de reacción. Sin 

embargo, tras 24 h, esta imina había desaparecido, observándose la formación de solo 

un 2% de aminonitrilo junto con una mezcla compleja de productos de reacción. Cuando 

ésta se llevó a cabo en disolución saturada de NaCl (entradas 21 y 22) a las 2 h también 

se detectó la imina y, tras 24 h, un 48% de rendimiento de los α-aminonitrilos 24a, que 

no aumentó a mayor tiempo de reacción. Un estudio similar se realizó para la inducción 

de asimetría en la síntesis de los α-aminonitrilos derivados de fenilacetaldehído 22a, 

obteniendo resultados muy similares. El conjunto de resultados de este estudio ponen de 

manifiesto la dificultad de inducir estereocontrol en la síntesis de estos aminonitrilos bajo 

condiciones de control cinético y que la única posibilidad de inducción de 

estereoselectividad es mediante condiciones de control termodinámico lento en MeOH, 

en las que, debido a una ligera mayor estabilidad, se obtiene preferentemente el epímero 

de configuración (S) con respecto del (R). Además, los resultados muestran que las 

estructuras del intermedio de reacción 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 α-aminonitrilos derivados de arginina 22c 

(Esquema 2) se obtuvieron con rendimiento del 90% y como mezcla de epímeros (R):(S) 

= (1:3), que no pudo ser resuelta cromatográficamente. 

La configuración del nuevo centro estereogénico generado en los α-aminonitrilos 22 

y 24 se asignó por vía química. Para ello, se llevó a cabo la síntesis de los ésteres 

metílicos análogos, derivados de fenilacetaldehído y de ornitina 28a (Esquema 4), 

aplicando las condiciones de reacción de la entrada 1 de la Tabla 2. De esta forma, se 

obtuvo la mezcla de epímeros (RS)-28a en proporción 1:1, que fue resuelta 
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cromatográficamente. A continuación, con el fin de asignar la configuración de C2 en 

cada uno de los epímeros (R)- y (S)-28a, ambos se transformaron en las 

correspondientes 2-oxopiperazinas (R)- y (S)-29a, por hidrogenación catalítica a 

temperatura ambiente y 1 atmósfera de presión, utilizando Pd(C) al 10% como 

catalizador210. El efecto NOE observado entre los protones 3-H y 5-H en el espectro 1H-

RMN de (R)-29a indicó una disposición 3,5-diaxial o disposición relativa cis para ambos 

protones y, por lo tanto, configuración (R) en el C5 de la 2-oxopiperazina (R)-29 y en el 

C2 del correspondiente aminonitrilo de partida (R)-28a. 

 

 

Esquema 4.- Asignación de la configuración de los α-aminonitrilos 22a 

 

Una vez conocida la configuración de los ésteres metílicos (R)- y (S)-28a, la 

asignación de la configuración de las respectivas amidas bencílicas 22a se realizó por 

correlación química. Para ello, se llevó a cabo la saponificación de (S)-28a por 

tratamiento con NaOH en dioxano/agua (1:1). El posterior acoplamiento del ácido 
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obtenido con BnNH2, utilizando DCC y HOBt como agentes de acoplamiento, condujo a 

una bencilamida idéntica en todos los aspectos a (S)-22a. 

La comparación de los datos de HPLC y 1H-RMN para los epímeros (R)- y (S)-22a 

(Tabla 3), muestra que: 

 El tiempo de retención en HPLC del epímero (S) es mayor que el del (R), 

indicativo de un mayor carácter lipófilo. 

 El protón 2-H en el epímero (R) aparece a campo más bajo (≈ 0.2 ppm) que en el 

(S) y el protón α-H aparece a campo más alto en el (R) que en el (S). 

Estos datos se utilizaron como criterio de asignación tentativa de la configuración en el 

resto de aminonitrilos 22 y 24 (Tabla 3). 

 

Tabla 3.- Comparación de los datos más significativos de HPLC y de 1H-RMN para los 
diferentes -aminonitrilos 22 y 24. 
 

 

 

aSunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min, excepto para (RS)-22c que 
se utilizó Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 µm) gradiente 10-100% de A en B durante 7 min bDatos de 1H-RMN 
(300 MHz, CDCl3 ). Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. 

Comp. m n R1 Conf . (*)
HPLCa 1H RMN (δ, ppm) b 

tR (min) 2-H α-H 

(R)-22a 
1 3 Boc 

(R) 23.30 3.73 3.28 

(S)-22a (S) 23.70 3.49 3.37 

(R)-22b 
1 4 Boc 

(R) 23.70 3.79 3.25 

(S)-22b (S) 24.30 3.48 3.33 

(RS)-22c 1 3 C(NH2)=N-Pbf 
(R) 5.14 3.81 3.34 

(S) 5.48 3.48 3.36 

(RS)-24a 2 3 Boc 
(R) 24.10 3.51 3.32 

(S) 24.30 3.40 3.33 

(RS)-24b 2 4 Boc 
(R) 24.50 3.53 3.23 

(S) 24.80 3.29-3.41 3.29-3.41 
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2.1.1.2. Reducción del grupo CN de α-aminonitrilos 

 

Inicialmente, la reducción del grupo CN se abordó aplicando las condiciones que 

condujeron directamente a la obtención de las 2-oxopiperazinas (RS)-29a comentadas 

en el apartado anterior, es decir, mediante hidrogenación catalítica a temperatura 

ambiente y una atmósfera de presión, utilizando Pd(C) al 10% como catalizador210. 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 

31a211, producto de eliminación de cianhídrico, seguida de reducción de la imina 

intermedia (Esquema 5, Tabla 4, entrada 1), ambos subproductos resultantes de la 

reacción retro-Strecker en (RS)-22a. La sustitución de Pd(C) por Ni Raney no supuso 

una mejora significativa, ya que aumentó la formación de 31a (entrada 2, Tabla 4). A la 

vista de estos resultados y teniendo en cuenta la dificultad de separar los productos de 

reacción, se planteó la utilización de otros métodos alternativos para la reducción del 

grupo CN. Entre ellos, la transferencia de hidrogeno utilizando hidrato de hidrazina como 

generador de hidrógeno y Ni Raney como catalizador, metodología que se había puesto 

a punto anteriormente en nuestro laboratorio para la reducción de aminonitrilos 

intermedios en la síntesis de benzodiazepinas212. Con el fin de minimizar la formación de 

los subproductos 31a y 15a, se llevó a cabo un estudio de condiciones de reacción, 

recogido en la Tabla 4.  

 

 

Esquema 5.- Hidrogenación catalítica de los aminonitrilos (RS)-22a 
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A la vista de los resultados de este estudio, se dedujo que las mejores condiciones 

para la reducción del grupo CN eran reflujo en MeOH durante 5 min, utilizando 20 

equivalentes de hidrato de hidrazina como agente de transferencia de hidrógeno y 100 

mg/mmol de Ni Raney como catalizador (entrada 7). De esta forma, se evitaba la 

formación de 31 y se minimizaba hasta un 5% la formación del producto de retro-

Strecker 15a. La agitación vigorosa y la activación eficaz del catalizador son factores 

clave para que la reacción sea lo más rápida posible, minimizando la presencia del 

aminonitrilo en el medio de reacción, que es determinante de la formación del producto 

de retro-Strecker 15a. 

 

Tabla 4.- Influencia de las condiciones de reacción en la reducción de la mezcla de 
aminonitrilos (RS)-22aa 

 

Entrada 
Condiciones de reacción Rdto (%)b 

Catalizador Fuente de H2 T (ºC) t (min) 30a 31 15a

1 10 % Pd(C) H2 T.a. 24 h 80 12 8 

2 
Ni Raney  

100 mg/mmol 
H2 T.a. 24 h 54 40 6 

3 
Ni Raney  

100 mg/mmol 
NH2NH2·H2O 

(20 eq) 
85 30 37 - 63 

4 
Ni Raney  

100 mg/mmol 
NH2NH2·H2O 

(40 eq) 
T.a. 30 67 - 33 

5 
Ni Raney  

200 mg/mmol 
NH2NH2·H2O 

(20 eq) 
T.a. 30 73 - 27 

6 
Ni Raney  

100 mg/mmol 
NH2NH2·H2O 

(20 eq) 
T.a. 90 92 - 8 

7 
Ni Raney  

100 mg/mmol 
NH2NH2·H2O 

(20 eq) 
65 5 95 - 5 

aReacciones en MeOH excepto para la entrada 3 que se realizó en EtOH. bRendimiento determinado por 
HPLC-MS en el crudo de reacción. 

 

Una vez establecidas las condiciones óptimas de reducción, se extendió la 

metodología al resto de los α-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 señalar que en los derivados de 

fenilacetaldehído 22 (m = 1) la reducción del epímero (R) requirió mayor tiempo de 

reacción que el (S). El mayor tiempo de permanencia en el medio de reacción se tradujo 

en una significativa disminución 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 epímeros, supuso la completa 

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

reducción, junto con 15c. No fue posible el aislamiento cromatográfico de las aminas 30 

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

posterior síntesis de ureas. 

 

 

Esquema 6.- Reducción del grupo CN de los α-aminonitrilos 22 y 24 

 

 

Tabla 5.- Rendimientos y proporción de diastereoisómeros en la reducción de los 
aminonitrilos 22 y 24 con NH2NH2·H2O /Ni Raney. 
 

AMINONITRILO DIAMINA AMINOÁCIDO 

nº m n R1 (R):(S) nº Rdto.(%)a  (R):(S)a nº Rdto.(%)a

(RS)-22a 1 3 Boc 1 : 1 (RS)-30a 74 1 : 3 15a 26 

(R)-22a 1 3 Boc 1 : 0 (R)-30a 55 1 : 0 15a 45 

(S)-22a 1 3 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 1 4 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 15c 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 
aRendimientos y proporción de epímeros medida por HPLC, utilizando Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) y 
gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. 
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2.1.1.3.  Síntesis de ureas 
 

Debido a la dificultad de aislamiento de las aminas primarias 30 y 32 de los 

productos de retro-Strecker 15, se estudió la formación de las ureas 33-38 (Esquema 7) 

utilizando directamente el crudo de la reacción de reducción sin purificar. En primer 

lugar, se llevó a cabo la reacción de los crudos de reducción (RS)-30a,b y (RS)-32a,b 

con isocianato de fenilo en CH2Cl2 a 0 ºC (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 reacción retro-Strecker 15a,b. El similar 

comportamiento cromatográfico de las ureas presentes en las mezclas de reacción 

dificultó la purificación de las ureas deseadas 33a,b y 38a,b, siendo necesarias varias 

purificaciones cromatográficas sucesivas, que conllevaron una disminución importante 

en el rendimiento de producto puro.  
 

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

 

Como método alternativo, se planteó la protección de las aminas 30 y 32, previa a 

su transformación en ureas (Método B, Esquema 7, Tabla 6). Para ello, inicialmente, los 
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crudos de la reacción de reducción (R)- y (S)-30a se trataron con cloruro de 9-

fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc-Cl) en las condiciones estándar [Na2CO3, dioxano/H2O 

(1:1)]. En estas condiciones, se obtuvieron los correspondientes Fmoc-derivados (R)- y 

(S)-40a aunque con completa epimerización en uno de los dos centros quirales. La 

utilización de óxido de propileno como aceptor de HCl, en lugar de Na2CO3  evitó esta 

epimerización. A continuación, la aplicación de esta metodología a todos los derivados 

de fenilacetaldehído (R)- y (S)-30a-c permitió su aislamiento y la obtención de (R)- y (S)-

40a-c con rendimientos del 30-75%. La posterior eliminación del grupo Fmoc por 

tratamiento con Et2NH, seguida de reacción con diferentes isocianatos permitió la 

obtención de las ureas (R)- y (S)-33-37, indicadas en el Esquema 7. En la Tabla 6, se 

muestran los rendimientos de la aplicación del método A (reducción + reacción con 

isocianatos) con el método B (reducción + Fmoc-protección + Fmoc-desprotección + 

reacción con isocianatos) para la obtención 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 

número de etapas de reacción. 

 

Tabla 6.- Optimización de la síntesis de ureas. Comparación de rendimientos de los 
métodos A y B. 
 

Urea m n R1 R2 A (%)a B (%)b

 
 

(RS)-33a 1 3

Boc 
Ph 

36 52 
(R)-33a 1 3 - 17 
(S)-33a 1 3 - 67 

(RS)-33b 1 4 21 44 
(R)-33b 1 4 - 44 
(S)-33b 1 4 - 57 
(S)-33c 1 3 C(NH2)=N-Pbf - 25 
(R)-34b 1 4

Boc 

- 40 

(S)-34b 1 4 - 62 

(R)-35a 1 3
Bn 

- 25 
(S)-35a 1 3 - 51 
(R)-36b 1 4

 

- 40 
(S)-36b 1 4 - 52 
(R)-37b 1 4

 

- 42 
(S)-37b 1 4 - 61 

(RS)-38a 2 3
Ph 

19 - 
(RS)-38b 2 4 29 - 

aRendimiento global del Método A (reducción + reacción con isocianatos). bRendimiento global del Método B 
(reducción + N-Fmoc protección + Fmoc-desprotección + reacción con isocianatos). 
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Como se muestra en el Esquema 8, la eliminación del  grupo protector terc-

butoxicarbonilo (Boc) en las ureas 33-38, por tratamiento con una disolución 3 N de HCl 

en AcOEt, proporcionó los derivados N-Boc desprotegidos 41-46 con rendimientos 

cuantitativos. Teniendo en cuenta el bajo rendimiento global de la síntesis de la urea 

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

 

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

 

Tanto en las ureas protegidas 33-38 como en las desprotegidas 41-46, de la 

comparación de los datos de HPLC, 1H-RMN y 13C-RMN de los epímeros (R) con los de 

los (S), se deduce que: 

 Al igual que en los respectivos aminonitrilos de partida, el tiempo de retención en 

HPLC de los epímeros de configuración (S) es menor que el de los de configuración 

(R). 

 Los protones 2-H y α-H de las ureas de configuración (S) aparecen a campo más bajo 

(≈ 0.2 ppm) que en los de configuración (R).  

 La diferencia de desplazamiento químico (∆δ) entre los protones metilénicos del 

grupo bencilo es mayor en las ureas de configuración (S) (∆δ ≈ 0.35 ppm) que en las 

(R) (∆δ ≈ 0.15 ppm). 

 En general, las señales correspondientes a C2 y Cα en las ureas de configuración (S) 

aparecen a mayor campo que en las de configuración (R).  
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2.1.1.4. Síntesis de ureas análogas al antagonista PAR1 de referencia RWJ-58259 

 

Como se ha comentado en el apartado 1.4., la obtención de análogos del 

antagonista de receptores PAR1 RWJ-58259 constituía uno de los objetivos dentro de la 

síntesis de ureas de fórmula general A (Figura 6). La síntesis de estos análogos se 

planteó mediante la aplicación de la metodología recientemente desarrollada en  nuestro 

laboratorio para la optimización de la síntesis de RWJ-58259173,213,214 Como se indica en 

el Esquema 9, este procedimiento consistió en la formación in situ del isocianato 48, 

mediante reacción del 6-aminoindazol 47 con trifosgeno, en presencia de óxido de 

propileno como aceptor de HCl, seguida de reacción 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 más alto que el de (R)-49b (20%). La eliminación del grupo protector 

Boc proporcionó el derivado N-Boc desprotegido (S)-50b con rendimiento cuantitativo. 

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

 

 
Esquema 9.-  Síntesis de los análogos del antagonista PAR1 RWJ- 58259, 49 y 50 

 

 

2.1.1.5. Síntesis de tioureas 

 

Una vez establecidas en el apartado anterior las condiciones de reacción óptimas 

para la obtención de ureas (Método B), se planteó la obtención de tioureas análogas, 

aplicando una metodología 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 llevó a cabo la eliminación del grupo Boc por tratamiento con 

disolución 3 N de HCl en AcOEt, proporcionando los derivados N-Boc desprotegidos (R)- 

y (S)-52a con rendimientos cuantitativos. 

 

 

Esquema 10.- Síntesis de las tioureas 51 y 52 

 

El patrón de señales de los espectros de 1H-RMN y 13C-RMN, así como el 

comportamiento en HPLC, de las tioureas epímeras (R)-, (S)-51a y -52a fue  muy similar 

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

 

2.1.2. Evaluación Biológica 

 

2.1.2.1. Evaluación de la actividad antagonista sobre receptores PAR1 

 

Considerando que el PAR1 humano se expresa principalmente en plaquetas y su 

activación por trombina induce agregación, las ureas 41-46 y tioureas 52, asi como los 

compuestos intermedios de su síntesis, se evaluaron como inhibidores de la agregacion 

de plaquetas 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 concentración inicial de 0.1 mg/ml. Ninguna de las ureas y tioureas 

desprotegidas mostró 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 inhibición significativo. Así, los Fmoc-derivados (S)-40a y (S)-40c 

inhibieron la agregación plaquetaria un 51% y 36%, respectivamente, y la urea (R)-33b 

un 38%.  
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Figura 12.- % de Inhibición de la agregación plaquetaria. 

 

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

éstos indican que: 

 

 Los Fmoc-derivados muestran mayor inhibición que las correspondientes ureas y 

tioureas. Aunque el limitado número de tioureas preparado no permite establecer 

conclusiones, los resultados indican un mejor comportamiento de las tioureas 51a con 

respecto a las ureas análogas 33a. 
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 En lo que respecta a la naturaleza del aminoácido básico, 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 estereoquímica (S) o (R) sobre 

la actividad. 

 En cuanto a la distancia de separación del grupo aromático Ph (m), la comparación 

de los datos de los derivados de 3-fenilpropionaldehído (m = 2) y ornitina 38a con los 

análogos derivados de fenilacetaldehído (m = 1) 33a, parece indicar una mejor 

actividad para m = 2.  

 Por último, en cuanto a la influencia del sustituyente R2 sobre el agrupamiento urea, 

los datos parecen indicar Ph > 2,4-di(Cl)-Ph ≈ 4-MeOPh(CH2)2 > 4-F-Ph(CH2)2 ≈ Indz. 

Hay que señalar que, el antagonista de referencia RWJ-58259, ensayado en paralelo, 

a una concentración 10 M (aproximadamente 15 veces menor que la de los 

compuestos examinados) inhibió un 98% la agregación plaquetaria. La comparación 

estructural del derivado indazólico (S)-50b, con la familia de peptidomiméticos 

antagonistas de PAR1 a la que pertenece RWJ-58259151, 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 ácido diaminobutírico. Dicho grupo 

carbonilo podría tener un papel importante en la interacción con PAR1, bien 

participando en la formación de enlaces de hidrógeno o en la disposición de los 

grupos farmacofóricos en la orientación apropiada. Por ello, su ausencia podría ser 

causa importante de la total inactividad de (S)-50b en el ensayo de agregación 

plaquetaria. 

 

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

agregación plaquetaria, éstos no fueron pasados a las evaluaciones subsiguientes 

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

 

2.1.2.2. Evaluación biológica como agentes antitumorales 

 

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

capítulo, así como RWJ-58259, fueron incluidos  en los ensayos de HTS de citotoxicidad 

de la compañía PharmaMar, S. A. La citotoxicidad fue evaluada en tres líneas celulares 

de carcinoma humano representativas: mama (MDA-MB-231), pulmón (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 análisis de los datos fue 

realizado automáticamente por el sistema de gestión de información del laboratorio de 

HTS, determinando tres parámetros representativos del crecimiento celular: GI50 

(concentración que inhibe al 50% el crecimiento celular), TGI (concentración que 

produce inhibición total del crecimiento celular) y LC50 (concentración 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 máxima concentración ensayada 10-4 M. Tampoco mostró citotoxicidad el 

antagonista PAR1 de referencia RWJ-58259. Sin embargo, tal como se recoge en la 

Tabla 7, la mayoría de las ureas y tioureas protegidas 33-38, 49 y 51 mostraron 

citotoxicidades moderadas, de orden µM, aunque la comparación de los resultados no 

permite establecer relaciones estructura-citotoxicidad. Entre los resultados obtenidos, 

cabe destacar las citotoxicidades de los dos epímeros de las ureas derivadas de indazol 

(R)- y (S)- 49b y sobre todo del epímero (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. 

 

 

 

 

Compuesto m n X R1 R2 
GI50 (µM) 

Mama
(MDA-MB-231) 

Pulmón 
(A549) 

Colon
(HT29)

Doxorrubicina      10-1-10-2 10-1-10-2 10-1-10-2 

RWJ-58259      >12.1 >12.1 >12.1 

(R)-33a 1 3 

O 

Boc 
Ph 

>17.4 10.1 10.1 

(S)-33a 1 3 7.67 8.71 7.67 

(R)-33b 1 4 8.00 5.27 6.81 

(S)-33b 1 4 11.4 8.34 7.15 

(S)-33c 1 3 C(NH2)=N-Pbf >13.0 >13.0 >13.0 

(R)-34b 1 4 

Boc 

>15.2 13.1 8.53 

(S)-34b 1 4 >15.2 6.09 8.53 

(R)-35a 1 3 
Bn 

>17.0 >17.0 >17.0 

(S)-35a 1 3 14.3 13.4 15.7 

(R)-36b 1 4 

 

14.9 6.97 9.14 

(S)-36b 1 4 14.9 6.97 9.14 

(R)-37b 1 4 

 

2.94 2.17 2.17 

(S)-37b 1 4 >15.8 15.6 15.8 

(R)-38a 2 3 

Ph 

14.1 7.32 13.1 

(S)-38a 2 3 11.1 6.98 7.15 

(RS)-38b 2 4 12.1 8.14 9.31 

(R)-49b 1 4 Indz 7.13 6.21 3.22 

(S)-49b 1 4 Indz 4.71 2.41 4.71 

(R)-51a 1 3 
S Boc Ph 

>17.0 15.9 >17.0 
(S)-51a 1 3 9.49 6.78 6.78 

 

H
N* CONHBn

(CH2)n-NHR1

Ph-(CH2)m

HN

N
H

X
R2
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2.1.3. Conclusiones 

 

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

 

 Se ha desarrollado y optimizado una metodología para la obtención de quimiotecas 

de ureas y tioureas quirales altamentemente funcionalizadas derivadas de α-

aminoácidos básicos, utilizando -aminonitrilos derivados de aminoácidos 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 hipótesis de diseño de 

nuevos antagonistas, comentada en la introducción. La comparación estructural de 

estas ureas con ureas análogas descritas como potentes antagonistas de PAR1, 

sugiere que la falta de actividad de las ureas aquí descritas podría deberse 

fundamentalmente a la ausencia en su estructura del grupo carbonilo peptídico 

presente en los antagonistas, que debe ser importante bien para la orientación de los 

grupos farmacofóricos o por su participación en la formación de enlaces de hidrógeno 

con el receptor.  

 

 La moderada actividad antiagregante sobre las plaquetas, mostrada por las ureas 

protegidas en la cadena lateral del aminoácido básico, podría constituir un buen punto 

de partida para la optimización estructural en la búsqueda de nuevos antagonistas de 

PAR1  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

75 

 

2.2. SÍNTESIS Y EVALUACIÓN BIOLÓGICA DE DERIVADOS DE 2-

OXOPIPERAZINA 

 

Dentro del proyecto general de búsqueda de nuevos antagonistas para los 

receptores PAR1, de forma paralela al desarrollo de esta tesis215, aunque fuera de ella, 

se habían preparado los derivados de 2-oxopiperazina de fórmula general C. Con el fin 

de ampliar la serie y estudiar la influencia de la sustitución en la posición 5 del anillo de 

piperazina en los resultados biológicos, en el marco de esta tesis se incluyó la síntesis y 

evaluación de las 2-oxopiperazinas análogas de fórmula general B. Estas 2-

oxopiperazinas podrían considerarse como análogos conformacionalmente restringidos 

de las ureas abiertas A. Teniendo en cuenta los resultados biológicos comentados en el 

capítulo anterior, así como resultados previos de las 2-oxopiperazinas C que indicaban 

una mejor inhibición de la agregación plaquetaria para derivados de arginina que para 

los de ornitina o lisina, así como para los que contenían un grupo indol en lugar de fenilo, 

la diversidad de las estructuras B se amplió para incluir también el grupo indol y se limitó 

a los derivados de arginina y de 3-fenilpropionaldehído. Además, a la vista de la falta de 

actividad biológica tanto de los compuestos de la serie A como de los de la serie C 

desprotegidos en la cadena lateral del aminoácido básico, no se contempló la 

preparación de los compuestos B desprotegidos. 

 

 

A B C

(S)

H
N* CONHBn

(CH2)n-NHR1

(CH2)m

HN

N
H

X
R2

Ar

N
(S)

N O

Ar (CH2)3

HN

N

NH2

Pbf

R3

R4

* N
(S)

N O

(R)

Ar (CH2)n-NHR1

R3

R4

*

NH

R2

N
Ar =

R3 y R4 = H, Bn, (CH2)-NH-R1

Boc

 

Figura 13.- Comparación de las estructuras B con los precedentes A y C 
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Hay que señalar que la recurrente presencia del anillo de piperazina en compuestos 

biológicamente activos ha motivado su inclusión entre los llamados “esqueletos 

privilegiados” en Química Médica216,217. En la actualidad hay 112 entradas para fármacos 

derivados de piperazina en el Drug Bank (http://www.drugbank.ca)218. El primer fármaco 

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

utilizado para el tratamiento de la obstrucción intestinal219. Posteriormente, se han 

introducido otros muchos en diversos campos de actividad farmacológica, como por 

ejemplo el inhibidor de la proteasa del HIV, Indinavir (54)220. 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 proteasas221. Un ejemplo representativo de la presencia del anillo de 2-

oxopiperazina en fármacos lo constituye el antihelmíntico Praziquantel222 (56), en el que 

se encuentra fusionado con un anillo de tetrahidroisoquinolina.  

 

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

bioactivos y de su utilización en el diseño de peptidomiméticos 
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Además, el anillo de 2-oxopiperazina también ha sido utilizado para la introducción 

de restricción conformacional en péptidos y en el diseño de peptidomiméticos. Así, por 

ejemplo, forma parte de la estructura de antagonistas de neuroquininas223 y 

colecistoquinina223,224 de fórmula general 57, agonistas del receptor de melanocortina-

4225, antagonistas del neuropéptido S226, y antagonistas del fibrinógeno (58)227,228. 

También se ha utilizado en el diseño de inhibidores de diversas peptidasas229, tales 

como: el factor Xa (59)230, elastasa231, renina232,233, geranilgeraniltransferasa-I234 y β-

secretasa 1 (BACE1)235. En el campo de los miméticos de estructura secundaria 

peptídica, las 2-oxopiperazinas quirales de fórmula general 60 fueron diseñadas por 

nuestro grupo de investigación como miméticos de giros inversos γ236. 
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2.2.1. Síntesis 

 

Como se muestra en el esquema retrosíntetico 11, la síntesis de las 2-

oxopiperazinas B se planteó a partir de los correspondientes -aminonitrilos derivados 

de Arg(Pbf)-OMe (E), mediante una reducción ciclativa, seguida de dos alquilaciones 

sucesivas para la introducción regioselectiva de los grupos R3 y R4 en las posiciones 4 y 

1, respectivamente.  

 

 

Esquema 11.- Retrosíntesis de las 2-oxopiperazinas B 

 
En el caso de los derivados que incorporan indol como grupo aromático, 

previamente a la aplicación de este esquema, fue necesario sintetizar el correspondiente 

aldehído 61, que no es comercial. Además, con el fin de evitar la competencia del NH 

indólico en las reacciones de alquilación, esta posición debía estar protegida, 

seleccionando para ello la protección Boc, previamente utilizada en la síntesis de la serie 

de 2-oxopiperazinas análogas C, indicadas en la Figura 13. 

En la búsqueda bibliográfica de 3-[N-(terc-butoxicarbonil)indol-3-il]propanal (61) se 

encontraron dos procedimientos diferentes de síntesis (Esquema 12). El primero, una 

patente en la que no se dan detalles experimentales, describe la síntesis con un 80% de 

rendimiento, a partir de 3-(indol-3-il)propanol (62), mediante N-Boc-protección, seguida 

de oxidación237, mientras que el segundo describe la síntesis, a partir del éster metílico 

del ácido 3-(indol-3-il)propiónico (63), mediante N-Boc-protección, seguida de reducción 
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con DIBAL-H238,239. A la vista de estos precedentes y teniendo en cuenta el coste de los 

posibles  productos de partida comerciales, inicialmente, se intentó aplicar el primer 

procedimiento, partiendo de 62. Sin embargo, en la N-Boc-protección de este alcohol se 

obtuvo un rendimiento inferior al 20%. Por otra parte, la conocida dificultad de controlar 

la reducción de ésteres a aldehídos no alentaba la aplicación del segundo. Por ello, 

decidimos aplicar el procedimiento de síntesis de -aminoaldehídos de Fehrentz y 

Castro240, ampliamente utilizado en nuestro laboratorio, consistente en la reducción de 

las correspondientes amidas de Weinreb. Así, como se indica en el Esquema 12, se llevó 

a cabo la síntesis de 61 con rendimiento global del 93%, en tres etapas a partir del ácido 

3-(indol-3-il)propiónico (64): a) Síntesis de la N-metil-N-metoxiamida 65; b) Introducción 

del grupo protector Boc (66) y c) Reducción. Hay que señalar que el aldehído 61 es 

inestable y es conveniente utilizarlo recientemente preparado, ya que descompone 

incluso en el congelador. 

 

 

Esquema 12.- Síntesis de 3-[N-(terc-butoxicarbonil)indol-3-il]propanal (61) 
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Los -aminonitrilos de fórmula general E se prepararon aplicando las condiciones 

de reacción optimizadas para la síntesis de Strecker, indicadas en la entrada 7 de la 

Tabla 2 del capítulo anterior (2.1.1.1). Es decir, utilización de ZnCl2 como catalizador y 

MeOH como disolvente y llevando a cabo la reacción a temperatura ambiente durante 24 

h. De esta forma, los aminonitrilos 67c 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 análogas 

22a, 24b y 22c, en la síntesis de los ésteres metílicos 67c y 68c no se observó 

estereoselectividad. 

 

 
Esquema 13.- Síntesis de los -aminonitrilos 67c y 68c 

 

Inicialmente, la reducción ciclativa de los -aminonitrilos 67c y 68c se intentó 

mediante hidrogenación catalítica en presencia de Pd(C) al 10%, en condiciones de 

reacción similares a las que se habían utilizado para la síntesis de las 2-oxopiperazinas 

29a comentadas en el capítulo anterior. Sin embargo, tal como se indica en la Tabla 8 

para la reducción de 67c (entrada 1), en este caso las 2-oxopiperazinas 69c (Esquema 

14) se obtuvieron como productos minoritarios (25%), siendo el producto de retro-

Strecker 27c y 70c, procedente de la reducción de la correspondiente imina intermedia, 

los productos mayoritarios. Por ello, fue necesario realizar un estudio de condiciones 

óptimas de reducción utilizando diferentes catalizadores. Este estudio se llevó a cabo 

con los derivados de 3-fenilpropionaldehído 67c y los resultados más significativos se 

recogen en la Tabla 8. Al igual que como se ha comentado para la reducción de 

aminonitrilos derivados de bencilamidas, los mejores resultados se obtuvieron cuando la 

reducción se realizó por transferencia de H2 con hidrato de hidrazina en MeOH a 65 ºC, 

utilizando Ni Raney como catalizador (entrada 5). Estas condiciones fueron utilizadas 
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para la síntesis de las 2-oxopiperazinas portadoras del grupo indol 71c, obteniendo 

resultados similares, aunque los rendimientos fueron más bajos (47 %). Hay que señalar 

que, también en estos casos, la agitación vigorosa y la activación 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 

cromatográficamente.  

 

 

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

 

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

Entrada 
Condiciones de reacción Rendimientos (%)a 

Reductor Catalizador t (h) T (ºC) (R)-+(S)-69c 70c 27c

1 H2 10% Pd(C) 24  T.a. 25 20 50 

2 H2 
10% Pd(C)/ 

AcOH 
24  T.a. 10 50 40 

3 H2 PtO2 24  T.a. 25 20 50 
4 H2 Ni Raney 3  T.a. 40 35 8 
5 NH2NH2·H2O Ni Raney 10 min 65 93 0 7 

aRendimientos determinados por HPLC-MS. Columna: Sunfire C18 (4.6×50 mm, 3.5 µm), gradiente 10-100% de 
A en B durante 5 min. 
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En los espectros 1H RMN NOESY 1D de cada uno de los epímeros (R)- y (S)- de las 

2-oxopiperazinas 69c y 71c, realizados en diferentes disolventes [CDCl3 y (CD3)2CO] no 

se observaron efectos NOE que nos permitieran asignar la configuración en C5. 

Teniendo en cuenta que, como se ha comentado en el capítulo anterior, en las 2-

oxopiperazinas derivadas de ornitina 29a si se habían observado NOEs que permitieron 

la asignación de dicha configuración, esta asignación se abordó de forma indirecta en 

69c por vía química, aprovechando la conocida posibilidad de convertir derivados de 

ornitina en derivados de arginina241-243, mediante reacciones de guanidinilación244. 

Como se muestra en el Esquema 15, en primer lugar, se preparó la mezcla 

epimérica de aminonitrilos derivados de ornitina (R)- y (S)-67a, que fue resuelta 

cromatográficamente. A continuación, cada uno de estos epímeros fue sometido, por 

separado, a reducción ciclativa, obteniendo, en cada caso, la correspondiente 2-

oxopiperazina (R)- y (S)-73a. La eliminación del grupo protector Boc en estas 2-

oxopiperazinas derivadas de ornitina, seguida de reacción de guanidinilación, por 

tratamiento con 1,3-bis(terc-butoxicarbonil)-2-metil-2-isotiourea244-247, y eliminación 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 eliminación de la protección 

Pbf en el grupo guanidino de (R)- y (S)-69c, mediante tratamiento con TFA en presencia 

de 2.5% de triisopropilsilano. En el espectro 1H RMN NOESY 1D de la 2-oxopiperazina 

derivada de ornitina (R)-73a se observó NOE entre los protones 3-H y 5-H, mientras que, 

en el correspondiente espectro de su epímero (S)-73a se observó NOE entre el protón 3-

H y los protones del grupo metileno 5-CH2. 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 asignación de forma inequívoca de la configuración 

de todos los compuestos indicados en el Esquema 15. En la comparación de los datos 

de HPLC-MS para la pareja de epímeros de las 2-oxopiperazinas portadoras del grupo 

feniletilo 69c, se observó un tiempo de retención ligeramente mayor para el epímero (S) 

que para el (R) (Tabla 9), así como mayor Rf en TLC. Por otra parte, en los respectivos 

espectros de RMN se observó que el protón 3-H y, sobre todo, los carbonos C3 y C5 

aparecían a campo más bajo en el epímero (S) que en el (R). Estas diferencias entre 

ambos epímeros (Tabla 9) fueron utilizadas para la asignación de la configuración en las 

2-oxopiperazinas análogas portadoras del grupo N-Boc-indol-3-ilo 71c. 
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Reactivos: a) N2H4, Ni Raney, MeOH, 65 ºC, 33-43%; b) 20% TFA, CH2Cl2, T.a., 100%; c) Et3N,
HgCl2, BocHNC(SMe)NBoc, DMF, T.a., 10-14%; d) TFA (95%), TIPS (2.5%), H2O (2.5%), T.a., 99%.  

 

Esquema 15.- Asignación de configuración de las 2-oxopiperazina 69c y 71c 
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Tabla 9.- Comparación de los datos más significativos de HPLC-MS y RMN de las 2-
oxopiperazinas 69c y 71c.  

 
 (R)-69c (S)-69c (R)-71c (S)-71c 
R1 Ph Ph Ind(Boc) Ind(Boc) 
Conf.(*) (R) (S) (R) (S) 

HPLCa tR  3.80 3.83 4.10 4.12 
1H RMNb      

3-H 3.32 3.35 3.37 3.41 
5-H 2.89 2.86 2.97 2.97 

13C RMNc      
C3 53.3 58.2 55.2 58.1 
C5 46.3 52.0 46.6 52.2 

 

aHPLC-MS. Columna: Sunfire C18 (4.6×50 mm, 3.5 µm), gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. bEspectros 
registrados a 400 MHz en CDCl3, asignados con la ayuda de espectros COSY y HSQC. cEspectros registrados a 
400 MHz en CDCl3, asignados con la ayuda de espectros HSQC. 

 

Como se muestra en el Esquema 16, la primera etapa de alquilación de las 2-

oxopiperazinas (R)- y (S)-69c y -71c fue realizada mediante reacción con  bromuro de 

bencilo (3 equivalentes) en tolueno a 100 ºC, utilizando DIEA (5 equivalentes) como 

base, obteniendo, de forma regioespecífica y con rendimientos superiores al 70%, las 

correspondientes 2-oxopiperazinas alquiladas en posición 4 76c y 77c. El aumento de la 

proporción de agente alquilante y base (6 y 8 equivalentes, respectivamente) permitió 

disminuir el tiempo de reacción de 6 a 3 h, sin afectar a la regioespecificidad. Los 

rendimientos fueron significativamente menores (10-40 %) cuando se utilizaron CH2Cl2 o 

CH3CN como disolventes o cuando se utilizaron K2CO3 o Cs2CO3 como base. En estos 

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

 

 

Esquema 16.- Alquilación regioespecífica de 2-oxopiperazinas en posición 4 



 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

85 

 

La alquilación selectiva en la posición 1 del anillo de 2-oxopiperazina de 76c y 

77c con bromuro de bencilo requirió un estudio de condiciones de reacción, ya que el 

análisis HPLC-MS de los crudos de reacción de los primeros intentos de alquilación 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 79c y 80c, tal como se muestra en 

el Esquema 17.  
 

 

Esquema 17.-Alquilación de 2-oxopiperazinas en posición 1 

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

Entrada 
Condiciones de reacción Rendimiento (%)a 

Base (Eq.) Disolvente T (ºC) t (h) (R)-78c (R)-79c (R)-80c 
1 Cs2CO3 (2.2) Acetona 56 3 8 40 13 
2 K2CO3 (2.2) Acetona 56 72 5 20 40 
3 K2CO3 (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 

 

aDeterminado por HPLC-MS, columna: Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 µm), gradiente 10-100% de A en B durante 
5 min.  
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Teniendo en cuenta resultados previos del grupo de investigación en alquilaciones 

de otros derivados de 2-oxopiperazinas248,249, inicialmente, la alquilación en posición 1 se 

abordó utilizando 2.2 equivalentes de bromuro de bencilo, Cs2CO3 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 alquilación selectiva en el grupo guanidino.Tambien 

fue mayoritario la alquilación en el grupo guanidinio utilizando K2CO3, aunque se obtuvo 

con mayor proporción de los productos de dialquilación, tanto en la posición 1 de la 2-

oxopiperazina como en el grupo guanidino, 80c (entrada 2). Esta dialquilación disminuyó 

al sustituir la acetona por DMF y realizar la reacción a temperatura ambiente.  La mejora 

más significativa en regioselectividad para la monoalquilación en el anillo de 2-

oxopiperazina 78c se obtuvo al utilizar NaH como base tanto en DMF como en THF y, en 

particular, cuando se utilizó 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 señalar que los productos de 

monoalquilación en el grupo guanidino 79c y 82c, si bien los análisis de HPLC-MS de los 

crudos de reacción indicaban que eran compuestos dibencilados, no pudieron aislarse ni 

purificarse para la caracterización completa. La asignación de las posiciones benciladas 

se realizó en base a los datos de RMN. En los espectros 1H-RMN de los compuestos 

1,4-dibencilados 78c y 81c en CDCl3, en comparación con los de los 4-monobencilados 

76c y 77c, se observaba la desaparición del singlete a 7.10-7.35 ppm, correspondiente al 

1-H lactámico, y la aparición de las señales correspondientes al metileno del grupo 

bencilo entrante, como sistemas AB, a 4.40-4.69 ppm. En los espectros de correlación 
1H,13C HMBC, estas señales correlacionan con la señal correspondiente al C2, a 171 

ppm. 

El análisis HPLC-MS de los compuestos tribencilados 80c y 83c indicaba la 

presencia de dos picos solapados, que no pudieron ser resueltos, correspondientes a 

dos isómeros en relación variable comprendida entre (2:1) y (4:1). La asignación de los 

espectros de RMN de estos compuestos fue muy dificultosa debido a problemas de 

resolución. En los espectros 1H RMN en (CD3)2CO se observaba la presencia de dos 

especies isómericas en proporción similar a la determinada por HPLC-MS. Estos 

espectros mostraban la presencia de los tres grupos bencilo claramente diferenciados en 

las señales correspondientes a los respectivos grupos metileno, cuya asignación fue 

realizada con la ayuda de espectros de correlación 1H,1H, COSY y 1H,13C, HSQC y 
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HMBC. Los protones metilénicos de los grupos bencilo en la posición 1 del anillo de 

piperazina y en el grupo guanidino presentaban desplazamientos químicos muy 

próximos, solapándose en algunos casos. Su asignación se realizó en base a las 

correlaciones observadas en HMBC entre las señales correspondientes a estos protones 

metilénicos y el carbono lactámico, a 170-171 ppm, o el del grupo guanidino, a 155-156 

ppm, respectivamente. Los protones metilénicos del bencilo lactámico (1-CH2), al igual 

que en 76c y 77c, aparecían 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 aparecían como un doblete con constante de acoplamiento de 5-6 Hz, variable 

con la temperatura, que colapsaban a un singlete al agitar con D2O. Estos últimos datos 

indicaban el acoplamiento de los protones metilénicos con el NH del guanidino y, 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 sulfoguanidinas250-252. 

Las dos formas isoméricas que se observan en HPLC y en RMN podrían corresponder a 

los dos isómeros geométricos en el grupo guanidino  A (Z) y B (E). La isomerización 

AB se puede producir por inversión en el N que soporta el grupo Pbf o por prototropía 

e interconversión en alguna de las formas tautoméricas C o D250,253,254. Esta 

interconversión podría explicar la baja resolución de los espectros RMN.  
 

 
 

Figura 15.- Mecanismo de isomerización del grupo guanidino en las 2-oxopiperazinas 80c y 83c 
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2.2.2. Evaluación Biológica 

 

2.2.2.1. Evaluación de la actividad antagonista de receptores PAR1 

 

Al igual que las ureas comentadas en el capítulo anterior, los derivados de 2-

oxopiperazina 69c-83c fueron evaluados como inhibidores de la agregación de plaquetas 

humanas, inducida por una concentración 30 M del agonista de referencia de los 

receptores PAR1 SFLLRN, a una concentración inicial de 0.1 mg/ml. Los resultados en 

% de inhibición se muestran en el gráfico de la Figura 16. 
 

 

 

Figura 16.- Inhibición de la agregación plaquetaria inducida por SFLLRN 
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Las 2-oxopiperazinas monobenciladas en la posición 4 (R)-77c o dibenciladas en 

las posiciones 1 y 4 (R)- y (S)-78c, (R)-80c y (S)-81c inhibieron mas de un 20% la 

agregación plaquetaria, aunque, al igual que las ureas comentadas en el capítulo 

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 aromático en R1 con los que portan Ind(Boc): 

 La influencia de la sustitución en el anillo de piperazina es diferente, ya que en los 

primeros la actividad aumenta al introducir el grupo bencilo en posición 1, mientras 

que, en los segundos disminuye.  

 La influencia de la estereoquímica en la posición 5 del anillo de piperazina es 

diferente en ambas series, en general, en la primera los epímeros (R) 78c y 80c 

fueron más activos que los (S), mientras que, en la segunda 77c y 81c esta tendencia 

se invirtió.  

Estas diferencias, junto con el bajo rango de variabilidad de los % de inhibición no 

permiten la comparación de ambas series para establecer conclusiones claras sobre la 

influencia del grupo aromático en R1. 

 

2.2.2.2. Evaluación de la actividad citotóxica 

 

Ninguno de los derivados de 2-oxopiperazina descritos en este capítulo mostró 

actividad citotóxica significativa a concentraciones inferiores a 10-5 M en las tres líneas 

celulares tumorales indicadas en el capítulo anterior. 

 

2.2.3. Conclusiones 

 
Las conclusiones más significativas de los resultados comentados en este capítulo 

se pueden resumir en los tres puntos siguientes: 

 

 A partir de -aminonitrilos derivados del éster metílico de arginina, con el grupo 

guanidino adecuadamente protegido, se ha preparado una serie de 2-oxopiperazinas, 

portadoras de, al menos, un grupo aromático, y con diversos grados de sustitución en 

el anillo de piperazina, que fueron diseñadas como potenciales antagonistas de los 

receptores PAR1 humanos.  
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 Se ha puesto a punto una metodología eficaz para la síntesis de las 2-oxopiperazinas 

arriba indicadas, que implica una etapa de reducción ciclativa, seguida de dos 

alquilaciones regioselectivas. La participación del grupo guanidino procedente de la 

Arg, a pesar de estar protegido con el grupo Pbf, complica la regioselectividad de la 

alquilación en la posición 1 del anillo de piperazina en las reacciones de alquilación. 

Tras los estudios de optimización de condiciones de alquilación, se ha conseguido 

una selectividad (4:1) a favor de la alquilación en la piperazina con respecto al grupo 

guanidino. 

 

 Los derivados de 4-bencil- y/o 1,4-dibencil-2-oxopiperazina preparados inhiben la 

agregación en plaquetas humanas, aunque con baja potencia. Estos resultados no 

han permitido establecer relaciones estructura-actividad claras.  
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2.3. SÍNTESIS Y EVALUACIÓN BIOLÓGICA DE IMINOHIDANTOÍNAS E 

HIDANTOÍNAS  

 

Entre los denominados esqueletos privilegiados también se incluye el anillo de 

hidantoína. En el Drug Bank (http://www.drugbank.ca)218 actualmente hay 21 entradas de 

fármacos que contienen dicho anillo. Entre los aprobados destaca la Fenitoína255 (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 análogos 

Mefenitoína255,256 (85) y Etotoína255,257 (86). Otros ejemplos representativos de fármacos 

con acción en campos farmacológicos diversos son el antibacteriano nitrofurantoína258 

(87), el antagonista de calcio Dantrium o Dantroleno259 (88) o el antiandrógeno 

Nilutamida (89), utilizado en el tratamiento del cáncer de próstata260,261. Por otra parte, el 

esqueleto de hidantoína está presente en numerosos alcaloides extraídos de esponjas y 

corales marinos, como por ejemplo: las aplisinopsinas (90, Figura 18), que muestran 

actividad citotóxica, antiviral, antidepresiva, inhibidora de monoamino oxidasa o óxido 

nitrico sintetasa262,263, las axinohidantoínas264,265 (91), con actividad citotóxica e inhibidora 

de proteína quinasa C, el derivado de 2-aminoimidazol naamidinene A266,267 (92) y la 

hidantocidina268,269 (93), un espironucleósido con actividad herbicida y regulador del 

crecimiento de las plantas, debida a la inhibición de adenilsuccinato sintetasa268,269. 

 

 

 
 

Figura 17.- Ejemplos de fármacos que contienen el anillo de hidantoína en su estructura 
 

 



 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

92 

 

 

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

 

 

Además, las hidantoínas son consideradas compuestos de alto interés en síntesis 

orgánica por su utilización industrial como intermedios para la síntesis de aminoácidos 

enantioméricamente puros270 (Esquema 18).  
 

 

 
 

Esquema 18.- Síntesis enantioselectiva de aminoácidos a partir de hidantoínas 
 

 

Existen numerosos métodos para la síntesis de hidantoínas en disolución. Estos 

procedimientos se pueden agrupar en varias categorías, pero las más comúnmente 

utilizadas son: a) Métodos basados en la síntesis de Bucherer-Bergs271,272 (Esquema 19) 

y b) Métodos basados en la síntesis de Read (Esquemas 20 y 21). La metodología de 

Bucherer-Bergs271,272 permite la obtención de hidantoínas 5,5-disustituidas de fórmula 

general 101 (Esquema 19) y consiste en una reacción de tres componentes de los 

compuestos carbonílicos 97 con cianuro potásico y carbonato amónico. Esta reacción 

transcurre a través de los α-aminonitrilos intermedios 98, que en el medio básico de 

reacción dan lugar a las hidantoínas 101273,274. Entre las modificaciones de esta 

metodología, Motagne et al.275 han descrito la adición 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 hidantoínas 5,5-disustituidas 101. Estas modificaciones del método 

original han permitido aumentar la versatilidad en la síntesis de hidantoínas. 
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Esquema 19.- Síntesis de Bucherer-Bergs de hidantoínas 5,5-disustiuidas 

 
 

En cuanto a la síntesis de Read276 (Esquema 20), el método original permite la 

obtención de las hidantoínas y tiohidantoínas 5-sustituidas enantiomericamente puras 

104 a partir de los aminoácidos 102, que, por reacción con isocianato potásico (KOCN) o 

isotiocianato amónico (NH4SCN), dan lugar a la correspondiente urea o tiourea 103, las 

cuales, por tratamiento con medio ácido, conducen a la respectiva hidantoína o 

tiohidantoína 104. Aplicando una metodología similar, pero utilizando los isocianatos o 

isotiocianatos orgánicos 107, en lugar de isocianato potásico, a partir de los α-

aminoácidos 105 o de sus ésteres 106, se obtienen los correspondientes α-ureidoácidos 

108 o α-ureidoésteres 109, que, en medio básico, conducen a las respectivas 

hidantoínas 110 o tiohidantoínas 111 3,5-disustituidas277,278. Las hidantoínas 110 se 

pueden obtener también a partir de α-aminoamidas (112) por reacción con N,N’-

carbonildimidazol (CDI)279 o trifosgeno280 (Esquema 20). 

 

 

 
 

Esquema 20.- Síntesis de Read de hidantoínas y tiohidantoínas 5-monosustituidas y 3,5-
disustituidas 
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La degradación de Edman281, método utilizado para la secuenciación de péptidos y 

proteínas, se puede considerar una variante de la síntesis de hidantoínas de Read. Este 

método de secuenciación 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 ácido de esta 

tiourea induce la ciclación a la tiohidantoína derivada del aminoácido N-terminal (115), 

con eliminación del resto del péptido. El análisis secuencial por espectrometría de masas 

de los crudos de reacción permite la identificación de los aminoácidos que integran el 

péptido. 

 

 

 
 

Esquema 21.- Degradación de Edman de un péptido 
 

 

Por último, entre los métodos de síntesis en disolución descritos, mencionar la 

aplicación de la síntesis de Ugi de cinco componentes 282-284 (compuesto carbonílico + 

amina + isonitrilo + metanol + dióxido de carbono) para la preparación de hidantoínas 

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

 

 

 
 

Esquema 22.- Reacción de Ugi de 5 componentes para la obtención de hidantoínas 1,3,5-
trisustituidas 

 

 

Algunos de los métodos de síntesis en disolución mencionados se han aplicado 

también en la síntesis de hidantoínas en fase sólida271,285,286. Entre ellos, destacan la 

adaptación de la síntesis de Read a aminoácidos anclados a una resina a través del 

grupo carboxílico, con formación del anillo de hidantoína simultáneamente con el 

desanclaje de la resina. La síntesis de hidantoínas a partir de derivados de α-
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aminoamidas se ha aplicado también a la síntesis de hidantoínas sobre sustratos 

(fundamentalmente péptidos) unidos a un soporte polimérico, en las que la etapa de 

formación de la hidantoína es independiente del desanclaje. 

Teniendo en cuenta los antecedentes y el interés de los derivados de hidantoína 

tanto en Química Medica como en Química Orgánica, el tercer y último objetivo de esta 

tesis doctoral fue la síntesis de las iminohidantoínas e hidantoínas 1,3,5-trisustituidas de 

fórmula general A, indicadas en la Figura 19. Como se muestra en el esquema 

retrosintético de esta Figura, la síntesis de las estructuras A se planteó de forma directa 

a partir de los α-aminonitrilos C, e implicaba la reacción con isocianatos para dar lugar a 

los α-ureidonitrilos B y su posterior ciclación. Esta ruta de síntesis permitiría obtener una 

serie de hidantoínas o iminohidantoínas A quirales, con alta diversidad de sustituyentes 

en las posiciones 1, 3 y 5, con control de la funcionalidad, dependiendo de la naturaleza 

del α-aminonitrilo de partida y de los isocianatos utilizados. Entre los α-aminonitrilos, se 

contempló la utilización de los α-aminonitrilos derivados de ornitina 22a y 24a y de lisina 

22b y 24b, cuya síntesis se ha indicado en el Esquema 2. De entre los isocianatos 

comerciales, se planteó la utilización de isocianato de fenilo, de bencilo, de 4-

metoxifenetilo y 4-fluorofenetilo, portadores de grupos aromáticos anclados a través de 

cadenas metilénicas de diverso longitud [(CH2)0-2]. Teniendo en cuenta los resultados 

biológicos comentados en los capítulos anteriores, que indicaban una mejor inhibición de 

la agregación plaquetaria para derivados N-protegidos en la cadena lateral del 

aminoácido básico, la preparación de las estructuras A se planteó manteniendo la 

cadena lateral del aminoácido N-Boc protegida. 
 

 
 

Figura 19.- Retrosíntesis propuesta para la obtención de hidantoínas o iminohidantoínas A 
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2.3.1. Síntesis 

 
2.3.1.1.  Síntesis de α-ureidonitrilos derivados de α-aminonitrilos 

 

La puesta a punto de la primera etapa del esquema de síntesis planteado para la 

obtención del esqueleto de hidantoína, que suponía la obtención de α-ureidonitrilos de 

fórmula general B, se llevó a cabo con el α-aminonitrilo derivado de ornitina (S)-22a e 

isocianato de fenilo (Esquema 23). Inicialmente, esta síntesis se abordó aplicando las 

condiciones descritas en la bibliografía278,287, que implicaban la reacción de un α-

aminonitrilo con dos equivalentes de isocianato, y utilizaban diferentes disolventes 

(CH2Cl2
278 y THF287). Para ello, se realizó un estudio de ambas condiciones en paralelo. 

Cuando la reacción se realizó en CH2Cl2 a temperatura ambiente, después de 5 días de 

reacción, el α-aminonitrilo de partida (S)-22a se recuperó inalterado (entrada 1, Tabla 

11). Sin embargo, tras tres días más en los que llegó a evaporarse el disolvente, el 

análisis por TLC y HPLC del crudo de reacción, mostró la aparición de un 60% del 

producto deseado (S)-119a. En cuanto a la aplicación de las condiciones descritas por 

Bartolomé-Nebreda et al.287, cuando la reacción se realizó en THF a 0 ºC, se observó la 

formación de (S)-119a con buenos rendimientos (86%) después de 72 h de reacción 

(entrada 2, Tabla 11). La formación de la urea deseada (S)-119a tras la evaporación del 

CH2Cl2, en el primer caso, junto con el creciente interés de la comunidad científica por 

las reacciones sin disolvente288 nos hizo plantearnos estudiar la síntesis sin disolvente 

(entrada 3). Esto implicaba una operación previa de mezclado y homogeneización de los 

reactivos con una mínima cantidad de CH2Cl2 anhidro y su posterior evaporación con 

corriente de argón. En estas condiciones, tras 48 h de agitación de la mezcla (jarabe 

espeso) se obtuvo un 98% del producto deseado (S)-119a. A continuación, con el fin de 

disminuir el tiempo de reacción, se llevó a cabo la reacción en microondas289,290. Como 

se muestra en la entrada 4 de la Tabla 11, cuando la reacción se llevó a cabo en 

microondas utilizando CH2Cl2 como disolvente, se recuperó el α-aminonitrilo de partida 

(S)-22a sin reaccionar. Sin embargo, cuando la reacción se realizó sin disolvente, 

calentando a 80 ºC durante 2 h en microondas, se obtuvieron, casi cuantitativamente las 

ureas (RS)-119a (98%) (Entrada 5). El análisis HPLC del crudo de reacción, mostró la 

aparición de dos picos a 27.55 y 27.75 min, en proporción aproximada (1:1) (Figura 20, 

b), mientras que, el correspondiente análisis del aminonitrilo de partida (S)-22a mostraba 

solo un pico a 23.04 min (Figura 20, a). Estos datos indicaban que se había producido la 
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epimerización del centro estereogénico C2 del α-ureidonitrilo (RS)-119a. Este resultado 

se confirmó al comparar el espectro de 1H-RMN del α-aminonitrilo de partida (S)-22a con 

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

mostraba la aparición de las señales correspondientes a 2-H, α-H y NH-Boc duplicadas 

en proporción (≈1:1). Este estudio también mostró que en las trazas del α-aminonitrilo 

(S)-22a que quedaban sin reaccionar, no se había producido epimerización en C2, ya 

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

de esperar, la epimerización también se observó cuando se aplicaron estas condiciones 

al epímero (R)-22a (entrada 6, Tabla 11). Hay que señalar que cuando la reacción se 

llevó a cabo a 0 ºC o a temperatura ambiente (entradas 2 y 3 de la Tabla 11) no se 

observó epimerización.  

 

 

 
 

Esquema 23.- Síntesis del α-ureidonitrilo derivado de Orn 119a 
 

 

Tabla 11.- Influencia de las condiciones de reacción en la formación de los α-
ureidonitrilos 119a. 

Entrada 
Aminonitrilo Condiciones de reacción α-ureidonitrilo 

Nº Disolvente T (ºC) Tiempo Nº Rdtoa (%)
1 (S)-22a CH2Cl2 T. a. 5 días (S)-119a 0 
2 (S)-22a THF 0 72 h (S)-119a 86 
3 (S)-22a - T. a. 48 h (S)-119a 98 
4b (S)-22a CH2Cl2 80  2 h (S)-119a 0 
5b (S)-22a - 80  2 h (RS)-119a 98c 
6b (R)-22a - 80  2 h (RS)-119a 95c 

 

aRendimiento aislado. bCalefacción por irradiación de microondas. cProporción de diastereoisómeros [(R):(S)] = 1:1. 
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c) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
d) 

Figura 20.- Síntesis de los α-ureidonitrilos (RS)-119a a partir de (S)-22a. a) HPLC del producto de 
partida (S)-20a en columna Sunfire C18 (4.6×150 mm, 3.5 µm) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. b) 
HPLC de la mezcla de reacción (RS)-119a, obtenida a partir de (S)-22a en las condiciones de reacción de la 
entrada 5 de la Tabla 11. c) Espectro de 1H-RMN (3.30-3.60 ppm) de (S)-22a. d) Espectro de 1H-RMN (3.30-
3.60 ppm) de (RS)-119a, obtenido a partir de (S)-22a en las condiciones de reacción 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 función del 

tiempo de reacción en microondas, cuando el producto de partida era (R)-22 a los 60 min 

de reacción la proporción de epímeros (RS)-119a era ≈1:1, mientras que, a partir de (S)-

22a fueron necesarios 120 min para la epimerización completa. Este hecho nos indicó 

que la velocidad de epimerización del epímero (R) era mayor que la del (S). Esta mayor 

reactividad del epímero (R) ya se había observado en la reduccion del CN de los α-

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

 

a) Productos (R)- y (S)-119a a partir de (R)-22a. b) Productos (R)- y (S)-119a a partir de (S)-22a. 
 

Figura 21.- Estudio de la epimerizacion en la sintesis de α-ureidonitrilos (RS)-119a a partir de (R)-
22a (a) y (S)-22a (b). Proporción de diasteroisomeros calculada por la medida de las areas de los picos de 
HPLC y confirmada por la medida de las integrales de las señales caracteristicas en los espectros de 1H-RMN, 
realizados a los mismos tiempos de reaccion. 
 
 

Como se indica en el Esquema 24, la mayor tendencia a epimerizar de los α-

ureidonitrilos (RS)-119a con respecto a los α-aminonitrilos de partida (R)- y (S)-22a 

podría explicarse en base a que con la introducción del grupo ureido disminuye la 

densidad electrónica sobre el carbono C2, aumentando la acidez del protón que soporta, 

facilitando, de esta forma, la prototropía de dicho protón, para dar lugar a una especie 

plana de tipo cetimina 120, que revertiría al α-ureidonitrilo 119a, con pérdida de la 

estereoquímica en C2. Recientemente, O. Ramström y col., en estudios de resolución 

enzimática de -aminonitrilos291,292, han observado la total epimerización de -
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acilaminonitrilos en el medio de la resolución a 40 ºC y la nula epimerización de los 

correspondientes -aminonitrilos en las mismas condiciones. 

 

 
 

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

 

Se dedujo que las mejores condiciones para la obtención de los α-ureidonitrilos (R)- 

y (S)-119a sin epimerización son: reacción del α-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 epimerización y se disminuye el tiempo de reacción 

en comparación con el método en disolución (entrada 3, Tabla 11). Hay que señalar que, 

teniendo en cuenta los principios básicos de la Química Sostenible o Verde293-296, las 

reacciones sin disolvente297 son una técnica no convencional que presenta muchas 

ventajas con respecto a los métodos convencionales, tales como:  

 El ahorro de energía y disolventes, que se traduce en una reducción en la peligrosidad 

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

 En muchos casos las reacciones son más rápidas y dan lugar a elevados 

rendimientos. 

 Elevada eficacia cuando esta metodología se asocia con otras técnicas 

experimentales (microondas o ultrasonidos). 

Cuando el -aminonitrilo de partida era una mezcla epimérica 1:1 sin separar, se 

aplicaron las condiciones de reacción de la entrada 5 de la Tabla 11. Es decir: 

calefacción a 80 ºC en microondas, sin disolvente durante 2-3 h, disminuyendo 

significativamente los tiempos de reacción. 

Los espectros de resonancia 1H-RMN de los α-ureidonitrilos (R)- y (S)-119a, en 

comparación con los de los respectivos α-aminonitrilos (R)- y (S)-22a, mostraron un 

desplazamiento de 1.5-2.0 ppm a campo más bajo para la señal del protón 2-H y de 0.8-

1.2 ppm para el α-H (Tabla 12). En los espectros de resonancia de 13C-RMN se 

mantenía la señal característica del grupo CN (≈ 120 ppm) y se observaba la aparición 
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de un nuevo carbono cuaternario correspondiente al carbonilo de la urea (≈ 155 ppm) 

(Tabla 12). Todos los datos extraídos de los espectros de RMN indicaban que se había 

producido un cambio en el entorno de las posiciones Cα y C2 del aminonitrilo.  

La comparación de los datos de HPLC y de RMN entre los dos epímeros (R)- y (S)-

119a, en comparación con los de los correspondientes α-aminonitrilos (R)- y (S)-22a 

mostró que: 

 A diferencia de los α-aminonitrilos (R)- y (S)-22a, el tiempo de retención en HPLC del 

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

 En cuanto a los datos de 1H-RMN, en los α-ureidonitrilos 119a el protón 2-H, al igual 

que en los α-aminonitrilos de partida, aparece más apantallado (≈ 0.5 ppm) en el 

epímero (S) que en el (R). El protón α-H en los α-ureidonitrilos 119a también aparece 

más apantallado (≈ 0.4) en (S) que en el (R), mientras que, en los α-aminonitrilos 22a 

la relación de desplazamientos químicos entre epímeros es inversa. 

 En cuanto a los 13C-RMN, en los α-ureidonitrilo 119a, las señales correspondientes a 

C2 y Cα en el epímero (S) aparecen apantalladas (2.1-3.4 ppm) con respecto a los (R). 

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

Tabla 12.- Comparación de los datos más significativos de HPLC, 1H-RMN y 13C-RMN 
de la α-ureidonitrilos (R)- y (S)-119a con los α-aminonitrilos (R)- y (S)-22a. 
 

 

Compuesto (R)-22a (S)-22a (R)-119a (S)-119a 
HPLC tR (min)a 23.3 23.7 27.7 27.5 
1H-RMNb   
2-H 3.73 3.49 5.58 5.07 
α-H 3.28 3.37 4.49 4.08 
NH-CON - 10.33 
13C-RMNc   
CN 119.8 119.9 118.7 118.9 
C2 51.6 51.1 50.0 53.4 
Cα 60.4 60.6 59.1 61.5 
NHCON - - 155.3 154.5 
aSunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. bEspectros registrados a 
400 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. cEspectros registrados a 100 
MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 
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Una vez establecidas las condiciones óptimas de reacción para la obtención de α-

ureidonitrilos a partir de α-aminonitrilos, se estudió la versatilidad de la metodología con 

otros α-aminonitrilos e isocianatos. Como se muestra en el Esquema 25, el tratamiento 

de los α-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 α-ureidonitrilos 

(R)- y (S)-119a, (S)-121-123a y (RS)-119b en la misma proporción de epímeros que los 

α-aminonitrilos de partida y con buenos rendimientos (86-96%) (Método A, Esquema 25). 

Para el caso de los α-aminonitrilos (RS)-22a, 24a y 24b, estos se hicieron reaccionar con 

el correspondiente isocianato sin disolvente calentando a 80 ºC durante 2-3 h en 

microondas para obtener la mezcla 1:1 de epímeros de α-ureidonitrilos (RS)-121-123a, 

124a,b con buenos rendimientos (90-97%) (Método B, Esquema 25). 
 

 

 

α-Aminonitrilo α-ureidonitrilo
nº m n Métodoa nº R1 Rdto. (%)b 

(R)-22a 1 3 A (R)-119a Ph 96 
(S)-22a 1 3 A (S)-119a Ph 86 

(RS)-22ac 1 3 B (RS)-119ac Ph 95 
(S)-22a 1 3 A (S)-121a Bn 93 

(RS)-22ac 1 3 B (RS)-121ac Bn 97 

(S)-22a 1 3 A (S)-122a 94 

(RS)-22a 1 3 B (RS)-122a 90 

(S)-22a 1 3 A (S)-123a 91 

(RS)-22a 1 3 B (RS)-123a 96 

(RS)-22bd 1 4 A (RS)-119bd Ph 95 
(RS)-24ac 2 3 B (RS)-124ac Ph 92 
(RS)-24bc 2 4 B (RS)-124bc Ph 97 
aMétodo A: Sin disolvente, T.a., 2-3 días. Método B: Sin disolvente, microondas, 80 ºC, 2-3 h. 
bRendimiento aislado. cProporción de diastereoisómeros [(R):(S)] = 1:1. dProporción de 
diastereoisómeros [(R):(S)] = 1:3. 
 

Esquema 25.- Síntesis de α-ureidonitrilos (119-124) a partir de α-aminonitrilos (22, 24) 
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2.3.1.2. Síntesis de derivados de 4-iminohidantoína. 

 
La ciclación intramolecular de α-ureidonitrilos B para formar el correspondiente 

anillo de 4-iminohidantoína A (Figura 19, X = NH) se estudió en el epímero (S)-119a. En 

primer lugar, de acuerdo con los antecedentes bibliográficos277, la ciclación se abordó 

mediante calefacción a reflujo de MeOH durante 15 min (entrada 1, Tabla 13). En estas 

condiciones, la mezcla epimérica de 4-iminohidantoínas (RS)-125a se obtuvo como 

producto minoritario (9%), junto con los productos de oxidación, las 5-hidroxi-4-

iminohidantoínas (RS)-126a, productos mayoritarios (78%), y la 5-fenilmetilen-4-

iminohidantoína 127a (13%), resultante de la eliminación de H2O en (RS)-126a. Hay que 

señalar, que recientemente se ha descrito la formación de 5-hidroxi-4-iminohidantoínas 

como resultado de la autooxidación de 1,5-dimetil-4-imihohidantoínas en disolución de 

EtOH298. Por ello, con el fin de evitar la oxidación, a continuación, la ciclación de (S)-

119a se estudió mediante calefacción en tolueno a 100 ºC en presencia de NEt3 (entrada 

2, Tabla 13). De esta forma, aumentó significativamente el rendimiento de (RS)-125a 

(44%) y disminuyó la formación de los productos de oxidación. En vista de este 

resultado, se estudió la utilización de otros disolventes, como CH3CN y otras bases 

(entradas 3 y 4, Tabla 13), así como la reacción en ausencia de disolvente y bajo 

irradiación de microondas a 100 ºC (entradas 5 y 6, Tabla 13). En estas últimas 

condiciones, se obtuvieron exclusivamente las 4-iminohidantoínas (RS)-125a, como 

mezcla epimérica (1:1), que no pudo ser resulta. De estos estudios se deduce que la 

utilización de NEt3 como base, sin disolvente y calefacción a 100 ºC durante 5 min por 

irradiación de microondas conduce cuantitativamente a la obtención de la 4-

iminohidantoína (RS)-125a. 
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Esquema 26.- Formación de 4-iminohidantoínas a partir del α-ureidonitrilo (S)-119a 
 

 
 
Tabla 13.- Influencia de las condiciones de reacción en la formación de 4-
iminohidantoínas. 
 

Entrada 
Condiciones de reacción Rendimiento (%)a 

Base Disolvente T (ºC) Tiempo 125a 126a 127a 
1 - MeOH 75 15 min 9 78 13 
2 NEt3 Tolueno 100 30 min 44 30 - 
3c K2CO3 CH3CN 100 15 min 43 - - 
4c NEt3 CH3CN 100 15 min 88 12 - 
5c K2CO3 - 100 5 min 99 - - 
6c NEt3 - 100 5 min 99 - - 

 

aDeterminado mediante análisis HPLC del crudo de reacción, utilizando columna Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 
µm) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min, excepto para las entradas 1 y 6 que es rendimiento aislado. 
cCalefacción mediante irradiación por microondas. 
 

El análisis de los datos HPLC-MS de las 4-iminohidantoínas (RS)-125a, mostró la 

aparición de dos picos a 3.55 y 3.63 min a menor tiempo de retención que el -

ureidonitrilo de partida (S)-119a. El pico del ion molecular [M+1]+ de cada uno de los 

picos correspondientes a (RS)-125a indicaba una fórmula empírica idéntica a la del α-

ureidonitrilo de partida (S)-119a, por lo tanto, ambos compuestos debían ser isómeros. El 

espectro 1H-RMN de (RS)-125a, en comparación con el del α-ureidonitrilo (S)-119a, 

mostró la desaparición de las señales características del 2-H y del NH del grupo ureido 
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de (S)-119a, la aparición del 5-H a 4.62 ppm y un desplazamiento de ≈ 0.2 ppm a campo 

más bajo para los α-H. La señal correspondiente al NH del grupo imina no se observó, 

probablemente debido a su rápido intercambio con el disolvente. En el espectro de 13C-

RMN de (RS)-125a se observó la desaparición de la señal correspondiente al carbono 

del CN (≈ 120 ppm) y la aparición de dos carbonos terciarios a 57.3 y 58.8 ppm, 

correspondientes a las señales de los C5, y dos carbonos cuaternarios a 170.2 y 170.3 

ppm, respectivamente, correspondientes a los dos C imínicos. Todos estos datos 

indicaban que la ciclación para dar el anillo de 4-iminohidantoína transcurría con una 

completa epimerización en el C5 del anillo. A la vista de la estructura de este anillo, la 

epimerización podría explicarse como consecuencia de la existencia de un equilibrio 

entre la estructura de 4-iminohidantoína 125a y la de 4-aminoimidazol-2-ona 128a, en la 

que se perdería la quiralidad en el C5, tal como se muestra en el Esquema 27. 
 

 

 

 

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

 

Se estudió la posibilidad de controlar el equilibrio 4-iminohidantoína4-

aminoimidazol-2-ona con las condiciones de reacción, tales como el disolvente, 

temperatura y tiempo de reacción. Los resultados de este estudio se analizaron por 

HPLC. Como se muestra en la Tabla 14, las iminohidantoínas (RS)-125a se observaron 

cuantitativamente, como único producto de reacción, cuando la reacción se llevó a cabo 

sin disolvente, utilizando NEt3 como base y calentando a 100 ºC en microondas, 

independientemente del tiempo de reacción y del epímero de partida (entradas 1-4, 

Tabla 14). Sin embargo, al realizar la reacción sin base y utilizando MeOH como 

disolvente a temperatura ambiente, después de 1 h de reacción, se observó la formación 

de la 4-aminoimidazol-2-ona 128a como único producto de reacción (entradas 5 y 7). 

Mientras que, después de 24 h, se observó la formación de las especies 4-

iminohidantoínas (RS)-125a (40-47%), junto con los productos de oxidación (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 CDCl3 utilizado para los espectros RMN) estaba 

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

 

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

Entrada 
Aminonitrilo Condiciones de reacción Rendimiento (%)a 

Nº Base Disolvente T (ºC) Tiempo (RS)-125a 128a 
1b (S)-119a NEt3 - 100 5 min 100 0 
2b (S)-119a NEt3 - 100 20 min 100 0 
3b (R)-119a NEt3 - 100 5 min 100 0 
4b (R)-119a NEt3 - 100 20 min 100 0 
5 (S)-119a - MeOH T.a. 1 h 0 100 
6c (S)-119a - MeOH T.a. 24 h 47 0 
7 (R)-119a - MeOH T.a. 1 h 0 100 
8c (R)-119a - MeOH T.a. 24 h 40 0 

 
aDeterminado por el HPLC del crudo de reacción. Columna Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) gradiente 10-
100% de A en B durante 30 min. bCalefacción por irradiación de microondas. cSe forma el producto de 
oxidación (RS)-126a en un 53% para la entrada 6 y en un 60% para la entrada 8. 
 

 

Para confirmar los resultados, se estudió del comportamiento de una mezcla 

[(R):(S)] = (1:1.5) de los α-ureidonitrilos (RS)-119a en CD3OD, siguiendo la reacción a 

diferentes tiempos por 1H-RMN (Figura 22). A tiempo inicial, se observaron las señales 

correspondientes a las parejas de protones 2-H, α-H y NHBn características de (RS)-

119a (Figura 22, a). Al cabo de 3 h de reacción (Figura 22, c), el espectro se había 

simplificado mostrando la desaparición de las señales de los protones 2-H y α-H de (RS)-

119a, y la aparición de un multiplete a 4.86, correspondiente al α-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 isómero. Si comparamos el espectro de 1H-RMN de 

la forma 4-aminoimidazol-2-ona 128a en CD3OD con el (RS)-125a en CDCl3, mostró la 

desaparición de los 5-H y la simplificación de las señales de 5-CH2 de 128a a un singlete 

a 4.46 ppm, en comparación con el doblete de dobletes de (RS)-125a (Figura 23).  
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Figura 22.- Espectros 1H-RMN de (RS)-119a en CD3OD a diferentes tiempos 
 

 

 

 
 

Figura 23.- Desplazamientos químicos característicos de 4-iminohidantoína (RS)-125a en CDCl3 y 
4-aminoimidazol-2-ona 128a en CD3OD 

 

 

Dado que los estudios del equilibrio sugerían su desplazamiento hacia la forma 4-

aminoimidazol-2-ona 128a en disolventes polares, y teniendo en cuenta que los ensayos 

biológicos se realizan en disolventes polares, para facilitar la discusión de resultados, a 
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estos compuestos se les asignó la estructura de 4-aminoimidazol-2-ona 128a, con la que 

evitábamos el tener que arrastrar la mezcla de epímeros.  

Seguidamente, se estudió la versatilidad de la ciclación intramolecular de diferentes 

α-ureidonitrilos  con el fin de obtener las correspondientes 4-aminoimidazol-2-onas. Para 

ello, los α-ureidonitrilos 119a, 121-123a y 124b se calentaron a 100 ºC en microondas 

durante 5 min, utilizando NEt3 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 

análisis de HPLC estos compuestos mostraban un alto grado de pureza, debido a su 

equilibrio en disolución con las correspondientes 4-iminohidantoínas y a la fácil oxidación 

de estas con el oxígeno atmosférico, sus espectros de RMN presentaron baja resolución, 

lo que dificultó su asignación. Hay que señalar que en la bibliografía hemos encontrado 

muy pocos precedentes de compuestos análogos con estructura de 4-iminohidantoína o 

de 4-aminoimidazol-2-ona277,299,300. 

 

 

α-ureidonitrilo 4-Aminoimidazol-2-ona
nº m n R1 nº Rdto. (%)b

(RS)-119a 1 3 Ph 128a 97 
(RS)-121a 1 3 Bn 129a 93 

(RS)-122a 1 3 130a 95 

(RS)-123a 1 3 131a 96 

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

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

 
El análisis de HPLC-MS de la mezcla epimérica de 5-hidroxi-4-iminohidantoínas 

(RS)-126a mostró la presencia de 2 picos a 3.92 y 4.27 min, a mayor tiempo de retención 

que las respectivas 4-iminohidantoínas (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 más que las 4-iminohidantoínas (RS)-125a. El 



 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

109 

 

espectro de 1H-RMN de (RS)-126a, en comparación con el de los respectivos α-

ureidonitrilos (RS)-119a, mostró la desaparición de las señales correspondientes al 2-H y 

al NH del grupo ureido. Mientras que, en el espectro de 13C-RMN se observó la 

desaparición de las señales correspondientes al CN (≈119 ppm) y a los carbonos C2 de 

los ureido-nitrilos (≈ 50.0 y 53.4 ppm), así como la aparición de dos nuevos carbonos 

cuaternarios (≈ 172.0 ppm), correspondientes a los carbonos imínicos de los dos 

epímeros (RS)-126a. Si comparamos el espectro de 1H-RMN de las 5-hidroxi-4-

iminohidantoínas (RS)-126a con el de las 4-iminohidantoínas (RS)-125a, se observa la 

desaparición de los protones 5-H (≈ 4.60 ppm) y la aparición de dos dobletes a 2.87 y 

3.47 ppm correspondientes a los protones metilénicos del 5-CH2, en lugar de los dos 

dobletes de dobletes de (RS)-125a. El espectro de 13C-RMN mostró la desaparición de 

los dos carbonos terciarios C5 de (RS)-125a y la aparición de dos carbonos cuaternarios 

a 87.9 y 88.9 ppm, respectivamente, correspondientes a los C5 de (RS)-126a.  

Como ya se ha comentado, publicaciones recientes explican la formación de 

derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoína a partir de 1,5-dimetil-4-iminohidantoínas298,301 

en EtOH, basándose en un mecanismo de autooxidación de enaminas, en el que estaría 

implicado el oxígeno atmosférico. Angelova et al.45 realizaron un estudio sencillo por 1H-

RMN, para justificar la formación del derivado de 5-hidroxi-4-iminohidantoína a partir de 

la 4-iminohidantoína. Por otra parte, Törnqvist et al.301 utilizaron 18O2 para marcar el 

producto final de reacción, y justificar la importancia del oxígeno atmosférico. Con el 

objetivo de analizar con mayor profundidad el mecanismo de formación de nuestros 

derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoínas (RS)-125a, se estudió el mecanismo de 

oxidación, siguiendo la reacción mediante HPLC-MS. Para ello, se llevó a cabo la 

reacción de (S)-119a en MeOH en un vial abierto a la atmósfera y a temperatura 

ambiente. La reacción se monitorizó por HPLC-MS a diferentes tiempos. Las especies 

formadas se identificaron a partir de su tiempo de retención y de su espectro de masas. 

El cálculo de las conversiones se realizó a partir de la medida del área de los picos para, 

finalmente, representar la conversión en las diferentes especies en función del tiempo de 

reacción. Como se muestra en el esquema 29 y la Figura 24, al cabo de 3 h de reacción, 

se ha producido la completa ciclación intramolecular de (S)-119a para formar el derivado 

de 4-aminoimidazol-2-ona (128a), que fácilmente puede oxidarse con el oxígeno 

atmosférico formándose los correspondientes 5-peroxi derivados (RS)-133a, que son 

precursores de (RS)-126a. Entre las 5 y las 125 h de reacción, la formación 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, incrementándose su conversión 

linealmente. A partir de las 200 h de reacción, se produce un descenso en la formación 

de (RS)-126a, aumentando la formación de producto de eliminación de H2O, (EZ)-127a, 

que después de 500 h llega a ser el único producto de reacción. La velocidad de la 

reacción ciclación-oxidación de (S)-119a aumenta cuando burbujeamos con oxígeno, 

mientras que, si burbujeamos la reacción con argón, la velocidad de la reacción 

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

en MeOH es rápidamente oxidado en presencia del oxígeno atmosférico, formándose las 

5-hidroxi-4-iminohidantoínas (RS)-126a. En los espectros de masas de los análisis 

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

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

autores298,301. 

 
 

 

 

Esquema 29.- Estudio del mecanismo del mecanismo de oxidación del -ureidonitrilo (S)-119a en 

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

MeOH 

 

Con el fin de ayudar a la caracterización estructural de (RS)-126a y para explorar la 

reactividad del ciclo de 5-hidroxi-4-iminohidantoína, se estudió su acetilación. Como se 

muestra en el Esquema 30, la reacción de (RS)-126a con cloruro de acetilo, en 

presencia de óxido de propileno como aceptor de HCl, condujo a los O-acetil derivados 

(R)-134a y (S)-134a en un 80% de rendimiento, que fueron separados 

cromatográficamente, aunque no pudo asignarse la configuración absoluta en el C5, 

portador del grupo acetoxilo. 

 

 

 
 

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

 

Una vez establecidas las condiciones óptimas para la ciclación oxidativa de los -

ureidonitrilos 119, se estudió la versatilidad de dicha reacción para los α-ureidonitrilos 
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(RS)-121a y (RS)-124b. En todos los casos la  calefacción en MeOH durante 1-2 h, 

condujo a las correspondientes 5-hidroxi-4-iminohidantoínas (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). 

 

 

 
 

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

 
Por último, se abordó la reacción de deshidratación mediante calefacción a reflujo 

de MeOH de las 5-hidroxi-4-iminohidantoínas (RS)-126a, para obtener la mezcla de los 

correspondientes isómeros (EZ)-127a (42%) en proporción (1:1), que tampoco pudieron 

ser resueltas (Esquema 32). Es de señalar que en estas condiciones, las 5-hidroxi-4-

iminohidantoínas analogas (RS)-136b no dieron lugar a los productos de deshidratación, 

sino que condujeron a mezclas complejas de productos de descomposicion. Este 

resultado indicó que la deshidratación solo se da cuando el doble enlace generado está 

conjugado con el anillo aromático.  

 

 

 
 

Esquema 32.- Reacción de formación de (EZ)-127a por deshidratación de (RS)-126a 
 

 

El análisis de los datos de HPLC-MS de (EZ)-127a mostró la aparición de dos picos 

a 5.25 y 5.35 min, a mayor tiempo de retención que (RS)-126a; ambos picos 
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presentaban en el análisis 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 1H-RMN de (EZ)-127a, mostró 

la desaparición de los protones metilénicos del 5-CH2 (≈ 2.87-3.47 ppm), así como la 

aparición de dos singles a 6.26 y 6.30 ppm, correspondientes a los nuevos protones 

olefínicos 5-CH. En el espectro de 13C-RMN se observó la desaparición de los carbonos 

metilénicos del 5-CH2 (≈ 43.8 ppm) y de los C5  (87.9 y 88.9 ppm), así como la aparición 

de dos nuevos carbonos a 113.7 y 114.4 ppm, correspondientes al nuevo carbono 

olefínico del 5-CH.  
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2.3.1.3. Síntesis de hidantoínas 

 
Para la preparación de hidantoínas de fórmula general A, indicadas en la Figura 25, 

se plantearon dos rutas alternativas: 

a) Síntesis a partir de los derivados de 4-amino-1H-imidazol-2-ona B. 

b) Síntesis a partir de los α-ureidonitrilos C. 

 

 

 
 

Figura 25.- Diferentes estrategias para la obtención de las hidantoínas A 
 

 

2.3.1.3.1.  Síntesis de hidantoínas a partir de 4-amino-1H-imidazol-2-onas. 

 

En el Esquema 33, se indica el mecanismo por el cual la hidrólisis de 4-

aminoimidazol-2-onas B podría dar lugar a las correspondientes hidantoínas A. Las 

condiciones descritas en bibliografía, implicaban la hidrólisis por tratamiento con ácidos 

fuertes, tales como HCl o H2SO4 concentrados276. Estos medios ácidos eran 

incompatibles con la presencia del grupo protector Boc en la cadena lateral del amino 

ácido, y por ello, inicialmente, nos planteamos estudiar la utilización de condiciones más 

suaves, que nos permitiesen mantener dicho grupo. Este estudio se realizó 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 HCl en AcOEt o de AcOH en MeOH, 

recuperándose en todos los casos el producto de partida inalterado. A continuación, 

como se muestra en el Esquema 34, se aplicaron las condiciones estándar de 

eliminación del grupo Boc, es decir tratamiento con disolución de HCl 3 N en AcOEt o 

disolución  de TFA al 20% en CH2Cl2. Aplicando estas condiciones, se eliminó el grupo 

protector Boc, pero el anillo de 4-aminoimidazol-2-ona permaneció 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 hidrólisis, finalmente, se decidió 

aplicar las condiciones descritas276, que suponían el reflujo en HCl concentrado (12N). 

De esta forma, se consiguió la hidrólisis del anillo de 4-aminoimidazol-2-ona, pero con la 

simultánea hidrólisis del grupo bencilamida, obteniendo la hidantoína derivada de ornitina 

138 con un 85 % de rendimiento. 

 

 

 
 

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

 

 

 
 

Esquema 34.- Estudio de la síntesis de hidantoínas a partir de la 4-aminoimidazol-2-ona 128a 
. 

 
 
2.3.1.3.2. Síntesis de hidantoínas a partir de α-ureidonitrilos. 

 

Ante la dificultad de obtener los derivados de hidantoína A a partir de las 4-

aminoimidazolonas B sin eliminación del grupo Boc, como alternativa, se planteó la 

síntesis de estos derivados a partir de los α-ureidonitrilos C por ciclación en medio ácido. 

Para ello, inicialmente, se estudió el tratamiento del -ureidonitrilo (S)-119a con 

diferentes concentraciones de HCl en AcOEt (Esquema 35, Tabla 15). El tratamiento con 

disolución 0.1 N de HCl en AcOEt condujo a la formación de la 4-aminoimidazol-2-ona 

128a como único producto de reacción (entrada 1, Tabla 15). Este resultado nos indicó 
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que la ciclación de los -ureidonitrilos para dar el anillo de 4-aminoimidazol-2-ona podía 

realizarse tanto en medios básicos como en medios ligeramente ácidos. Al aumentar la 

concentración de HCl a 0.3 N de HCl (entrada 2, Tabla 15) se empezó a observar la 

eliminación del grupo protector Boc, junto con la ciclación. Fue necesario aumentar la 

concentración de HCl hasta 3 N (entrada 3, Tabla 15) para observar la formación del 

anillo de hidantoína de (S)-139a. Esta ciclación, con simultánea eliminación del grupo 

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

CH2Cl2. En estos casos, no se produjo la hidrólisis del grupo bencilamida. Además, hay 

que señalar que no se observó epimerización en el C5 de (S)-139a.  

 

 

 
 

Esquema 35.- Formación de hidantoína (S)-139a a partir del α-ureidonitrilo (S)-119a 
 

 

Tabla 15.- Influencia de del medio ácido en la ciclación del -ureidonitrilo (S)-119a. 
 

Entrada 
Condiciones de reacción Rendimiento (%)a 

Medio ácido T (ºC) Tiempo 128a 137a (S)-139a 
1 HCl/AcOEt (0.1 N) T.a. 3 días 95 - - 
2 HCl/AcOEt (0.3 N) T.a. 15 min 62 38 - 
3 HCl/AcOEt (3 N) T.a. 30 min - 55 45 
4b 20% TFA/CH2Cl2 T.a. 24 h - - 95 
5b HCl (12 N) 100 30 min - - 85 
aDeterminado mediante HPLC del crudo de reacción. Columna Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) gradiente 
10-100% de A en B durante 30 min. bRendimiento aislado. 
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Este diferente comportamiento con respecto a cuando la hidantoína se obtenía a 

través de la ciclación del mismo -ureidonitrilo a las 4-iminohidantoínas/4-

aminoimidazolona, seguida de hidrólisis, proceso en el que, como se ha comentado, se 

producía la epimerización completa, nos indicó que el mecanismo debería ser diferente y 

que la ciclación del -ureidonitrilo en medio ácido fuerte no debería transcurrir a través 

de las estructuras de 4-iminohidantoínas/4-aminoimidazolona. Por ello, se realizó el 

estudio detallado del mecanismo de reacción. Para ello, mediante HPLC-MS se 

monitorizó a diferentes tiempos la transformación de (S)-119a en disolución de TFA al 

20% en CH2Cl2. Como se indica en la Figura 26, después de 5 h de reacción, (S)-119a 

(tR = 5.79 min, [M+1]+ = 570.46) había desaparecido por completo y aparecía un pico 

muy mayoritario a menor tiempo de retención (tR = 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 y eliminación del grupo Boc [(S)-140a, Esquema 36]. Al cabo de 24 h, el 

ácido intermedio (S)-140a había desaparecido por completo y se observaba un nuevo 

pico a 3.30 min con ion molecular [M+1]+ de 471.99 m/z, que correspondía a la 

hidantoína (S)-139a. En paralelo, la transformación de (S)-119a se monitorizó también 

por 1H-RMN en CDCl3, en lugar de CH2Cl2. Los resultados confirmaron el mecanismo 

indicado en el Esquema 35.  

 
 

 
 

Esquema 36.- Mecanismo de formación de hidantoínas a partir de α-ureidonitrilos 
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Figura 26.- Estudio del mecanismo de formación del derivado de la hidantoína (S)-139a a partir del 
-ureidonitrilo (S)-119a. a) HPLC y espectro de masas a tiempo inicial del producto de partida (S)-119a  en 
columna Sunfire C18 (4.6×50 mm, 3.5 µm) gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. b) HPLC y espectro de 
masas de (S)-119a en 20% de TFA en CH2Cl2 a las 5 h.. c) HPLC y espectro de masas del crudo de reacción a 
las 24 h.  
 

 

A la vista de los resultados del estudio del mecanismo de ciclación de -

ureidonitrilos a través de hidrólisis para dar hidantoínas y teniendo en cuenta el estudio 

de optimización de condiciones de reacción recogido en la Tabla 15, tal como se muestra 

en el Esquema 37, se prepararon las hidantoínas 139, 141-144 por tratamiento de los 

correspondientes -ureidonitrilos 119, 121-124 con disolución de TFA al 20% en CH2Cl2 

durante 24 h. 
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α-Ureidonitrilo Hidantoína
nº m n R1 nº

(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

(S)-122a 1 3 (S)-142a 

(RS)-122a 1 3 (RS)-142a 

(S)-123a 1 3 (S)-143a 

(RS)-123a 1 3 (RS)-143a 

(S)-124b 2 4 Ph (S)-144b
 

Esquema 37.- Síntesis de hidantoínas a partir de α-ureidonitrilos 

 

 
 
2.3.2. Evaluación Biológica 

 
Los -ureidonitrilos, las 4-aminoimidazol-2-onas y las hidantoínas incluidas en este 

capítulo fueron también evaluadas como inhibidores de la agregación de plaquetas 

humanas y como citotóxicos en cultivos de células de cáncer humano. Sin embargo, 

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

 

Del conjunto de resultados comentados en este capítulo, se deduce que los -

ureidonitrilos son moléculas con una reactividad camaleónica susceptible de ser 

controlada y dirigida en función las condiciones de reacción, para dar lugar a derivados 

de 4-iminohidantoínas/4-aminoimidazol-2-onas, 5-hidroxi-4-iminohidantoínas e 

hidantoínas, que son pentaheterociclos de alto interés en Química Médica. Esta 

observación se puede concretar en las siguientes conclusiones: 

 Se ha puesto a punto la síntesis de -ureidonitrilos altamente funcionalizados, 

derivados de -aminoácidos, mediante reacción de los correspondientes -

aminonitrilos con isocianatos, sin disolvente y a temperatura ambiente. Este proceso 

transcurre sin epimerización en el carbono que soporta el grupo ciano. El proceso se 

activa considerablemente cuando se realiza a 80 ºC, bajo irradiación de microondas. 

Sin embargo, en estas condiciones los -ureidonitrilos epimerizan completamente. Se 

ha demostrado que la epimerización tiene lugar en los -ureidonitrilos y no en los -

aminonitrilos de partida. 

 

 La calefacción de los -ureidonitrilos a 100 ºC, mediante irradiación con microondas, 

en presencia de una base y ausencia de disolvente produce su ciclación a derivados 

de 4-iminohidantoínas que están en equilibrio con su forma tautómera de 4-

aminoimidazol-2-ona. En disolución, este equilibrio está controlado por el disolvente. 

En disolventes apolares, como el CH2Cl2, la estructura de 4-iminohidantoína es 

predominante, mientras que en disolventes polares, como el MeOH, predomina la 

estructura de 4-aminoimidazol-2-ona. Debido a este equilibrio tautomerico, la ciclación 

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

 

 La ciclación de los -ureidonitrilos puede realizarse en ausencia de medio básico, en 

cuyo caso, el proceso es significativamente más lento y va acompañado de oxidación 

de las 4-aminoimidazol-2-onas formadas a 5-hidroxi-4-iminohidantoínas. Esta 

oxidación es completa cuando la ciclación se lleva a cabo en disolución de MeOH. 

Las 5-bencil-5-hidroxi-4-iminohidantoínas, por calefacción, se deshidratan para dar 

los correspondientes 5-benciliden- derivados. 
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 Tanto las 4-iminohidantoínas/4-aminoimidazol-2-onas como las 5-hidroxi-4-

iminohidantoínas son heterociclos para los cuales se han encontrado pocos 

precedentes en la bibliografía. 

 

 La conversión de las 4-iminohidantoínas en las correspondientes hidantoínas, 

mediante hidrólisis, requiere calefacción en medio ácido fuerte, como HCl 12 N, que 

es incompatible con la presencia en la molécula de grupos protectores Boc o del 

grupo bencilamida. 

 

 La hidrólisis de -ureidonitrilos, a temperatura ambiente, por tratamiento con HCl 12 

N o disolución de TFA al 20% en CH2Cl2, conduce sin epimerización a las 

correspondientes hidantoínas, objetivo sintético de este capítulo, aunque con 

simultanea eliminación del grupo protector Boc de la cadena lateral del aminoácido 

básico que integra la estructura. 

 

 Aunque los estudios comentados en este capítulo han resultado muy fructíferos 

desde el punto de vista químico-sintético, los resultados biológicos no nos han 

permitido acercarnos a los objetivos biológicos planteados: búsqueda de nuevos 

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

 
 A partir de los recientes estudios estructurales sobre la interacción de trombina con su 

receptor PAR1, dentro de un amplio programa de búsqueda de agentes 

antiangiogénicos innovadores, se ha propuesto una hipótesis general para el diseño 

de potenciales antagonistas de los receptores PAR1. Esta hipótesis 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 farmacofóricos para la interacción de alta afinidad entre trombina y PAR1, es 

decir: uno o dos grupos aromáticos y uno o dos grupos de carácter básico, anclados a 

distancias y con orientación diversa. 

 

 Para explorar la validez de la hipótesis, se han sintetizado 3 colecciones de 

compuestos quirales, derivados de aminoácidos básicos, en los que el esqueleto 

central se ha variado entre ureas lineales, derivados de 2-oxopiperazina y diversos 

sistemas pentaheterocíclicos, tales como 4-aminoimidazol-2-onas, 4-iminohidantoínas 

e hidantoínas. 

 

 Para la síntesis de las estructuras propuestas, se ha aplicado una estrategia de 

síntesis orientada a la diversidad, preparando las tres series de compuestos a partir 

de intermedios de síntesis comunes, -aminonitrilos derivados de -aminoácidos 

básicos, y aplicando esquemas de síntesis con etapas de ramificación de la 

diversidad. 

 

 Se ha prestado especial atención a la estereoselectividad de los esquemas sintéticos 

o a la resolución de estereoisómeros. La síntesis de las estructuras propuestas ha 

requerido el desarrollo de nuevas metodologías sintéticas, incluyendo la síntesis sin 

disolvente o la síntesis activada por irradiación de microondas. 

 

 Si bien algunas de las estructuras sintetizadas han mostrado moderada actividad 

antagonista de receptores PAR1 en plaquetas humanas y citotoxicidad en líneas 

celulares de cáncer humano, de los resultados biológicos 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 

 

Ácido 3-(indol-3-il)propiónico  ALDRICH 

Ácido 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-
dimetilpropil] tioureido]ciclohexil]imino]metil]-5-(terc-butil)-4-hidroxifenilo 
(Catalizador de Jacobsen) 

ALDRICH 

4-Dimetilaminopiridina (DMAP) ALDRICH 

N,N-Dimetilformamida (DMF) LABSCAN 

Fenilacetaldehído ALDRICH 

Isocianato de fenilo ALDRICH 

3-Fenilpropionaldehído 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 BACHEM 

HgCl2  PANREAC 

Hidrato de hidrazina (NH2NH2·H2O) SIGMA 

Hidrocloruro de N,O-dimetilhidroxilamina FLUKA 

1-Hidroxibenzotriazol (HOBt) IRIS 

Hidruro de litio y aluminio (LiAlH4) FLUKA 

H-Lys(Boc)-OMe BACHEM 

H-Orn(Boc)-OMe BACHEM 

Isocianato de 4-metoxifenetilo ALDRICH 

NaCN ALDRICH 

NaH, suspensión al 60% en aceite mineral ALDRICH 

NaHCO3 PANREAC 

Ni Raney ALDRICH 

N-N’-di-terc-butoxicarboniltiourea   ALDRICH 

Óxido de propileno FLUKA 

Pd (C) 10% FLUKA 

Trietilamina (TEA) SCHARLAU

Triisopropilsilano (TIPS) ALDRICH 

ZnCl2 ALDRICH 

 

Todos los disolventes empleados fueron comerciales y se secaron y purificaron 

utilizando métodos estándar.  
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4.2. MÉTODOS GENERALES 

 

Las cromatografías analíticas en capa fina fueron realizadas sobre cromatofolios de 

0.2 mm de espesor, con gel de sílice de tipo 60, Merck F254. Los compuestos se 

detectaron con luz UV a 254 nm y/o a 365 nm y mediante pulverización con disolución al 

2% de ninhidrina en EtOH y posterior calefacción.  

Las separaciones cromatográficas en columna de media presión (flash) se 

realizaron con gel de sílice Merck 60 (230-400 mesh) y empleando cartuchos SNAP de 

Sílice 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 relación volumen:volumen. 

Las purificaciones realizadas mediante cromatografía radial, fueron llevadas a cabo 

en un cromatotrón Harrison Research modelo 8924, en placas circulares de vidrio, sobre 

las que se utilizó gel de sílice 60 PF254 con yeso, en capas de 1 o 2 mm de espesor.  

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

Los análisis elementales se realizaron en un analizador Heareus CHN-O-RAPID y 

se consideran satisfactorios los valores comprendidos en el rango  0.4 %, respecto a 

los valores teóricos calculados para las fórmulas moleculares. 

Los espectros de 1H-RMN se registraron en espectrómetros 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 CDCl3 se utilizó TMS como referencia interna, y 

en el resto de los casos se empleó la señal correspondiente al disolvente utilizado 

(acetona-d6, DMSO-d6, D2O). En los compuestos cuyos espectros monodimensionales 

presentaban complejidad, la asignación de las diferentes señales de 1H-RMN se realizó 

mediante experimentos de correlación homonuclear 1H,1H COSY, heteronuclear 1H,13C 

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 13C-RMN se registraron en espectrómetros 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 1H RMN. 

Las asignaciones de las diferentes señales de 13C-RMN se realizaron mediante 

experimentos de correlación heteronuclear 1H,13C de tipo HSQC y HMBC.  

Los análisis HPLC analíticos se llevaron a cabo en un equipo Waters, equipado con 

una columna de fase reversa Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm). El flujo utilizado fue de 
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1 ml/min y se empleó un detector de UV de longitud de onda variable, detectando a 214 

y 254 nm. Como eluyente, se utilizaron distintas mezclas de CH3CN (disolvente A) y 

disolución al 0,05% de TFA en agua (disolvente B), en modo gradiente.  

Los análisis HPLC-MS se llevaron a cabo en un equipo Waters 12695, equipado con 

columnas de fase reversa, conectado a un espectrómetro Waters Micromass ZQ, 

utilizando diferentes gradientes que serán indicados en cada caso. Las columnas 

utilizadas fueron Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 μm) y Xbrigde C18 (4.2 × 100 mm, 3.5 

μm). El flujo utilizado fue de 1 ml/min y como eluyentes, se utilizaron diferentes mezclas 

de disolución al 0.1% de HCOOH en CH3CN (disolvente A) y disolución al 0,1% de 

HCOOH en agua (disolvente B), en modo gradiente. 

Las espectrometrías 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- CH3CN - HCOOH (1%). El flujo utilizado fue 0.5 ml/min, 

presión de nebulizador 40 psi, y la temperatura y flujo de gas de secado fue de 300 ºC y 

10 l/min. En esta técnica los picos [M+1]+, [M+Na]+ y [M-1]- suelen ser las señales más 

abundantes.  

Las espectrometrías de masa exacta HRMS (EI+) fueron realizadas en un equipo 

Agilent 6520 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS.  

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

Los experimentos de irradiación de microondas han sido realizados en un reactor de 

microondas monomodo EmrysTM Synthesizer (Biotage AB).  

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

BÁSICOS 

 

4.3.1. Productos de partida no comerciales 

 

4.3.1.1. Síntesis de las α-aminobencilamidas 14a-c a partir de los α-aminoácidos 

Nα-Fmoc protegidos 13a-c. 
 

Sobre una disolución de las α-aminoácidos 13a-c (10 mmol) en 

CH3CN (200 ml) bajo atmósfera de Ar, se adicionó 

sucesivamente HOBt (1.35 g, 10 mmol), BnNH2 (1.06 ml, 10 

mmol) y DCC (4.13 g, 20 mmol). La mezcla de reacción se agitó 

a temperatura ambiente durante 2 h. Transcurrido este tiempo, el precipitado formado se 

filtró y se lavó varias veces con CH3CN frío. El filtrado se lavó sucesivamente con HCl 

0.1 N (50 ml), H2O (50 ml) y disolución saturada de NaCl (50 ml). Los extractos orgánicos 

se secaron con Na2SO4 anhidro, y el disolvente se evaporó a sequedad. El crudo así 

obtenido se purificó, mediante cromatografía flash, utilizando gradiente 10-60% de 

AcOEt en hexano como eluyente, obteniendo de las α-aminobencilamidas 14a-c en 

forma de sólidos blancos. Los datos analíticos y espectroscópicos más significativos de 

estas α-aminobencilamidas se recogen en la Tabla 4.1. 

 

4.3.1.2. Procedimiento general de Nα-Fmoc desprotección. Síntesis de las α-

aminobencilamidas Nα-desprotegidas 15a-c. 
 

Sobre una disolución de las aminobencilamidas Nα-Fmoc 

protegidas 14a-c (10 mmol) en CH3CN (200 ml), se adicionó 

Et2NH (10.40 ml, 100 mmol). La mezcla de reacción se agitó a 

temperatura ambiente durante 3 h. Transcurrido este tiempo, el 

precipitado formado se filtró, se lavó varias veces con CH3CN frío y la disolución 

resultante se evaporó a sequedad. El residuo obtenido se purificó mediante 

cromatografía en columna flash, utilizando como eluyente un gradiente del 0-20% de 

MeOH en AcOEt. Así, se obtuvieron cuantitativamente las α-aminobencilamidas Nα-

desprotegidas 15a-c en forma de sólidos blancos. Los datos analíticos y 

espectroscópicos más significativos de estas α-aminobencilamidas Nα-desprotegidas se 

recogen en las Tabla 4.2. 

(S)

H2N CONHBn

(CH2)n NHR1

15a-c
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Tabla 4.1.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de las α-aminoamidas 
14a-c. 

 
 

Compuesto 14a 14b 14c 

n 3 4 3 
R1 Boc Boc C(NH2)=N-Pbf 
F. Moleculara C32H37N3O5 C33H39N3O5 C41H47N5O6S 
Pf (ºC) 180-181 155-156 129-130 
HPLC tR (min)b 26.00 26.38 27.48 
[α]D

20 -3.1 (c 1, CHCl3) -2.6 (c 1.1, CHCl3) -1.2 (c 0.9, CHCl3) 
ESI-MS [M+1]+    

Calculado 544.27 558.29 738.32 
Encontrado 544.36 558.42 738.56 

1H-RMNc   
α-H 4.37 4.38 3.83 
β-H 1.64-1.75 1.55-1.64 1.48-1.95 
γ-H 1.05-1.19 1.30-1.38 1.48-1.95 
δ-H 2.97-3.15 1.65-1.98 3.17-3.68 
ε-H - 3.0-3.16 - 
NH-R1 4.68 4.61 6.32-6.44 

R1 1.40 1.41 
1.14, 1.16, 2.11, 2.50, 

2.58, 2.96 
NH-Fmoc 5.71 5.54 - 

Fmoc 
4.20, 4.38, 5.71, 7.30, 

7.40, 7.59, 7.75 
4.17, 4.37, 5.71, 7.30, 

7.39, 7.56, 7.75 
4.14, 4.51-4.46, 7.30, 

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,CH2 (Bn) 5.5 5.5 - 
Jα, β 8.5 - 6.5 

13C-RMNd   
Cα 53.3 54.9 54.7 
Cβ 30.5 29.6 30.7 
Cγ 26.6 22.5 25.8 
Cδ 38.8 32.0 40.6 
Cε - 39.8 - 

R1 28.3, 79.4, 156.8 28.4, 79.3, 156.3 

12.9, 18.3, 19.7, 23.8, 
43.6, 43.8, 86.8, 117.9, 

125.1, 132.7, 138.5, 
138.8, 156.8-157.7e 

Fmoc 
47.2, 66.9, 120.0, 125.2, 

127.1, 128.7, 141.3, 
143.8, 156.4 

47.2, 67.0, 119.9, 125.1, 
127.0, 127.7, 141.2, 

143.7, 156.2 

47.5, 67.5, 120.3, 
125.5, 127.5, 128.1, 
141.6, 144.0, 156.9 

CH2 (Bn) 43.5 43.5 42.6 
CONH 171.9 171.5 172.6 

aAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. bSunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) y gradiente 10-100% de A en 
B durante 30 min. cEspectros registrados a 300 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de 
experimentos COSY y HSQC. dEspectros registrados a 75 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda 
de experimentos HSQC y HMBC. eSeñal correspondiente al C guanidinico de la arginina. 
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Tabla 4.2.- Datos analíticos y espectroscopios más significativos de las α-aminoamidas 
15a-c. 

 

 

Compuesto 15a 15b 15c 
n 3 4 3 
R1 Boc Boc C(NH2)=N-Pbf 
F. Moleculara C17H27N3O3 C18H29N3O3 C26H37N5O4S 
Pf (ºC) 96-97 112-113 136-137 
HPLC tR (min)b 12.76 12.89 15.37 
[α]D

20 +8.9 (c 1.2, MeOH) +6.8 (c 1.1, MeOH) +7.4 (c 1, MeOH) 
ESI-MS [M+1]+    

Calculado 322.21 336.22 516.26 
Encontrado 322.40 336.28 516.38 

1H-RMNc   
α-H 3.15 3.13 3.84 
β-H 1.05-1.79 1.32-1.44 1.55-1.88 
γ-H 1.05-1.79 1.32-1.44 1.07-1.31 
δ-H 2.89 1.32-1.44 3.06-3.56 
ε-H - 2.87 - 
NH-R1 6.80 6.73 6.44 

R1 1.39 1.30 
1.12, 1.15, 2.10, 2.50, 

2.58, 2.95 
NH2 1.89 3.31 - 
CH2(Bn) 4.25 4.27 4.38 
NH-Bn 8.41 8.31 7.93 
JNH,CH2 (Bn) 6 6 - 
Jα, β 6.5 6.5, 9 6.5 

13C-RMNd   
Cα 54.9 55.1 54.7 
Cβ 32.9 29.8 32.4 
Cγ 26.5 23.0 26.0 
Cδ 40.7 23.6 40.9 
Cε - 35.2 - 

R1 28.6, 77.6, 155.9  28.6, 77.6, 155.9 

12.9, 18.4, 19.7, 23.9, 
43.6, 86.8, 117.9, 

125.0, 132.6, 133.4, 
138.9, 156.8-157.6e 

CH2 (Bn) 42.2 42.4 42.5 
CONH 175.6 175.5 171.6 

aAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. bSunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) y gradiente 10-100% de A en 
B durante 30 min. cEspectros registrados a 300 MHz en DMSO-d6. Asignación realizada con la ayuda de 
experimentos COSY y HSQC. dEspectros registrados a 75 MHz en DMSO-d6. Asignación realizada con la 
ayuda de experimentos HSQC y HMBC. eSeñal correspondiente al C guanidinico de la arginina. 
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4.3.2. Síntesis de α-aminonitrilos 

 

4.3.2.1. Procedimiento general para la síntesis de los α-aminonitrilos derivados de 

aminoácidos básicos 22a-c y 24a,b.  

 

Sobre una disolución de la correspondiente α-

aminobencilamida Nα-desprotegida 15a-c (10 mmol) en 

CH2Cl2 anhidro o MeOH (100 ml), enfriada a -20 ºC, se 

adicionó, bajo atmósfera de argón, ZnCl2 (1.36 g, 10 mmol) y 

el aldehído apropiado [fenilacetaldehído (16) o 3-

fenilpropionaldehído (17)] (8 mmol). Tras una hora de agitación a -20 ºC, se adicionó 

TMSCN (2.09 ml, 15 mmol) y la mezcla de reacción se dejó que alcanzara 

paulatinamente 0 ºC. Después de 24 h a esa temperatura, se evaporó el disolvente a 

vacío. El crudo resultante se disolvió en AcOEt (200 ml), se lavó sucesivamente con H2O 

(3 x 25 ml) y disolución saturada de NaCl (25 ml). Los extractos orgánicos se secaron 

sobre Na2SO4 anhidro, y el disolvente se evaporó a sequedad. El crudo así obtenido se 

purificó, mediante cromatografía flash, utilizando gradiente 20-60% de AcOEt en hexano 

como eluyente. De este modo, se obtuvieron las correspondientes mezclas epiméricas 

de α-aminonitrilos (22a-b, 24a-b) en proporción 1:(1-2) (dependiendo del disolvente y 

tiempo de reacción, como se indica en la Tabla 2 de la Discusión de resultados), excepto 

para el caso de los derivados de arginina (RS)-22c que se obtuvieron en una proporción 

1:3 (utilizando MeOH como disolvente). Estas mezclas epiméricas fueron resueltas 

cromatográficamente, excepto en el caso de los derivados de 3-fenilpropionaldehído 

(RS)-24a y (RS)-24b y de arginina (RS)-22c. Los datos analíticos y espectroscópicos 

más significativos de estos α-aminonitrilos se recogen en las siguientes Tablas 4.3 y 4.4. 
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Tabla 4.3.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de los α-aminonitrilos 
22a-c (m = 1). 

 
 

Compuestoa (R)-22a (S)-22a (R)-22b (S)-22b (RS)-22c 

n 3 3 4 4 3 
R1 Boc Boc Boc Boc C(NH2)=N-Pbf
Config.(*) (R) (S) (R) (S) (R) (S) 
F. Molecularb C26H34N4O3 C26H34N4O3 C27H36N4O3 C27H36N4O3 C27H36N4O3 
Rdto. (%) 28 35 29 32 85 
HPLC tR (min)c 23.28 23.89 23.73 24.14 5.14 5.48 

[α]D
20 +7.5 

(c 1, MeOH) 
+21.3 

(c 0.9, MeOH)
+ 9.2 

(c 1.2, MeOH)
+27.1 

(c 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 

1H-RMNd   
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 
J2, 3 7 7 7 5, 9 7 5, 9 

Aminoácido      
α-H 3.28 3.37 3.25 3.33 3.34 3.36 
β-H 1.56-1.71 1.09-1.89 1.53-1.85 1.73-1.86 1.40-1.85 
δ-H 1.44-1.57 1.09-1.89 1.53-1.85 1.48-1.63 1.40-1.85 
γ-H 2.97-3.15 2.83-3.14 1.14-1.38 1.62-1.74 3.05-3.26 
ε-H   2.91-3.13 2.99-3.16 - 
NH-R1 4.55 4.65 4.53 4.62 6.10-6.40 
NH-Bn 6.96 6.74 7.05 6.70 - 7.50 

CH2 (Bn) 4.35 3.99, 4.25 4.3, 4.48 3.96, 4.28 4.33 
4.03, 
4.24 

JNH,CH2 (Bn) 6 5, 7 6, 5 5, 9 6 
13C-RMNe   

CN 119.8 119.9 119.2 119.6 120.1 120.4 
C2 51.6 51.1 51.1 51.2 51.3 51.8 
C3 39.9 39.8 39.2 39.9 39.9 

Aminoácido      
Cα 60.4 60.6 60.9 61.2 60.4 61.1 
Cβ 30.9 33.8 29.8 29.8 31.1 
Cγ 26.5 24.9 22.3 22.7 25.7 26.0 
Cδ 39.8 39.5 32.6 32.8 41.0 
Cε - - 38.7 39.4 - 
CO 173.1 172.4 172.7 172.5 174.0 173.3 
CH2 (Bn) 43.8 42.8 43.4 42.7 43.7 43.3 
C(NH2)=N - - - - 156.7 

aTodos los compuestos fueron aislados como sirupes, excepto (S)-22b que es un sólido cristalino [Pf = 120-121 ºC 
(AcOEt/Hexano)]. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. cSunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) y gradiente 10-
100% de A en B durante 30 min, excepto para (RS)-22c que se utilizó Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) y 
gradiente 10-100% de A en B durante 7 min. dEspectros registrados a 400 MHz en CDCl3. Asignación realizada con 
la ayuda de experimentos COSY. eEspectros registrados a 100 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda 
de experimentos HSQC y HMBC. 
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Tabla 4.4.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de los α-aminonitrilos 
24a,b (m = 2). 

 
 

Compuestoa (RS)-24a (RS)-24b 

n 3 4 
Config.(*) (R) (S) (R) (S) 
F. Molecularb C27H36N4O3 C28H38N4O3 
Rdto. (%) 72% 70% 
HPLC tR (min)c 24.12 24.34 24.52 24.83 
ESI-MS [M+1]+     

Calculado 465.28 479.29 
Encontrado 465.50 479.50 

1H-RMNd   
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 
J2,3 7 7 6, 8 6, 8 

Aminoácido   
α-H 3.32 3.46 3.23 3.29-3.41 
β-H 1.46-1.81 1.68-1.85 
δ-H 3.13-3.24 1.31-1.52 
γ-H 1.94-2.15 1.52-1.67 
ε-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,CH2 (Bn) 6 3, 6 

13C-RMNe   
CN 119.8 119.7 120.0 119.8 
C2 49.1, 49.3 49.4, 49.6 
C3 31.7 32.0 
C4 34.7, 35.1 34.9, 35.3 

Aminoácido   
Cα 60.2 59.5 61.6 60.8 
Cβ 30.8 30.1 
Cγ 26.2, 26.6 22.6, 22.9 
Cδ 39.2, 39.4 33.2, 33.2 
Cε - 39.8 
CO 173.3 172.8 173.5 172.9 
CH2 (Bn) 43.4 43.1 43.6 43.3 

 aTodos los compuestos fueron aislados como sirupes. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. cSunfire 
C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. dEspectros registrados a 400 MHz 
en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. eEspectros registrados a 100 MHz en 
CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 



 
PARTE EXPERIMENTAL 

139 

 

4.3.2.2. Estudios de inducción de estereoselectividad en la reacción de Strecker. 
 

MÉTODO A: Reacción de Strecker utilizando la tiourea de Jacobsen como catalizador. 

 

Sobre una disolución de la α-aminoamida 15a (50 mg, 0.16 mmol) en CH2Cl2 anhidro 

(5 ml) enfriada a -20 ºC, se adicionó, lentamente y bajo atmósfera de argón, 3-

fenilpropionaldehído (17) (153 μl, 0.13 mmol) y el catalizador de Jacobsen 25 (1% o 5% 

mol). La agitación se mantuvo a -20 ºC durante 2 h. En otro matraz, se preparó una 

disolución de TMSCN (29 μl, 0.24 mmol) en 0.5 ml de tolueno. La mezcla se enfrió a 0 ºC 

y se le añadió MeOH anhidro (9 μl, 0.24 mmol). Tras 2 h de agitación a 0 ºC, esta 

disolución se adicionó con una cánula sobre la disolución anterior, que previamente 

había sido enfriada a -78 ºC. Después de 24 h a esta temperatura, se evaporó el 

disolvente a vacio. El crudo de reacción se analizó por HPLC-MS. 

 

MÉTODO B: Reacción de Strecker utilizando Boc-Pro-OH como catalizador. 

 

A una disolución de la α-aminoamida 15a (50 mg, 0.16 mmol) en el disolvente 

apropiado (CH2Cl2 o MeOH) (5 ml), a la temperatura apropiada (0 ºC o temperatura 

ambiente, indicada en la Tabla 2, apartado 2.1.1.1) se le adicionó el correspondiente 

aldehído [fenilacetaldehído (16) o 3-fenilpropionaldehído (17)] (0.13 mmol) y Boc-Pro-OH 

(% mol indicado en la Tabla 2, apartado 2.1.1.1). Posteriormente, se adicionó TMSCN 

(31 μl, 0.25 mmol) y se mantuvo la agitación a la temperatura indicada en cada caso. A 

determinados tiempos (indicados en la Tabla 2, apartado 2.1.1.1), se analizó el crudo de 

la reacción por HPLC-MS. 

 

MÉTODO C: Reacción de Strecker irradiando con microondas. 

 

A una disolución de la α-aminoamida 15a (50 mg, 0.16 mmol) en el disolvente 

apropiado (CH2Cl2 anhidro, MeOH o sin disolvente, indicado en la Tabla 2, apartado 

2.1.1.1) (5 ml) en vial de microondas se le adicionó a temperatura ambiente ZnCl2 (22 

mg, 0.16 mmol) y el aldehído correspondiente (16 o 17) (0.13 mmol). A continuación, se 

añadió TMSCN (31 μl, 0.25 mmol). Esta mezcla homogeneizada fue irradiada a 

microondas a 120 ºC durante 3-5 min. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reacción 

se disolvió en AcOEt (10 ml) y la disolución así obtenida se lavó con H2O (3 x 5 ml), 

disolución saturada de NaCl (5 ml), se secó sobre Na2SO4 anhidro y el disolvente se 
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evaporó a sequedad. El crudo de reacción se analizó por HPLC-MS. Los resultados 

obtenidos se han indicado en la Tabla 2 del apartado 2.1.1.1. 

 

MÉTODO D: Reacción de Strecker en H2O y en disolución saturada de NaCl. 

 

A una disolución de α-aminoamida 15a (50 mg, 0.16 mmol) en CH2Cl2 seco (0.5 ml), a 

temperatura ambiente, se le adicionó 3-fenilpropionaldehído 17 (153 μl, 0.13 mmol). Tras 

15 min de agitación, se evaporó el disolvente mediante corriente de argón. Sobre el 

sirupe obtenido, se adicionó H2O (2 ml) o una disolución saturada de NaCl (2 ml) a 5 ºC. 

A continuación, se adicionó, gota a gota, la fuente de cianuro (TMSCN o disolución 

acuosa de NaCN) (0.25 mmol). La mezcla de reacción se agitó a 5 ºC durante 24 h. 

Transcurrido este tiempo, la mezcla se extrajo con CH2Cl2 (4 ml). Los extractos 

orgánicos se evaporan a sequedad y el crudo de reacción se analizó por HPLC-MS. 

 

4.3.2.3. Síntesis de los α-aminonitrilos derivados de ésteres metílicos de 

aminoácidos (R)- y (S)-28. 

 

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

(500 mg, 1.8 mmol) en CH2Cl2 (20 ml) se le añadió TEA 

(250 μl, 1.8 mmol). Después de 30 min de agitación a 

temperatura ambiente bajo atmósfera de argón, se enfrió a -

20 ºC y se le añadió fenilacetaldehído (16) (330 μl, 1.44 

mmol) y ZnCl2 (121 mg, 1.8 mmol), manteniendo la agitación durante 2 h. A continuación, 

se adicionó TMSCN (332 μl, 2.7 mmol) y se mantuvo la agitación a 0 ºC durante otras 24 

h. Transcurrido este tiempo, se procedió como se ha comentado anteriormente para la 

síntesis de los α-aminonitrilos 22a-c y 24a,b (apartado 4.3.2.1). La purificación de los 

productos de reacción se llevó a cabo mediante cromatografía flash, utilizando gradiente 

10-80% de AcOEt en hexano como eluyente, obteniendo por separado los epímeros (R)-

28 (182 mg, 27 %) y (S)-28 (190 mg, 28 %). Los datos analíticos y espectroscópicos más 

significativos de estos α-aminonitrilos se recogen en la Tabla 4.5. 
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Tabla 4.5.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de los α-aminonitrilos 
28a,b. 

 
 

Compuestoa (R)-28a (S)-28a (R)-28b (S)-28b 

n 3 3 4 4 
Config.(*) (R) (S) (R) (S) 
F. Molecularb C20H29N3O4 C20H29N3O4 C21H31N3O4 C21H31N3O4 
Rdto. (%) 27 28 26 30 
HPLC tR (min)c 24.73 24.42 23.77 23.46 

[α]D
20 +7.5 

(c 1,MeOH) 
-20.9 

(c 1, MeOH)
+10.5 

(c 1, MeOH)
-24.1 

(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 

1H-RMNd   
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 

Aminoácido     
α-H 3.37 3.51 3.34 3.49 
β-H 1.60-1.66 1.70-1.75 1.57-1.67 1.64-1.72 
δ-H 2.99-3.1 3.05-3.12 1.34-1.22 1.52-1.58 
γ-H 1.60-1.66 1.52-1.61 1.41-1.49 1.32-1.39 
ε-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 
Jα, β 6 5, 7 6 5, 7 

13C-RMNe   
CN 119.4 119.4 119.1 119.3 
C2 51.0 50.5 50.8 50.4 
C3 40.2 40.0 39.9 39.5 

Aminoácido     
Cα 59.6 58.8 59.7 58.7 
Cβ 30.1 30.4 32.2 32.7 
Cγ 26.6 26.4 22.4 22.7 
Cδ 40.1 39.63 29.7 29.5 
Cε - - 39.9 40.0 
CO2 174.2 174.1 174.0 174.1 
OMe 52.5 52.1 52.2 52.0 

aTodos los compuestos fueron aislados como sirupes. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. cSunfire 
C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. dEspectros registrados a 400 MHz 
en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. eEspectros registrados a 100 MHz en 
CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 
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4.3.2.4. Reducción del grupo CN en los α-aminonitrilos (R)- y (S)-28a. Síntesis de 

las 2-oxopiperazinas (R)- y (S)-29a. 

 

Una disolución del correspondiente α-aminonitrilo (R)- y (S)-

28a (190 mg, 0.5 mmol) en MeOH (25 ml) se hidrogenó a 

temperatura ambiente y 1 atmósfera de presión de H2 

durante 24 h en presencia de Pd (C) al 10% (300 mg/mmol). 

A continuación, se filtró el catalizador sobre celita y se lavó con MeOH (3 x 50 ml). Los 

filtrados se evaporaron a vacio. El residuo se disolvió en tolueno (10 ml) y la disolución 

se calentó a 100 ºC durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se eliminó el disolvente a 

presión reducida y el residuo resultante se purificó por cromatografía 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 analíticos y espectroscópicos más significativos se recogen a continuación: 

(3S,5R)-3-[3-(terc-Butoxicarbonil)aminopropil]5-bencil-2-oxopiperazina [(R)-29a] 

 

Sirupe (86 mg, 62%); Fórmula molecular: C19H29N3O3; 

HPLC-MS [Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 μm), gradiente 

10-100% de A en B durante 5 min]; tR = 3.03 min, 

[M+1]+= 348.22. 
1H-RMN (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.44 (s, 9H, Boc), 1.29-1.96 (m, 4H, β-H y γ-H), 2.73 

(t, J = 7 Hz, 2H, 5-CH2) 3.01-3.26 (m, 5H, 5-H, 6-H y δ-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, aromáticos). 
13C-RMN (100 MHz, CDCl3) δ (ppm) 26.1 (CH2, Cγ), 28.5 (CH3, Boc), 29.9 (CH2, Cβ), 40.0 

(CH2, 5-CH2), 40.5 (CH2, Cδ), 47.9 (CH2,C6), 53.9 (CH, C5), 58.6 (CH, C3), 77.2 (C, Boc), 

127.8, 128.9, 129.7 (CH, Ph), 135.2 (C, Ph), 156.3 (C, Boc), 172.6 (C, C2). 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C19H30N3O3, 348.22; encontrado 348.42 (100 %). 

Análisis calculado para C19H29N3O3 (%): 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%) ; Fórmula molecular: C19H29N3O3; 

HPLC-MS [Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 μm), gradiente 

10-100% de A en B durante 5 min]; tR = 2.88 min, 

[M+1]+= 348.22. 
1H-RMN (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.42 (s, 9H, Boc), 1.30-2.10 (m, 4H, β-H y γ-H), 2.67 
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(t, J = 7 Hz, 2H, 5-CH2), 2.80-3.25 (m, 5H, 5-H, 6-H y δ-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, aromáticos). 
13C-RMN (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) 25.4 (CH2, Cγ), 28.4 (CH3, Boc), 29.6 (CH2, Cβ), 40.2 

(CH2, 5-CH2), 41.0 (CH2, Cδ), 47.2 (CH, C5), 48.0 (CH2,C6), 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, C2). 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C19H30N3O3, 348.22; encontrado 348.42 (100 %). 

Análisis calculado para C19H29N3O3 (%): C, 63.98; H, 7.79; N, 11.19. Encontrado: C, 

64.13; H, 8.01; N 11.42. 

 

4.3.2.5. Determinación de la configuración absoluta de los α-aminonitrilos 22a. 

Síntesis del (S)-22a a partir de (S)-28a. 

 

A una disolución de (S)-28a (50 mg, 0.13 mmol) en mezcla dioxano:H2O (1:1) (2 ml) 

se le adicionó NaOH 1N (0.4 ml). Después de 30 min de agitación a temperatura 

ambiente, se eliminó el disolvente a vacio. La mezcla de reacción se disolvió en AcOEt 

(50 ml), la disolución así obtenida se lavó con H2O (3 x 10 ml) y disolución saturada de 

NaCl (10 ml), se secó sobre Na2SO4 anhidro y se evaporó a sequedad. El crudo de 

reacción se disolvió en CH3CN (5 ml), y, bajo atmósfera de argón, se le añadió HOBt (18 

mg, 0.13 mmol), DIC (55 mg, 0.27 mmol) y BnNH2 (15 μl, 0.13 mmol), y la mezcla de 

reacción se procesó y purificó como se ha comentado en el procedimiento general de 

síntesis de bencilamidas (apartado 4.3.1.1), para dar el correspondiente α-aminonitrilo 

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

 

4.3.3. Reducción del grupo CN de los α-aminonitrilos derivados de bencilamidas 22 

y 24. 

 

4.3.3.1. Hidrogenación catalítica de los α-aminonitrilos (RS)-22a. Síntesis de la Nδ-

Boc-Nα-(1-amino-3-fenilprop-2-il)ornitina [(RS)-30a] y de Nδ-Boc-Nα-(2-fenetil)-

ornitina (31). 

 

Una disolución de la mezcla epimérica (RS)-22a (300 mg, 0.67 mmol) en MeOH (50 

ml), se hidrogenó a temperatura ambiente y 1 atmósfera de presión de H2, en presencia 

de Pd(C) al 10% (400 mg/mmol), durante 1 h. Pasado este tiempo, se filtró el catalizador 

sobre celita, se lavó con abundante MeOH (3 x 75 ml) y el disolvente se evaporó a 
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sequedad. A continuación, el residuo resultante se purificó mediante cromatografía flash, 

utilizando como eluyente un gradiente de 0-10% de MeOH en AcOEt. De este modo, se 

aisló la amina secundaria 31 (12%), de mayor Rf, junto con la mezcla de diaminas 

primarias (RS)-30a (80%) y la bencilamida derivada de Orn(Boc) 15a (8%). Los datos 

analíticos más significativos de (RS)-30a están recogidos en la Tabla 4.6 y los datos 

analíticos y espectroscópicos más significativos de 31 se detallan a continuación: 

Bencilamida de Nδ-Boc-Nα-(2-fenetil)ornitina (31) 

 

Sirupe (11 mg, 12 %); Fórmula molecular: C25H35N3O3; 

HPLC [Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm), gradiente 10-

100% de A en B durante 30 min]; tR = 16.02 min. 

HPLC-MS [Xbridge C18 (4.2 × 100 mm, 3.5 μm), gradiente 5-80% de A en B durante 15 

min]; tR =12.0 min, [M+1]+= 426.60. 
1H-RMN (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.40 (s, 9H, Boc), 1.44-1.58 (m, 2H, γ-H), 1.66-1.75 

(m, 2H, β-H), 2.68-2.76 (m, 2H, 2-H), 2.75-2.90 (m, 2H, 1-H), 3.05-3.47 (m, 3H, δ-H y α-

H); 4.26 [dd, J = 6 y 15 Hz, 1H, CH2 (Bn)], 4.36 [dd, J = 6 y 15 Hz, 1H, CH2 (Bn)], 4.59 

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

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C25H36N3O3, 426.27; encontrada 426.60 (100 %). 

Análisis calculado para C25H35N3O3 (%): 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 reducción del grupo CN en los α-

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

 

Sobre una disolución del correspondiente α-aminonitrilo 

22a-c y 24a,b (3 mmol) en MeOH (20 ml) se añadió Ni 

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

MeOH, e hidrato de hidrazina (0.62 ml, 60 mmol). La 

mezcla de reacción se calentó a 60-70 ºC durante 5 a 15 

min. Transcurrido este tiempo, se filtró el catalizador sobre celita, se lavó con abundante 

MeOH (5 x 30 ml) y el disolvente se evaporó a sequedad. El residuo así obtenido se 

analizó por HPLC-MS, para determinar la proporción de los productos de reacción 30 y 

32 y los 15a-c, que no pudieron ser separados cromatográficamente. Los crudos de 

reacción así obtenidos se utilizaron sin purificación adicional para la siguiente etapa de 
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síntesis. Los datos analíticos más significativos de las aminas 30 y 32 se recogen en la 

Tabla 4.6. 

 

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

 

Comp. m n R1 [M+1]+ calc. [M+1]+ encontr. tR (min)a F. molecular 

(R)-30a 1 3 Boc 455.60 455.57 14.52 C26H38N4O3 

(S)-30a 1 3 Boc 455.60 455.57 15.13 C26H38N4O3 

(R)-30b 1 4 Boc 469.31 469.23 14.44 C27H40N4O3 

(S)-30b 1 4 Boc 469.31 469.23 15.12 C27H40N4O3 

(S)-30c 1 3 C(NH2)=N-Pbf 649.86 649.66 3.58 C35H48N6O4S

(RS)-32a 2 3 Boc 469.31 469.23 14.31 y 14.78 C27H40N4O3 

(RS)-32b 2 4 Boc 483.33 483.66 14.18 y 14.69 C28H42N4O3 
a Columna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min, excepto para (S)-
30c que se utilizó una columna Sunfire C18 (3.9 × 50 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-100% de A en B durante 5 
min. 
 

4.3.4. Síntesis de ureas. 

 

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

Sobre una disolución del correspondiente crudo de la 

reducción de los α-aminonitrilos (RS)-22a,b o (RS)-24a,b 

(obtenidos según se describe en el apartado 4.3.3.2) en 

CH2Cl2 anhidro (10 ml) enfriada a 0 ºC, se añadió 

isocianato de fenilo (32 μl, 0.3 mmol). Después de 2 h de 

agitación a dicha temperatura, se evaporó el disolvente a 

sequedad. El residuo resultante se disolvió en AcOEt (50 ml), se lavó sucesivamente con 

H2O (2 x 10 ml) y disolución saturada de NaCl (2 x 10 ml), se secó sobre Na2SO4 anhidro 

y el disolvente se evaporó a vacio. El residuo obtenido se purificó mediante 

cromatografía 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 

o (RS)-38a,b, junto con las ureas derivadas de los respectivos aminoácidos 39a o 39b. 

Solo la mezcla epimérica (RS)-38a pudo ser resuelta en la separación cromatográfica. 
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Los datos analíticos y espectroscópicos más 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 

aminoácidos 39a y 39b se indican a continuación. 

Bencilamida de Nδ-Boc-Nα-(fenilcarbamoil)ornitina (39a) 

 

Sólido blanco; Pf = 195-196 ºC; Fórmula molecular: 

C24H32N4O4; [α]D
20 = - 6.3 (c 1, MeOH); HPLC [Sunfire 

C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm), gradiente 10-100% de A en 

B durante 30 min]; tR = 20.61 min. 

1H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 1.12-1.30 (m, 2H, γ-H ), 1.37 (s, 9H, Boc), 1.39-

1.83 (m, 2H, β-H ), 2.78-3.01 (m, 2H, δ-H), 4.19-4.28 (m, 1H, α-H,), [d, J = 5.5 Hz, 2H, 

CH2 (Bn)], 6.41 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NHCONH), 6.83 (sa, 1H, NH-Boc), 6.86-7.47 (m, 10H, 

aromáticos), 8.57 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH-Bn), 8.66 (s, 1H, NHCONH). 
13C-RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 26.3 (CH2, Cγ), 28.6 (CH3, Boc), 31.2 (CH2, Cβ), 

40.1 (CH2, Cδ), 42.3 [CH2, CH2 (Bn)], 52.7 (CH, Cα), 77.7 (C, Boc), 117.8 -140.7 (10 CH y 

2 C, aromáticos), 155.0 (CO), 155.9 (C, Boc) ,172.5 (CONH). 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C24H33N4O4, 441.54; encontrado 441.27 (100 %). 

Análisis calculado para C24H32N4O4 (%): C, 65.43; H, 7.32; N, 12.72. Encontrado: C, 

65.18, H, 7.15; N, 12.62. 

Bencilamida de Nδ-Boc-Nα-(fenilcarbamoil)lisina (39b) 

 

Sólido blanco; Pf = 191-192 ºC; Fórmula molecular: 

C25H34N4O4; [α]D
20 = - 7.3 (c 1, MeOH); HPLC [Sunfire 

C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm), gradiente 10-100% de A en 

B durante 30 min]; tR = 21.37 min. 

1H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 1.17-1.30 (m, 2H, γ-H ), 1.17-1.38 (m, 2H, δ-H), 

1.35 (s, 9H, Boc), 1.46-1.81 (m, 2H, β-H ), 2.78-2.96 (m, 2H, ε-H), 4.28 (dd, J = 9.5 y 15 

Hz, 1H, α-H), 4.29 [d, J = 5.5 Hz, 2H, CH2 (Bn)], 6.37 (d, J = 8.5 Hz, 1H, NHCONH), 6.73 

(m, 1H, NH-Boc), 6.83-7.46 (m, 10H, aromáticos), 8.57 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NH-Bn), 8.61 

(s, 1H, NHCONH) 
13C-RMN (75 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 22.8 (CH2, Cγ), 28.6 (CH3, Boc), 29.7 (CH2, Cβ), 

33.4 (CH2, Cδ), 39.8 (CH2, Cε), 42.4 [CH2, CH2 (Bn)], 53.0 (CH, Cα), 77.7 (C, Boc), 117.8 - 

140.7 (10 CH y 2 C, aromáticos),155.0 (CO), 155.9 (C, Boc), 172.6 (CONH). 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C25H35N4O4, 455.26; encontrado 455.27 (100 %). 

Análisis calculado para C25H34N4O4 (%): C, 66.06; H, 7.54; N, 12.33. Encontrado: C 

66.35; H, 7.51; N, 11.99. 



 
PARTE EXPERIMENTAL 

147 

 

4.3.4.2.- Método B: Síntesis de las ureas (33-37).  

 

Procedimiento general para la N-Fmoc protección de las aminas 30a-c. Síntesis de 

las aminas N-Fmoc protegidas 40a-c. 

 

Sobre una disolución del correspondiente crudo 30a-c 

procedente de la reducción del grupo CN de los α-

aminonitrilos (22a-c) en CH3CN (10 ml) enfriada a 0 ºC, se 

adicionó lentamente óxido de propileno (56 µl, 8 mmol) y 

Fmoc-Cl (78 mg, 0.3 mmol). Después de 2 h agitando a 0 ºC, se evaporó el disolvente a 

vacio y el residuo se disolvió en AcOEt (50 ml). La disolución se lavó sucesivamente con 

H2O (2 x 10 ml) y disolución saturada de NaCl (2 x 10 ml), se secó sobre Na2SO4 y se 

evaporó a sequedad. El crudo obtenido se purificó por cromatografía flash, utilizando 

como eluyente gradiente 10-40% de AcOEt en hexano, para obtener las aminas N-Fmoc 

protegidas 40a-c, cuyos datos analíticos y espectroscópicos más significativos se 

recogen en la Tabla 4.7.  

 

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

protegidas  40a-c y posterior reacción con isocianatos. Síntesis de las ureas 33-37. 

 

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

c (0.3 mmol) en CH3CN (20 ml) se añadió Et2NH (320 μl, 3 

mmol). Después de 2 h de agitación a temperatura 

ambiente, la mezcla de reacción se procesó como se ha 

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 disolución de estas 

aminas 30a-c (0.3 mmol), en CH2Cl2 anhidro (10 ml) enfriada a 0 ºC, se añadió 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 agitación a 0 ºC comprendido entre 15 min y 2 h de agitación 

(dependiendo del isocianato utilizado), la mezcla de reacción se procesó como se ha 

descrito en el apartado 4.3.2.1. De este modo, se aislaron las ureas (33-37). Los datos 

analíticos y espectroscópicos más significativos de las ureas 33-37 se recogen en las 

H
N* CONHBn

(CH2)n NHR1

FmocHN

Ph

40a-c
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Tablas 4.8, 4.9, 4.10 y 4.11, agrupados según el aminoácido que incorporan en su 

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

 

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

 

Espuma (30 mg, 25%); Fórmula molecular: 

C42H53N7O5S; [α]D
20 = + 2.5 (c 1, MeOH); 

HPLC-MS [Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 

μm), gradiente 10-100% de A en B durante 

5 min]; tR = 4.11 min, [M+1]+ = 768.81. 

1H-RMN (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 0.61-1.63 (m, 4H, β-H y γ-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 δ-H), 3.20-

3.42 (m, 2H, 1-H), 3.99 (bs, 1H, α-H), 4.17 [d, 1H, J = 6 y 14.5 Hz, CH2 (Bn)], 4.30 [d, 

1H, J = 4.5 y 14.5 Hz, CH2 (Bn)], 6.20 [sa, 3H, NHC(NH2)N], 6.84-7.34 (m, 15H, 

aromáticos), 7.78 y 8.15 (2bs, 2H, NHCONH). 
13C-RMN (125 MHz, CDCl3) δ (ppm) 12.9, 18.3, 19.7, 28.9 (CH3, Pbf), 25.7 (CH2, Cγ), 

30.1 (CH2, Cβ), 31.3 (CH2, C3), 40.3 (CH2, Cδ), 43.6 (CH2, C1), 43.6 (CH2, Pbf), 59.2 (CH, 

C2), 59.5 (CH,  Cα), 86.77, 117.93, 125.0, 132.6, 133.3 (C, Pbf), 126.9-139.2 (15CH y 

5C, aromáticos y Pbf), 156.4 ( NHCONH), 159.2 [NHC(NH2)N]. 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C42H54N7O5S, 768.26; encontrado 768.81 (100 %). 

Análisis calculado para C42H53N7O5S (%): 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 analíticos y espectroscópicos más significativos de las aminas N-Fmoc 
protegidas 40a-c. 

 
 

Compuestoa (R)-40a (S)-40a (R)-40b (S)-40b (S)-40c 

n 3 3 4 4 3 
R1 Boc Boc Boc Boc C(NH2)=N-Pbf
Config. (*) (R) (S) (R) (S) (S) 
F. Molecularb C41H48N4O5 C41H48N4O5 C42H50N4O5 C42H50N4O5 C50H58N6O6S 
Rdto. (%) 55 80 64 70 85 
HPLC tR (min)c 20.56 21.26 20.68 21.21 4.65 

[α]D
20  +7.1  

(c 1, MeOH) 
+15.4 

(c 1, MeOH)
+8.2  

(c 0.8, MeOH)
+12.3  

(c 0.9, MeOH) 
+ 6.4 

(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 

1H-RMNd      
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 

Aminoácido      
α-H 3.24 3.38 3.06-3.19 3.22 3.38 
β-H 1.10-1.98 1.50-1.59 0.91-1.64 1.16-1.86 1.12-1.80 
γ-H 1.10-1.98 1.46-1.81 0.91-1.64 1.16-1.86 1.12-1.80 
δ-H 2.99-3.14 2.97-3.16 0.1-1.64 1.16-1.86 3.06-3.55 
ε-H - - 2.48-2.83 2.88-3.44 - 
NH-R1 4.71 4.75 4.60 4.57 6.28 
NH-Bn 6.99 6.91 7.09 7.04 6.97-7.34 
CH2(Bn) 4.42 3.83, 4.35 4.28-4.47 3.83, 4.35 3.85, 4.29 
JNH,CH2 (Bn) 5 5, 7 7.5 7 7.5 

13C-RMNe      
C1 44.6 43.1 44.6 43.5 43.6 
C2 58.6 58.7 59.2 59.3 59.2 
C3 39.1 39.6 38.9 39.8 31.3 

Aminoácido      
Cα 60.2 59.1 61.1 60.2 59.5 
Cβ 30.7 30.9 33.1 33.5 30.1 
Cγ 26.0 26.3 22.4 22.5 25.7 
Cδ 39.5 40.1 29.6 29.8 40.3 
Cε - - 39.9 41.5 - 
CO 174.2 174.2 174.4 174.4 174.8 
CH2 (Bn) 43.1 42.7 42.9 42.7 43.2 
C(NH2)=N - - - - 159.2 

aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos amorfos o espumas. bAnálisis elemental satisfactorio para 
C, H, N. cColumna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min, excepto 
para (S)-38c que se utilizó una columna Sunfire C18 (3.9 × 50 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-100% de A en B 
durante 5 min. dEspectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de 
experimentos COSY. eEspectros registrados a 75, 100 o 125 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda 
de experimentos HSQC y HMBC. 
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Tabla 4.8.- Datos espectroscópicos más significativos de las ureas derivadas de ornitina 
y fenilacetaldehído 33a y 35a. 

 
 

Compuestoa (R)-33a (S)-33a (R)-35a (S)-35a 
R2 Ph Ph Bn Bn 
Config (*) (R) (S) (R) (S) 
F. Molecularb C33H43N5O4 C33H43N5O4 C34H45N5O4 C34H45N5O4 
Rdto (%)c 17 67 25 51 
HPLC tR (min)d 17.45 18.15 18.47 18.86 
[α]D

20 +7.2 (c 1, MeOH) + 6.7 (c 1.1,MeOH) +6.5 (c 1.1, MeOH) +7 (c 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 

1H-RMNe   
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 
R2,f - - 4.27 4.37 

Aminoácido     
α-H 3.04-3.32 3.22-3.48 3.21 3.42 
β-H 1.38-2.41 1.56-1.74 1.44-1.69 1.60-1.85 
γ-H 1.10-1.42 1.00-1.54 1.19-1.45 1.41-1.53 
δ-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 
CH2 (Bn) 4.29, 4.41 3.70, 4.2 4.32, 4.40 3.78, 4.30 
JNH,CH2 (Bn) 6 5, 7 5 4, 7 

13C-RMNg   
C1 43.9 42.9 44.4 44.3 
C2 60.2 59.5 59.4 58.6 
C3 39.4 40.6 39.4 40.3 
NH-CO-NH 156.2 156.8 158.2 159.2 
R2,f - - 42.6 43.9 

Aminoácido     
Cα 60.4 59.6 59.9 59.2 
Cβ 30.7 30.8 30.6 30.5 
Cγ 26.0 26.2 26.1 25.8 
Cδ 39.2 40.2 39.5 39.8 
CO 175.0 174.7 174.6 174.4 
CH2 (Bn) 43.2 42.4 43.2 41.7 

aTodos los compuestos fueron aislados como espumas. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H ,N. 
cRendimiento global obtenido por el Método B. dColumna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-
100% de A en B durante 30 min. eEspectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en CDCl3. Asignación realizada 
con la ayuda de experimentos COSY. fDatos de protón y carbono aromáticos no incluidos. gEspectros 
registrados a 75, 100 o 125 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y 
HMBC. 
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Tabla 4.9.- Datos analíticos más significativos de las ureas derivadas de lisina y fenilacetaldehído 33b, 34b, 36b y 37b. 
 

 
 

Compuestosa R2 Config (*) Rdto. (%)b tR (min)c [α]D
20 [M+1]+ calc. [M+1]+ encontr. F. moleculard 

(R)-33b Ph R 98 18.29 +6.5 (c 0.6, MeOH) 588.35 588.62 C34H45N5O4 

(S)-33b Ph S 87 18.49 +4 (c 0.9, MeOH) 588.35 588.55 C34H45N5O4 

(R)-34b 

 

R 89 20.05 +7.5 (c 1, MeOH) 656.27 656.66 C34H43Cl2N5O4

(S)-34b S 75 20.03 +3 (c 0.8, MeOH) 656.27 656.46 C34H43Cl2N5O4

(R)-36b 

 

R 95 18.29 +8.5 (c 1.1, MeOH) 646.39 646.72 C37H51N5O5 

(S)-36b S 93 18.43 +5.9 (c 1, MeOH) 646.39 646.52 C37H51N5O5 

(R)-37b 

 

R 90 18.47 + 7.6 (c 1, MeOH) 634.37 634.68 C36H48FN5O4 

(S)-37b S 94 18.57 +3.5 (c 1.1, MeOH) 634.37 634.43 C36H48FN5O4 
aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos amorfos o espumas. bRendimiento global obtenido por el Método B. cColumna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 
3.5 μm) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. dAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. 
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Tabla 4.10.- Datos espectroscópicos más significativos de ureas derivadas de lisina y 
fenilacetaldehído 33b y 34b. 

 
 

Compuesto (R)-33b (S)-33b (R)-34b (S)-34b 

R2 Ph 
 

Config. (*) (R) (S) (R) (S) 
1H-RMNa   

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 

Aminoácido     
α-H 3.01-3.14 3.35 3.32 3.38-3.54 
β-H, γ-H, δ-H 0.73-1.65 1.00-1.90 0.73-1.89 0.86-2.19 

ε-H 3.01-3.32 2.90-3.18 
2.83-2.94, 3.03-

3.14 
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 
CH2 (Bn) 4.29, 4.38 3.90, 4.35 4.30, 4.40 4.00, 4.37 
JNH,CH2 (Bn) 6 4, 7 6 6.5 

13C-RMNb   
C1 43.8 39.8 43.9 42.9 
C2 59.1 58.0 58.9 60.2 
C3 39.0 30.9 39.2 36.6 
NH-CO-NH 156.0 154.8 154.9 157.2 

Aminoácido     
Cα 61.0 58.4 60.8 60.4 
Cβ 33.3 27.9 33.2 29.7 
Cγ 22.6 21.1 22.5 20.8 
Cδ 29.6 27.6 29.6 29.7 
Cε 39.9 38.1 39.8 39.7 
CO 174.9 172.1 175.0 170.2 
CH2 (Bn) 43.1 40.7 43.2 40.0 

aEspectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos 
COSY. bEspectros registrados a 75, 100 o 125 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de 
experimentos HSQC y HMBC. 
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Tabla 4.11.- Datos espectroscópicos más significativos de ureas derivadas de lisina y 
fenilacetaldehído 36b y 37b. 

 
 

Compuesto (R)-36b (S)-36b (R)-37b (S)-37b 

R2 
 

Config (*) (R) (S) (R) (S) 
1H-RMNa     

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 

R2,b 
2.66 (2´-H), 
3.28 (1´-H), 
3.76 (OMe) 

2.76 (2´-H), 
3.40 (1´-H), 
3.80 (OMe) 

2.77 (2´-H), 
3.32 (1´-H) 

2.73-2.86 (2´-H), 
3.40 (1’-H) 

Aminoácido     
α-H 2.91-3.18 3.29-.350 2.93-3.28 3.28-3.37 
β-H, γ-H, δ-H 0.78-1.71 1.02-2.23 0.81-2.11 0.77-2.23 
ε-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 
CH2 (Bn) 4.32, 4.41 3.91, 4.35 4.41 3.89, 4.34 
JNH,CH2 (Bn) 6 7 7 3, 7 

13C-RMNc   
C1 43.9 43.1 43.8 43.1 
C2 59.5 60.6 59.1 60.6 
C3 35.4 33.5 35.2 36.2 
NH-CO-NH 156.3 159.5 157.9 160.3 

R2,b 
35.5 (C2´), 
39.9 (C1´), 

55.2 (OMe) 

33.5 (C2´), 
40.8 (C1´), 

55.6 (OMe) 

32.9 (C2´), 
41.2(C1´) 

33.6 (C2´), 
40.9 (C1´) 

Aminoácido     
Cα 60.9 60.8 60.7 60.8 
Cβ 30.9 30.5 30.5 30.5 
Cγ 22.6 23.6 22.3 23.6 
Cδ 29.7 30.1 29.3 30.1 
Cε 38.9 40.5 38.9 40.5 
CO 174.6 174.9 174.4 175.0 
CH2 (Bn) 43.1 42.2 42.7 42.0 

aEspectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos 
COSY. bDatos de protón y carbono aromáticos no incluidos debido al solapamiento de las señales. cEspectros 
registrados a 75, 100 o 125 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y 
HMBC. 
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Tabla 4.12.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de las ureas 
derivadas de 3-fenilpropionaldehído 38a,b. 

 
 

Compuestoa (R)-38a (S)-38a (RS)-38b 
n 3 3 4 
Config. (*) (R) (S) (R) (S) 
F. Molecularb C34H45N5O4 C34H45N5O4 C35H47N5O4 
Rdto. (%)b 13 14 29 
[α]D

20 +7.5 (c 0.9, MeOH) +5 (c 1, MeOH) - 
HPLC tR (min)c 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 

1H-RMNd   
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 

Aminoácido    
α-H 3.21 3.15 3.25 
β-H 1.48-1.60 1.68-1.80 1.50-1.85 
γ-H 1.29-1.81 1.46-1.57 1.50-1.85 
δ-H 2.95-3.28 2.92-3.12 0.94-1.33 
ε-H  - 2.88-3.17 
NH-Boc 4.92 4.73 4.84 4.66 
NH-Bn 7.45 7.32 7.46 
CH2 (Bn) 4.35 4.39 4.36 
JNH,CH2 (Bn) 5 6 6, 9 

13C-RMNe   
C1 43.1 42.5 43.0 42.0 
C2 57.1 57.4 58.8 56.9 
C3 35.7 35.6 34.8 
C4 32.3 32.4 32.1 
NH-CO-NH 156.2 156.7 156.2 156.7 

Aminoácido    
Cα 58.3 59.9 60.1 
Cβ 31.6 32.2 33.0 
Cγ 28.6 28.6 22.9 
Cδ 39.5 40.3 29.8 
Cε - - 40.0 
CO 175.1 174.9 174.9 
CH2 (Bn) 43.5 43.4 43.3 

aTodos los compuestos fueron aislados como espumas. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. 

bRendimiento global obtenido por el Método A. cColumna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-
100% de A en B durante 30 min. dEspectros registrados a 400 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la 
ayuda de experimentos COSY. eEspectros registrados a 100 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda 
de experimentos HSQC y HMBC. 
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4.3.4.3. Procedimiento general de N-Boc desprotección. Síntesis de las ureas N-

desprotegidas 41-46. 

 

La correspondiente urea 33-38 (0.15 mmol) se disolvió en 

una disolución 3 N de HCl en AcOEt (5 ml). Después de 2 

h de agitación a temperatura ambiente, el disolvente se 

evaporó a vacio, el residuo obtenido se disolvió en H2O (3 

ml) y se liofilizó. De este modo, se obtuvieron de forma 

cuantitativa los hidrocloruros de las respectivas aminas N-desprotegidos 41-46 que no 

necesitaron purificación adicional. Los datos analíticos y espectroscópicos de ureas N-

desprotegidas 41-46 se recogen en las Tablas 4.13, 4.14, 4.15 y 4.16, agrupados según 

el aminoácido que incorporan en su estructura. 
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Tabla 4.13.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de las ureas 
derivadas de ornitina y fenilacetaldehído desprotegidas 41a y 43a. 

 
 

Compuestoa (R)-41a (S)-41a (R)-43a (S)-43a 
R2 Ph Ph Bn Bn 
Config (*) (R) (S) (R) (S) 
F. Molecular C28H35N5O2·2HCl C28H35N5O2·2HCl C29H37N5O2·2HCl C29H37N5O2·2HCl 
HPLC tR (min)b 12.87 12.89 12.87 12.95 
[α]D

20 +5.5 (c 1.3, MeOH) +26.6 (c 0.9,MeOH) +5.2 (c 1, MeOH) +2.1 (c 1.5, MeOH)
ESI-MS [M+1]+     

Calculadoc 474.61 474.61 488.29 488.29 
Encontradod 474.52 474.52 488.52 488.38 

1H-RMNe   
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-NHf 9.15, 9.79 9.41, 9.50 9.56, 9.81 9.19, 9.88 
R2,g - - 4.30 4.20, 4.41 

Aminoácido     
α-H 4.33 4.27-4.44 4.32-4.38 4.32 
β-H 1.80-2.07 1.82-206 1.90-2.10 1.80-1.99 
γ-H 1.56-1.76 1.61-1.78 1.56-1.82 1.58-1.74 
δ-H 2.69-2.85 2.74-2.94 2.74-3.02 2.74-2.91 
δ-NH3

+ 8.08 8.12 8.08 8.09 
NH-Bn 9.65 9.64 9.56 9.54 
CH2 (Bn) 4.25, 4.50 4.35 4.35, 4.60 4.28 
JNH,CH2 (Bn) 5, 6 6.5 5, 6.5 6 

13C RMNh   
C1 42.6 42.7 43.1 43.7 
C2 56.7 57.7 56.7 58.5 
C3 28.2 34.9 28.9 28.8 
NH-CO-NH 156.6 156.4 159.7 160.5 
R2,f - - 42.6 43.4 

Aminoácido     
Cα 59.5 59.0 60.4 60.6 
Cβ 27.1 27.3 27.2 27.9 
Cγ 22.8 22.7 22.7 23.3 
Cδ 33.5 37.7 33.5 35.4 
CO 167.0 167.2 166.9 167.9 
CH2 (Bn) 28.0 38.0 38.1 38.6 

aTodos los compuestos se liofilizaron. bColumna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 3.5 μm) gradiente 10-100% de A en 
B durante 30 min. cMasa calculada para el ion molecular sin considerar HCl. dAbundancia relativa entre 15-25%. 
El pico base del espectro de masas corresponde a la masa de [(M+2)/2]+. eEspectros registrados a 400 MHz en 
DMSO-d6. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. fLa suma de las integrales de las dos 
señales equivale a 2H. Estas señales corresponden al 2-NH2

+ y su presencia debe ser debida a la existencia de 
conformaciones en equilibrio dinámico. gDatos de protón y carbono aromáticos no incluidos. hEspectros 
registrados a 100 MHz en DMSO-d6. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 
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Tabla 4.14.- Datos analíticos más significativos de las ureas derivadas de lisina y de fenilacetaldehído desprotegidas 41b, 42b, 44b 
y 45b. 

 
 

Compuestoa R2 Config (*) tR (min)b [α]D
20 [M+1]+ calc.c [M+1]+ encontr.d F. Molecular 

(R)-41b 
Ph 

R 12.78 +16.5 (c 1.6, MeOH) 488.64 488.5 C29H37N5O2·2HCl 

(S)-41b S 13.26 +19.3 (c 1.5, MeOH) 488.64 488.5 C29H37N5O2·2HCl 

(R)-42b 

 

R 14.85 +9.8 (c 0.4, MeOH) 555.22 556.63 C29H35Cl2N5O2·2HCl

(S)-42b S 14.09 +12.3 (c 1.1, MeOH) 555.22 556.63 C29H35Cl2N5O2·2HCl

(R)-44b 

 

R 13.46 +15.6 (c 0.8, MeOH) 545.34 546.62 C32H43N5O3·2HCl 

(S)-44b S 13.52 +19.7 (c 0.7, MeOH) 545.34 546.62 C32H43N5O3·2HCl 

(R)-45b 

 

R 13.65 +15.2 (c 0.8, MeOH) 533.32 533.65 C31H40FN5O2·2HCl 

(S)-45b S 13.69 +21.5 (c 1.3, MeOH) 533.32 534.65 C31H40FN5O2·2HCl 
aTodos los compuestos fueron obtenidos como sólidos amorfos. bColumna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-100% de A en B durante 
30 min. cMasa calculada para el ion molecular sin considerar HCl. dAbundancia 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 espectroscópicos más significativos de las ureas derivadas de lisina y 
fenilacetaldehído desprotegidas 41b y 42b. 
 

 
 

Compuesto (R)-41b (S)-41b (R)-42b (S)-42b 

R2 Ph 
 

Config. (*) (R) (S) (R) (S) 
1H-RMNa   

1-H 3.08-3.34 
2.99-3.09, 3.51-

3.60 
3.27-3.40 2.96-3.19 

2-H 3.24 3.23 3.23 3.23 

3-H 
2.77-2.92, 3.08-

3.34 
2.78-2.94, 3.08-

3.18 
2.91, 3.27-3.40 2.61-2.95 

NH-CO-NH 6.89 6.89, 7.15 7.59 - 
2-NHb 9.01, 9.77 9.09, 9.51 8.99, 9.67 9.16 

Aminoácido     
α-H 4.20 4.23-4.48 4.26 4.31 
β-H 1.72-2.08 1.74-2.01 1.82-2.05 1.68-1.98 
γ-H 1.25-1.48 1.28-1.49 1.37-1.49 1.17-1.42 
δ-H 1.50-1.70 1.51-1.69 1.53-1.71 1.46-1.68 
ε-H 2.72 2.69 2.80 2.71 
ε-NH3

+ 8.01 8.08 7.94 7.92 
NH-Bn 9.47 9.51 9.43 9.41 
CH2 (Bn) 4.28, 4.45 4.33 4.38, 4.52 4.36 
JNH,CH2 (Bn) 5, 6 5 5, 6 5 

13C-RMNc   
C1 43.3 43.3 42.6 43.1 
C2 57.9 58.9 57.2 58.5 
C3 34.3 35.7 32.0 35.0 
NH-CO-NH 157.3 157.0 155.9 156.2 

Aminoácido     
Cα 60.3 59.8 58.8 59.0 
Cβ 30.2 30.4 29.4 29.5 
Cγ 22.0 22.1 21.3 21.9 
Cδ 27.1 27.0 26.5 26.9 
Cε 38.9 38.5 37.5 38.8 
CO 167.8 168.0 167.1 167.9 
CH2 (Bn) 38.9 38.9 38.3 38.9 

aEspectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en DMSO-d6. Asignación realizada con la ayuda de experimentos 
COSY. bLa suma de las integrales de las dos señales equivale a 2H. Estas señales corresponden al 2-NH2

+ y su 
presencia debe ser debida a la existencia de conformaciones en equilibrio dinamico. cEspectros registrados a 
75, 100 o 125 MHz en DMSO-d6. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.



 
PARTE EXPERIMENTAL 

159 

 

Tabla 4.16.- Datos espectroscópicos más significativos de las ureas derivadas de lisina y 
fenilacetaldehído desprotegidas 44b y 45b. 
 

 
 

Compuesto (R)-44b (S)-44b (R)-45b (S)-45b 

R2 
 

Config. (*) (R) (S) (R) (S) 
1H-RMNa   

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 
2.68-2.79, 3.03-

3.25 
2.96, 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-NHb 9.45 9.00, 9.92 9.42, 9.84 9.02, 9.91 

R2,c 
2.63 (2’-H), 

3.03-3.25 (1’-H), 
3.69 (OCH3) 

2.71 (2’-H), 
3.20 (1’-H), 3.69 

(OCH3) 

2.68 (2’-H), 
3.08-3.26 (1’-H), 

2.68 (2’-H), 
3.22 (1’-H) 

Aminoácido     
α-H 4.09 4.21 4.21 4.23 
β-H 1.74-1.95 1.83 1.75-1.98 1.84 
γ-H 1.27-1.39 1.35 1.30-1.41 1.36 
δ-H 1.39-1.64 1.59 1.50-1.67 1.59 
ε-H 2.71 2.62 2.71 2.72 
ε-NH3

+ 7.80 8.03 7.95 8.07 
NH-Bn 9.25 9.45 9.47 9.48 
CH2 (Bn) 4.28, 4.47 4.36 4.28, 4.46 4.36 
JNH,CH2 (Bn) 5, 6 6 5, 6.5 6 

13C-RMNd   
C1 41.9 42.6 42.9 43.0 
C2 55.4 58.4 57.6 58.9 
C3 34.3 34.9 33.9 35.2 
NH-CO-NH 161.5 159.8 162.2 162.2 

R2,c 
35.4 (C2’), 
38.0 (C1’), 

55.4 (OCH3), 

34.7 (C2’), 
38.2 (C1’), 

54.9 (OCH3) 

35.3 (C2’), 
38.7 (C1’) 

35.5 (C2’), 
38.7 (C1’) 

Aminoácido     
Cα 56.8 60.0 61.2 60.4 
Cβ 30.5 29.6 30.0 31.8 
Cγ 21.1 21.3 21.6 20.1 
Cδ 27.2 26.3 26.8 26.7 
Cε 38.0 38.7 38.7 39.1 
CO - 167.4 167.5 167.9 
CH2 (Bn) 38.8 40.1 41.7 40.6 

aEspectros registrados a 300, 400 o 500 MHz en DMSO-d6. Asignación realizada con la ayuda de experimentos 
COSY. bLa suma de las integrales de las dos señales equivale a 2H. Estas señales corresponden al 2-NH2

+ y su 
presencia debe ser debida a la existencia de conformaciones en equilibrio dinamico. cDatos de protón y carbono 
aromáticos no incluidos. dEspectros registrados a 75, 100 o 125 MHz en DMSO-d6. Asignación realizada con la 
ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 
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Tabla 4.17.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de las ureas derivadas 
de 3-fenilpropionaldehído desprotegidas 46a y 46b. 
 

 
 

Compuestoa (R)-46a (S)-46a (RS)-46b 
n 3 3 4 
Config (*) (R) (S) (R) (S) 
F. Molecular C29H37N5O2·2HCl C29H37N5O2·2HCl C30H39N5O2·2HCl 
HPLC tR (min)b - - 13.26 13.45 
[α]D

20 +6.9 (c 0.9, MeOH) +11.3 (c 1, MeOH) - - 
ESI-MS [M+1]+     

Calculadoc 488.64 488.64 502.66 
Encontradod. 488.50 488.50 502.50 

1H RMNe   
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-NHf 9.11, 9.43 9.10, 9.40 8.93, 9.46 8.77, 9.33 

Aminoácido     
α-H 4.25 4.09 4.16 4.03 
β-H 1.80-2.09 1.70-2.06 1.43-1.62 
γ-H 1.61-1.80 1.51-1.71 1.23-1.40 
δ-H 2.76-2.96 2.64-2.92 1.70-1.96 
ε-H - - 2.58-2.78 
ε-NH3

+ 7.95 8.07 7.92 
NH-Bn 9.33 9.19 9.32 9.32 
CH2 (Bn) 4.25, 4.40 4.33 4.26, 4.35 4.30 
JNH,CH2 (Bn) 4, 5 5 5, 7 5 

13C RMNg   
C1 42.6 42.4 43.0 42.0 
C2 56.6 57.2 58.8 56.9 
C3 29.4 30.5 34.8 
C4 28.1 27.1 32.1 
NH-CO-NH 156.5 156.0 156.7, 156.2 

Aminoácido     
Cα 57.8 57.5 60.1 
Cβ 27.2 27.1 33.0 
Cγ 22.7 22.4 22.9 
Cδ 31.0 30.9 29.8 
Cε - - 40.0 
CO 166.9 166.5 174.9 
CH2 (Bn) 38.1 37.8 43.3 

aTodos los compuestos fueron obtenidos como solidos amorfos. bColumna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 3.5 μm) 
gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. cMasa calculada para el ion molecular sin considerar HCl. 
dAbundancia relativa entre 15-25%. El pico base del espectro de masas corresponde a la masa de [(M+2)/2]+. 
eEspectros registrados a 400 MHz en DMSO-d6. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. fLa 
suma de las integrales de las dos señales equivale a 2H. Estas señales corresponden al 2-NH2

+ y su presencia 
debe ser debida a la existencia de conformaciones en equilibrio dinamico. gEspectros registrados a 100 MHz en 
DMSO-d6. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC  
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4.3.5. Síntesis de las ureas análogas al antagonista de referencia RWJ-58259.  

 

4.3.5.1. Síntesis de las ureas derivadas de 6-aminoindazol (R)- y (S)- 49b. 

 

A una disolución de la correspondiente amina N-

Fmoc protegida (R)- y (S)-40b (205 mg, 0.3 mmol) 

en CH3CN (20 ml) se le añadió Et2NH (320 μl, 3 

mmol). Después de 2 h de agitación a temperatura 

ambiente, la mezcla de reacción se procesó según 

se ha descrito en el procedimiento general descrito 

de N-Fmoc desprotección (apartado 4.3.1.2). De esta forma, se obtuvieron de forma 

cuantitativa las aminas (R)- y (S)-30b que, sin posterior purificación, se utilizaron en la 

síntesis de la correspondiente urea (R)- y (S)-49b. Para ello, a una disolución del 6-

aminoindazol 47 (79 mg, 0.21 mmol) en THF seco (5 ml), previamente enfriada a 0 ºC, se 

le añadió óxido de propileno (118 μl, 1.68 mmol) y una solución de trifosgeno (20 mg, 

0.07 mmol) en THF seco (1 ml) gota a gota. Tras 5 min de agitación, se añadió 

lentamente una disolución de la amina anteriormente obtenida (R)- o (S)-30b (0.21 

mmol) en THF seco (5 ml) y la mezcla se agitó a temperatura ambiente durante 1 h. A 

continuación, se evaporó el disolvente a presión reducida y el residuo se disolvió en 

AcOEt (50 ml). La disolución resultante se lavó sucesivamente con H2O (2 x 10 ml) y 

disolución saturada de NaCl (2 x 10 ml), se secó sobre Na2SO4 y se evaporó a 

sequedad. El residuo obtenido se purificó mediante cromatografía flash en fase reversa 

KP-C18-HS 12g (12 x 150 mm), utilizando como eluyente un gradiente 10-100% de 

CH3CN en H2O·0,5%TFA. De este modo, se aislaron las ureas derivadas de 6-

aminoindazol (R)-49b (20%) y (S)-49b (85%), cuyos datos analíticos y espectroscópicos 

más significativos, se recogen en la Tabla 4.18. 

 

4.3.5.2. N-Boc desprotección de la urea derivada de indazol (S)-49b. Síntesis de (S)-

50b. 

La urea N-Boc protegida (S)-49b (130 mg, 0.15 

mmol) se disolvió en una disolución 3 N de HCl 

en AcOEt (5 ml). Después de 1 h de agitación a 

temperatura ambiente, el disolvente se evaporó a 

vacio. El residuo obtenido se disolvió en H2O (3 

ml) y se liofilizó. De este modo, se obtuvo de 

(S)
H
N* CONHBn

HN

N
H

O

NH-Boc

Ph

N
N

N

Cl

Cl 49b
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forma cuantitativa el hidrocloruro de la urea desprotegida (S)-50b. Los datos analíticos y 

espectroscópicos de esta urea se recogen en la Tabla 4.18. 

 
 
Tabla 4.18.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de las ureas 
derivadas de indazol 49b y 50b. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Compuestoa (R)-49b (S)-49b (S)-50b 
R1 Boc Boc H 
Config (*) (R) (S) (S) 
F. Molecular C47H58Cl2N8O4 C47H58Cl2N8O4 C42H50Cl2N8O2·3HCl 
Rdto (%) 20 85 100 
HPLC tR (min)b 16.33 16.51 13.11 
HPLC tR (min)c 3.26 3.26 2.73 
[α]D

20 +8.4 (c 1, MeOH); +5.6 (c 1, MeOH) +1.6 (c 1.2, MeOH) 
ESI-MS [M+1]+    

Calculadod 869.40 869.40 769.34 
Encontradoe. 869.49 869.56 769.37 

1H-RMNf    
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-NHg - - 9.43, 10.58 

Aminoácido    
α-H 3.93 4.25 4.14 
β-H 1.75-1.94 1.76-1.83 1.74 
γ-H 1.02-1.46 1.08-1.42 1.32 
δ-H 1.02-1.46 1.08-1.42 1.53 
ε-H 2.74-2.92 2.72-2.86 2.66 
ε-NH-R1 4.64 4.70 - 
R1 1.31 1.29 - 
CH2-Bn 4.29 4.30 4.32 
NH-Bn 8.12 9.18 9.08 
JNH,CH2 (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 
CH2-pirrolidina 4.36 4.36 4.54 
CH2-diClPh 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.- (Continuación) 
 
 (R)-49b (S)-49b (S)-50b 
13C-RMNh    

C1 40.8 40.3 38.3 
C2 60.2 61.5 58.8 
C3 34.9 36.6 35.1 

NHCONH 157.4 158.5 156.1 
Aminoácido    

Cα 59.3 60.6 58.2 
Cβ 29.5 30.7 29.7 
Cγ 21.7 21.9 21.4 
Cδ 29.1 29.3 26.4 
Cε 39.4 39.7 38.2 
CH2 (Bn) 43.8 44.2 42.6 
CONH 167.2 167.6 167.3 
R1 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 
CH2-pirrolidina 48.1 48.6 47.7 
CH2-diClPh 47.7 48.0 47.2 
C3 133.7 133.7 138.2 
C3a 119.5 119.8 120.6 
C4 119.2 119.3 117.8 
C5 116.3 116.4 114.6 
C6 138.8 138.8 139.7 
C7 98.8 98.8 98.4 
C7a 141.6 141.7 141.3 

aTodos los compuestos se aislaron como solidos amorfos. bColumna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 3.5 μm) 
gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. cColumna Sunfire C18 (3.9 x 50 mm, 3.5 μm) gradiente 10-100% 
de A en B durante 5 min. Masa calculada para el ion molecular sin considerar HCl para (S)-50b. dAbundancia 
relativa entre 15-25%. El pico base del espectro de masas corresponde a la masa de [(M+2)/2]+ para (S)-50b. 
fEspectros registrados a 500 MHz en DMSO-d6. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. g La 
suma de las integrales de las dos señales equivale a 2H. Estas señales corresponden al 2-NH2

+ y su presencia 
debe ser debida a la existencia de conformaciones en equilibrio dinamico.hEspectros registrados a 125 MHz en 
DMSO-d6. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 
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4.3.6. Síntesis de tioureas. 

 

4.3.6.1. Procedimiento general para la obtención de tioureas (R)- y (S)-51a. 
 

A una disolución de la correspondiente amina N-Fmoc 

protegida (R)- y (S)-40a (203 mg, 0.3 mmol) en CH3CN 

(20 ml) se le añadió Et2NH (320 μl, 3 mmol). Después 

de 2 h de agitación a temperatura ambiente, la mezcla 

de reacción se procesó según se ha descrito en el 

procedimiento general de N-Fmoc desprotección (apartado 4.3.1.2). De esta forma, se 

obtuvieron de forma cuantitativa las aminas (R)- y (S)-30a que, sin posterior purificación, 

se utilizaron en la síntesis de la correspondiente tiourea (R)- y (S)-51a, respectivamente. 

Para ello, sobre una disolución de la amina anteriormente obtenida (R)- y (S)-30a (0.3 

mmol) en CH2Cl2 anhidro (10 ml) enfriada a 0 ºC, se añadió isotiocianato de fenilo (40.5 

mg, 0.3 mmol). Después de 2 h agitando a 0 ºC, la reacción se procesó según se ha 

descrito en el procedimiento general B de síntesis de ureas (Método B, apartado 4.3.4.1). 

De este modo, se aislaron las tioureas (R)- y (S)-51a, cuyos datos analíticos y 

espectroscópicos más significativos se indican a continuación:  

N-[(2R)-3-Fenil-1-(feniltioureido)prop-2-il]-Lys(Boc)-NHBn [(R)-51a] 

 

Espuma (121 mg, 68%); Fórmula molecular: 

C33H43N5O3S; [α]D
20 = + 3.0 (c 1, MeOH); HPLC 

[Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm), gradiente 10-

100% de A en B durante 30 min]; tR = 18.42 min. 

1H-RMN (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.38 (s, 9H, Boc), 1.10-1.65 (m, 4H, β-H y γ-H), 

2.71-2.91 (m, 3H, 3-H y δ-H), 2.97 (dd, J = 7.5 y 13 Hz, 1H, 3-H), 3.09-3.30 (m, 2H, α-H 

y 2-H), 3.63 (d, 2H, J = 5 Hz, 1-H), 4.21 [dd, J = 6.5 y 15 Hz, 1H, CH2 (Bn)], 4.43 [dd, J = 

5 y 15 Hz, 1H, CH2 (Bn)], 4.53 (m, 1H, NH-Boc), 6.79 y 7.85 (2s, 2H, NHCSNH), 7.04-

7.63 (m, 16H, aromáticos y NH-Bn). 
13C-RMN (125 MHz, CDCl3) δ (ppm) 25.9 (CH2, Cγ), 28.3 (CH3, Boc), 30.5 (CH2, Cβ), 

39.4 (CH2, Cδ), 43.2 (CH2, Bn), 58.1 (CH, Cα), 59.7 (CH, C2), 79.3 (C, Boc), 125.0-138.3 

(15 CH y 3 C, aromáticos), 156.3 (C, Boc), 174.9 (CONH), 181.2 (CS). 

ESI-MS, m/z [M+1]+ calculado para C33H44N5O3S, 590.31; encontrado 590.58 (100%). 

Análisis calculado para C33H43N5O3S (%): 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]. 

 

Espuma (125 mg, 72%); Fórmula molecular: 

C33H43N5O3S; [α]D
20 = + 7.5 (c 1.1, MeOH) ; HPLC 

[Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm), gradiente 10-

100% de A en B durante 30 min]; tR = 18.67 min. 

1H-RMN (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.38 (s, 9H, Boc), 1.23-1.90 (m, 4H, β-H y γ-H), 

2.87-3.17 (m, 6H, 1-H, 3-H y δ-H), 3.40 (m, 1H, 2-H), 3.62 (m, 1H, α-H), 4.10 [dd, J = 7 y 

15 Hz, 1H, CH2 (Bn)], 4.38 [dd, J = 5 y 15 Hz, 1H, CH2 (Bn)], 4.71 (m, 1H, NH-Boc), 6.69 

y 8.05 (2s, 2H, NHCSNH), 7.02-7.54 (m, 16H, aromáticos y NH-Bn). 
13C-RMN (125 MHz, CDCl3) δ (ppm) 26.2 (CH2, Cγ), 28.4 (CH3, Boc), 29.3 (CH2, Cβ), 

39.5 (CH2, Cδ), 40.5 (CH2, C3), 43.1 (CH2, Bn), 58.3 (CH, Cα), 59.3 (CH, C2), 79.5 (C, 

Boc), 124.5-138.4 (15 CH y 3C, aromáticos), 156.4 (C, Boc), 173.4 (CONH), 181.3 (CS). 

ESI-MS, m/z [M+1]+ calculado para C33H44N5O3S, 590.31; encontrado 590.58 (100%). 

Análisis calculado para C33H43N5O3S (%): 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 desprotección de las tioureas (R)- y (S)-51a. Síntesis de (R)- y (S)-

52a. 

 

La correspondiente tiourea N-Boc protegida (R)- y (S)-

51a (80 mg, 0.15 mmol) se disolvió en una disolución 3 

N de HCl en AcOEt (5 ml), según el protocolo general 

descrito anteriormente en el apartado 4.3.4.3 para la 

eliminación del grupo Boc de ureas, obteniendo las 

tioureas desprotegidas (R)- y (S)-52a, con rendimientos cuantitativos. Los datos 

analíticos y espectroscópicos más significativos de estas tioureas se detallan a 

continuación. 

Hidrocloruro de N-[(2R)-3-fenil-1-(feniltioureido)prop-2-il]-Lys(H)-NHBn [(R)-52a] 

 

Sólido amorfo (42 mg, 100%); Fórmula molecular: 

C28H35N5OS·2HCl; [α]D
20 = +10.7 (c 1, MeOH). HPLC 

[Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm), gradiente 10-

100% de A en B durante 30 min]; tR = 13.29 min. 
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1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 1.50-1.76 (m, 2H, γ-H), 1.78-2.06 (m, 2H, β-H), 

2.72-3.27 (m, 4H, 3-H y δ-H), 3.46-3.66 (m, 2H, 1-H), 3.80 (m, 1H, 2-H), 4.25 [dd, 1H, J 

= 6 y 15 Hz, CH2 (Bn)], 4.37 (m, 1H, α-H), 4.53 [dd, 1H, J = 5 y 15 Hz, CH2 (Bn)], 7.10 (s, 

1H, NHCSNH), 6.93-7.55 (m, 16H, aromáticos y NHCSNH), 8.05 (bs, 2H, NH2), 9.41(s, 

1H, NHBn), 8.75 y 10.22 (2sa, 2H, 2-NH). 
13C-RMN (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 22.8 (CH2, Cγ), 27.1 (CH2, Cβ), 28.2 (CH2, C3), 

34.1 (CH2,Cδ), 38.1 (CH2, Bn), 42.7 (CH2, C1), 57.0 (CH, C2), 58.3 (CH, Cα), 117.7- 

139.9 (15 CH y 3C, aromáticos), 166.9 (C, CONH), 181.0 (C, CS). 

ESI-MS, m/z [M+1]+ calculado para C28H35N5OS, 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] 

 

Sólido amorfo (53 mg, 100%); Fórmula molecular: 

C28H35N5OS·2HCl; [α]D
20 = +2.9 (c 0.7, MeOH); 

HPLC [Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 μm), gradiente 

10-100% de A en B durante 30 min]; tR = 13.40 min. 

1H-RMN (500 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 1.51-2.06 (m, 2H, β-H y γ-H), 2.73-3.22 (m, 5H, 

2-H, 3-H y δ-H), 3.52-3.60 (m, 2H, 1-H), 4.29 (m, 1H, α-H), 4.40 [d, 2H, J = 6 Hz, CH2 

(Bn)], 7.10 (s,1H, NHCSNH), 6.69-7.71 (m, 15H, aromáticos y NHCSNH), 7.94 (bs, 2H, 

NH2), 9.42 (s, 1H, NHBn), 9.19 y 9.54 (2sa, 2H, 2-NH). 
13C-RMN (125 MHz, DMSO-d6) δ (ppm) 22.7 (CH2, Cγ), 27.1 (CH2, Cβ), 31.6 (CH2, C3), 

38.3 (CH2, Cδ), 38.9 (CH2, Bn), 42.8 (CH2, C1), 57.0 (CH, C2), 58.8 (CH, Cα), 123.4-

138.7 (15 CH y 3C, aromáticos), 166.9 (C, CONH), 181.7 (C, CS). 

ESI-MS, m/z [M+1]+ calculado para C28H35N5OS, 490.26; encontrado 246.13 (100%) 

[(M+2)/2]+, 490.48 (15%) [M+1]+. 
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4.4. SÍNTESIS DE 2-OXOPIPERAZINAS 

 

4.4.1.  Productos de partida no comerciales 

 

4.4.1.1. Síntesis de 3-(indol-3-il)-N-metil-N-metoxipropanamida 302(65). 

 

Sobre una disolución del ácido 3-(indol-3-il)propanóico (1.00 g, 5.29 mmol) en CH2Cl2 

anhidro (10 ml) se adicionó CDI (1.03 g, 6.34 mmol). Después de 15 min de agitación a 

temperatura ambiente, se adicionó hidrocloruro de N,O-dimetilhidroxilamina (0.62 g, 6.34 

mmol). La mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente durante 24 h. 

Transcurrido este tiempo, se añadió H2O (5 ml) y la fase acuosa se lavó con CH2Cl2 (3 x 

25 ml). Los extractos orgánicos se secaron sobre MgSO4 y el disolvente se evaporó a 

sequedad. El crudo de reacción, así obtenido, se utilizó sin purificación adicional para la 

siguiente etapa de la síntesis. Los datos analíticos y espectroscópicos más significativos 

de 65 se detallan a continuación: 

 

 

Sirupe (1.23 g, 99 %); Fórmula molecular: C13H16N2O2. HPLC-

MS [Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5μm), gradiente 10-100% de 

A en B durante 5 min]; tR = 4.23 min; [M+1]+ = 233.30. 

1H-RMN (300 MHz, CDCl3) δ (ppm) 2.88 (t, J = 8 Hz, 2H, 2-H), 3.17 (t, J = 8 Hz, 2H,1-H), 

3.23 (s, 3H, CH3), 3.63 (s, 3H, OCH3), 7.08 [s, 1H, 2-H (Indol)], 7.16 [dt, J = 1 y 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)] 
13C-RMN (75 MHz, CDCl3) δ (ppm) 20.4 (CH2, C1), 32.3 (CH2, C2), 32.9 (CH3), 61.3 

(OCH3), 111.3 [CH, C7 (Indol)], 115.5 [C, C3 (Indol)], 118.8 [CH, C4 (Indol)], 119.3 [CH, C5 

(Indol)], 121.8 [CH, C6 (Indol)], 122.0 [CH, C2 (Indol)], 127.4 [C, C3a (Indol)], 136.4 [C, C7a 

(Indol)], 174.3 (CONH) 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C13H17N2O2, 233.28; encontrado 233.30 (100%) 

[M+H]+, 255.28 (70%) [M+Na]+. 
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4.4.1.2. N-Boc protección de 3-(indol-3-il)-N-metil-N-metoxipropanamida (65). 

Síntesis de 3-[N-(terc-butoxicarbonil)indol-3-il]-N-metil-N-metoxipropanamida (66). 

 

Sobre una disolución de la N-metil-N-metoxiamida 65 (1.22 g, 5.25 mmol) en CH2Cl2 

anhidro (75 ml) se adicionó TEA (769 μl, 5.51 mmol). La mezcla de reacción se enfrió a 0 

ºC y se le adicionó lentamente dicarbonato de di-terc-butilo (1.20 g, 5.51 mmol) y DMAP 

(38 mg, 0.31 mmol). Después de 24 h de agitación a temperatura ambiente, el disolvente 

se evaporó a vacio y el residuo se disolvió en AcOEt (75 ml). La disolución se lavó 

sucesivamente con H2O (3 x 20 ml) y disolución saturada de NaCl (20 ml), se secó sobre 

MgSO4 anhidro y el disolvente se evaporó a sequedad. El residuo así obtenido se 

purificó por cromatografía flash, utilizando como eluyente un gradiente 20-70% de AcOEt 

en hexano. De este modo, se obtuvo el compuesto del epígrafe 66, cuyos datos 

analíticos y espectroscópicos más significativos se detallan a continuación: 

 

 

Sirupe (1.10 g, 67 %) Fórmula molecular: C18H24N2O4. HPLC-

MS [Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 µm), gradiente 10-100% de A 

en B durante 5 min]; tR = 5.69 min, [M+1]+= 333.40. 

1H-RMN (300 MHz, CDCl3) δ (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, CH3), 3.64 (s, 3H, OCH3), 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)]. 
13C-RMN (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 19.2 (CH2, C1), 27.9 (CH2, C2), 28.2 (CH3, Boc), 31.6 

(CH3), 61.2 (OCH3), 83.4 (C, Boc), 115.2 [C, C3 (Indol)], 118.9 [CH, C7 (Indol)], 120.1 [CH, 

C4 (Indol)], 122.4 [CH, C5 (Indol)], 122.5 [CH, C6 (Indol)], 124.3 [CH, C2(Indol)], 130.4 [C, 

C3a (Indol)], 135.5 [C, C7a (Indol)], 149.8 (CO, Boc), 173.6 (CONH). 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C18H25N2O4, 332.17; encontrado 333.40 (100%) 

[M+H]+,355.38 (70%) [M+Na]+. 
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4.4.1.3. Reducción de 3-[N-(terc-butoxicarbonil)-indol-3-il]-N-metil-N-

metoxipropanamida (66). Síntesis de 3-[(N-terc-butoxicarbonil)indol-3-

il]propanal238,239 (61). 

 

Sobre una disolución de la N-metil-N-metoxiamida 66 (1.10 g, 3.31 mmol) en THF 

anhidro (50 ml), enfriada a –30 ºC y, bajo atmósfera de argón, se adicionó lentamente 

una suspensión de hidruro de litio y aluminio (252 mg, 6.62 mmol) en THF (5 ml). La 

evolución de la reacción se siguió por cromatografía en capa fina, y una vez consumida 

la carboxamida de partida, se adiciono AcOEt (20 ml) seguido de H2O (20 ml). La mezcla 

de reacción se dejó agitando a temperatura ambiente durante 1 h. Transcurrido este 

tiempo, se separó la fase orgánica de la acuosa. Seguidamente la fase acuosa se extrajo 

con AcOEt (3 x 20 ml). Los extractos orgánicos se secaron sobre MgSO4 anhidro y el 

disolvente se evaporó a sequedad. De este modo, se obtuvo el aldehído 61, cuyos datos 

analíticos y espectroscópicos más significativos se detallan a continuación: 

 

 

Sirupe (890 mg, 99 %); Fórmula molecular: C16H19NO3;
 1H-RMN (300 

MHz, CDCl3) δ (ppm) 1.67 [s, 9H, Boc (Indol)], 2.86 (t, J = 8 Hz, 2H, 1-

H), 3.04 (t, J = 8 Hz, 2H, 2-H), 7.45-7.15 [m, 3H, 2-H, 5-H y 6-H 

(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). 
13C-RMN (75 MHz, CDCl3)  (ppm) 17.9 (CH2, C1), 27.9 (CH2, C2), 28.6 (CH3, Boc), 84.0 

(C, Boc), 115.8 [C, C3 (Indol)], 119.1 [CH, C7 (Indol)], 119.6 [CH, C4 (Indol)], 122.9 [CH, C5 

(Indol)], 123.0 [CH, C6 (Indol)], 124.9 [CH, C2 (Indol)], 130.6 [C, C3a (Indol)], 136.0 [C, C7a 

(Indol)], 150.1 (CO, Boc), 201.9 (CHO). 
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4.4.2. Síntesis de 2-oxopiperazinas. 

 

4.4.2.1. Procedimiento general para síntesis de los α-aminonitrilos 67a-c y 68c. 
 

A una suspensión del hidrocloruro del ester metílico del 

correspondiente α-aminoácido [H-Orn(Boc)-OMe (27a), 

H-Lys(Boc)-OMe (27b) o H-Arg(Pbf)-OMe (27c)] (2 mmol) 

en MeOH (25 ml) se le añadió TEA, (279 μl, 2 mmol) y la 

mezcla de reacción se agitó a temperatura ambiente durante 15 min. A continuación, 

sobre esta disolución se añadió el correspondiente aldehído [3-fenilpropionaldehído (17) 

o indolpropionaldehído (61)] (2.2 mmol) y TMSCN (375 μl, 3 mmol). La mezcla de 

reacción se procesó como se ha indicado en el apartado 4.3.2.3, para el método general 

de síntesis de α-aminonitrilos. Así, se obtuvieron los α-aminonitrilos 67a-c y 68c La 

purificación de dichos α-aminonitrilos se llevó a cabo mediante cromatografía flash, 

utilizando como eluyente gradiente 50-100% de AcOEt en hexano De este modo, se 

obtuvieron las correspondientes mezclas epiméricas (1:1) de α-aminonitrilos 67a-c y 68c, 

que no pudieron ser resueltas. Los datos analíticos y espectroscópicos más significativos 

de los α-aminonitrilos se recogen en las Tablas 4.19 y 4.20, agrupados según el 

aminoácido que incorporan en su estructura. 

 

4.4.2.2. Procedimiento general de reducción/lactamización de los α-aminonitrilos 

67a, 67c y 68c. Síntesis de las 2-oxopiperazinas 73a, 69c y 71c. 
 

Sobre una disolución del correspondiente α-aminonitrilo 

(R)-, (S)-67a, (RS)-67c y (RS)-68c (1.3 mmol) en MeOH 

(20 ml), se añadió Ni Raney (≈ 100mg/mmol) previamente 

lavado con MeOH, e hidrato de hidrazina (620 μl, 60 

mmol). La mezcla de reacción se calentó a 60-70 ºC 

durante 20 min. Transcurrido este tiempo, el catalizador se filtró sobre celita y se lavó 

con MeOH (5 x 30 ml). Los filtrados se evaporaron a sequedad y el residuo se purificó 

por cromatografía flash, utilizando como eluyente un gradiente 0-10% de MeOH en 

CH2Cl2. De este modo, se obtuvieron las 2-oxopiperazinas (R)- y (S)-73a, 69c y 71c. Los 

datos analíticos y espectroscópicos más significativos de estas 2-oxopiperazinas se 

recogen en las tablas 4.21 y 4.22, agrupados según el aminoácido que incorporan en su 

estructura. 

N
H

(S)

H
N O

*R1 NHR2

69c, 73a (R1 = Ph)

71c [R1 = Indol(Boc)]
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Tabla 4.19.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de los aminonitrilos 
derivados de arginina (RS)-67c y (RS)-68c. 
 

 
 

Compuestoa (RS)-67c (RS)-68c 

R1 Ph Indol(Boc) 
Config.(*) (R) (S) (R) (S) 
F. Molecularb C30H41N5O5S C37H50N6O7S 
Rdto. (%) 85 52 
HPLC tR (min)c 5.52 6.29 
ESI-HRMS [M+1]+   

Calculado 583.2832 722.3462 
Encontrado 583.2828 722.3476 

1H-RMNd   
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 
J2,3 7.5 7 7 7 

Aminoácido     
α-H 3.32 3.44 3.32 3.48 
β-H 1.49-1.85 1.53-1.89 
γ-H 1.49-1.85 1.53-1.89 
δ-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 
Jα,β 6 7 6 7 

13C-RMNe   
CN 120.3 120.4 119.1 118.9 
C2 49.0 49.1 48.5 48.9 
C3 35.8 35.5 33.1 33.2 
C4 31.9 32.0 20.9 21.1 

Aminoácido     
Cα 60.05 59.2 58.7 59.4 
Cβ 30.5 30.8 30.0 30.3 
Cγ 25.7 25.9 25.3 25.5 
Cδ 43.6 41.05 
NHC(NH2)=N 156.6 155.8 
CO2 174.7 174.6 174.2 174.2 
OMe 52.6 52.6 52.5 52.4 

aTodos los compuestos se aislaron como sirupes. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. cSunfire C18 
(4.6 × 50 mm, 3.5 µm) gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. dEspectros registrados a 300 MHz en 
CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. eEspectros registrados a 75 MHz en CDCl3. 
Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 
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Tabla 4.20.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de los α-aminonitrilos 
derivados de ornitina (n=3) 67a y de lisina (n=4) 67b. 
 

 
 

Compuestoa (R)-67a (S)-67a (R)-67b (S)-67b 

n 3 3 4 4 
Config.(*) (R) (S) (R) (S) 
F. Molecularb C21H31N3O4 C21H31N3O4 C22H33N3O4 C22H33N3O4 
Rdto. (%) 30 31 28 32 
HPLC tR (min)c 24.21 23.87 25.03 24.74 
[α]d

20  + 8.8 (c 1, MeOH) -20.9 (c 1, 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 

1H-RMNd     
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 

Aminoácido     
α-H 3.3 3.49 3.29 3.48 
β-H 1.57-1.62 1.69-1.80 1.56-1.66 1.54-1.66 
δ-H 3.08 3.13 1.39-1.51 1.67-1.82 
γ-H 1.45-1.54 1.52-1.61 1.29-1.39 1.33-1.53 
ε-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 
Jα,β 6 5 6 5, 7 

13C-RMNe   
CN 119.6 119.6 119.7 118.8 
C2 48.6 48.5 48.5 47.6 
C3 35.3 35.0 35.3 34.1 
C4 31.5 30.5 31.4 30.4 

Aminoácido     
Cα 59.5 58.6 59.7 57.7 
Cβ 30.2 30.5 32.7 28.7 
Cγ 25.9 26.4 22.5 21.5 
Cδ 40.0 40.0 29.7 31.9 
Cε - - 40.2 39.1 
CO2 174.2 174.3 174.4 173.4 
OMe 52.1 52.1 52.1 51.1 

aTodos los compuestos fueron aislados como sirupes. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. cSunfire C18 
(4.6 × 150 mm, 3.5 µm) gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. dEspectros registrados a 300 MHz en 
CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. eEspectros registrados a 75 MHz en CDCl3. 
Asignación realizada con la ayuda de experimentos HMBC y HSQC. 
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Tabla 4.21.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de las 2-
oxopiperazinas derivadas de arginina 69c y 71c. 

 

Compuestoa (R)-69c (S)-69c (R)-71c (S)-71c 

R1 Ph Indol(Boc) 
F. Molecularb C29H41N5O4S C29H41N5O4S C36H50N6O6S C36H50N6O6S 
Rdto. (%) 31 35 26 20 
HPLC tR (min)c 3.80 3.83 4.10 4.12 
Pf (ºC) d 129-131 128-130 124-126 134-136 
[α]D

20 -0.4 (c 2, CHCl3) -0.4 (c 2, CHCl3) -5.8 (c 2, CHCl3) -4.4 (c 2, CHCl3) 
ESI-MS [M+1]+     

Calculado 556.73 556.73 695.88 695.88 
Encontrado 556.56  556.56  695.72 695.72 

1H-RMNe     
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 
β-H 1.53-1.91 1.52-1.89 1.53-1.95 1.54-1.95 
γ-H 1.53-1.91 1.52-1.89 1.53-1.95 1.54-1.95 
δ-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  

R1 7.12-7.29 7.13-7.31 7.21, 7.30, 7.35, 
7.49, 8.09 

7.21, 7.30, 7.38, 
7.50, 8.10 

13C-RMNf     
C2  173.3 173.2 173.2 172.3 
C3 53.3 58.2 55.2 58.3 
C5 46.3 52.0 46.6 52.3 
C6 48.1 48.0 48.0 48.0 
Cβ 29.5 29.6 29.6 29.8 
Cγ 26.1 26.1 26.1 25.4 
Cδ 41.0 40.9 40.9 41.1 
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 

R1 126.3 -141.2 126.2 -141.4 
135.6 , 130.5, 124.7, 
122.6, 120.1, 119.0, 

115.4 

135.6, 130.5, 124.7, 
122.6, 120.2, 119.1, 

115.4 
aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. cSunfire C18 
(4.6 × 50 mm, 3.5 µm) gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. dTodos los compuestos fueron cristalizados en 
una mezcla AcOEt/Hexano. eEspectros registrados a 400 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de 
experimentos COSY y HSQC. fEspectros registrados a 100 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de 
experimentos HMBC y HSQC. 
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Tabla 4.22.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de las 2-
oxopiperazinas derivadas de ornitina 73a. 

 

Compuestoa (R)-73a (S)-73a 

Conf (*) (R) (S) 
F. Molecularb C20H31N3O3 C20H31N3O3 
Rdto. (%) 43 33 
HPLC tR (min)c 2.90 2.77 
[α]D

20 - 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 

1H-RMNd   
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 
β-H 1.46-1.87 1.48-1.89 
γ-H 1.46-1.87 1.48-1.89 
δ-H 3.03-3.15 3.00-3.29 
NH-Boc 4.90 4.77 
1’-H 1.46-1.87 1.48-1.89 
2’-H 2.70 2.58-2.96 
J1´-2´ 7.5 - 

NOE 
H3,H5 (%) 3% 0% 

13C-RMNe   
C2  172.1 169.8 
C3 58.8 57.1 
C5 52.5 47.8 
C6 48.6 56.8 
Cβ 29.8 29.6 
Cγ 26.4 27.3 
Cδ 35.2 34.6 
C1’ 32.4 32.3 
C2’ 29.5 29.1 

aTodos los compuestos fueron aislados como sirupes. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. cSunfire 
C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 µm) gradiente 15-25% de A en B durante 5 min. dEspectros registrados a 300 MHz en 
CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY y HSQC. eEspectros registrados a 75 MHz 
en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HMBC y HSQC. 
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4.4.2.3. Procedimiento general para la eliminación del grupo protector Pbf en (R)- y 

(S)-69c. Síntesis de las 2-oxopiperazinas desprotegidas (R)- y (S)-75c. 

 

La correspondiente 2-oxopiperazina derivada 

de Arg (R)- y (S)-69c (93 mg, 0.17 mmol) se 

disolvió en una mezcla TFA:H2O:TIPS 

(95:2.5:2.5) (1 ml). Después de 24 h de 

agitación a temperatura ambiente, el disolvente se evaporó a vacÍo, el residuo se disolvió 

en H2O (3 ml) y la disolución resultante se liofilizó. De este modo, se obtuvieron de forma 

cuantitativa los correspondientes trifluoroacetatos de los compuestos del epígrafe (R)- y 

(S)-75c que no necesitaron purificación adicional. Los datos analíticos y 

espectroscópicos más significativos de estas 2-oxopiperazinas se recogen en la Tabla 

4.23. 

 

4.4.2.4. N-Boc desprotección de las 2-oxopiperazinas (R)- y (S)-73a. Síntesis de (R)- 

y (S)-74a. 

La correspondiente 2-oxopiperazina (R)- o (S)-73a (100 mg, 0.28 mmol) se disolvió en 

disolución al 20% de TFA en CH2Cl2 (2 ml). Después de 24 h de agitación a temperatura 

ambiente, el disolvente se evaporó a vacio, el residuo se disolvió en 2 ml de H2O y se 

liofilizó. De este modo, se obtuvieron las 2-oxopiperazinas desprotegidas (R)- y (S)-74a, 

respectivamente, con rendimiento cuantitativo. Los datos analíticos y espectroscópicos 

más significativos se recogen a continuación:  

 

Trifluoroacetato de (3S,5R)-3-(3-aminopropil)-5-

fenetil-2-oxopiperazina [(R)-74a]. Sirupe (261 mg, 

99%). Fórmula molecular: C15H23N3O·2CF3CO2H.  

HPLC-MS [Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm), gradiente 2-30% de A en B durante 5 

min]; tR =0.86 min, [M+1]+= 262.37. 
1H-RMN (300 MHz, D2O) δ (ppm) 1.60-2.40 (m, 6H, β-H, γ-H y 1’-H), 2.55-2.91 (m, 2H, 

2’-H), 3.00 (t, J = 7 Hz, 2H, δ-H), 3.45 (dd, J = 10.5 y 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, aromáticos). 
13C-RMN (75 MHz, D2O) δ (ppm) 23.6 (CH2, Cγ), 26.4 (CH2, Cβ), 30.3 (CH2, C2’), 31.5 

(CH2,C1’), 38.9 (CH2, Cδ), 42.4 (CH2, C6), 52.4 (CH, C5), 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 C15H24N3O3, 261.36 ; encontrado 262.37 (85 %). 

 

Trifluoroacetato de (3S,5S)-3-(3-aminopropil)-5-

feniletil-2-oxopiperazina [(S)-74a]. Sirupe (130 mg, 

99%). Fórmula molecular: C15H23N3O·2CF3CO2H.  

HPLC-MS [Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5 µm), gradiente 2-30% de A en B durante 5 

min]: tR = 0.72 min, [M+1]+ = 262.37. 
1H-RMN (300 MHz, D2O) δ (ppm) 1.70-2.34 (m, 6H, β-H, γ-H y 1’-H), 2.78 (m, 2H, 2’-H), 

3.04 (t, J = 7 Hz, 2H, δ-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, aromáticos).  
13C-RMN (75 MHz, D2O) δ (ppm) 23.5 (CH2, Cγ), 26.3 (CH2, Cβ), 30.4 (CH2, C2’), 31.5 

(CH2,C1’), 38.9 (CH2, Cδ), 42.4 (CH2, C6), 52.6 (CH, C5), 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 C15H24N3O, 262.36; encontrado 262.37(75%). 

 

4.4.2.5. Reacción de guanidilación seguida de N-Boc eliminación en (R)- y (S)-74a. 

Síntesis de los derivados de arginina (R)- y (S)-75c. 

 

A una disolución de la correspondiente 2-oxopiperazina desprotegida (R)- y (S)-74a 

(260 mg, 0.78 mmol) en DMF anhidra (4 ml), se le adicionó TEA (360 μl, 2.57 mmol) y N-

N’-di-terc-butoxicarboniltiourea (226 mg, 0.78 mmol). La mezcla de reacción se enfrió a 0 

ºC y se le añadió HgCl2 (232 mg, 0.85 mmol). Después de 3 h de agitación a temperatura 

ambiente se eliminó el disolvente a vacio. El crudo de reacción se disolvió en AcOEt (25 

ml) y se filtró sobre celita para eliminar el sulfuro de mercurio formado en la reacción. 

Seguidamente, los filtrados se lavaron con H2O (3 x 10 ml), disolución de Na2CO3 al 5% 

en H2O (1 x 10 ml) y disolución saturada de NaCl (1 x 10 ml). La fase orgánica se secó 

sobre MgSO4 anhidro y el disolvente se evaporó a sequedad. De esta forma, se 

obtuvieron las correspondientes 2-oxopiperazinas derivadas de Arg(Boc2) con un 

rendimiento moderado (10-13%) que, sin purificación adicional, se utilizaron tal cual en la 

siguiente etapa de síntesis. Este crudo de reacción se disolvió en disolución al 20% de 

TFA en CH2Cl2 (2 ml), según el protocolo general descrito con anterioridad en el apartado 

4.4.2.4 para la eliminación del grupo Boc en 2-oxopiperazinas derivadas de ornitina, 

obteniéndose las 2-oxopiperazinas desprotegidas (R)- y (S)-75c 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 analíticos y espectroscópicos más significativos de las 2-
oxopiperazinas desprotegidas 75c.  
 

 
 

Compuestoa (R)-75c (S)-75c 

F. Molecular C16H25N5O·2CF3CO2H C16H25N5O·2CF3CO2H 
HPLC tR (min)b 3.51 6.57 
[α]D

20 -5.4 (c 1, DMSO) -2.3 (c 1, DMSO) 
ESI-MS [M+1]+  

Calculadoc 304.21 304.21 
Encontradod 304.44 304.44 

1H-RMNe   
3-H 3.85  3.84  
5-H 3.49  3.42  
6-H 3.25, 3.40-3.51 3.28, 3.49 
β-H 1.42-2.08 1.50-2.15 
γ-H 1.42-2.08 1.50-2.15 
δ-H 2.99 3.05 
1´-H 1.42-2.08 1.50-2.15 
2´-H 2.57 2.50-2.78 

NOE 
H3,H5 (%) 4 0 

13C-RMNf   
C2  167.8 167.9 
C3 56.4 53.9 
C5 52.5 49.1 
C6 42.4 41.7 
Cβ 26.4 26.8 
Cγ 24.4 24.7 
Cδ 40.4 40.4 
NHC(NH)NH2 156.9 156.8 
C1’ 31.3 30.6 
C2’ 30.4 30.1 
Ph 140.2, 128.9, 128.5,126.8 140.128.9, 128.5, 126.8 

aTodos los compuestos fueron aislados como sirupes. bSunfire C18 (4.6×150 mm, 3.5 µm) gradiente 2-30% de A 
en B durante 5 min.  cMasa calculada para el ion molecular sin considerar 2TFA. dAbundancia relativa entre 15-
25%. El pico base del espectro de masas corresponde a la masa de [(M+2)/2]+. eEspectros registrados a 400 
MHz en D2O. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY y HSQC. fEspectros registrados a 100 
MHz en D2O. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HMBC y HSQC. 
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4.4.2.6. Procedimiento general para la N-bencilación de la posición 4 de las 2-

oxopiperazinas 69c y 71c. Síntesis de las 4-bencil-2-oxopiperazinas 76c y 77c. 

 

A una disolución de la correspondiente 2-

oxopiperazina (R)-, (S)-69c y -71c (0.55 mmol) en 3 

ml de tolueno se añadió sucesivamente DIEA (190 μl, 

1.1 mmol) y bromuro de bencilo (260 μl, 2.2 mmol). La 

mezcla de reacción, se agitó a 100 ºC durante 3 h. 

Transcurrido este tiempo, se eliminó el disolvente a 

sequedad. El residuo resultante se purificó por cromatografía 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 analíticos y 

espectroscópicos más significativos de estos compuestos se recogen en las Tablas 4.24 

y 4.25. 

 

 

Tabla 4.24.- Datos analíticos más significativos de las 4-bencil-2-oxopiperazinas 76c y 
77c. 

 
 

Compuestoa (R)-76c (S)-76c (R)-77c (S)-77c 

R1 Ph Ph Indol(Boc) Indol(Boc) 
Config. (*) (R) (S) (R) (S) 
F. Molecularb C36H47N5O4S C36H47N5O4S C43H56N6O6S C43H56N6O6S 
Rdto. (%) 73 72 79 70 
HPLC tR (min)c 5.06  4.52 4.85 4.37 
Pf (ºC)d 89-91 73-75 105-107 94-96 
[α]D

20 +0 (c 2, CHCl3) +0 (c 2, CHCl3) -1.4 (c 2, CHCl3) +1.2 (c 2, CHCl3) 
ESI-MS [M+1]+     

Calculado 646.85 646.85 786.00 786.00 
Encontrado 646.58  646.58 785.82 785.82 

aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. cSunfire C18 
(4.6 × 50 mm, 3.5 µm) gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. dTodos los compuestos fueron cristalizados 
en una mezcla AcOEt/Hexano. 
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Tabla 4.25.- Datos espectroscópicos más significativos de las 4-N-bencil-2-
oxopiperazinas 76c y 77c. 

 
 

Compuesto (R)-76c (S)-76c (R)-77c (S)-77c 

R1 Ph Ph Indol(Boc) Indol(Boc) 
1H-RMNa     

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 

4-CH2 3.37, 3.91  3.61, 3.81 3.19-3.63, 3.90 
3.59-3.73, 

3.83 
5-H 3.12-3.23 3.05-3.18 3.19-3.53 3.02-3.26 

6-H 3.12-3.33  
3.35-3.45,  
3.05-3.18 

3.19-3.53 
3.02-3.26, 
3.38-3.50 

β-H 1.51-2.01  1.42-1.99 1.70-2.10  1.61-2.10 
γ-H 1.51-2.01 1.42-1.99  1.70-2.10 1.61-2.10 
δ-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 

R1 7.11-7.35-7.11 1.06-7.32 
7.19-7.35, 
7.49, 8.10  

7.15-7.35, 
7.42, 8.10  

13C-RMNb     
C2  173.3 173.9 173.3 174.2 
C3 60.3 61.9 60.3 62.2 
4-CH2 43.1 42.7 42.4 42.7 
C5 49.7 57.3 54.2 54.2 
C6 50.8 59.2 53.9 53.9 
Cβ 30.3 29.8 29.4 29.4 
Cγ 25.6 25.7 25.7 25.7 
Cδ 40.6 40.7 40.7 40.6 
NHC(NH2)=N 156.5 156.7 156.5 156.8 
C1’ 33.8 35.1 31.9 32.9 
C2’ 32.4 32.4 21.6 21.3 

R1 126.3-141.4 126.3-141.6 

115.4, 119.0, 
120.1, 122.6, 
124.6, 130.5, 

135.6 

115.4, 119.0, 
120.3, 122.5, 
124.7, 130.5, 

135.6 
aEspectros registrados a 400 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY y 
HSQC. bEspectros registrados a 100 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos 
HMBC y HSQC. 
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4.4.2.7. Procedimiento general para la N-bencilación de la posición 1 de las 4-

bencil-2-oxopiperazinas 76c y 77c. Síntesis de las 1,4-dibencil-2-oxopiperazinas, 

78c y 81c, y de los derivados bencilados en el grupo guanidino 80c y 83c. 

 

 

 

Sobre una disolución de la correspondiente 4-bencil-2-oxopiperazina (R)-, (S)-76c y -

77c (0.21 mmol), en una mezcla 9:1 de THF/DMF (5 ml), enfriada a 0 ºC, se añadió NaH 

en forma de suspensión al 60% en aceite mineral (0.21 mmol) y se agitó durante 30 min 

a la misma temperatura bajo atmósfera de argón. A continuación, se le añadió bromuro 

de bencilo (260 μl ,0.23 mmol) y se agitó a temperatura ambiente 24 h. Transcurrido este 

tiempo, se añadió H2O (2 ml), la fase acuosa se extrajo con AcOEt (3 x 5 ml). Los 

extractos orgánicos se secaron sobre Na2SO4 anhidro, se evaporó el disolvente a presión 

reducida y el crudo de reacción se purificó 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)-78c y -81c, de menor Rf, cuyos datos analíticos y 

espectroscópicos más 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 Rf, cuyos 

datos analíticos y espectroscópicos más significativos se detallan en las Tablas 4.27, 

4.29 y 4.30. 
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Tabla 4.26.- Datos analíticos  más significativos de las 1,4-dibencil-2-oxopiperazinas 78c 
y 81c. 

 
 

Compuestoa (R)-78c (S)-78c (R)-81c (S)-81c 

R1 Ph Indol(Boc) 
Conf (*) 

(R) (S) (R) (S) 
F. Molecularb C43H53N5O4S C43H53N5O4S C50H62N6O6S C50H62N6O6S 
Rdto. (%) 42 40 22 42 
HPLC tR (min)c 

4.16 3.98  5.81 5.16 
P.f. (ºC)d 93-95 70-72 106-108 96-98 
[α]D

20 -3.1 (c 1, CDCl3) +1.7 (c 1, CDCl3) -8.4 (c 1, CDCl3) +7.7 (c 1, CDCl3) 
ESI-MS [M+1]+     

Calculado 736.97 736.97 875.13 875.13 
Encontrado  736.34 736.74 875.86 875.86 

aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. cSunfire C18 
(4.6 × 50 mm, 3.5 µm) gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. dTodos los compuestos fueron cristalizados 
en una mezcla AcOEt/Hexano. 
 
 
 
 
Tabla 4.27.- Datos analíticos más significativos de las 1,4-dibencil-2-oxopiperazinas 
benciladas en el grupo guanidino 80c y 83c.  

 

Compuestoa (R)-80c (S)-80c (R)-83c (S)-83c 

R1 Ph Ph Indol(Boc) Indol(Boc) 
Config.(*) 

(R) (S) (R) (S) 
F. Molecular C50H59N5O4S C50H59N5O4S C57H68N6O6S C57H68N6O6S 
Rdto. (%) 13 14 10 8 
HPLC tR (min)b 

5.66  5.85  5.63  5.84 2.32  2.47  2.32  2.47  
ESI-MS [M+1]+     

Calculado 827.10 827.10 966.25 966.25 
Encontrado  827.04 827.04 966.10 966.10 

Proporciónc  8 2 7  3 4 1 5 2 
aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos amorfos.  bSunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 µm) gradiente 
10-100% de A en B durante 5 min. cProporción calculada a partir de la medida de las áreas de los picos de 
HPLC y confirmada por la medida de las integrales de las señales características de 1H-RMN. 
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Tabla 4.28.- Datos espectroscópicos más significativos de las 1,4-N-dibencil-2-
oxopiperazinas 78c y 81c. 

 
 

Compuesto (R)-78c (S)-78c (R)-81c (S)-81c 

R1 Ph Ph Indol(Boc) Indol(Boc) 
1H-RMNa     

1-CH2 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-CH2 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 
J5,6 - 8 - 8 
β-H 1.52-1.98 1.49-1.93- 1.55-2.03 1.53-1.99 
γ-H 1.52-1.98 1.49-1.93 1.55-2.03 1.53-1.99 
δ-H 2.83-3.00 2.86-3.09 2.85-3.04 2.98-3.13 
NHC(NH2)=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 
2-47-2.62, 2.64-

2.78 
2.47-2.56 

R1 7.14-7.38 7.13-7.35 7.12-7.39, 8.11 7.17-7.39, 8.11 
13C-RMNb     

1-CH2 50.2 50.0 50.2 50.1 
C2  171.0 171.2 171.0 171.2 
C3 61.0 63.5 61.1 63.6 
4-CH2 51.2 58.7 51.3 58.8 
C5 50.2 56.7 50.4 56.8 
C6 47.5 47.4 47.5 47.4 
Cβ 29.8 29.8 29.8 29.8 
Cγ 25.7 25.8 25.7 25.9 
Cδ 40.5 40.8 40.6 40.8 
NHC(NH2)=N 156.2 156.2 156.2 156.2 
C1’ 28.1 30.6 28.1 30.4 
C2’ 32.3 32.1 21.5 21.3 

R1 126.2-141.1 126.0-141.2 

115.4, 118.9, 
120.0, 122.5, 
124.5, 130.3, 

135.5 

115.3, 118.8, 
120.0, 122.5, 
124.4, 130.4, 

135.5 
aEspectros registrados a 400 o 500 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY 
y HSQC. bEspectros registrados a 100 o 125 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de 
experimentos HMBC y HSQC. 
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Tabla 4.29.- Datos espectroscópicos más significativos de las 1,4-dibencil-2-
oxopiperazinas benciladas en el grupo guanidino 80c. 
 

 
 
 

Compuesto (R)-80c (S)-80c 

Proporción 8 2 7  3 
1H-RMNa    

1-CH2 
4.53, 4.63  

(2d, J = 14.5) 
N.D.b 4.57 

3-H 3.07 3.18-3.28 

4-CH2 3.39, 3.94 (2d, J = 14) 
3.72, 3.79  

(2d, J = 14) 
3.67, 3.72  

(2d, J = 14) 
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 
J5,6 - 4 4 
J6,6 10 13 13 
β-H 1.57-1.78 1.54-1.76 
γ-H 1.57-1.78 1.54-1.76 
δ-H 3.07 3.02-3.16 

C(NH-CH2)=N 4.41, 4.44 (2d, J = 14) 
4.42, 4.44  

(2d, J = 14) 
4.42, 4.44  

(2d, J = 14) 
1’-H 1.71, 1.94 1.57-1.82 
2’-H 2.60, 2.75 2.47 

13C-RMNc     
1-CH2 50.2 50.2 
C2 170.5 171.1 
C3 61.9 64.2 
4-CH2 51.5 59.3 
C5 51.0 57.5 57.7 
C5 48.1 48.0 
Cβ 28.6 31.1 
Cγ 26.7 26.7 
Cδ 41.6 41.8 
NHC(NH)=N 155.9 155.9 
C(NH-CH2)=N 45.3 45.3 
C1’ 30.3 35.8 
C2’ 33.0 32.8 

aEspectros registrados a 500 MHz en (CD3)2CO. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY y 
HSQC. bN.D. = No determinado por solapamiento con otras señales en el espectro. cEspectros registrados a 
125 MHz en (CD3)2CO. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HMBC y HSQC. 
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Tabla 4.30.- Datos espectroscópicos más significativos de las 1,4-dibencil-2-oxopiperazinas 
benciladas en el grupo guanidino 83c.  
 

N (S)

N O
1 2

345

6

*

H
N N(Z)

NH

Pbf

Ph

Ph

Ph

N (S)

N O
1 2

345

6

*

H
N N

(E)

NH
Ph

Ph

Ph

Pbf

BocN BocN
1'

2'

1'

2'

 
 

Compuesto (R)-83c (S)-83c 

Proporción 4 1 5 2 
1H-RMNa     

1-CH2 
4.53, 4.65 

(2d, J = 14.5); 
4.60 

(2d, J = 14.5), 
4.51, 4.67  

(2d, J = 14.5) 
N.D.b 

3-H 3.13 3.29 
4-CH2 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 
β-H 1.69-1.90 1.67-1.82 
γ-H 1.44, 1.47-1.60 1.60-1.70 
δ-H 3.06 3.12 

C(NH-CH2)=N 
4.42  

(d, J = 5.5) 
N.D. b 

4.42  
(d, J =  5.5) 

4.56 
(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   

13C-RMNc     
1-CH2 50.1 50.3 
C2 170.6 171.1 
C3 61.8 61.9 64.2 
4-CH2 59.5 59.2 
C5 51.2 57.6 
C5 47.9 48.0 
Cβ 27.6 31.0 
Cγ 24.7 26.7 
Cδ 41.4 41.8 
NHC(NH2)=N 155.7 155.9 156.5 
C (NH-CH2)=N  45.7 45.3 
C1’ 28.4 33.5 
C2’ 22.0 21.9 

Indol(Boc) 
115.3, 118.8, 120.0, 122.5, 124.4, 

130.4, 135.5 
115.4, 118.9, 120.0, 122.5, 124.5, 

130.3, 135.5 
aEspectros registrados a 500 MHz en (CD3)2CO. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY y 
HSQC. bN.D. = No determinado por solapamiento con otras señales en el espectro. cEspectros registrados a 
125 MHz en (CD3)2CO. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HMBC y HSQC. 
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4.5. SÍNTESIS DE α-UREIDONITRILOS, 4-IMINOHIDANTOÍNAS E 

HIDANTOÍNAS. 

 
4.5.1. Síntesis de α-ureidonitrilos. 

 

4.5.1.1. Procedimientos general A. Reacción en THF a 0 ºC: Síntesis de los α-

ureidonitrilos derivados de ornitina y fenilacetaldehído (R)- y (S)-119a a partir de 

los α-aminonitrilos (R)- y (S)-22a. 

Sobre una disolución del correspondiente α-aminonitrilo (R)- y (S)-22a (100 mg, 0.22 

mmol) en THF anhidro (2 ml) enfriada a 0 ºC, se adicionó el correspondiente isocianato 

de fenilo (48 μl, 0.44 mmol). Después de 48 h de agitación a esa temperatura, el residuo 

resultante se disolvió en AcOEt (10 ml), se lavó sucesivamente con H2O (3 x 3 ml) y 

disolución saturada de NaCl (3 ml), se secó sobre Na2SO4 anhidro y el disolvente se 

evaporó a sequedad. El residuo así obtenido se purificó, mediante cromatografía flash, 

utilizando gradiente 10-50% de AcOEt en hexano como eluyente. De este modo, se 

obtienen los α-ureidonitrilos (R)- y (S)-119a. Los datos analíticos y espectroscópicos más 

significativos de estos α-ureidonitrilos aparecen recogidos en las Tablas 4.31 y 4.32. 

4.5.1.2. Procedimiento general B. Reacción sin disolvente: Síntesis de los α-

ureidonitrilos derivados de ornitina 119a,b y 121a-123a partir los de α-aminonitrilos 

22a,b. 

A una disolución del correspondiente α-aminonitrilo (R)-, (S)-22a y (RS)-22a,b (50 mg, 

0.11 mmol) en CH2Cl2 (0.50 ml) se le adicionó 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 

agitación a temperatura ambiente, se eliminó el disolvente mediante corriente de argón. 
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La evolución de la reacción se siguió por cromatografía en capa fina, manteniendose la 

agitación a temperatura ambiente hasta que desapareció el α-aminonitrilo de partida 

(intervalo de 2-7 días). Transcurrido este tiempo, el residuo resultante se disolvió en 

AcOEt (10 ml), se lavó sucesivamente con H2O (3 x 3 ml) y disolución saturada de NaCl 

(3 ml), se secó sobre Na2SO4 anhidro y el disolvente se evaporó a sequedad. El crudo 

así obtenido se purificó, mediante cromatografía flash, utilizando gradiente 10-50% de 

AcOEt en hexano como eluyente. De este modo, se obtuvieron los correspondientes α-

ureidonitrilos 119a,b y 121a-123a. Los datos analíticos y espectroscópicos más 

significativos de estos α-ureidonitrilos aparecen recogidos en las Tablas 4.31, 4.32 y 

4.33, agrupados según el aminoácido que incorporan en su estructura. 

4.5.1.3. Procedimiento general C. Reacción sin disolvente y bajo irradiación de 

microondas. Síntesis sin disolvente de α-ureidonitrilos (RS)-119a,b, 121-123a, 

124a,b a partir de α-aminonitrilos (R)-, (S)-22a, (RS)-22a,b y (RS)-24a,b. 

A una disolución del α-aminonitrilo (R)-, (S)-22a, (RS)-22a,b y (RS)-24a,b (0.11 mmol) en 

CH2Cl2 (0.5 ml) en un vial de microondas se le adicionó 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 

agitación a temperatura ambiente, se eliminó el disolvente mediante corriente de argón. 

Esta mezcla homogénea fue irradiada a microondas a 80 ºC durante un intervalo de 2-3 

h. Transcurrido este tiempo, la mezcla de reacción se procesó y purificó como se ha 

comentado en el apartado 4.5.1.1, para obtener la correspondiente mezcla de epímeros 

(1:1) (RS)-119a, (RS)-121-123a y (RS)-124a,b. Los datos analíticos y espectroscópicos 

más significativos de los α-ureidonitrilos aparecen recogidos en las Tablas 4.31, 4.32, 

4.33 y 4.34, agrupados según el aminoácido que incorporan en su estructura. 
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Tabla 4.31.- Datos analíticos más significativos de los α-ureidonitrilos 119a,b, 121a-123a y 124a,b. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Compuestoa m n R1 Config (*) F. Molecularb Rdto. (%) HPLC tR (min)c [M+1]+ Calc. [M+1]+ Encontr.

(R)-119a 1 3 Ph (R) C33H39N5O4 86 27.7 570.30 570.21 
(S)-119a 1 3 Ph (S) C33H39N5O4 96 27.5 570.30 570.39 

(RS)-119b 1 4 Ph (RS) C34H41N5O4 92 
28.2 (R) 

584.32 584.38 
28.1 (S) 

(R)-121a 1 3 Bn (R) C34H41N5O4 97 27.5 584.32 584.31 
(S)-121a 1 3 Bn (S) C34H41N5O4 93 27.0 584.32 584.21 

(R)-122a 1 3 (R) C36H45N5O5 90 28.0 628.34 628.52 

(S)-122a 1 3 (S) C36H45N5O5 94 27.6 628.34 628.57 

(R)-123a 1 3 (R) C35H42FN5O4 96 27.9 616.74 616.41 

(S)-123a 1 3 (S) C35H42FN5O4 91 27.5 616.74 616.27 

(RS)-124a 2 3 Ph (RS) C34H41N5O4 95 
5.97d (R) 

583.49 583.32 
5.85d (S) 

(RS)-124b 2 4 Ph (RS) C35H43N5O4 97 
29.6 (R) 

598.33 598.28 
28.9 (S) 

aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos amorfos o espumas. bAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. cColumna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 3.5 
μm) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. dColumna Sunfire C18 (3.9 × 50 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. 
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Tabla 4.32.- Datos espectroscópicos más significativos de los α-fenilureido-nitrilos 
derivados de ornitina 119a (m = 1) y 124a (m = 2). 
 

 
 
 

Compuesto (R)-119a (S)-119a (RS)-124a 

m 1 1 2 
Config (*) (R) (S) (R) (S) 
1H-RMNa 

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 
J2,3 8 7 7 6 

Aminoácido 
α-H 4.49 4.08 4.28 4.06 
β-H 1.33-2.12 1.33-2.12 1.89-2.36 
γ-H 1.33-2.12 1.33-2.12 1.09-1.77 
δ-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 
CH2 (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,CH2 (Bn) 5, 6 5 5, 6 5 
Jα,β 7.5 7.5 7 7 

13C-RMNb 
C1 118.9 118.7 119.5 119.4 
C2 53.4 50.0 50.3 48.2 
C3 38.8 38.2 33.7 34.7 
C4 - - 31.8 32.2 

Aminoácido 
Cα 61.5 59.1 61.1 58.9 
Cβ 28.1 27.5 27.2 28.1 
Cγ 26.7 26.3 26.6 27.0 
Cδ 39.2 38.8 38.9 39.2 
CONH 171.6 173.0 172.2 174.2 
CH2 (Bn) 43.9 43.7 44.3 43.9 
NHCON 154.5 155.3 154.8 155.8 

aEspectros registrados a 400 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. 
bEspectros registrados a 100 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y 
HMBC.
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Tabla 4.33.- Datos espectroscópicos más significativos de los α-ureidonitrilos derivados de ornitina 
121-123a. 

 
 
 

Compuesto (R)-121a (S)-121a (R)-122a (S)-122a (R)-123a (S)-123a 

R1 Bn 
  

Config (*) (R) (S) (R) (S) (R) (S) 
1H-RMNa 

2-H 5.44 5.13 5.26 5.16 5.34 5.10 

3-H 3.18, 3.30 
3.24,  

2.95-3.16 
2.94-3.08 

3.18,  
2.94-3.08 

2.96-3.12 
3.20,  

2.96-3.12 
J2,3 6, 9 6 - 7 7 6.5 

Aminoácido       
α-H 4.33 4.04 4.35 3.96 4.34 3.99 
β-H 1.91-2.15 1.91-2.15 1.47-1.61 1.47-1.61 1.79-2.01 1.79-2.01 
γ-H 1.60-1.82 1.60-1.82 1.77-2.04 1.77-2.04 1.47-1.67 1.47-1.67 
δ-H 2.95-3.16 2.95-3.16 2.94-3.08 2.94-3.08 2.96-3.12 2.96-3.12 
NH-Boc 4.73 4.63 4.58 4.64 4.59 4.77 
NH-Bn 7.49 6.84 7.14 6.51 - 6.81 
CH2 (Bn) 4.30, 4.35 4.35 4.35 4.32, 4.43 4.34 4.29, 4.41 
NH-CO-N 7.68 7.86 - - 8.79 7.45 

R1,b 4.44 4.35 
2.66-3.59 

3.76 (OMe) 
2.71, 3.35, 
3.77 (OMe)

2.66-2.95, 
3.26-3.39 

2.71,  
3.26-3.39 

JNH,CH2 (Bn) 4.5, 5 6 6 5.5, 6 5 5, 6 
Jα,β - 7 - 7 7 6 

13C-RMNc 
C1 119.8 119.2 119.4 118.6 119.6 118.9 
C2 49.6 52.2 51.8 49.1 52.2 49.6 
C3 38.8 38.7 39.2 38.8 39.0 38.8 

Aminoácido       
Cα 60.5 58.5 59.9 58.0 60.4 58.5 
Cβ 26.4 26.4 26.7 26.7 26.9 27.1 
Cγ 26.8 26.1 25.5 26.4 26.7 26.6 
Cδ 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 
CH2 (Bn) 43.6 43.9 43.6 44.0 43.9 44.2 

R1,b 44.9 44.8 
42.5, 34.7, 
55.2 (OMe) 

42.4, 34.7, 
55.2 (OMe)

35.2, 42.5 35.2, 42.4 

NHCON 157.5 156.8 158.2 158.1 157.6 157.2 
aEspectros registrados a 400 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. bDatos 
de protón y carbono aromáticos solapados en la zona de protones aromaticos. cEspectros registrados a 100 
MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 
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Tabla 4.34.- Datos espectroscópicos más significativos de los α-fenilureido-nitrilos 
derivados de lisina 119b (m=1) y 124b (m=2). 
 

*

1

2
(CH2)m N

CN

(S)

(CH2)4

CONHBn

O NH

Ph

Ph

NHBoc  
 

Compuestoa (RS)-119b (RS)-124b 
m 1 2 
Config (*) (R) (S) (R) (S) 
1H-RMNa 

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 
J2,3 7, 8.5 6, 11 8 6, 8 

Aminoácido     
α-H 4.11 3.90 3.99 3.82 
β-H 2.11-2.42 2.00-2.41 
γ-H 1.71-1.94 1.62-1.83 
δ-H 1.34-1.55 1.21-1.56 
ε-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 
CH2 (Bn) 4.42 4.54, 4.40 4.50 4.31, 4.58 
NH urea 10.22 10.3 10.56 
JNH,CH2 (Bn) 6 5.5 5 5, 6  
Jα,β 7.5 6, 8.5 8 6, 10 

13C-RMNb 
C1 119.4 118.6 119.0 119.4 
C2 52.3 49.8 49.3 47.7 
C3 38.5 39.0 33.6 34.6 
C4 - - 32.0 31.6 

Aminoácido     
Cα 61.4 60.5 60.3 60.9 
Cβ 30.5 29.9 30.7 29.9 
Cγ 23.5 22.9 23.6 22.7 
Cδ 29.6 29.2 29.6 29.0 
Cε 39.7 39.0 39.6 39.8 
CONH 171.3 172.5 171.3 173.2 
CH2(Bn) 44.2 43.9 43.9 44.3 
NHCON 154.3 155.0 154.2 155.3 

aEspectros registrados a 400 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. 
bEspectros registrados a 100 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y 
HMBC. 
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4.5.2. Síntesis de 4-iminohidantoínas. 

4.5.2.1. Ciclación intramolecular del α-fenilureido-nitrilo (S)-119a. Síntesis de las 4-

iminohidantoínas (RS)-125a, de los derivado de 5-hidroxi-4-iminohidantoínas (RS)-

126a y de las 5-benciliden-4-iminohidantoinas (EZ)-127a. 

 

Una disolución de (S)-119a (50 mg, mmol) en MeOH (5 ml) se calentó a reflujo. Al 

cabo de 15 min, la mezcla de reacción se evaporó a sequedad y el residuo resultante se 

purificó mediante cromatografía flash, utilizando gradiente de 10-100% de AcOEt en 

hexano como eluyente. De esta forma, se obtuvieron la correspondiente mezcla de 

epímeros 1:1 de 4-iminohidantoína (RS)-125a (9%), de menor Rf, junto con la mezcla 

epimérica 1:1 de los derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoína (RS)-126a (78%), de 

mayor Rf, y trazas de (EZ)-127a (13%), producto de eliminación de (RS)-126a. Los datos 

analíticos y espectroscópicos más 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 continuación: 

 

 

[(ZE)-127a]. (14 mg, 13 %). Fórmula Molecular: 

C33H37N5O4; HPLC-MS [Sunfire C18 (4.6 x 50 mm, 3.5μm), 

gradiente 10-100% de A en B durante 5 min]; tR =  5.25 

min (40%) y 5.35 min (60%), [M+1]+= 569.44. 

1H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): Mayoritario (60%): 1.39 (s, 9H, Boc), 1.50-1.73 

(m, 2H, γ-H), 1.96-2..46 (m, 2H, β-H), 2.88-3.33 (m, 2H, δ-H), 4.16 [dd, J = 5, 15 Hz, 1H, 

CH2 (Bn)], 4.46 (t, 1H, J = 7 Hz, α-H), 4.70 [dd, 1H, J= 5, 15 Hz, 1H, CH2 (Bn)], 4.89 (t, J 

= 6Hz, 1H, NH-Boc), 6.26 (s, 1H, 5-CH), 6.79-7.52 (m, 15H, aromáticos), 7.89 (t, J = 5 

Hz, 1H, NH-Bn). Minoritario (40%): 1.40 (s, 9H, Boc), 1.50-1.73 (m, 2H, γ-H), 1.96-2..46 

(m, 2H, β-H), 2.88-3.33 (m, 2H, δ-H), 4.04 (t, J = 7 Hz, 1H, α-H), 4.43 [d, J = 6 Hz, 1H, 



 
PARTE EXPERIMENTAL 

192 

 

CH2 (Bn)], 4.47 [d, J = 6 Hz, 1H, CH2 (Bn)], 4.70 (t, J = 6 Hz, NH-Boc), 6.30 (s, 1H, 5-

CH), 6.79-7.52 (m, 15H, aromáticos), 7.10 (m, 1H, NH-Bn). 
13C-RMN (750 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): Mayoritario (60%): 26.2 (CH2, Cγ), 28.3 (CH3, 

Boc), 29.6 (CH2, Cβ), 39.3 (CH2, Cδ), 43.4 [(CH2, CH2(Bn)], 57.2 (CH, Cα), 80.1 (C, Boc), 

114.4 (CH, 5-CH), 127.2-138.0 (15CH y 4 C, aromáticos y C5), 156.6 (CO, Boc), 156.9 

(C2), 171.5 (CONH), 174.4 (C4). Minoritario (40%): 26.8 (CH2, Cγ), 28.4 (CH3, Boc), 29.0 

(CH2, Cβ), 39.6 (CH2, Cδ), 44.0 [(CH2, CH2 (Bn)], 56.0 (CH, Cα), 79.4 (C, Boc), 113.7 (CH, 

5-CH’), 127.2-138.0 (15CH y 4 C, aromáticos y C5), 155.4 (C2), 157.0 (CO, Boc), 171.2 

(CONH), 171.8 (C4). 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C33H38N5O4, 568.68; encontrado 569.44 (100 %). 

 

4.5.2.2. Procedimiento general para la síntesis de 4-iminohidantoínas (128a-131a y 

132b) a partir de los α-ureidonitrilos 119a, 121a-123a y 124b. 

 

A una disolución del correspondiente α-ureidonitrilo (RS)-

119a, (RS)-121a-123a y (RS)-124b (0.088 mmol) en 

CH2Cl2 (0.5 ml) en un vial de microondas se le adicionó a 

temperatura ambiente TEA (60.8 μl, 0.439 mmol). 

Después de 5 min de agitación a temperatura ambiente, 

se eliminó el disolvente mediante corriente de argón. Esta mezcla homogénea fue 

irradiada a microondas a 100 ºC durante un intervalo de 5 min. Transcurrido este tiempo, 

la mezcla de reacción resultante se disolvió en AcOEt (10 ml), se lavó sucesivamente 

con H2O (3 x 3 ml) y disolución saturada de NaCl (3 ml), se secó sobre Na2SO4 anhidro y 

el disolvente se evaporó a sequedad. El crudo así obtenido se purificó, mediante 

cromatografía flash, utilizando gradiente 0-15% de MeOH en CH2Cl2 como eluyente. De 

este modo, se obtuvieron las correspondientes mezclas epiméricas de las 

correspondientes 4-iminohidantoínas (RS)-128a-131a y (RS)-132b, que no pudieron 

resolverse cromatográficamente. Los datos analíticos y espectroscópicos más 

significativos de estas 4-iminohidantoínas se recogen en la tabla 4.35 y 4.36, excepto 

para el derivado de lisina 132b que se detallan a continuación: 
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(2S)-N-Bencil-6-(terc-butoxicarbonilamino)-2-[(5RS)-5-fenetil-3-fenil-4-imino-2-

oxoimidazolidin-1-il]hexanoamida [(RS)-132b] 

 

(24 mg, 95 %). Fórmula molecular: C30H34N4O3; HPLC 
[Sunfire C18 (4.6 × 150 mm, 3.5μm), gradiente 10-100% 
de A en B durante 5 min]; tR = 18.85 min; HPLC-MS 
[Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 μm), gradiente 10-100% 
de A en B durante 5 min]; tR = 3.26 min, [M+1]+= 
499.44. 

1H-RMN (500 MHz, CDCl3) δ (ppm): 1.18-1.70 (m, 4H, γ-H y δ-H),1.39 (s, 9H, Boc), 1.83-

2.19 (m, 2H, β-H), 2.19-2.46 (m, 2H, 5-CH2), 2.47-2.88 (m, 2H, 5-CH2CH2), 2.85-3.37 (m, 

2H, ε-H), 4.38 (m, 0.5 H, α-H), 4.41 (m, 0.5 H, α-H), 4.23-4.52 [m, 2H, CH2 (Bn)], 4.56 (t, 

J = 4.5 Hz, 0.5 H, 5-H), 4.61 (t, J = 4.5 Hz, 0.5 H, 5-H), 5.98 (m, 1H, NH-Boc), 6.98-7.75 

(m, 15 H, aromáticos), 7.84 (t, J = 6 Hz, 0.5 H, NH-Bn); 8.13 (t, J = 6 Hz, 0.5H, NH-Bn) 
13C-RMN (125 MHz, CDCl3) δ (ppm): 22.5 y 22.9 (CH2, Cγ), 23.9 (CH3, Boc), 30.3 (CH2, 

Cβ), 31.5 y 31.9 (CH2, Cδ), 32.7 y 34.2 (CH2, 5-CH2CH2), 35.0 y 35.3 (CH2, 5-CH2), 40.35 

(CH2, Cε), 43.0 y 43.2 [CH2, CH2 (Bn)], 56.9 y 57.8 (CH, C5), 59.6 y 57.8 (CH, Cα), 77.8 

(C, Boc), 118.6-14.7 (30 CH y 6 C, aromáticos), 155.8 y 156.0 (C2), 157.0 y 157.2 (CO2), 

170.2 y 170.4 (C4), 171.6 y 172,1 (CONH). 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C30H35N4O3, 499.62; encontrado 499.44 (100 %). 

 

Tabla 4.35.- Datos analíticos más significativos de 4-iminohidantoínas derivadas de 
ornitina 128a-131a. 

 
 

Compuestoa (RS)-128a (RS)-129a (RS)-130a (RS)-131a 

R1 Ph Bn 

Config (*) (RS) (RS) (RS) (RS) 
Proporción (R:S) (1:1) (1:1) (1:1) (1:1) 
F. Molecularb C33H39N5O4 C34H41N5O4 C36H45N5O5 C35H42FN5O4 
Rdto (%) 97% 93% 95% 96% 
HPLC tR (min)c 17.1 y 17.3 19.5 19.1 19.4 
HPLC tR (min)d 3.52 y 3.59 3.64 y 3.74 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 

aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos amorfos o espumas. bAnálisis elemental satisfactorio para 
C, H, N. cColumna Sunfire C18 (3.9 × 150 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-100% de A en B durante 30 min. 
cColumna Sunfire C18 (3.9 × 50 mm, 3.5 μm) y gradiente 15-95% de A en B durante 5 min. 



 
PARTE EXPERIMENTAL 

194 

 

Tabla 4.36.- Datos espectroscópicos más significativos de los derivados de 4-
iminohidantoínas 128-131a. 
 

 
 

Compuesto (RS)-128a (RS)-129a (RS)-130a (RS)-131a 

R1 Ph Bn 
 

1H-NMRa 
5-H 4.62 4.63 4.60 4.76 
5-CH2 3.02-3.49 3.01-3.34 2.82-3.19 3.22-3.57 

3-R1,b - 4.20-4.47 
2.45-2.77 (2’-H), 
3.32-3.67 (1’-H), 
3.72, 2.75 (OMe) 

3.63, 3.90 (1’-H), 
2.72-2.97 (2’-H) 

J5,5CH2
 3.5 5, 8 4.5, 6 4.5 

Aminoácido     
α-H 4.10, 4.35 4.12, 4.28 4.19, 4.32 4.08, 4.36 
β-H 1.79-2.33 1.76-2.30 1.90-2.20 1.81-2.36 
γ-H 1.52-1.67 1.31-1.55 1.11-1.61 1.13-1.68 
δ-H 3.17 3.15 2.95 2.96-3.16 

CH2 (Bn) 4.27, 4.48-4.57 4.20-4.47 4.25-4.55 
4.28, 4.58 

4.35-4.43, 4.47 
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,CH2 (Bn) 5 b b 5, 6.5 

13C-NMRc 
C2 156.2, 156.3 156.0, 156.1 157.6, 157.8 162.1, 162.2 
C4 170.2, 170.3 170.2, 170.4 170.1, 170.2 169.2 
C5 57.3, 58.8 59.0, 57.2 58.7, 58.8 55.9, 57.2 
5-CH2 39.8, 39.9 37.1, 37.5 32.4, 32.6 33.7, 33.8 

3-R1,b - 41.9, 43.7 
39.8, 37.9 (C2’), 
44.7, 77.9 (C1’), 

54.2, 54.3 (OMe) 

41.1, 41.4 (C2’), 
44.3, 44.4 (C1´) 

Aminoácido     
Cα 59.3, 61.2 61.4, 59.9 60.2, 61.3 59.8, 61.2 
Cβ 31.7 27.3, 27.8 27.2 31.3 
Cγ 27.1, 27.4 26.3, 27.2 25.6, 26.0 28.3, 28.8 
Cδ 38.2 39.7, 39.8 37.5, 37.9 39.7, 39.8 
CH2 (Bn) 42.9, 43.1 42.9, 43.1 43.1, 43.2 44.0, 44.3 
CONH 170.2, 170.3 170.2, 170.4 172.0, 172.2 173.4, 173.5 

aEspectros registrados a 500 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY.  

bDatos de protón y carbono aparecen solapadas en la zona de los protones y carbonos aromáticos..cEspectros 
registrados a 125 MHz en CDCl3.  Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 



 
PARTE EXPERIMENTAL 

195 

 
 

4.5.2.3. Síntesis de los O-acetil derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoína (R)- y (S)-

134a, a partir de (RS)-126a. 

 

A una disolución de la mezcla epimérica de 5-hidroxi-4-

iminohidantoína (RS)-126a (50 mg, 0.085 mmol) en CH2Cl2 

anhidro (3 ml), enfriada a 0 ºC, se le adicionó 

sucesivamente óxido de propileno (40 μl, 0.683 mmol) y 

cloruro de acetilo (6.7 μl, 0.085 mmol). La mezcla se dejó 

alcanzar temperatura ambiente, y, tras 24 h de agitación, 

se evaporó el disolvente a vacio. El crudo así obtenido se purificó por cromatografía 

circular radial, utilizando como eluyente gradiente 20-50% de AcOEt en hexano. Los 

datos analíticos y espectroscópicos más significativos de los O-acetil derivados (R)- y 

(S)-134a aparecen recogidos en la Tabla 4.37. 

 

4.5.2.4. Procedimiento de deshidratación de los derivados de 5-hidroxi-4-

iminohidantoínas (RS)-126a. Síntesis del derivado de 5-benciliden-4-

iminohidantoína (ZE)-127a. 

 

Una disolución del derivado de 5-hidroxi-4-

iminohidantoína (RS)-126a (35 mg, 0.060 mmol)  en 

MeOH (5 ml) se calentó a 90-100 ºC, durante 48 h. 

Transcurrido este tiempo, la mezcla de reacción se 

evaporó a vacio y el residuo se purifico mediante 

cromatografía circular radial, utilizando un gradiente 20-

50% de AcOEt en Hexano. De este modo, se aisló únicamente el compuesto del epígrafe 

(ZE)-127a (42%), idéntico al obtenido anteriormente (apartado 4.5.2.1). 

N
(S)

BnNHOC

N
O

HN
Ph

(CH2)3-NHBoc

O
Ph *

O

134a

N
(S)

BnNHOC

N
O

HN
Ph

(CH2)3-NHBoc
Ph

(EZ)-127a
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Tabla 4.37.- Datos analíticos y espectroscópicos más significativos de los derivados O-
acetilados de 5-hidroxi-4-iminohidantoínas 132a. 
 

  
 

Compuestoa (R)- y (S)-132ab

F. Molecularc C35H41N5O6 C35H41N5O6 
Rdto (%) 43 37 
HPLC tR (min)d 5.60 5.40 
MS [M+1]+  

Calculado 628.73 628.73 
Encontrado 628.53 628.53 

1H-RMNe 
5-OCOCH3 2.18 2.27 
5-CH2 3.24, 3.42  3.15, 3.48  

Aminoácido 
α-H 4.02  4.30  
β-H 1.99-2.47 1.96-2.36 
γ-H 1.14-1.49 1.09-1.69 
δ-H 3.02-3.21 2.75-2.95, 3.23-3.36 
NH-Boc 4.65 4.84 
CH2 (Bn) 4.45, 4.52  4.03, 4.72  
NH-Bn 7.25 - 
JNH,CH2 (Bn) 5, 6 4.5, 7  
Jα,β 6.5 6, 10 
J5CH2

 14.5 14 
13C-RMNf 

C2 155.6 155.0 
C4 171.6 No se ve 
C5 87.5 89.7 
5-CH2 41.5 44.0 
5-OCOCH3 28.3, 183.2 26.9, 183.0 

Aminoácido 
Cα 56.2 56.7 
Cβ 29.7 26.5 
Cγ 27.7 26.1 
Cδ 39.5 38.8 
CH2 (Bn) 44.3 43.3 
CONH 172.2 172.1 

 

aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos amorfos o espumas. bNo ha sido posible asignar la 
configuración en C5. 

.cAnálisis elemental satisfactorio para C, H, N. dColumna Sunfire C18 (3.9 × 50 mm, 3.5 μm) 
y gradiente 10-100% de A en B durante 5 min. eEspectros registrados a 400 MHz en CDCl3. Asignación 
realizada con la ayuda de experimentos COSY. fEspectros registrados a 100 MHz en CDCl3. Asignación 
realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 
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4.5.2.5. Procedimiento general de ciclación/oxidación de los α-ureidonitrilos 119a, 

121a y 124b. Síntesis de los derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoína 126a, 135a y 

136b. 

 

Una disolución del correspondiente α-ureidonitrilo (RS)- 

119a, 121a y 124b (125 mg, 0.219 mmol) en MeOH (5 

ml) se agitó a temperatura ambiente y al aire durante un 

intervalo de 4 días. Transcurrido este tiempo, la mezcla 

de reacción se evaporó a vacio y el residuo se purificó 

mediante cromatografía en columna flash, utilizando un 

gradiente 10-50% de AcOEt en hexano. De este modo, se obtuvieron los 

correspondientes derivados de 5-hidroxi-4-iminohidantoína (RS)-126a, 135a y 136b, 

cuyos datos analíticos y espectroscópicos más significativos aparecen recogidos en las 

Tablas 4.38 y 4.39. 

 
Tabla 4.38.- Datos analíticos más significativos de los derivados de 5-hidroxi-4-
iminohidantoínas 126a, 135a y 136b. 
 

 
 

Compuestoa (RS)-126a (RS)-135a (RS)-136b 

m 1 1 2 

n 3 3 4 

R1 Ph Bn Ph 
Config (*) (RS) (RS) (RS) 

Proporción (R:S) (1:1) (1:1) (1:1) 

F. Molecularb C33H39N5O5 C34H41N5O5 C35H43N5O5 

Rdto (%) 78 69 85 

HPLC tR (min)c 3.92 y 4.27 4.05 y 4.47 4.12 y 4.29 

MS [M+1]+    

Calculado 586.30 600.31 614.74 

Encontrado 586.34 600.68 614.54 
aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos amorfos o espumas. bAnálisis elemental satisfactorio para 
C, H, N. cColumna Sunfire C18 (3.9 × 50 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-100% de A en B durante 5 min 

N
2

(S)

BnNHOC

N
4 O
5

HN
R1

(CH2)n -NHBoc(CH2)m
HO

*
Ph

126a, 135a (m = 1)
136b (m = 2)
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Tabla 4.39.- Datos espectroscópicos más significativos de los derivados de 5-hidroxi-4-
iminohidantoínas 126a, 135a y 136b. 
 

 
 

Compuestoa (RS)-126a (RS)-135a (RS)-136b 

m 1 1 2 

n 3 3 4 

R1 Ph Bn Ph 
Config (*) (R):(S) (R):(S) (R):(S) 
1H-RMNa 

5-CH2 2.87-3.47 3.19 2.84 y 2.91 2.00-2.46 
5-CH2CH2 - - - - 2.49-2.63 
3-R1,b - 4.63 4.60 - 

Aminoácido 
α-H 3.98 4.25-4.36 4.23 3.91 3.88 4.08 

β-H 1.87-2.37 2.09 
1.84-1.92, 
2.04-2.16 

1.67-1.24 

γ-H 1.38-1.61 1.22-1.56 1.67-1.24 
δ-H 2.87-3.47 2.70-3.14 2.00-2.46 
ε-H - - 3.17-2.85 
NH-Boc 4.78 4.66 4.76 4.60 4.53 4.59 
CH2 (Bn) 4.12, 4.59 4.29, 4.42 4.23, 4.42 4.33, 4.39 4.34, 4.42 4.31, 4.44
NH-Bn 7.99 6.77 7.88 - 8.02 - 
JNH,CH2 (Bn) 5, 7  6  5.5 5, 7  5, 7 5 
Jα,β 6 - 7 5, 10 7.5 7.5 

13C-RMNc 
C2 156.9 155.4 156.5 156.4 155.5 155.6 
C4 172.4 171.8 172.7 172.4 171.7 171.7 
C5 88.9 87.9 88.3 86.9 88.3 87.7 
5-CH2 43.8 43.6 42.9 30.1 29.9 
5-CH2CH2 - - - - 37.9 39.4 
3-R1,b - 43.4 43.9 - 

Aminoácido 
Cα 57.2 56.0 55.7 56.7 58.2 56.2 
Cβ 29.6 29.0 27.2 27.6 29.1 29.4 
Cγ 26.2 28.6 26.2 26.1 24.5 23.0 
Cδ 39.3 39.8 39.5 38.8 29.8 29.9 
Cε - - - 39.7 39.9 
CH2 (Bn) 43.3 42.1 42.3 43.4 43.9 
CONH 171.5 171.2 172.7 172.2 171.9 171.8 

aEspectros registrados a 400 o 500 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. 

bDatos de protón y carbono aromáticos no incluidos, solapados en la zona de los aromáticos. cEspectros 
registrados a 100 o 125 MHz en CDCl3. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC.
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4.5.3. Síntesis de hidantoínas. 
 

4.5.3.1. Síntesis de hidantoínas a partir de 4-iminohidantoínas. Síntesis del 

hidrocloruro del ácido (2S)-5-amino-2-[(5RS)-5-bencil-3-fenil-2,4-dioxoimidazolidin-

1-il]pentanoico [(RS)-138a] a partir de 4-aminoimidazol-2-ona derivada de Orn 128a. 

 

A una disolución de la 4-aminoimidazol-2-ona 128a (20 mg, 0.035 mmol) en CH3CN (1 

ml), se le adicionó lentamente HCl concentrado (2 ml), se calentó en un tubo cerrado a 

100 ºC durante 4 días. Al cabo de ese tiempo, el disolvente se evaporó a sequedad y el 

residuo resultante se disolvió en H2O (3 ml) y se liofilizó. De este modo se obtuvo sin 

purificación adicional y con buen rendimiento (85%) el compuesto del epígrafe. Los datos 

analíticos y espectroscópicos más significativos de (RS)-138a se detallan a continuación: 

 

 

(12 mg, 85 %). Fórmula molecular: C21H23N3O4·HCl; 

HPLC-MS [Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 μm), gradiente 

10-100% de A en B durante 5 min]; tR = 2.82 min; [M+1]+= 

382.27. 

1H-RMN (300 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 1.35-2.33 (m, 4H, γ-H y β-H), 2.17-2.28 (m, 2H, 

5-CH2), 2.84-3.03 (m, 2H, δ-H), 3.98 y 4.09 (2m, 2H, α-H), 4.26 y 4.32 (2t, 2H, J = 8Hz, 5-

H), 7.01-7.46 (m, 10H, aromáticos). 
13C-RMN (750 MHz, DMSO-d6) δ (ppm): 23.4 y 25.3 (CH2,Cβ), 35.2 (CH2, 5-CH2), 41.7 

(CH2, Cγ), 58.9 y 57.4 (CH, C5), 69.8 y 71.2 (CH, Cα), 119.0-138.2 (10CH y 2C, 

aromáticos), 153.9 (C2), 170.1 (C4), 176.0 (COOH). 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C21H24N3O4, 382,17; encontrado 382.27 (100 %). 
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4.5.3.2. Síntesis de hidantoínas a partir de α-ureidonitrilos. Procedimiento general 

de la síntesis de las hidantoínas desprotegidas en la cadena lateral básica 139a, 

141-143a y 144b. 
 

El correspondiente α-ureidonitrilo (R)-, (S)-119a, 

(S)-, (RS)-121-123a y (S)-124b (0.125 mmol) se 

disolvió en una disolución al 20% de TFA en 

CH2Cl2 (5 ml) y la disolución se agitó a 

temperatura ambiente durante 24 h. Al cabo de 

este tiempo, el disolvente se evaporó a sequedad, y se coevaporó varias veces con 

CH2Cl2 (3 x 2 ml). El residuo resultante se disolvió en H2O (3 ml) y se liofilizó. De este 

modo se obtuvieron sin purificación adicional los hidantoínas (R)-, (S)-139a, (S)-, (RS)-

141a, (S)-, (RS)-142a, (S)-, (RS)-143a y (S)-144b con rendimientos superiores al 95%. 

Los datos analíticos y espectroscópicos más 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 continuación: 

Trifluoroacetato de (2S)-6-amino-N-Bencil-2-[(5S)-3-fenil-5-fenetil-2,4-

dioxoimidazolin-1-il]hexanamida [(S)-144b]. 

 

Sólido amorfo. (17 mg, 95 %). Fórmula molecular: 

C30H34N4O3·CF3COOH. HPLC [Sunfire C18 (4.6 × 

150 mm, 3.5 μm), gradiente 10-100% de A en B 

durante 30 min]; tR = 18.85 min. 

HPLC-MS [Sunfire C18 (4.6 × 50 mm, 3.5 μm), gradiente 10-100% de A en B durante 5 

min]; tR = 3.26 min; [M+1]+= 499.44. 
1H-RMN (300 MHz, CD30D) δ (ppm): 1.31-1.44 (m, 2H, γ-H), 1.52-1.66 (m, 2H, δ-H), 

2.06-2.16 (m, 1H, β-H), 2.17-2.28 (m, 2H, 5-CH2), 2.45-2.55 (m, 1H, 5-CH2CH2), 2.68-

2.76 (m, 1H, ε-H), 4.26 [d, 2H, J = 15 Hz, CH2 (Bn)], 4.27 (d, 1H, J = 8Hz, 5-H), 4.32 (t, 

1H, J = 8Hz, α-H), 7.01-7.46 (m, 15H, aromáticos). 
13C-RMN (75 MHz, CD30D) δ (ppm): 22.3 (CH2, Cγ), 25.9 (CH2, Cδ), 28.4 (CH2, 5-CH2), 

29.1 (CH2, Cβ), 31.1 (CH2, 5-CH2CH2), 39.2 (CH2, Cε), 42.1 (CH2, CH2-Bn), 57.1 (CH, Cα), 

59.6 (CH, C5), 118.3-139.6 (15CH y 3C, aromáticos), 155.5 (C2), 171.2 (C4), 169.2 

(CONH). 

ESI-MS m/z [M+1]+ calculado para C30H35N4O3, 499.62; encontrado 499.44(100 %). 
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Tabla 4.40.- Datos analíticos más significativos de las hidantoínas derivadas de ornitina 139a y 141a-143a. 
 

 

 

Compuestoa R1 Config (*) F. Molecular tR (min)b [M+1]+ calc.c [M+1]+ encontr.d

(R)-139a Ph (R) C28H30N4O3·CF3CO2H 3.10 471.56 471.32 

(S)-139a Ph (S) C28H30N4O3·CF3CO2H 3.10 471.56 471.43 

(R)-141a Bn (R) C29H32N4O3·CF3CO2H 3.22 485.25 485.38 

(S)-141a Bn (S) C29H32N4O3·CF3CO2H 3.22 485.25 485.23 

(R)-142a (R) C31H36N4O·CF3COOH 3.23 528.64 529.39 

(S)-142a (S) C31H36N4O·CF3COOH 3.23 528.64 529.53 

(R)-143a (R) C30H33FN4O3·CF3COOH 3.29 485.25 485.38 

(S)-143a (S) C30H33FN4O3 CF3COOH 3.29 485.25 485.21 
aTodos los compuestos fueron aislados como sólidos amorfos o espumas. bColumna Sunfire C18 (3.9 × 50 mm, 3.5 μm) y gradiente 10-
100% de A en B durante 5 min. cMasa calculada para el ion molecular sin considerar CF3COOH. dAbundancia relativa entre 95-100%. 
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Tabla 4.41.- Datos espectroscópicos más significativos de las hidantoínas derivadas de 
ornitina 139a y 141a. 
 
 

 
 

Compuesto (R)-139a (S)-139a (R)-141a (S)-141a 

R1 Ph Bn 
Config (*) (R) (S) (R) (S) 
1H-RMNa 

5-H 4.56 4.66 4.40 4.51 
5-CH2 3.46 3.30, 3.36 3.16, 3.21 3.23 
3-R1,b - - 4.32 4.07 
J5,5CH

2
 8 5 5 5 

J5-CH
2
 8 15 15 15 

Aminoácido 
α-H 4.27 4.27 4.40 4.19 
β-H 2.07-2.27 2.07-2.27 1.92-2.25 1.92-2.25 
γ-H 1.67-1.80 1.67-1.80 1.52-1.72 1.52-1.72 
δ-H 2.97 2.97 2.88 2.88 
CH2 (Bn) 4.12 4.38, 4.46 4.28, 4.39 4.47, 4.58 
JNH,CH2 (Bn) - 15 15 15 
Jα,β 7.5 7.5 7.5 7.5 

13C-RMNc 

C2 157.2 157.8 158.7 158.7 
C4 173.7 172.9 174.2 173.7 
C5 61.7 63.1 61.9 63.2 
5-CH2 36.3 37.5 37.3 36.6 
3-R1,g - - 44.3 44.3 

Aminoácido 
Cα 59.4 59.4 55.5 59.3 
Cβ 28.3 28.3 27.3 28.2 
Cγ 25.7 25.7 25.5 25.5 
Cδ 40.2 40.2 40.2 40.2 
CH2 (Bn) 44.4 44.5 43.0 43.2 
CONH 171.1 171.2 170.8 171.2 

aEspectros registrados a 400 o 500 MHz en CD3OD. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. 
bDatos de protón y carbono aromáticos no incluidos debido al solapamiento de las señales. cEspectros registrados 
a 100 o 125 MHz en CD3OD. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HentiMBC. 
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Tabla 4.42.- Datos espectroscópicos más significativos de las hidantoínas derivadas de ornitina 
142a y 143a. 
 

 
 

Compuesto (R)-142a (S)-142a (R)-143a (S)-143a 

R1 
 

Config (*) (R) (S) (R) (S) 
1H-RMNe 

5-H 4.30 4.40 4.32 4.43 
5-CH2 3.03-3.24 3.03-3.24 3.04-3.21 3.04-3.21 

3-R1,b 
2.42-2.66 (2’-H), 
3.40-3.61 (1’-H), 
3.72, 3.73 (OMe) 

2.42-2.66 (2’-H), 
3.40-3.61 (1’-H), 
3.72, 3.73 (OMe) 

2.48-2.72 (2’-H), 
3.43-3.67 (1’-H) 

2.48-2.72 (2’-H), 
3.43-3.67 (1’-H) 

Aminoácido 
α-H 4.29 4.09 4.27 4.11 
β-H 1.87-2.12 1.87-2.12 1.91-2.21 1.91-2.21 
γ-H 1.54-1.67 1.54-1.67 1.57-1.88 1.57-1.88 
δ-H 2.89 2.89 2.91 2.91 
CH2 (Bn) 4.10 4.32, 4.40 4.10 4.33, 4.41 
JNH,CH2 (Bn) 15 15 - 15 
Jα-β 7.5 7.5 7.5 7.5 

13C-RMNc 

C2 158.5 159.8 159.3 158.2 
C4 174.3 173.7 174.2 173.7 
C5 61.8 65.3 61.8 63.2 
5-CH2 37.7 37.1 37.7 37.2 

3-R1,b 
41.1(C1’), 33.6 (C2’), 

55.6 (OMe) 
41.1(C1’), 33.6 (C2’), 

55.6 (OMe) 
40.9 (C1’),  
33.8 (C2’) 

40.9 (C1’),  
33.8 (C2’) 

Aminoácido 
Cα 55.2 59.2 55.3 59.2 
Cβ 27.3  28.3 27.4 28.2 
Cγ 23.0 25.5 23.2 25.6  
Cδ 40.1 40.1 40.1 40.1 
CH2 (Bn) 44.4 44.3 44.4 44.3 
CONH 170.9 171.3 170.8 171.3 

aEspectros registrados a 400 o 500 MHz en CD3OD. Asignación realizada con la ayuda de experimentos COSY. 
bDatos de protón y carbono aromáticos no incluidos debido al solapamiento de las señales. cEspectros 
registrados a 100 o 125 MHz en CD3OD. Asignación realizada con la ayuda de experimentos HSQC y HMBC. 
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4.6. EVALUACION BIOLOGICA 

 

4.6.1. Ensayos de inhibición de agregación plaquetaria. 

 

La sangre necesaria para el ensayo fue obtenida de personas voluntarias (30 mL por 

persona), las cuales no habían tomado ningún fármaco que alterara las plaquetas 

durante las dos semanas previas a la donación. La sangre se extrae por punción venosa 

y se recoge en tubos Vacutainer de 2.7 ml que contienen una solución tampón 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 900×g durante 10 min para obtener el plasma pobre en 

plaquetas (PPP). El PPP fue usado como referencia óptica en la agregación y como 

diluyente para obtener un PRP de una concentración final de 200.000 plaquetas/µL. La 

agregación plaquetaria se midió en un agregómetro óptico (Chrono-Log modelo 440 de 

cuatro canales). Se preparon por duplicado las siguientes muestras en cubetas de vidrio: 

 Muestra control: 0.5 ml de PRP con 30 μM de SFLLRN. 

 Muestra a ensayar: 0.5 ml de PRP con 30 μM 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 ºC. Se realizó la medida de la agregación 

plaquetaria al comienzo y al final del ensayo, siendo el valor máximo de agregación 

plaquetaria para la muestra control al final del ensayo. Por comparación de este valor 

máximo con el valor obtenido en las muestras a ensayar se determinó el porcentaje de 

inhibición de la agregacion plaquetaria. El resultado obtenido es la media de los dos 

ensayos realizados. 

4.6.2. Evaluación de la actividad antitumoral. Ensayo de citotoxicidad. 

 

El ensayo de citotoxicidad se realizó en multiplaca de 96 pocillos, utilizando el método 

del NCI (National Cancer Institute)303. El crecimiento celular se evaluó tras 48 h de 

incubación 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 críticos, a saber: GI50, concentración que produce una 

inhibición del crecimiento del 50%; TGI, concentración que produce una inhibición total 

del crecimiento; LC50, concentración que produce un 50% de muerte celular. El ensayo 

de citotoxicidad se realizó en las líneas celulares de carcinoma humano A-549 (pulmón), 

HT-29 (colon) y MDA-MB-231 (mama). La cuantificación del ensayo se realizó por 

colorimetría mediante tinción con sulforodamina B (SRB) y medición de la densidad 

óptica en el lector de multicapa tipo ELISA. Estos ensayos fueron realizados por la 

empresa farmacéutica PharmaMar. 
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