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DESCRIPCION
Derivados de pirazina y usos de los mismos en la monitorizacién renal
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a derivados de pirazina capaces de absorber y emanar energia espectral en el
espectro visible y/o infrarrojo cercano. Ademas, la presente invencion se refiere a métodos de usar agentes
exogenos no radioactivos, tales como los derivados de pirazina previamente mencionados, en procedimientos
médicos (por ej., la monitorizacion de la funcion renal).

Antecedentes

Como una nota preliminar, a lo largo de esta descripcion se hace referencia a varias publicaciones mediante
numeros arabigos entre corchetes. Tras la descripcion detallada se listan las citas correspondientes a cada numero
de referencia.

El fallo renal agudo (ARF) es una enfermedad comun en pacientes admitidos en hospitales a cirugia médica general.
Aproximadamente, la mitad de los pacientes que mueren por ARF y los supervivientes se enfrentan a un notable
aumento de la morbilidad y de la hospitalizacion prolongada [1]. En general, se cree que el diagnéstico temprano es
importante, porque con frecuencia el fallo renal es asintomatico y tipicamente requiere un cuidadoso seguimiento en
la sangre de los marcadores de la funcién renal. La monitorizacion dinamica de las funciones renales de pacientes
es deseable con el fin de minimizar el riesgo de fallo renal agudo producido por varias afecciones clinicas,
fisiolégicas y patoldgicas [2-6]. Tal monitorizacién dinamica tiende a ser particularmente importante en el caso de
pacientes criticamente enfermos o lesionados, porque un gran porcentaje de estos pacientes tienden a enfrentarse al
riesgo de fallo organico multiple (MOF) finalizando potencialmente en muerte [7, 8]. MOF es un fallo secuencial de
los pulmones, el higado y los rifiones y es incitado por una o mas de lesién aguda del pulmén (ALI), sindrome de
insuficiencia respiratoria aguda (ARDS), hipermetabolismo, hipotension, foco inflamatorio persistente y sindrome
séptico. Las caracteristicas histolégicas comunes de la hipotension y la conmocion que desembocan en MOF
incluyen en general la necrosis tisular, la congestion vascular, el edema intersticial y celular, hemorragia y
microtrombos. En general, estos cambios afectan a los pulmones, el higado, los rifiones, el intestino, las glandulas
adrenales, el cerebro y el pancreas en orden descendente de frecuencia [9]. La transicion desde las etapas
tempranas del trauma al MOF clinico corresponde en general con un grado particular del fallo renal y hepatico asi
como con un cambio en el riesgo de mortalidad de aproximadamente 30% a aproximadamente 50% [10].

Tradicionalmente, la funcién renal de un paciente se ha determinado usando medidas brutas de la produccién de
orina y de las concentraciones de creatinina en el plasma del paciente [11-13]. Estos valores son frecuentemente
engafiosos porque tales valores son afectados por la edad, el estado de hidratacion, la perfusion renal, la masa
muscular, la ingesta dietética, y muchas otras variables clinicas y antropométricas. Ademas, puede ser dificil de
correlacionar un unico valor obtenido varias horas después del muestreo con otros sucesos fisiolégicos tales como la
presién sanguinea, el gasto cardiaco, el estado de hidratacion y otros sucesos clinicos especificos (por e€j.,
hemorragia, bacteremia, parametros de ventilacion y otros).

Con respecto a los procedimientos de monitorizacién renal convencional, puede hacerse una aproximacién de la
tasa de filtrado glomerular (GFR) del paciente via un procedimiento de recogida de la orina durante 24 horas que
(como el nombre sugiere) requiere tipicamente aproximadamente 24 horas para la recogida de la orina, varias horas
mas para el analisis y una técnica meticulosa de recogida junto a la cama. Desafortunadamente, la indeseable
tardanza y la duracion significativa de este procedimiento convencional puede reducir la probabilidad de tratar
efectivamente al paciente y/o salvar los rifiones. Como inconveniente adicional a este tipo de procedimiento, la
obtencién de datos repetidos tiende a ser tan incomoda como la obtencién de los datos originalmente adquiridos.

Ocasionalmente, los cambios en la creatinina del suero de un paciente tienen que ajustarse sobre la base de los
valores de las medidas tales como los electrdlitos urinarios y la osmolalidad urinaria del paciente asi como calculos
derivados tales como el “indice de fallo renal” y/o la “excrecion fraccionaria de sodio”. Tales ajustes de la creatinina
del suero tienden indeseablemente a requerir la recogida contemporanea de muestras adicionales de suero y orina
y, después de algun retraso, calculos adicionales. Frecuentemente, la dosificacion de la medicacion se ajusta para la
funcién renal y por tanto puede ser igualmente tan inexacta, igualmente retrasada y tan dificil de reevaluar como los
valores de las medidas y los calculos en los que esta basada la dosificacion. Finalmente, las decisiones criticas en la
poblacién criticamente enferma son con frecuencia tan importantes en su sincronizacién como lo son en su
precision.

Se sabe que los rifiones son en general capaces de excretar sustancias anionicas hidrofilas [14]. La eliminacion
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renal tipicamente se produce via dos rutas; filtracion glomerular y secrecion tubular. La secrecion tubular puede
caracterizarse como un proceso de transporte activo y, por tanto, las sustancias que se eliminan via esta ruta
tipicamente exhiben propiedades especificas con respecto a su tamafio, carga y lipofilia.

La mayor parte de las sustancias que pasan a través de los rifiones son filtradas por medio del glomérulo (un
pequefio grupo de capilares entrelazados en el cuerpo de Malphighi del rifidon). Ejemplos de sustancias exdgenas
capaces de eliminarse por el rifion via filtracion glomerular (de aqui en adelante denominados “agentes GFR”) se
muestran en la Fig. 1, e incluyen la creatinina (1), o-yodohipurano (2) y *™Tc-DTPA (3) [15-17]. Eé'emplos de
sustancias exdgenas que son capaces de experimentar eliminacion renal via secrecion tubular incluyen ®mTc-MAG3
(4) y otras sustancias conocidas en la técnica [15, 18, 19]. " Tc-MAG3 (4) es también ampliamente usada para
evaluar la funcion renal por medio de gammagrafia asi como por medio de la medida del flujo sanguineo renal. Un
inconveniente de las sustancias ilustradas en la Fig. 1, o-yodohipurano (2), ™ Tc-DTPA (3) y “"Tc-MAG3 (4) es que
incluyen radiois6topos para permitir que los mismos sean detectados. Incluso, si para monitorizar la funcion renal se
usaran analogos no radioactivos (tales como, por €j., un analogo de o-yodohipurano (2)) u otras sustancias no
radioactivas, tal monitorizacién tipicamente requeriria el uso de radiacion ultravioleta indeseable para excitar esas
sustancias.

Sumario

En un aspecto, la presente invencion se refiere a la transformacion de colorantes fluorescentes lipéfilos en moléculas
hidréfilas. Un concepto de la presente invencidon se refiere a moléculas cuyas propiedades de limpieza son
preferiblemente similares a las de la creatinina o el o-yodohipurano, y a volver a tales moléculas hidrdéfilas
incorporando funcionalidades polares apropiadas tales como hidroxilo, carboxilo, sulfonato, fosfonato y similares en
sus estructuras. Los colorantes derivados de pirazina de la invencion pueden ser caracterizados por algunos como
deseables para aplicaciones renales porque tienden a ser eliminados del cuerpo via los rifiones, demuestran
absorcion y emision/fluorescencia en la region visible, y tienden a exhibir desplazamientos de Stokes significativos.
Estas propiedades permiten flexibilidad tanto para sintonizar una molécula a una longitud de onda deseada como
para introducir una variedad de sustituyentes para mejorar las propiedades de eliminacion.

1 2 (CHm
X N Y } 2) \

\ —N FA ;
| Férmulal N/ Formula A
1 > (CH,

Y N x2

En un primer aspecto, la presente invencion se dirige a derivados de pirazina de férmula I. Con respecto a la férmula
I, X' y X2 pueden caracterizarse como sustituyentes atrayentes de electrones g pueden independientemente
escogerse del grupo que consiste en —CN, -COZR1, -CONRZRS, -COR4, -NO,, -SOR”, -SOZRG, -SOZR7, -P03R8R9, -
CO(AA) y —CONH(PS). En algunas realizaciones, al menos uno de X' y X* es —CONH(AA) 0 —CONH(PS). (AA) es
una cadena polipeptidica que incluye uno o mas a-aminoacidos naturales o no naturales unidos conjuntamente por
enlaces peptidicos. (PS) es una cadena de polisacarido sulfatado o no sulfatado que incluye una o mas unidades de
monosacarido conectadas por uniones glicosidicas. Y' e Y? pueden caracterizarse, al menos en algunas
realizaciones, como sustituyentes donantes de electrones y pueden independientemente escogerse del grupo que
consiste en —OR'®, -SR"", -NR'?R", -N(R')COR", -P(R"®),, -P(OR'"),, y sustituyentes correspondientes a la férmula
A anterior. En algunas realizaciones, al menos uno de Y' e Y? es -P(R"®); o -P(OR"),. Z' puede ser un enlace
simple, -CR18R19, -0, -NRZO, -NCOR21, -S, -SO y -S0.. R' a R? pueden ser cualquier sustituyente capaz de
proporcionar y/o potenciar las propiedades biolégicas y/o fisico-quimicas deseadas de los derivados de pirazina de
férmula |. Por ejemplo, para la evaluacion de la funcion renal, cada uno de los grupos R de R' a R* puede ser
independientemente uno cualquiera de un atomo de hidrégeno, un grupo funcional anidnico (por e€j., hidroxilo,
carboxilo, sulfonilo, sulfonato y fosfonato). Como un ejemplo, en algunas realizaciones, R de R' a R* pueden
independientemente seleccionarse del grupo que consiste en -H, -(CH.).OR", -CHyCHOH),R*, -
CH(CHOH).COzH, -(CHCO3H).COzH, -(CH2)aNR*R*,  -CH[(CH2)uNH2].CO,H, -CH[(CH2)oNH2].CH2OH, -
CHa(CHNH2).CH:NRYR*8, -(CH2CH,0).R*, -(CH2)4dCO(CH2CH20)4R®, -(CH2)aSO3H, -(CH2)aSO05", -(CH2)a0SOsH, -
(CH2)a0S03, -(CH2)aNHSO3H, -(CH2).NHSOs, -(CH2)sPOsH,, -(CH2)sPOsH,, -(CH2)aPOs*, ~(CH.)sOPOsHy, -
(CH2)s0OPO3H" y -(CH2).OPOs. En tales realizaciones, cada uno de R™ a R™ pueden ser independientemente —H o —
CHs. a, b, ¢, d, m y n pueden ser cualquier nimero entero apropiado. Por ejemplo, en algunas realizaciones, a, b, y d
pueden variar independientemente de 1 a 10, ¢ puede variar de 1 a 100, y m y n pueden variar independientemente
de 1a3.

Aun un tercer aspecto de la invencién se dirige a composiciones farmacéuticamente aceptables, cada una de las
cuales incluye uno o mas derivados de pirazina descritos en la presente memoria. Incidentalmente, la frase
“farmacéuticamente aceptables” se refiere en la presente memoria a sustancias que son, dentro del alcance del buen



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2456 042 T3

juicio médico, adecuadas para usar en contacto con tejidos relevantes de seres humanos y animales sin toxicidad,
irritacion y respuesta alérgica indebidas, y similares, y son adecuadas con una relacion beneficio/riesgo razonable.
Las composiciones de este tercer aspecto pueden incluir uno o mas excipientes apropiados tales como, pero no
limitados a, diluyentes, conservantes, solubilizantes, emulsionantes, compuestos auxiliares y/o vehiculos adecuados.
Un ejemplo de una composicion de este tercer aspecto puede incluir uno o mas derivados de pirazina de formula 1.

AuUn un cuarto aspecto se dirige a métodos para determinar la funciéon renal usando los derivados de pirazina
descritos anteriormente con respecto a la férmula |. En estos métodos se administra una cantidad efectiva de un
derivado de pirazina al cuerpo de un paciente (por ej., un mamifero tal como un sujeto humano o animal).
Incidentalmente, en la presente memoria una “cantidad efectiva” generalmente se refiere a una cantidad de un
derivado de pirazina que es suficiente para permitir que se analice la depuracion renal. El derivado de pirazina en el
cuerpo del paciente es expuesto a al menos una de luz visible o del infrarrojo cercano. Debido a esta exposicion del
derivado de pirazina a la luz visible y/o del infrarrojo cercano, el derivado de pirazina emana energia espectral que
puede detectarse mediante un equipo de deteccion apropiado. La energia espectral que emana del derivado de
pirazina puede detectarse usando un mecanismo de deteccién apropiado tal como una sonda 6ptica invasiva o no
invasiva. En la presente memoria, “que emana” o semejante se refiere a energia espectral que es emitida y/o
fluoresce de un derivado de pirazina. La funcién renal puede determinarse sobre la base de la energia espectral que
es detectada. Por ejemplo, puede determinarse la cantidad inicial de la cantidad de derivado de pirazina presente en
el cuerpo de un paciente mediante una magnitud/intensidad de luz emanada del derivado de pirazina que es
detectado (por ej., en la corriente sanguinea). Cuando el derivado de pirazina es eliminado del cuerpo, la
magnitud/intensidad de luz detectada disminuye y puede correlacionarse con la tasa de depuraciéon renal del
paciente. Esta deteccion puede hacerse periddicamente o en tiempo sustancialmente real (proporcionando una
monitorizacion sustancialmente continua de la funcién renal). Realmente, los métodos de la presente invencion
permiten que se determine la funcion/depuracion renal via la deteccién de uno o ambos de un cambio y una tasa de
cambio de la magnitud detectada de energia espectral (indice de una cantidad del derivado de pirazina que no ha
sido depurada) de la porcion del derivado de pirazina que permanece en el cuerpo. Aunque este cuarto aspecto ha
sido descrito con respecto al uso de un unico derivado de pirazina de la invencién, debe advertirse que algunas
realizaciones de este cuarto aspecto incluyen el uso de composiciones de la invencion que pueden incluir uno o mas
derivados de pirazina descritos en la presente memoria.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 ilustra algunas estructuras de agentes renales convencionales.

La Fig. 2 ilustra un diagrama de bloques de un montaje para evaluar la funcion renal.
Descripcion detallada de realizaciones especificas

1 2 (CH m
X N\ Y N} 2) \ZI ’
| Férmulal N/ Formula A
¥ N/ X2 (CH2),

Como se menC|ono anterlormente la presente invencion derivados de pirazina de férmula I. En una prlmera famllla
de reahzacwnes X' Y X2 se selecmonan |ndegendlentemente del grupo que consiste en —CN, -CO2R', -CONR?R?,
COR*, -NO;, -SOR -SO;R®, -SOsR’, -POsR -CO(AA) y —CONH(PS), donde al menos uno (por €j., uno de o]
ambos) de X'y X es independientemente CO(AA) 0 —CONH(PS). Por ejemplo, en un grupo de realizaciones, al
menos uno de X' y X? es —CO(AA). En otro grupo, de reahzamones al menos uno de X' y X? es —CONH(PS). Con
respecto a esta primera familia de realizaciones, Y e Y? se seleccionan independientemente del grupo que consiste
en —-OR', -SR", -NR"R"™, -N(R™)COR", -P(R"®),, -P(OR'"),, y sustituyentes correspondientes a la formula A
anterior.

En algunas reallzacmnes de esta primera familia, X' y X? se seleccionan |ndepend|entemente del grupo que consiste
en —CN, -CO,R’, -CONR? R -CO(AA) y —CONH(PS), donde al menos uno de X' y X? es independientemente —
CO(AA) o —CONH(PS). Y' e Y de algunas realizaciones de la primera familia se seleccionan independientemente
del grupo que consiste en - -NR"R"™ y sustituyentes correspondientes a la férmula A anterior.

En una segunda famllla de reallzaC|ones X' y X2 se selecaonan |ndepend|entemente del grupo que conS|ste en —
CN, -COzR', -CONR’R?, COR?, -NO;, -SOR®, -SO,R®, -SO.R’, POsR R -CO(AA) y —CONH(PS). Ademas, Y' e Y?
se selecmonan |ndepend|entemente del grupo que consiste en —OR® SR11 -NR"R"™, -N(R"COR", -P(R16)2, -

gOR 7)o, y sustituyentes correspondientes a la férmula A anterior, donde al menos uno (por €j., uno de o ambos) de
Y' e Y? es independientemente -P(R®), o -P(OR"),. Por ejemplo, en un grupo de realizaciones, al menos uno de Y’
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e Y? es -P(R"),. En otro grupo de realizaciones, al menos uno de Y' e Y2 es -P(OR""),.

En algunas realizaciones de esta segunda familia, X' y X? se seleccionan independientemente del grupo que
consiste en —CN, -CO2R', -CONR’R®, -CO(AA) y —CONH(PSQ. En alqunas realizaciones de esta segunda familia,
uno de Y' e Y? es -P(R'), o -P(OR™),, y el otro de Y' e Y* es -NR'R"™ o un sustituyente correspondiente a la
férmula A anterior.

Con respecto a las anteriormente descritas E)rimera y segunda familia, Z" se selecciona del grupo que consiste en un
enlace simple, -CR18R19, -0, -NRZO, -NCOR 1, -S, -SO y —S0s. En algunas realizaciones, Z' se selecciona del grupo
que consiste en —O y -NR%.

R' a R*' de la primera y segunda familia se seleccionan independientemente del grupo que consiste en -H, -
(CH2)aOR*, -CH2(CHOH).R*, -CH,(CHOH),COzH, -(CHCO2H).CO2H, -(CH2).NR**R*, -CH[(CH2)sNH]sCO2H, -
CH[(CH2)sNH3]aCH20H, -CH2(CHNH,).CH2NR*'R*, -(CH2CH,0).R*, -(CH2)dCO(CH2CH20)sR®, -(CH,)aSOsH, -
(CH2)aS0O3, -(CH2)s0SOsH, -(CH»).0S03, -(CH2)aNHSOsH, -(CH2)aNHSOs, -(CH2)aPO3H,, -gCHz)aP03H', -
(CH2)aPO3*, -(CH,),OPOsHz, -(CH2).OPOsH y -(CH,).OPOs. En tales realizaciones, R*” a R son
independientemente —H o —CHs. En un grupo de realizaciones R' a R*" de la primera X segunda familia se
seleccionan independientemente del grupo que consiste en —H, -(CH2),0R*’, -CHx(CHOH).R**, -CH2(CHOH),CO,H,
-(CHCO2H)aCO2H, -(CH2).NR**R*, ~CH[(CH2):NH2].CO2H, -CH[(CH2):NH2].CHzOH, -CH2(CHNH,),CH:NRY'R*, -
(CH2CH20)cR*®,  -(CH2)dCO(CH2CH20)sR™. En otro grupo de realizaciones R' a R?' se seleccionan
independientemente del grupo que consiste —H, -(CH2).OR™, -CHZ(ZCHOH)aR“, -(CH2)aNR*R*®, -(CH2CH,0).R*y -
(CH2)aCO(CH2CH20)sR™. En atin grupo de realizaciones, R' a R?' se seleccionan independientemente del grupo
que consiste —H, -(CH2),0R*, -CH2(CHOH).R*, -(CH2).NR**R* y -(CH2)sCO(CH,CH,0)4R*’.

Aun con respecto a estas primera y segunda familias, a, b, y d varian independientemente de 1 a 10, c variade 1 a
100, y m y n varian independientemente de 1 a 3. En algunas realizaciones, cada uno de a, b, y d varia
independientemente de 1 a 6. En algunas realizaciones, c varia de 1 a 20. En algunas realizaciones, m y n son
independientemente 0 6 1. En algunas realizaciones, m y n son cada uno 2.

(AA) es una cadena polipeptidica que incluye uno o mas a-aminoacidos naturales o no naturales unidos
conjuntamente por enlaces peptidicos. La cadena polipeptidica (AA) puede ser una cadena homopolipeptidica o una
cadena heteropolipeptidica, y puede ser de cualquier longitud apropiada. Por ejemplo, en algunas realizaciones la
cadena polipeptidica puede incluir 1 a 100 a-aminoacidos, 1 a 90 a-aminoacidos, 1 a 80 a-aminoacidos, 1 a 70 a-
aminoacidos, 1 a 60 a-aminoacidos, 1 a 50 a-aminoacidos, 1 a 40 a-aminoacidos, 1 a 30 a-aminoacidos, 1 a 20 a-
aminoacidos, o incluso 1 a 10 a-aminoacidos. En algunas realizaciones, los a-aminoacidos de la cadena
polipeptidica (AA) se seleccionan del grupo que consiste en acido aspartico, asparagina, arginina, histidina, lisina,
acido glutamico, glutamina, serina y homoserina. En algunas realizaciones, los a-aminoacidos de la cadena
polipeptidica (AA) se seleccionan del grupo que consiste en acido aspartico, acido glutamico, serina y homoserina.
En algunas realizaciones, la cadena polipeptidica (AA) se refiere a un Unico aminoacido (por ej., acido aspartico o
serina).

(PS) es una cadena de polisacarido sulfatada o no sulfatada que incluye una o mas unidades de monosacarido
conectadas por enlaces glicosidicos. La cadena de polisacarido (PS) puede ser de cualquier longitud apropiada. Por
ejemplo, en algunas realizaciones la cadena de polisacarido puede incluir 1 a 100 unidades de monosacarido, 1 a 90
unidades de monosacarido, 1 a 80 unidades de monosacarido, 1 a 70 unidades de monosacarido, 1 a 60 unidades
de monosacarido, 1 a 50 unidades de monosacarido, 1 a 40 unidades de monosacarido, 1 a 30 unidades de
monosacarido, 1 a 20 unidades de monosacarido, o incluso 1 a 10 unidades de monosacarido. En algunas
realizaciones, la cadena de polisacarido (PS) es una cadena de homopolisacarido que consiste en unidades de
monosacarido pentosa o hexosa. En oftras realizaciones, la cadena de polisacarido (PS) es una cadena de
heteropolisacarido que consiste en una o ambas unidades de monosacarido pentosa y hexosa. En algunas
realizaciones, las unidades de monosacarido de la cadena de polisacarido (PS) se seleccionan del grupo que
consiste en glucosa, fructosa, manosa, xilosa y ribosa. En algunas realizaciones, la cadena de polisacarido (PS) se
refiere a una Unica unidad de monosacarido (por €j., glucosa o fructosa).

La sintesis de derivados de pirazina ha sido en general previamente estudiada [27] y descrita [25, 26, 28, 29]. Mas
tarde, en los ejemplos 1 a 11 se describen procedimientos de preparacion de algunos de los derivados de pirazina
de la presente invenciéon usando procedimientos similares a las anteriores referencias. Es de resaltar que la
alquilacién del grupo amino donante de electrones en ciano o carboxipirazinas tiene un profundo efecto sobre la
transicion electronica del croméforo pirazina porque la dialquilacion del grupo amino en 2,5-diamino-3,5-
dicianopirazina produce un gran desplazamiento batocromico de aproximadamente 40-60 nm. Es también de resaltar
que los derivados de pirrolidino y piperidio exhiben una diferencia sustancial en sus espectros UV porque los
primeros exhiben un desplazamiento batocrémico de aproximadamente 34 nm. Estos resultados podrian explicarse
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sobre la base de que el orbital molecular mas alto ocupado (HOMO) de la aminopirazina alquilada esta
desestabilizado en comparacién con el compuesto amino padre. Por lo tanto, sobre la base de la anterior premisa, se
predice que los derivados de pirazina que contienen sustituyentes azacicloalquilo muy tensionados, los cuales no se
describieron previamente, exhiben mayores desplazamientos batocromicos en comparacion a sus analogos ciclicos
no tensionados.

Segun la presente invencion, un protocolo para evaluar la funcion fisiolégica de células corporales incluye
administrar una cantidad efectiva de un derivado de pirazina representado por la férmula | o Il en el cuerpo de un
paciente. Una dosificacion apropiada del derivado de pirazina que se administra al paciente es faciimente
determinable por un experto en la técnica y puede variar segun el procedimiento clinico contemplado, que en general
varia de aproximadamente 1 nanomolar a aproximadamente 100 micromolar. La administraciéon del derivado de
pirazina al paciente puede ocurrir en cualquiera de varias maneras apropiadas que incluyen, pero no se limitan a: (1)
inyeccion o infusion intravenosa, intraperitoneal o subcutanea; (2) administracién oral; (3) absorcion transdérmica a
través de la piel; e (4) inhalacion.

Los derivados de pirazina de esta invencion pueden administrarse como disoluciones en la mayor parte de los
vehiculos intravenosos farmacéuticamente aceptables conocidos en la técnica. Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables que son bien conocidos por los expertos en la técnica incluyen, pero no se limitan a, disolucion
amortiguadora del pH de fosfatos 0,01-0,1 M o disolucion salina al 0,8%. Adicionalmente, los vehiculos
farmacéuticamente aceptables pueden ser disoluciones acuosas o no acuosas, suspensiones, emulsiones o
combinaciones apropiadas de los mismos. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol,
aceites vegetales tales como aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Ejemplos de
vehiculos acuosos son agua, disoluciones alcohdlicas/acuosas, emulsiones o suspensiones, que incluyen medios
salinos y tamponados. Vehiculos parenterales ejemplo incluyen disolucion de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer,
dextrosa y cloruro de sodio, disolucion de Ringer lactato o aceites fijos. Vehiculos ejemplo intravenosos incluyen
reforzantes fluidos y nutrientes, reforzantes electrolitos tales como los basados en dextrosa de Ringer, y semejantes.
También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, antimicrobianos,
antioxidantes, agentes de intercalado, gases inertes y similares.

Los diluyentes, conservantes, solubilizantes, emulsionantes, compuestos auxiliares y/o vehiculos adecuados también
pueden ser excipientes adecuados. Tales composiciones son formulaciones liquidas o liofilizadas o de cualquier otro
modo secadas, e incluyen diluyentes de contenido variado de tampones (por €j., Tris-HCI, acetato, fosfato), pH y
fuerza ionica, aditivos tales como albumina o gelatina para impedir la absorcién a las superficies, detergentes (por
ej.,, Tween 20, Tween 80, Pluronic F68, sales de acidos biliares), agentes solubilizantes (por ej., glicerol,
polietilenglicerol), antioxidantes (por ej., acido ascorbico, metabisulfito de sodio), conservantes (por ej., timerosal,
alcohol bencilico, parabenos), sustancias para aumentar el volumen o modificadores de la tonicidad (por €j., lactosa,
manitol), complejacién con iones metalicos, o incorporacion del material en o sobre preparaciones en forma de
particulas de compuestos poliméricos tales como poli(acido lactico), poli(acido glicolico), hidrogeles, etc., o sobre
liposomas, microemulsiones, micelas, vesiculas uni o multilamelares, fantasmas de eritrocitos o esferoplastos. Tales
composiciones pueden probablemente influir en el estado fisico, la solubilidad, la estabilidad, la tasa de liberacién in
vivo y/o en la tasa de depuracion in vivo.

Aun con referencia al protocolo anteriormente mencionado, el derivado de pirazina es expuesto a luz visible y/o del
infrarrojo cercano. Esta exposicion del derivado de pirazina a la luz puede ocurrir en cualquier momento apropiado
pero preferiblemente ocurre mientras el derivado de pirazina esta localizado en el cuerpo. Debido a esta exposicion
del derivado de pirazina a la luz visible y/o del infrarrojo cercano, el derivado de pirazina emana energia espectral
(por €j., luz visible y/o del infrarrojo cercano) que puede detectarse mediante un equipo de deteccion apropiado. La
energia espectral emanada del derivado de pirazina tiende a exhibir un intervalo de longitudes de onda mayor que el
intervalo de longitudes de onda absorbido por el derivado de pirazina. Por ejemplo, si una realizacion del derivado de
pirazina absorbe luz de aproximadamente 700 nm, el derivado de pirazina puede emitir luz de aproximadamente 745
nm.

La deteccion del derivado de pirazina (o mas particularmente, de la luz que emana del mismo) puede conseguirse a
través de procedimientos fluorescencia éptica, absorbancia o difusién de luz conocidos en la técnica. En una
realizacion, esta deteccion de la energia espectral emanada puede caracterizarse como una recogida de la energia
espectral emanada y una generacion de sefial eléctrica indicativa de la energia espectral recogida. El o los
mecanismos utilizados para detectar la energia espectral del derivado de pirazina que esta presente en el cuerpo
pueden disefiarse para que soélo detecten longitudes de onda (o intervalos de longitudes de onda) seleccionadas y/o
pueden incluir uno o mas filtros espectrales apropiados. Para exponer al derivado de pirazina a la luz y/o para
detectar la luz que emana del mismo [30] pueden utilizarse varios catéteres, endoscopios, clips para las orejas,
vendas de mano, vendas de cabeza, serpentines superficiales, sondas de dedos y similares. Esta deteccion de la
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energia espectral puede conseguirse intermitentemente en uno o mas tiempos o puede ser sustancialmente
continua.

La funcion renal del paciente puede determinarse sobre la base de la energia espectral detectada. Esto puede
conseguirse usando datos indicativos de la energia espectral detectada y generando un perfil de intensidad/tiempo
indicativo de una eliminacién del derivado de pirazina del cuerpo. Este perfil puede correlacionarse con un estado
fisioldgico o patoldgico. Por ejemplo, los perfiles y/o las tasas de depuracion del paciente pueden compararse con
perfiles y/o tasas de depuracion conocidas para evaluar la funcién renal del paciente y para diagnosticar el estado
fisiolégico del paciente. En el caso de analizar la presencia del derivado de pirazina en fluidos corporales pueden
generarse curvas concentracion/tiempo y analizarse (preferiblemente en tiempo real) usando un microprocesador
apropiado para diagnosticar la funcion renal. La funcion fisiolégica puede evaluarse: (1) comparando diferencias en
las maneras en las que las células normales y dafiadas eliminan un derivado de pirazina de la invencién de la
corriente sanguinea; (2) midiendo la tasa o la acumulacién de un derivado de pirazina de la invencion en los érganos
o los tejidos; y/o (3) obteniendo tomografias de érganos o tejidos que tienen un derivado de pirazina de la invencion
asociados con los mismos. Por ejemplo, la depuracion de la sangre puede medirse no invasivamente a partir de
capilares superficiales convenientes tales como los encontrados en el I6bulo de una oreja o en un dedo o puede
medirse invasivamente usando un instrumento apropiado tal como un catéter endovascular. La acumulacién de un
derivado de pirazina de la invencién dentro de las células de interés puede evaluarse de manera similar.

También puede utilizarse un catéter modificado en una arteria pulmonar para, entre otras cosas, hacer las medidas
necesarias [32] de la energia espectral que emana de un derivado de pirazina de la invencién. La capacidad de un
catéter pulmonar de detectar la energia espectral que emana de un derivado de pirazina de la invencion es una
mejora diferente de los catéteres actuales para arterias pulmonares que sélo miden presiones intravasculares, el
gasto cardiaco y otras medidas derivadas del flujo sanguineo. Tradicionalmente, los pacientes criticamente enfermos
han sido gestionados usando sélo los parametros anteriormente mencionados, y su tratamiento ha tendido a ser
dependiente del muestreo y ensayo intermitente de la sangre para evaluar la funciéon renal. Estos parametros
tradicionales proporcionan datos discontinuos y frecuentemente son engafiosos en muchas poblaciones de
pacientes.

La modificacion de un catéter estandar para arterias pulmonares sélo requiere fabricar un sensor de fibra éptica del
mismo de longitud de onda especifica. Actualmente existen los catéteres que incorporan tecnologia de fibra 6ptica
para medir la saturaciéon venosa mixta de oxigeno. En una caracterizacion, puede decirse que el catéter modificado
para arterias pulmonares incorpora un sensor optico de longitud de onda especifica en una punta de un catéter
estandar para arterias pulmonares. Este sensor Optico de longitud de onda especifica puede utilizarse para
monitorizar la eliminacion especifica de la funciéon renal de una entidad quimica disefiada para que sea 6pticamente
detectable, tal como los derivados de pirazina de la presente invencion. Asi, mediante un método analogo a una
curva de dilucion de colorantes puede monitorizarse la funcion renal en tiempo real mediante la
desaparicion/depuracién de un compuesto 6pticamente detectable.

Los siguientes ejemplos ilustran realizaciones especificas de la invencién. Como seria evidente para los expertos en
la técnica, son posibles varios cambios y modificaciones y estan contemplados(as) dentro del alcance de la
invencion descrita.

Ejemplo comparativo 1

Preparacion de 2,6-diamino-N2,N2,N5,N5-tetrakis(2-metoxietiI)pirazina-2,5-dicarboxamida

Hac:o\/\N OGHa
HSCD sz jin’ OCHS

Una mezcla de acido 3,6-diaminopirazina-2,5-dicarboxilico (200 mg, 1,01 mmoles), bis-2-(metoxietil)amina (372 pL,
335,5 mg, 2,52 mmoles), HOBt-H,0 (459 mg, 3,00 mmoles), y EDC-HCI (575 mg, 3,00 mmoles) se agité en DMF (20
mL) durante 1 h a temperatura ambiente. La mezcla se concentré a sequedad y el residuo se repartié entre EtOAc y
agua. Las capas se separaron y la disolucion de EtOAc se lavo con una disolucion saturada de NaHCO3 y salmuera.
La disolucion se secé sobre Na;SO4 anhidro, se filtrd y se concentrd. La purificacion por cromatografla radial rapida
(SiO2, CHCI;-MeOH 10/1) dio 228,7 mg (rendimiento 53%) del ejemplo 1 como una espuma naranja: 'H-RMN (300
MHz, CDCls) & 4,92 (s, 4H), 3,76 (t aparente, J = 5,4 Hz, 4H), 3,70 (t aparente, J = 5,6 Hz, 4H), 3,64 (t aparente, J =
5,4 Hz, 4H), 3,565 (t aparente, J = 5,4 Hz), 3,67 (s, 6H), 3,28 (s, 6H). ">C-RMN (75 MHz, CDCl3) 5 167,6 (s), 145,6
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(s), 131,0 (s), 72,0 (t), 70,8 (t), 59,2 (q), 49,7 (t), 47,1 (). LCMS (gradiente 5-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en
10 min), tiempo de retencién del tnico pico = 3,14 min en una columna de 30 mm, (M+H)" = 429. UV/VIS (100 uM en
PBS) A = 394 nm. Fluorescencia (100 nm) Aex = 394 nm, Aem = 550 nm.

Ejemplo comparativo 2

3,6-Diamino-N2,N5-bis(2,3-dihidroxipropiI)pirazina-2,5-dicarboxamida

/\I/\ /UI NH2 OH

Etapa 1. Sintesis de 3,6-diamino-N2,N5-bis((2,2-dimetil-1 ,3-dioxolan-4-il)metil)pirazina-2,5-dicarboxamida

LTS

HoN

Una mezcla de acido 3,6-diaminopirazina-2,5-dicarboxilico (350 mg, 1,77 mmoles), (2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-
il)metanamina racémica (933 pL, 944 mg, 7,20 mmoles), HOBt-H-O (812 mg, 5,3 mmoles), y EDC-HCI (1,02 g, 5,32
mmoles) se agité en DMF (20 mL) durante 16 h a temperatura ambiente. La mezcla se concentré a sequedad y el
residuo se repartié entre EtOAc y agua. Las capas se separaron y la disolucion de EtOAc se lavé con una disolucion
saturada de NaHCO3 y salmuera. La disolucion se seco sobre Na>SO4 anhidro, se f||tro y se concentro para dar 665
mg (rendimiento 88%) del par de diasteredmeros bis-amida como un sélido amarillo: 'H-RMN (300 MHz, CDCl3) &
8,38 (t aparente, J = 5,8 Hz, 2H), 6,55 (s, 4H), 4,21 (quinteto, J = 5,8 Hz, 2H), 3,98 (dd, J = 8,4 Hz, 6,3 Hz, 2H), 3,65
(dd, J = 8,4 Hz, J = 5,8 Hz, 2H), 3,39 (cuarteto aparente — mezcla diastereotdpica, J = 5,9 Hz, 4H), 1,35 (s, 6H), 1,26
(s, 6H). 13C-RMN (75 MHz, CDCIls) & 165,7 (s), 146,8 (s), 126,8 (s), 109,2 (s), 74,8 (d), 67,2 (t), 42,2, 41,1 (1, par
diastereotoépico), 27,6 (q), 26,1 (q).

Etapa 2. El producto de la etapa 1 se disolvié en THF (100 mL) y se traté con HCI 1,0 N (2 mL). Después de finalizar
la hidrdlisis, la mezcla se traté con K,COs3 (1 g) y se agitdé durante 1 h y se filtré a través de un taco de C18 usando
metanol. El sélido se filtré y se desechd y el residuo se traté con éter (50 mL). El precipitado se recogié por filtracion
y se seco a alto vacio. Este material se purificd por cromatografia radial rapida para dar 221 mg (rendimiento 36%)
del ejemplo 2 como un sélido naranja: "H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 8,00 (bm, 6H), 5,39 (bs, 2H), 4,88 (bs, 2H),
3,63-3,71 (m complejo, 2H), 3,40 (dd, J = 11,1 Hz, 5,10 Hz, 2H), 3,28 (dd, J = 11,1 Hz, 6,60 Hz, 2H), 2,92 (dd, J =
12,6, 3,3 Hz, 2H), 2,65 (dd, J = 12,6, 8,4 Hz, 2H). LCMS (gradiente 5-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min),
tiempo de retencién del tnico pico = 4,13 min en una columna de 30 mm, (M+H)" = 345. UV/VIS (100 uM en H,0)
Aabs = 432 nm. Fluorescencia Aex = 432 nm, Aem = 558 nm.

Ejemplo 3

3,6-Diamino-N2, N5-bis(serina)pirazina-2,5-dicarboxamida

*Uaf

Etapa 1. Sintesis de 3,6-diamino-N2,N5-bis(O-benciIserina metil éster)-pirazina-2,5-dicarboxamida
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Una mezcla de 3,6-diaminopirazina-2,5-dicarboxilato de sodio (300 mg, 1,24 mmoles), Ser(OBn)-OMe-sal de HCI
(647 mg, 2,64 mmoles), HOBt-H,O (570 mg, 3,72 mmoles), y EDC-HCI (690 mg, 3,60 mmoles) en DMF (25 mL) se
tratd con TEA (2 mL). La mezcla resultante se agité durante 16 hy se concentro Se traté como en el ejemplo 1 para
dar 370 mg (rendimiento 51%) de la bisamida como un polvo amarillo brillante: "H-RMN (300 MHz, CDCl3) & 8,47 (d,
J = 8,74 Hz, 2H), 7,25-7,37 (m complejo, 10 H), 5,98 (bs, 4H), 4,85 (dt, J = 8,7, 3,3 Hz, 2H), 4,56 (ABq, J = 12,6 Hz,
Av = 11,9 Hz, 4H), 3,99 (la mitad de un ABq de d, J = 8,7, 3,3, Av oscurecido, 2H), 3,76-3,80 (la mitad de un ABq de
d, oscurecido, 2H), 3,78 (s, 6H). "°C-RMN (75 MHz, CDCls) 5 170,5 (s), 165,1 (s), 146,8 (s), 138,7 (s), 128,6 (d),
128,1 (d), 127,8 (d), 126,9 (s), 73,5 (t), 69,8 (t), 53,0 (q), 52,9 (q). LCMS (gradiente 5-95% de acetonitrilo en TFA al
0,1% en 10 min), tiempo de retencion del Unico pico = 4,93 min en una columna de 30 mm, (M+H)+ =581.

Etapa 2. Sintesis de 3,6-diamino-N2,N5-bis(O-benciIserina)-pirazina-2,5-dicarboxamida

q

tlll

CLITCH

HaN

!lll

b

El producto de la etapa 1 (370 mg, 0,64 mmoles) en THF (10 mL) se traté con hidroxido de sodio 1,0 N (2,5 mL).
Después de agitar a temperatura ambiente durante 30 min se juzgo por TLC que la reaccion habia terminado. El pH
se ajustd a aproximadamente 2 mediante la adicion de HCI 1,0 N y la disolucidn resultante se extrajo (3x) con EtOAc.
Las capas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron para dar 353 mg
(rendimiento 100%) del diacido como una espuma naranja: LCMS (gradiente 5-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1%
en 10 min), tiempo de retencion = 4,41 min en una columna de 30 mm, (M+H)+ = 553.

Etapa 3. Al producto de la etapa 2 (353 mg, 0,64 mmoles) en metanol (20 mL) se afadié Pd 5%/C (300 mg) y
formiato de amonio (600 mg). La reaccion resultante se calenté a reflujo durante 2 h. La reaccion se enfrié a
temperatura ambiente, se filtro a través de un taco de celite y se concentro. El reS|duo se recristalizé en metanol-éter
para dar 191 mg (rendimiento 80%) del ejemplo 3 como una espuma amarilla: "H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 5 8,48
(d, J =6,9 Hz, 2H), 6,72 (bs, 4H), 3,95 (cuarteto aparente, J = 5,1 Hz, 2H), 3,60 (ABq de dobletes aparente grupo a
campo bajo centrado a 3,71, J = 9,9, 5,1 Hz, 2H; grupo a campo alto centrado a 3,48, J = 9,9, 6,3 Hz, 2H) 5C-RMN
(75 MHz, CDCl3) 6 172,9 (s), 164,9 (s), 147,0 (s), 127,0 (s), 62,9 (d), 55,7 (t). LCMS (gradiente 5-95% de acetonitrilo
en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencion del Unico pico = 1,45 min en una columna de 30 mm, (M+H)+ =373.
UV/VIS (100 uM en PBS) Aaps = 434 nm. Fluorescencia Aex = 449 nm, Aem = 559 nm.

Ejemplo comparativo 4

3,6-bis(bis(2-Metoxietil)amino)-N? N? N° N°-tetrakis(2-metoxietil)pirazina-2,5-dicarboxamida, sal de bis TFA
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Etapa 1. Sintesis de acido 3,6-dibromopirazina-2,5-dicarboxilico

o
HO)jN\ Br

B N7 O
0

Se disolvié acido 3,6-diaminopirazina-2,5-dicarboxilico (499 mg, 2,52 mmoles) en acido bromhidrico al 48% (10 mL)
y se enfrid a 0°C en un bafo de hielo-sal. A esta mezcla agitada se aafdié una disolucion de nitrito de sodio (695
mg, 10,1 mmoles) en agua (10 mL) gota a gota paraa que la temperatura permaneciera por debajo de 5°C. La
mezcla resultante se agité durante 3 h a 5-15°C, tiempo durante el cual la mezcla roja se torné en una disolucion
amarilla. La disolucion amarilla se vertié en una disolucion de bromuro cuprico (2,23 g, 10,1 mmoles) en agua (100
mL) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente. Después de una adiciéon de 3 h, la mezcla acuosa se
extrajo con EtOAc (3x). Los extractos combinados se secaron (Na>SO.), se filtraron y se concentraron para dar 440
mg (rendimiento 54%) de acido 3,6-dibromopirazina-2,5-dicarboxilico como un solido amarillo palido: ">C-RMN (75
MHz, CDCl3) & 164,3 (s), 148,8 (s), 134,9 (s). HPLC (gradiente 5-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min),
tiempo de retencién del Unico pico = 2,95 min en una columna de 250 mm.

Etapa 2. Sintesis de 3-(bis(2-metoxietil)amino)-6-bromo-N? N? N° N°-tetrakis(2-metoxietil)pirazina-2,5-dicarboxamida.

OCH;
HaCO\L o OCH,
Br N \I\
° OCH

El producto de la etapa 1 (440 mg, 1,36 mmoles) se disolvié en DMF (25 mL), se traté con HOBt-H.O (624 mg, 4,08
mmoles), y EDC-HCI (786 mg, 4,10 mmoles) y se agité durante 30 min a temperatura ambiente. Se afiadio bis(2-
metoxiletil)amina (620 mL, 559 mg, 4,20 mmoles) y la mezcla resultante se agit6é a temperatura ambiente durante 16
h y se concentré. El residuo se repartié entre agua y EtOAc. La capa de EtOAC se separd y la acuosa se extrajo otra
vez con EtOAc. Las capas organicas combinadas se lavaron con HCI 0,5 N, bicarbonato de sodio saturado y
salmuera. La capa organica se seco (NazS0.), se filtrd y se concentrd para dar 214 mg de 3-(bis(2-metoxietil)amino)-
6-bromo-N2,N2,N5,N5-tetrakis(2-metoxietiI)pirazina-2,5-dicarboxamida (rendimiento 26%) como un aceite marrén:
LCMS (gradiente 5-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencién del unico pico = 3,85 min en
una columna de 30 mm, (M+H)" = 608.

Etapa 3. Al producto de la etapa 2 (116 mg, 0,19 mmoles) se afiadio bis(2-metoxiletil)amina (3,0 mL, 2,71 g, 20,3
mmoles) y una “punta de espatula” de Pd(PPhs)s. La mezcla resultante se calenté a 140°C durante 2 h. La reaccion
se enfrid y se concentré. El residuo se purificd por cromatografia rapida (SiO;, CHCI>-MeOH 10/1). El material
resultante se purificé de nuevo por cromatografia de media presion en fase inversa (C18, gradiente manual de 10-
50% de acetonitrilo en TFA al 0,1%) para dar 12 mg (rendimiento 10%) del ejemplo 4 como una pelicula naranja-
marrén: LCMS (gradiente 15-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencion del unico pico =
3,85 min en una columna de 250 mm, (M+H)" = 661. UV/VIS (100 uM en PBS) Aabs = 434 nm. Fluorescencia Aex =
449 nm, Aem = 559 nm.

Ejemplo comparativo 5

10
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3,6-diamino-N2,N5-bis(2-aminoetil)pirazina-2,5-dicarboxamida, sal de bis TFA

H

0
HzN\/\N)jN\_ N ﬁ CF,CO,H
H
CF3COH HoN N;E"’N\/\NHz
o

Etapa 1. Sintesis de 3,6-diamino-N2,N5-bis[2-(terc—butoxicarboniI)aminoetil]pirazina-2,5-dicarboxamida

o
H
o N\/\N)ﬁ:”\ NH, °
7y (A A A<
H
0

HoN

Una mezcla de 3,6-diaminopirazina-2,5-dicarboxilato de sodio (500 mg, 2,07 mmoles), 2-aminoetilcarbamato de terc-
butilo (673 mg, 4,20 mmoles), HOBt-H,O (836 mg, 5,46 mmoles), y EDC-HCI (1,05 g, 5,48 mmoles) en DMF (25 mL)
se agité durante 16 h y se concentr6. Se traté como en el ejemplo 1 para dar 770 mg (rendimiento 76%) de la
bisamida como una espuma naranja: "H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) conférmero principal & 8,44 (3’[ J =57 Hz, 2H),
6,90 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 6,48 (bs, 4H), 2,93-3,16 (m complejo, 8H), 1,37 (s, 9H), 1,36 (s, 9H). BC-RMN (75 MHz,
DMSO-ds) & 165,1 (s), 165,1 (s), 155,5 (s), 155,4 (bs), 146,0 (s), 126,2 (s), 77,7 (bs), 77,5 (bs), 45,2 (bt), 44,5 (bt),
28,2 (q).

Etapa 2. Se afiadio TFA (25 mL) al producto de la etapa 1 (770 mg, 1,60 mmoles) en cloruro de metileno (100 mL) y
la reaccion se agité a temperatura ambiente durante 2 h. La mezcla se concentrd y el residuo se tomé en metanol
(15 mL). Se afadio éter (200 mL) y el precipitado soélido naran1ja se aisld por filtracion y se seco a vacio para dar 627
mg (rendimiento 77%) del ejemplo 5 como un polvo naranja: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) & 8,70 (t, J = 6 Hz, 2H),
7,86 (bs, 6H), 6,50 (bs, 4H), 3,46-3,58 (m, 4H), 3,26-3,40 (m, 4H). ">C-RMN (75 MHz, DMSO-ds) & 166,4 (s), 146,8
(s), 127,0 (s), 39,4 (bs), 37,4 (t). LCMS (gradiente 5-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de
retencién del Gnico pico = 3,62 min en una columna de 30 mm, (M+H)" = 283. UV/VIS (100 pM en PBS) Aas = 435
nm. Fluorescencia (100 nM) Aex = 449 nm, Aem = 562 nm.

Ejemplo 6

3,6-Diamino-N2, N5-bis(D-aspartato)pirazina-2,5-dicarboxamida

OH '
o )
HO. NJ\/EN\ NH; o
H
TR Nl;("' OH
o o

OH

Etapa 1. Sintesis de 3,6-diamino-N2,N5-bis(bencil D-O-bencil-aspartato)-pirazina-2,5-dicarboxamida

b
A
O?Hﬁﬂ\ NH:' o
O un N/];(Njf;{)/\@
o o
o

&

Una mezcla de 3,6-diaminopirazina-2,5-dicarboxilato de sodio (600 mg, 2,48 mmoles), Asp(OBn)-OMe-sal de p-
TsOH (2,3 g, 5,00 mmoles), HOBt-H,O (919 mg, 6,00 mmoles), y EDC-HCI (1,14 g, 5,95 mmoles) en DMF (50 mL)
se traté con TEA (4 mL). La mezcla resultante se agité durante toda la noche a temperatura ambiente. La mezcla de
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reaccion se concentré y el residuo se repartio entre agua y EtOAc. La capa de EtOAc se separ6 y se lavo
sucesivamente con disolucion saturada de bicarbonato de sodio, agua y salmuera. La disolucion de EtOAc se seco
(Na2S0,), se filtrd y se concentré. El residuo se purificé por cromatografla rapida (SiO,, CHCI3-MeOH 50/1) para dar
1,15 g (rendimiento 58%) de la bisamida como una espuma amarilla: 'H-RMN (500 MHz, CDCl3) & 8,61 (d, J = 8,4
Hz, 2H), 7,29-7,39 (m, 20 H), 5,85 (bs, 4H), 5,22 (ABq, J = 10,0 Hz, Av = 17,3 Hz, 4H), 5,10 (ABq, J = 12,2, Av = 3,3
Hz, 4H), 5,06-5,09 (m obs, 2H), 3,11 (ABq de d, J = 17,0, 5,14, Av = 77,9 Hz, 4H). "*C-RMN (75 MHz, CDCl3) 5 170,7
(s), 165,4 (s), 147,0 (s), 135,7 (s), 135,6 (s), 129,0 (d), 128,9 (d), 128,8 (d), 128,75 (d), 128,7 (d), 126,9 (s), 68,0 (t),
67,3 (t), 49,1 (d), 37,0 (). LCMS (gradiente 50-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencién
del Unico pico = 5,97 min en una columna de 250 mm, (M+H)+ =7809.

Etapa 2. Al producto de la etapa 1 (510 mg, 0,65 mmoles) se afiadié THF (20 mL) y agua (10 mL). A esta mezcla
agitada se afiadio Pd 10%/C (500 mg) y formiato de amonio (1 g). La mezcla resultante se calent6 a 60°C durante 2
h y se dejo enfriar a temperatura ambiente. La mezcla se filtré a través de celite y se concentrd. El material resultante
se purifico otra vez por cromatografia a media presion de fase inversa (C18, gradiente manual de 10- 70% de
acetonitrilo en TFA al 0,1%) para dar 137,8 mg (rendimiento 54%) del ejemplo 6 como un sélido naranja: 'H-RMN
(300 MHz, DMSO-dg) 6 8,62 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,67 (bs, 4H), 4,725 (dt, J = 8,4, 5,4 Hz, 2H), 2,74-2,88 (m complejo,
4H). ®*C-RMN (75 MHz, DMSO-ds) & 172,6 (s), 165,2 (s), 147,0 (s), 126,6 (s) 60,8 (t), 49,1 (d). LCMS (gradiente 5-
95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencién del Unico pico = 4,01 min en una columna de
250 mm, (M+H)" = 429. UV/VIS (100 pM en PBS) Aabs = 433 nm. Fluorescencia (100 NM Aex = 449 nm, Aem = 558.

Ejemplo comparativo 7

3,6-Diamino-N2, N5-bis(‘|4-oxo-2,5,8,‘| 1-tetraoxa-15-azaheptadecan-17-il)pirazina-2,5-dicarboxamida

H
HaN N N~ u )j\/\o/\/o\/\o/\/o\

(e
H
\o/\/O\/\o/\\/o\/\[rN\/\aJﬁfN ] NHy o
o \
o]

A una disolucion del ejemplo 5 (77,4 mg, 0,15 mmoles) en DMF (5 mL) se afiadié TEA (151 mg, 1,49 mmoles) y
2,5,8,11-tetraoxatetradecan-14-oato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (113 mg, 0,34 mmoles) y la reaccion se agit6é durante
16 h a temperatura ambiente. La reaccion se concentré y el residuo se purificd por cromatografia a media presion de
fase inversa (LiChroprep RP-18 Lobar (B) 25 x 310 mm — EMD Chemicals 40-63 pym, ~ 70 g, TFA 0,1%-ACN 90/10 a
80/20) para dar 37,4 mg (rendimiento 35%) del ejemplo 7 como una pelicula naranja: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-ds)
08,47 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 7,96 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,20-3,60 (m complejo, 36H), 3,47 (s, 3H), 3,46 (s, 3H), 2,30 (t, J =
6,3 Hz, 4H). 13’C RMN (75 MHz, DMSO-ds) 6 170,2 (s), 165,1 (s), 146,0 (s), 126,2 (s), 71,2 (t), 69,7 (t), 69,6 (t), 69,5
(t), 69,4 (t), 66,7 (t), 58,0 (q), 38,2 (t), 36,2 (t). LCMS (gradiente 5-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min),
tiempo de retencion del tnico pico = 4,01 min en una columna de 250 mm, (M+H)" = 719. UV/VIS (100 uM en PBS)
Aabs = 437 nm. Fluorescencia (100 nM) Aex = 437 NmM, Aem = 559 nm.

Ejemplo comparativo 8

3,6-Diamino-N2,N5-bis(26-oxo-2,5,8,1 1,14,17,20,23-octaoxa-27-azanonacosan-29-il)pirazina-2,5-dicarboxamida

(\o/\/o\/\o/\/o n\/\N)j 0\/\0/\,0
o\/\o/\,o\/\o/ HaN IYrN\/\N 0/\/0\/\0’\’0\)

A una disolucion del ejemplo 5 (50,3 mg, 0,10 mmoles) en DMF (5 mL) se afiadié TEA (109 mg, 1,08 mmoles) y
2,5,8,11,14,17,20,23-octaoxahexacosan-26-oato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (128 mg, 0,25 mmoles) y la reaccién se
agitd durante 16 h a temperatura ambiente. La reaccion se concentrd y el residuo se purificé por cromatografia a
media presion de fase inversa (LiChroprep RP-18 Lobar (B) 25 x 310 mm — EMD Chemicals 40-63 ym, ~ 70 g, TFA
0,1%-ACN 90/10 a 80/20) para dar 87,9 mg (rendimiento 82%) del ejemplo 8 como una pelicula naranja: '"H-RMN
(300 MHz, DMSO-ds) 6 8,46 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 7,96 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,16-3,73 (m complejo, 74H), 2,28-2,32 (m,
2H). 13C-RMN (75 MHz, DMSO-ds) — muiltiples conformaciones - 8 170,1 (s), 169,9 (s), 169,8 (s), 165,1 (s), 146,0 (s),
126,2 (s), 71,2 (t), 69,7 (1), 69,6 (1), 69,5 (t), 66,7 (t), 58,0 (q), 38,2 (t), 36,2 (t). LCMS (gradiente 15-95% de
acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencion del unico pico = 5,90 min en una columna de 250 mm,
(M+H)" = 536. UV/VIS (100 pM en PBS) Labs = 438 nm. Fluorescencia (100 nM) Aex = 438 nm, Aem = 560 nm.
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Ejemplo comparativo 9

3,6-Diamino-N2,N5-bis(38-oxo-2,5,8,1 1,14,17,20,23,26,29,32,35-dodecaoxa-39-azahentetracontan-41-il)pirazina-2,5-
dicarboxamida

' [N
ONO\/\O/\/O\/AQNO n\/\ Jﬁ,\; NH OO g O
'\,o.,/\o/\,o\/\ox\,o\/\ HaN n\_/\n OAVOV\O&OV\ONO

A una disolucion del ejemplo 5 (53,1 mg, 0,10 mmoles) en DMF (5 mL) se afiadié TEA (114 mg, 1,13 mmoles) y 2,5,
8,11,14,17,20,23,26,29,32,35-dodecaoxaoctatriacontan-38-oato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (144 mg, 0,21 mmoles) en
DMF (2,0 mL) y la mezcla resultante se agité seguidamente durante 16 h. La reaccion se concentrd y el residuo se
purificd por cromatografia a media presion de fase inversa (LiChroprep RP-18 Lobar (B) 25 x 310 mm — EMD
Chemicals 40-63 ym, ~ 70 g, TFA 0,1%-ACN 90/10 a 80/20) para dar 87,5 mg (rendimiento 61%) del ejemplo 9 como
una pelicula naranja: '"H-RMN (300 MHz, DMSO-ds) 8 8,48 (t, J = 5,7 Hz, 2H) 7,96 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 7,80-7,86 (m,
2H), 5,94 (bm, 2H), 3,30-3,60 (m complejo, 106H), 2,26-2,33 (m, 4H). ">C-RMN (75 MHz, DMSO-ds) & 170,2 (s),
165,1 (s), 146,0 (s), 126,2 (s), 71,2 (t), 69,7 (t), 69,6 (t), 69,5 (t), 66,7 (t), 58,0 (q), 38,2 (t), 36,2 (t). LCMS (gradiente
15-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencidn del tnico pico = 5,90 min en una columna de
250 mm, (M+2H)?* = 712. UV/VIS (100 uM en PBS) Aabs = 449 nm. Fluorescencia (100 NM) hex = 449 nm, Aem = 559
nm.

Ejemplo comparativo 10

6-(2-(3,6-Diamino-5-(2-aminoetilcarbamoil)pirazina-2-carboxamido)etilamino)-6-oxohexano-1,5-diildicarbamato de

bis(2-(PEG-5000)etilo)
HzN \/\NJI& NH;
H
HN :/{\[(N\/“” N‘"’owo{'\/ 04}/\0/
(e]

HN O 0. -
Muw total~11.000 T “‘/\0[]\’ ‘}n/\o
0

n-~110-114

Una disolucion del ejemplo 5 (25 mg, 0,049 mmoles) en DMF (30 mL) se traté con TEA (1 mL) y m-PEG2-NHS (1 g,
0,1 mmoles) y la mezcla resultante se agité durante 48 h a temperatura ambiente. La mezcla se concentré y el
residuo se purificé parcialmente por cromatografia de exclusion molecular (resina G-25, agua). El producto se
concentrd y se purificd adicionalmente por cromatografia a media presion de fase inversa (C18, gradiente manual
acetonitrilo en TFA al 0,1% 10-70%) para dar 137,8 mg (rendimiento 54%) del ejemplo 10 como un sdlido céreo
marrén: Maldi MS m/z = 11393.

Ejemplo 11

Acido (R)-2-(6-(bis(2-metoxietil)amino)-5-ciano-3-morfolinopirazina-2-carboxamido)succinico

NC._N
H3CO\/\NI o)

‘/ HN
OCH, t

Etapa 1. Sintesis de 2-amino-5-bromo-3,6-dicloropirazina
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Cl N._-NH,
~
X X

Br N™ CI'
Una disolucién de 2-amino-6-cloropirazina (25 g, 193,1 mmoles) en MeOH (500 mL) se tratd porciéon a porcion con
NBS (34,3 g, 193,1 mmoles) durante 1 hora. La mezcla resultante se agité seguidamente durante 16 horas. El
analisis por TLC en este momento mostré una pequefia cantidad de material de partida remanente. Se afadieron
otros 1,4 g de NBS y la reaccion se calentd a 50°C durante 2 horas. A continuacion, la mezcla se enfrié a 38°C y se
traté con NCS (25,8 g, 193,1 mmoles). La mezcla de reaccion se calentd seguidamente a 50°C durante 16 horas. A
continuacion, la mezcla se enfrié a temperatura ambiente y se traté con agua (500 mL). El precipitado se recogi6 por
filtracion y se secé a vacio en un desecador para dar 45,4 g (rendimiento 97%) de 2-amino-5-bromo-3,6-
dicloropirazina como un sélido blanco: ">C-RMN (75 MHz, CDCls) & 149,9 (s), 145,6 (s), 129,6 (s), 121,5 (s). LCMS

(gradiente 15-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencién del Unico pico = 4,51 min en una
columna de 30 mm, (M+H)" = 244, (M+H+ACN)" = 285.

Etapa 2. Sintesis de 5-amino-3,6-dicloropirazina-2-carbonitrilo

NC.__N__.CI,

=
X X

Ct N~ "NH,
Una mezcla de CuCN (8,62 g, 96,3 mmoles) y NaCN (4,72 g, 96,3 mmoles) se calenté a alto vacio a 90°C. La
mezcla resultante se sometio a tres ciclos de argdn /vacio y se coloco a una presion final positiva de argén. Se dejé
que la mezcla enfriara a temperatura ambiente y se afiadi6 DMF (150 mL). La mezcla heterogénea se calent6 a
130°C durante 2,5 horas. A la mezcla homogénea resultante de dicianocuprato de sodio se afiadié una disolucion del
producto de la etapa 1 (15,6 g, 64,2 mmoles) disuelto en DMF (150 mL), gota a gota, en 1 hora. La temperatura se
elevo gradualmente a 150°C y seguidamente la mezcla resultante se agité a esta temperatura durante 10 horas. A
continuacion, se dejé que la mezcla enfriara a temperatura ambiente y se verti6 sobre agua (1 L). La mezcla
resultante se extrajo con EtOAc (3x) y los extractos combinados se filtraron para separar un solido floculante oscuro,
se lavaron con salmuera, se secaron (Na;SO.), se filtraron de nuevo y se concentraron. La purificacion por
cromatografia rapida en columna (SiO2, hexanos-EtOAc 10/1) dio 6,70 g (rendimiento 55%) del producto nitrilo como
un solido marrén: *C-RMN (75 MHz, CDCls) & 153,9 (s), 149,1 (s), 131,7 (s), 1154 (s), 111,0 (s). GC-MS
(temperatura de inyeccion = 280°C, caudal de helio 1,0 mL/min, programa de temperatura: 100°C (mantener 2 min),

rampa hasta 300°C @ 10°C/min (mantener 2 min), tiempo de retencion del pico principal = 16,556 min, m/z (El) =
188,190.

Etapa 3. Sintesis de 5-amino-3-(bis(2-metoxietillamino)-6-cloropirazina-2-carbonitrilo
NCIN iCl
HsCO N N7 N,

OCHs

Al producto de la etapa 2 (1,00 g, 5,29 mmoles) en ACN (20 mL) se afiadié bis(2-metoxietil)amina (3,0 mL, 2,71 g,
20,3 mmoles) y seguidamente la mezcla de reaccion se calent6 a 70°C durante 16 horas. La reaccion se enfrid y se
concentrd. El residuo se repartio entre EtOAc y agua. La capa organica se separo y la acuosa se extrajo otra vez con
EtOAc. Los extractos organicos combinados se lavaron con salmuera, se secaron (Na:;SO,), se filtraron y se
concentraron. La purificacion por cromatografia rapida en columna (SiOz, hexanos-EtOAc 10/1) dio 950 mg
(rendimiento 63%) del aducto deseado como un solido amarillo: "H-RMN (300 MHz, CDCl3) & 7,47 (bs, 2H), 3,77 (t, J
= 5,7 Hz, 4H), 3,52 (t, J = 5,4, 4H), 3,25 (s, 6H). ">C-RMN (75 MHz, CDCl3) 5 154,7 (s), 152,0 (s), 120,9 (s), 119,4 (s),
95,8 (s), 71,0 (1), 59,1 (q), 50,0 (t). LCMS (gradiente 50-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de
retencién del Unico pico = 4,91 min en una columna de 250 mm, (M+H)" = 286, (M+Na)* = 308, (M+Na+ACN)" = 349.

Etapa 4. Sintesis de 3-(bis(2-metoxietil)amino)-5-bromo-6-cloropirazina-2-carbonitrilo
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Al producto de la etapa 3 (1,39 g, 4,88 mmoles) en acido bromhidrico al 48% (20 mL) a 0°C (bafio de hielo-sal) se
afiadio una disolucién de nitrito de sodio (673 mg, 9,75 mmoles) en agua (10 mL) gota a gota en 30 min. La mezcla
resultante se agité a 0~5°C durante 1 hora y se vertié sobre una disolucion agitada de CuBr; (1,64 g, 7,34 mmoles)
en agua (100 mL). Seguidamente, la mezcla resultante se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. La mezcla
se extrajo con EtOAc (3x). Las capas organicas combinadas se secaron (Na;SQ.), se filtraron y se concentraron. La
purificacién por cromatografia rapida en columna (SiO,, CHCIl;-MeOH 50/1) dio 1,00 g (rendimiento 58%) del
bromuro como un sélido naranja-marron: "H-RMN (300 MHz, CDCI3) 8 3,99 (t, J = 5,4 Hz, 4H), 3,64 (t, J = 5,4, 4H),
3,35 (s, 6H). ®C-RMN (75 MHz, CDCl3) & 152,8 (s), 140,8 (s), 133,4 (s), 117,2 (s), 108,3 (s), 70,4 (t), 59,1 (t), 50,5
(9). LCMS (gradiente 50-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencion del unico pico = 4,55
min en una columna de 250 mm, (M+H)+ =349, 351.

Etapa 5. Sintesis de 3-(bis(2-metoxietil)amino)-6-cloro-5-(furan-2-il)pirazina-2-carbonitrilo

NC N“_ Cl
Hacowm:[uflmo)
H Y,

OCHs

Una mezcla del producto de la etapa 4 (1,0 g, 2,87 mmoles), acido 2-furanborénico (643 mg, 5,75 mmoles), Cs,CO3
(3,31 g, 10,2 mmoles), TFP (35% en moles, 236 mg, 1,02 mmoles) y Pd2dbas-CHCI3 (5% en moles, PD al 10% en
moles, 150 mg) se sometié a 3 ciclos de vacio/argén y se colocé bajo presion positiva de argén. Se afiadié dioxano
anhidro (50 mL) y seguidamente la mezcla de reaccion se calenté a 75°C durante 16 horas. La mezcla de reaccion
se enfrio a temperatura ambiente, se diluyé con EtOAc (100 mL) y se filtr6 a través de una frita. La concentracion y
purificacion del residuo por cromatografia rapida (SiO,, CHCI3-MeOH 50/1) dio 757 mg (rendimiento 78%) del aducto
furano como un polvo. LCMS (gradiente 50-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencion del
Unico pico = 6,41 min en una columna de 250 mm, (M+H)+ = 337.

Etapa 6. Sintesis de acido 6-(bis(2-metoxietillamino)-3-cloro-5-cianopirazina-2-carboxilico
NCINiCI
Hacc}wf\_N N/ CO-ZH
OCH,

A una mezcla bien agitada de ACN (11 mL), CCl,4 (7 mL) y agua (11 mL) se afiadieron secuencialmente peryodato de
sodio (1,07 g, 5,00 mmoles) y RuO2.H,0O (13,3 mg, 0,10 mmoles). La mezcla resultante se agitd vigorosamente a
temperatura ambiente durante 30 min y se trat6 con bicarbonato de sodio (2,10 g, 25,0 mmoles) seguido por agua (5
mL). Una vigorosa agitacion durante otros 15 minutos fue seguida por la adicién de una disolucién del producto de la
etapa 5 (276 mg, 0,82 mmoles) disuelto en ACN (1 mL). La mezcla verde se agité a temperatura ambiente durante
5,5 h. la mezcla se transfiri6 a un embudo de separacion y se extrajo con EtOAc. La capa acuosa se ajusté a pH ~
3,5 y se extrajo de nuevo con EtOAc (2x). Los extractos combinados se lavaron con bisulfito de sodio al 20% y
salmuera y se secaron (NaxSOg). La filtracion y concentracion dio 140 mg (rendimiento 54%) del acido carboxilico
como un solido amarillo: LCMS (gradiente 5-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencion del
Unico pico = 5,05 min en una columna de 250 mm, (M+H)+ = 315.

Etapa 7. Sintesis de 2-(6-(bis(2-metoxietil)amino)-3-cloro-5-cianopirazina-2-carboxamido)succinato de (R)-dibencilo
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Una mezcla del producto de la etapa 6 (140 mg, 0,45 mmoles), EDC-HCI (128 mg, 0,67 mmoles) y HOBt.H,O (102
mg, 0,67 mmoles) en DMF anhidro (25 mL) se agit6 a temperatura ambiente durante 30 min. A esta mezcla agitada
se afadié 2-aminosuccinato de (R)-dibencilo sal de p-TsOH (213 mg, 0,44 mmoles) seguido por TEA (1 mL).
Seguidamente, la mezcla resultante se agité durante 16 h. La mezcla de reaccion se concentrd y se repartié entre
EtOAc y disolucion saturada de bicarbonato de sodio. La capa de EtOAc se separd y se lavo con disolucion saturada
de bicarbonato de sodio y salmuera, se secé (Na>S0.), se filtré y se concentré para dar 240 mg (rendimiento 88%)
de la pirazina amida como una espuma naranja: LCMS (gradiente 15-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min),
tiempo de retencion del Gnico pico = 8,76 min en una columna de 250 mm, (M+H)" = 610, (M+Na)" = 632.

Etapa 8. 2-(6-(bis(2-metoxietil)amino)-5-ciano-3-morfolinopirazina-2-carboxamido)succinato de (R)-dibencilo

o

NC._N_N._J

o
H HN o
OCH, o

O

Se afadié morfolina (5 mL) al producto de la etapa 7 (240 mg, 0,39 mmoles). La mezcla de reaccion se calent6 a
70°C durante 2 h. La mezcla se enfrié y se concentrd. El residuo se repartié entre EtOAc y agua. La capa organica
se separd y se lavd con disolucion saturada de bicarbonato de sodio y salmuera. La capa de EtOAc se secod
(Na2S0s), se filtro y se concentré. La purificacion por cromatografia rapida en columna (SiO-, hexanos-EtOAc 3:1 a
1:1) dio 199 mg (rendimiento 75%) del aducto de morfolina como una espuma naranja: LCMS (gradiente 15-95% de
acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencion del unico pico = 8,76 min en una columna de 250 mm,
(M+H)" =661, (M+Na)" = 683.

Etapa 9. Sintesis del ejemplo 11

o
NC er{\)
N

Haco\/\N :[ TFA
TFA HN.__COsH
OCH; \(COZH

Se afiadid hidréxido de sodio 1,0 N (4 mL) al éster de dibencilo (115 mg, 0,17 mmoles) en THF (10 mL). La mezcla
se agité durante 1 h a temperatura ambiente. El pH se ajustd a ~ 2 con HCI 1,0 N y la disolucién se concentro.

La purificacion del residuo por cromatografia a media presion de fase inversa (LiChroprep RP-18 Lobar (B) 25 x 310
mm — EMD Chemicals 40-63 ym, ~ 70 g, TFA 0,1%-ACN 90/10 a 50/50) dio 32 mg (rendimiento 27%) del ejemplo 11
como un solido naranja: LCMS (gradiente 15-95% de acetonitrilo en TFA al 0,1% en 10 min), tiempo de retencion del
Unico pico = 4,47 min en una columna de 250 mm, (M+H)" = 481. UV/VIS (100 uM en PBS) Aaps = 438 nm.
Fluorescencia (100 nM) Aex = 449 nm, Aem = 570 nm.

Ejemplo 12
Protocolo para evaluar la funcién renal

En la Fig. 2 se muestra un ejemplo de un montaje in vivo para monitorizar la funcién renal e incluye una fuente 12 de
luz y un sistema 14 para procesar los datos. En general, la fuente 12 de luz incluye o esta interconectada con un
dispositivo apropiado para exponer al menos una porcion del cuerpo del paciente a luz procedente de la misma.
Ejemplos de dispositivos apropiados que pueden interconectarse con o ser una parte de la fuente 12 de luz incluyen,
pero no se limitan a, catéteres, endoscopios, fibras opticas, clips para las orejas, vendas para las manos, sensores
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para la frente, serpentines superficiales y sondas para los dedos. Realmente, en el montaje 10 para monitorizar la
funcién renal puede emplearse cualquiera de varios dispositivos capaces de emitir luz visible y/o del infrarrojo
cercano de la fuente de luz.

Aun con referencia a la Fig. 2, el sistema 14 para procesar los datos del montaje 10 para monitorizar la funcién renal
puede ser cualquier sistema apropiado capaz de detectar la energia espectral y de procesar los datos indicativos de
la energia espectral. Por ejemplo, el sistema 14 para procesar los datos puede incluir una o mas lentes (por €;j., para
dirigir y/o focalizar la energia espectral), uno o mas filtros (por ej., para separar por filtracion longitudes de onda
indeseadas de la energia espectral), un fotodiodo (por €j., para recoger la energia espectral y convertir la misma en
una sefial eléctrica indicativa de la energia espectral detectada), un amplificador (por e€j., para amplificar la sefal
eléctrica del fotodiodo), y una unidad de procesado (por €j., para procesar la sefal eléctrica del fotodiodo). Este
sistema 14 para procesar los datos esta preferiblemente configurado para manipular los datos espectrales recogidos
y generar un perfil intensidad/tiempo y/o una curva concentracion/tiempo indicativa de la depuracién renal de un
derivado de pirazina de la presente invenciéon de un paciente 20. Realmente, el sistema 14 para procesar los datos
puede configurarse para generar datos apropiados de la funcion renal comparando diferencias en las maneras en las
que las células normales y dafiadas eliminan el derivado de pirazina de la corriente sanguinea, para determinar una
tasa o una acumulacion del derivado de pirazina en 6rganos o tejidos del paciente 20, y/o proporcionar tomografias
de drganos o tejidos que tienen al derivado de pirazina asociado con los mismos.

En un protocolo para determinar la funcion renal, se administra al paciente una cantidad efectiva de un derivado de
pirazina de la invencion (por €j., en forma de una composicion farmacéuticamente aceptable). Al menos una porcion
del cuerpo del paciente 20 esta expuesta a luz visible y/o del infrarrojo cercano de la fuente 12 de luz como se indica
mediante la flecha 16. Por ejemplo, la luz de la fuente 12 de luz puede suministrarse via una fibra éptica que esta
fijada en una oreja del paciente 20. El paciente puede ser expuesto a la luz de la fuente 12 de luz antes o después
de la administracion del derivado de pirazina al paciente 20. En algunos casos puede ser beneficioso generar una
lectura del fondo o de la linea base de la luz que es emitida desde el cuerpo del paciente 20 (debido a la exposicion
a la luz de la fuente 12 de luz) antes de administrar el derivado de pirazina al paciente 20. Cuando el derivado de
pirazina que esta en el cuerpo del paciente 20 se expone a la luz de la fuente 12 de luz, el derivado de pirazina
emana luz (indicada mediante la flecha 18) que es detectada/recogida por el sistema 14 para procesar los datos.

Inicialmente, la administracion del derivado de pirazina al paciente 20 permite en general una sefial espectral inicial
indicativa del contenido inicial del derivado de pirazina en el paciente 20. La sefal espectral tiende entonces a
disminuir en funcién del tiempo cuando el derivado de pirazina es eliminado del paciente 20. Esta disminucion de la
sefial espectral en funcién del tiempo es indicativa de la funcion renal del paciente. Por ejemplo, en un primer
paciente que exhibe una funcién renal saludable/normal, la sefal espectral puede disminuir hasta el valor de la linea
base en un tiempo T. Sin embargo, una sefial especitral indicativa de un segundo paciente que exhibe una funcion
renal deficiente puede disminuir hasta el valor de la linea base en un tiempo T+4 horas. Como tal, el paciente 20
puede ser expuesto a la luz de la fuente 12 de luz durante cualquier periodo de tiempo apropiado para proporcionar
los datos deseados de la funcidon renal. Asimismo, se puede dejar que el sistema 14 para procesar los datos
recoja/detecte la energia espectral durante cualquier periodo de tiempo apropiado para proporcionar los datos
deseados de la funcion renal.
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REIVINDICACIONES

x1 N
2
I I Formulal
=
1

X' y X? son independientemente —CN, -CO2R', -CONR?R®, -COR*, -NO,, -SOR®, -SO;R®, -SO,R’, -POsR°R’, -
CO(AA), 0 —CONH(PS), donde al menos uno de X' y X* es independientemente ~CO(AA) o —CONH(PS);

1.  Un compuesto de féormula |, donde:

Y' e Y? son independientemente —OR'’, -SR"", -NR"?R", -N(R'*)COR", -P(R®),, -P(OR""), 0
(CHa)m
7
—N
N
{CHz)y

\
2

i

)

Z" es un enlace simple, -CR18R19, -0, -NRZO, -NCOR21, -S, -SO y —SO0y;

R' a R* son independientemente -H, -(CH2):OR*, -CHy(CHOH).R*, -CH(CHOH).CO,H, -(CHCO2H).COzH, -
(CH2)aNR*™R*®,  -CH[(CH2)oNH;].CO2H, -CH[(CH2)sNH2].CH20H, -CH2(CHNH,)aCH2NR*'R®, -(CH.CH,0).R*, -
(CH2)aCO(CH2CH20):R™, -(CH2)aSO3H, -(CH2)2S03, -(CH2)a0SO3H, -(CH2)0S03, -(CH2)aNHSO3H, -(CH,)aNHSO3™
, -(CH2)aPO3Hs, -(CH2)aPOsH", -(CH2)aPO3s%, -(CH2)aOPO3Ha, -(CH2)sOPO3sH y -(CH2).,OPOs;

R*® a R® son independientemente -H o -CHg;

(AA) es una cadena polipeptidica que comprende uno o mas a-aminoacidos naturales o no naturales unidos
conjuntamente por enlaces peptidicos;

(PS) es una cadena de polisacarido sulfatada o no sulfatada que comprende una o mas unidades de monosacarido
conectadas por enlaces glicosidicos; y

a, b, y d, varian independientemente de 1 a 10, c varia de 1 a 100, y m y n varian independientemente de 1 a 3.

2. EIl compuesto segun la reivindicacién 1, donde X' ¥ X2 son independientemente —CN, -COZR1, -CONRZRS, -
CO(AA), 0 —CONH(PS), y donde al menos uno de X'y X* es independientemente —~CO(AA) o —CONH(PS).

3. El compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, donde Y'e Y?son independientemente -NR"R" o

(CHz)m
/ \.Z1

N,
{CHa)y
4. EIl compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde Z'es -0, -NRZO, -S, -SO 0 -S0,.

5. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde Z"' es -0 0 -NR%.

6. EI compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde R' a R* son independientemente -H, -
(CH2)aOR™®, -CH,(CHOH)aR*, <(CH,)aNR*R*¢, (CH,CH,0).R*, 0 -(CH2)sCO(CH,CH,0)sR*.

7. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde R' a R* son independientemente -H, -
(CH2)aOR™, -CH,(CHOH)aR*, <(CH,)aNR*R*, 0 -(CH,)sCO(CH2CH,0)sR™.

8. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, donde a, b, y d, varian independientemente de 1 a 6.
9. EIl compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde c varia de 1 a 20.

10. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde el uno o mas a-aminoacidos de la cadena
polipeptidica (AA) se seleccionan de acido aspartico, asparagina, arginina, histidina, lisina, acido glutamico,
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glutamina, serina y homoserina.

11. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde el uno o mas a-aminoacidos de la cadena
polipeptidica (AA) se seleccionan de acido aspartico, acido glutamico, serina y homoserina.

12. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, donde la cadena polipeptidica (AA) es una cadena
homopolipeptidica.

13. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, donde la cadena polipeptidica (AA) es una cadena
heteropolipeptidica.

14. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-11, donde la cadena polipeptidica (AA) es acido
aspartico o serina.

15. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-14, donde la una o mas unidades de monosacarido de
la cadena de polisacarido (PS) se seleccionan de glucosa, fructosa, manosa, xilosa y ribosa.

16. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-14, donde la cadena de polisacarido (PS) es glucosa o
fructosa.

17. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15, donde la cadena de polisacarido (PS) es una
cadena de homopolisacarido que consiste en unidades de monosacarido pentosa o hexosa.

18. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15, donde la cadena de polisacarido (PS) es una
cadena de heteropolisacarido que consiste en una o ambas unidades de monosacarido pentosa y hexosa.
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