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DESCRIPCION

Derivados de hidroxilo, ceto y glucurénido de  3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-
ciclopentilpropanonitrilo

Campo de la invencion

La presente invencion proporciona derivados de hidroxilo, ceto y glucurénido de 3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-
1H-pirazol-1-il)-3-ciclopentilpropanonitrilo.

Antecedentes de la invencion

Las proteina cinasas (PK) son un grupo de enzimas que regulan procesos biolégicos importantes, diversos
incluyendo crecimiento, supervivencia y diferenciacion celulares, formacion y morfogénesis de érganos,
neovascularizacién, reparacion y regeneracion de tejidos, entre otros. Las proteina cinasas ejercen sus funciones
fisiologicas a través de la catalizacion de la fosforilacion de proteinas (o sustratos) y modulando de ese modo las
actividades celulares de los sustratos en diversos contextos bioldgicos. Ademas de las funciones en tejidos/6rganos
normales, muchas proteina cinasas también desempefian papeles mas especializados en un huésped de
enfermedades humanas incluyendo céancer. Un subconjunto de proteina cinasas (también denominadas proteina
cinasas oncogénicas), cuando se desregulan, pueden provocar formacién y crecimiento tumoral, y contribuir ademas
al mantenimiento y la progresion tumorales (Blume-Jensen P et al, Nature 2001, 411(6835):355-365). Hasta la fecha,
las proteina cinasas oncogénicas representan uno de los grupos mas grandes y mas atractivos de dianas proteicas
para la intervencion del cancer y el desarrollo de farmacos.

La familia de la cinasa Janus (JAK) desempefia un papel en la regulacién dependiente de citocinas de la
proliferacién y funcién de células implicadas en la respuesta inmunitaria. Actualmente, existen cuatro miembros
conocidos de la familia JAK de mamiferos: JAK1 (también denominada cinasa Janus-1), JAK2 (también denominada
cinasa Janus-2), JAK3 (también denominada cinasa Janus, leucocitaria; JAKL; L-JAK y cinasa Janus-3) y TYK2
(también denominada proteina-tirosina cinasa 2). Las proteinas JAK oscilan en tamafo entre 120 y 140 kDa y
comprenden siete dominios de homologia de JAK (JH) conservados; uno de estos es un dominio cinasa catalitico
funcional, y otro es un dominio pseudocinasa que tiene posiblemente una funcién reguladora y/o sirve como sitio de
acoplamiento para las STAT (Scott, Godshall et al. 2002, citado anteriormente).

El bloqueo de la transduccion de sefales al nivel de las cinasas JAK es prometedor para desarrollar tratamientos
para canceres humanos. También se prevé que la inhibicion de las cinasas JAK tiene beneficios terapéuticos en
pacientes que padecen trastornos inmunitarios de la piel tales como psoriasis y sensibilizaciéon de la piel. Por
consiguiente, se buscan ampliamente inhibidores de cinasas Janus o cinasas relacionadas y varias publicaciones
notifican clases eficaces de compuestos. Por ejemplo, se notifican determinados inhibidores de JAK, incluyendo (R)-
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-ciclopentilpropanonitriio mostrado a continuacion, en el
documento U.S. con namero de serie 11/637.545 (documento US 2007/0135461), presentado el 12 de diciembre de
2006; el documento U.S. con nimero de serie 12/138.082 (documento US 2009/0181959), presentado el 16 de julio
de 2009; y se notifican determinados metabolitos del compuesto | en el documento U.S. con ndmero de serie
12/137.883 (documento US 2008/0312258), presentado el 12 de junio de 2008.
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Por tanto, se necesitan continuamente agentes nuevos o mejorados que inhiban cinasas tales como cinasas Janus
para desarrollar productos farmacéuticos nuevos y mas eficaces para tratar el cancer y otras enfermedades. Los
metabolitos, las composiciones y los métodos descritos en el presente documento estan dirigidos hacia estas
necesidades y otros fines.

Sumario de la invencion
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La presente invencidn proporciona, entre otros, derivados de hidroxilo, ceto y glucurénido de un compuesto de
formula I:

: erN
N_

N
\
PH
~
N
N R
1

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Por tanto, en un aspecto, se proporciona en el presente documento un compuesto de férmula I:

: .KCN
N._

=2

N
L

I

A/
IZ .

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:
n grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH; o,
un grupo CH> esté sustituido independientemente con un C=0; o,

un grupo C-H esta sustituido con:

CO,H
o OH
C‘o OH
OH .
o,

dos grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH y un grupo C-H esta sustituido con:

CO,H

OH
O

C\O OH

OH

y
nes1,2, 364;

siempre que el compuesto no se seleccione de:
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3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-oxociclopentil)propanonitrilo;

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

En una realizacion de férmula |,

el atomo de carbono alfa con respecto al grupo ciano no esta sustituido con un grupo C-OH o C=0;y

el atomo de carbono beta con respecto al grupo ciano no esta sustituido con un grupo C-OH.

En otra realizacién del compuesto, n grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH. En otra
realizacién, n es 1. Aln en otra realizacion, n es 2. Todavia en otra realizacién, n es 3. En otra realizacion, n es 4. En

otra realizacion de férmula I, un grupo CH: esta sustituido independientemente con un C=0. Todavia en otra
realizacién, un grupo C-H esté sustituido con

CO,H

o OH

o OH
OH

En otra realizacion, un grupo C-H saturado esta sustituido con

CO,H
H
. 0
C\o OH
OH

Aun en otra realizacién, dos grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH y un grupo C-H
esté sustituido con:

CO,H
OH
o)
o OH
OH

La presente invencién proporciona ademas composiciones que comprenden compuestos descritos en el presente
documento, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, y al menos un portador farmacéuticamente
aceptable.

La presente invencion proporciona ademas métodos de modulacion de una actividad de JAK que comprenden poner
en contacto JAK con determinados compuestos descritos en el presente documento, o una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos. La presente invencidn proporciona ademas métodos de tratamiento de una enfermedad en
un paciente, que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de determinados
compuestos descritos en el presente documento, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos. En una
realizacién particular, la enfermedad esté asociada con actividad de JAK. Tales enfermedades incluyen, por ejemplo,
rechazo de aloinjerto o enfermedad de injerto contra huésped. La enfermedad también puede ser una enfermedad
autoinmunitaria, incluyendo, pero sin limitarse a, un trastorno de la piel, esclerosis multiple, artritis reumatoide, artritis
juvenil, diabetes tipo I, lupus, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad de Crohn, miastenia grave,
nefropatias por inmunoglobulinas, miocarditis o trastorno de tiroides autoinmunitario. La enfermedad autoinmunitaria
también puede ser un trastorno cutaneo ampolloso, por ejemplo, pénfigo vulgar (PV) o penfigoide ampolloso (PA). El
trastorno cutaneo puede ser dermatitis atdpica, psoriasis, sensibilizacion de la piel, irritacién de la piel, exantema
cuténeo, dermatitis de contacto o sensibilizacién por contacto alérgica.
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En otra realizacién, la enfermedad es una enfermedad viral. Los ejemplos de enfermedades virales que pueden
tratarse mediante los compuestos descritos en el presente documento incluyen virus de Epstein Barr (VEB), hepatitis
B, hepatitis C, VIH, VLTH 1, virus de la varicela zéster (VVZ) o virus del papiloma humano (VPH).

En otra realizacion, la enfermedad es cancer, por ejemplo, un tumor sélido. El cancer que va a tratarse puede ser
cancer de prostata, cancer renal, cancer hepatico, cancer de mama, cancer de pulmén, cancer de tiroides, sarcoma
de Kaposi, enfermedad de Castleman o cancer pancreéatico. En una realizacion particular, el cancer es cancer de
préstata. El cancer puede ser hematoldgico. El cancer también puede ser un linfoma, una leucemia o un mieloma
multiple. En otra realizacion, el cancer es un cancer de piel, por ejemplo, linfoma de células T cutaneo o linfoma de
células B cutaneo. En otra realizacion, el cancer es mieloma mudltiple. La enfermedad que va a tratarse también
puede ser fatiga que resulta de o esta asociada con cancer, o anorexia o caquexia que resulta de o esta asociada
con cancer.

En otra realizacion, la enfermedad que va a tratarse es un trastorno mieloproliferativo, por ejemplo, policitemia vera
(PV), trombocitemia esencial (TE), metaplasia mieloide con mielofibrosis (MMM), leucemia miel6gena crénica (LMC),
leucemia mielomonocitica crénica (LMMC), sindrome hipereosinofilico (SHE) o enfermedad de mastocitosis
sistémica (SMCD).

En otra realizacion, la enfermedad que va a tratarse es una enfermedad inflamatoria. La enfermedad inflamatoria
puede ser una enfermedad inflamatoria del ojo, por ejemplo, iritis, uveitis, escleritis o conjuntivitis. La enfermedad
inflamatoria puede ser una enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias, por ejemplo, las vias respiratorias
superiores o las vias respiratorias inferiores. La enfermedad inflamatoria puede ser una miopatia o miocarditis
inflamatoria.

En otra realizacion, la enfermedad es isquemia por reperfusion o esté relacionada con un acontecimiento isquémico.
Descripcion detallada

La presente invencién proporciona, entre otros, derivados de hidroxilo, ceto y glucurénido de 3-(4-(7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-ciclopentilpropanonitrilo. En algunas realizaciones, el compuesto es un metabolito
del compuesto |. En algunas realizaciones, el compuesto es un metabolito activo que puede modular la actividad de
una o mas JAK y puede ser Util, por ejemplo, en el tratamiento de enfermedades asociadas con la expresion o
actividad de JAK. En algunas realizaciones, se mide el nivel de un compuesto de metabolito descrito en el presente
documento y se obtiene su perfil con el fin de ayudar a un médico en el ajuste de los niveles de dosificacion del
compuesto de formula I.

Por consiguiente, la presente invencion proporciona un compuesto de féormula I:
: T/CN
N__.

N
"

I

==z

Iz .

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:
n grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH; o,
un grupo CH> esté sustituido independientemente con un C=0; o,

un grupo C-H esta sustituido con:
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o~ -OH
o OH
OH .
0,

dos grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH y un grupo C-H esta sustituido con:
CO5H

o CH

C\O OH

OH

y

nes1,2, 364;

siempre que el compuesto no se seleccione de:
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-oxociclopentil)propanonitrilo;

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

En algunas realizaciones, n grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH. En algunas
(r;aél‘i.zaciones, n es 1. En algunas realizaciones, n es 2. En algunas realizaciones, n es 3. En algunas realizaciones, n

En algunas realizaciones, un grupo CH; esta sustituido independientemente con un C=0.

En algunas realizaciones, un grupo C-H esta sustituido con

CO,H
OH
0
Co OH
OH

En algunas realizaciones, un grupo C-H saturado esta sustituido con

CO,H

o OH

o OH
OH

En algunas realizaciones, dos grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH y un grupo C-H
esté sustituido con:
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COH

o OH

©o OH
OH

En algunas realizaciones:

el atomo de carbono alfa con respecto al grupo ciano no esta sustituido con un grupo C-OH, C=0, o

CO,H
o OH
C\
0 OH
OH

y el atomo de carbono beta con respecto al grupo ciano no esta sustituido con un grupo C-OH o

CO,H

o OH

o OH
OH

En algunas realizaciones:
el atomo de carbono alfa con respecto al grupo ciano no esta sustituido con un grupo C-OH o C=0;y
el atomo de carbono beta con respecto al grupo ciano no esta sustituido con un grupo C-OH.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un compuesto de férmula Il:
m
j k CN

i g
h

—Z

f
N_
al. b

C
N g
N
H
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:
1,2,306 4 delos carbonos a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, kKo m estan sustituidos cada uno independientemente con OH; o,

uno de los carbonos h, i, j, k, 0 m esta sustituido independientemente con =0; o,

uno de los carbonos a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k 0 m esta sustituido con:
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CO,H
OH
o)
o) OH
OH

o,

dos de los carbonos a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k 0 m estan sustituidos cada uno independientemente con OH y:

CO,H
OH
0
0 OH
OH

siempre que el compuesto no se seleccione de:
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-oxociclopentil)propanonitrilo;

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

En algunas realizaciones de formula Il, 1, 2, 3 6 4 de los carbonos a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k 0 m estan sustituidos
cada uno independientemente con OH. En algunas realizaciones, uno de los carbonos a, b, ¢, d, e, f, g, h,i,j,kom
esta sustituido con OH. En algunas realizaciones, 2 de los carbonos a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k 0 m estan sustituidos
cada uno independientemente con OH. En algunas realizaciones, 3 de de los carbonos a, b, ¢, d, e, f, g, h,i,j,kom
estan sustituidos cada uno independientemente con OH. En algunas realizaciones, 4 de los carbonos a, b, c, d, e, f,
g, h, i, j, k 0 m estén sustituidos cada uno independientemente con OH.

En algunas realizaciones, uno de los carbonos h, i, j, k, 0 m esta sustituido con =O.
En algunas realizaciones, uno de los carbonos a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k 0 m esta sustituido con:

CO,H
OH

o)
0 OH
OH :

En algunas realizaciones, uno de los carbonos f, g, h, i, j, k 0 m esta sustituido con:

CO,H
H
o 0
0 OH
OH

En algunas realizaciones, dos de los carbonos a, b, c, d, e, f, g, h, i, j kK 0 m estan sustituidos cada uno
independientemente con OH y uno de los carbonos a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k 0 m esta sustituido con:
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CO,H
° OH

O OH
OH

En algunas realizaciones:

El carbono m no estéa sustituido con un grupo OH, =0, o

CO,H

o OH

o) OH
OH

y el carbono f no esta sustituido con un grupo OH o

CO,H
OH
o)
o OH
OH

En algunas realizaciones:
el carbono m no esta sustituido con un grupo OH 0 =0; y
el carbono f no esté sustituido con un grupo OH.

Se supone que cada una de las realizaciones mencionadas anteriormente se adhiere a las reglas para valencia
apropiada.

En algunas realizaciones, el compuesto se selecciona de:

acido 6-(3-(1-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-cianoetil)ciclopentiloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico;

3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1,2-dihidroxiciclopentil)propanonitrilo; y
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;

o una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mencionados anteriormente.
En algunas realizaciones, el compuesto se selecciona de:
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-ciclopentil-3-hidroxipropanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-ciclopentil-2-hidroxipropanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(5-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(3-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(5-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(6-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;

3-ciclopentil-3-(4-(2-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
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3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1,2-dihidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(5,6-dihidroxi-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo; y

acido 6-(4-(1-(2-ciano-1-ciclopentiletil)-1H-pirazol-4-il)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-il)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico;

o0 una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mencionados anteriormente.

10
En algunas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento pueden incluir los compuestos
mostrados en los diagramas 1-7 a continuacién, y enantiémeros, diasteredmeros y racematos de los mismos.

Diagrama 1
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Se indican determinados metabolitos en la tabla 1 a continuacién. Se prevé que las estructuras abarquen todos los

estereoisdbmeros posibles.

10 Tabla 1

Referencia* Nombre

Estructura

acido 6-(3-(1-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-
cianoetil)ciclopentiloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-
carboxilico

Metabolito 1
(3/8)

CO.H

CN
HO 0 : \/'
N—-N

HO O
OH

\\

X
—
N

/—:Z

¥

Iz
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Metabolito 2 3-ciclopentil-3-(4-(2,6-dioxo-3,5,6,7-tetrahidro-2H-pirrolo[2,3- 2
(31) d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo
HN™ ™S
)\ Z~N ©
o™ N R
CN
N—N
Metabolito 3 3-ciclopentil-3-(4-(2-hidroxi-5-0x0-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3- XN \
(32) d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo 0
N
PR
~
N
HO N H
OH
:( OHT"CN
N—N
Metabolito 4 3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1,2- )
(35) dihidroxiciclopentil)propanonitrilo
NN
b
NTH
OH—CN
N—=N
\
Metabolito 5 3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1- NN
(36) hidroxiciclopentil)propanonitrilo
e
NTg
CN
")
Metabolito 6 | 3-ciclopentil-3-(4-(6-0x0-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4- N
(37) il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo
NTX
S
~
N
NT R
: T/CN
HO NN
Metabolito 7 3-(3-hidroxiciclopentil)-3-(4-(6-ox0-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3- AN
(38) d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo

14




10

15

20

25

30

35

40

ES 2435491 T3

HO
QJN
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3- A
Metabolito 8 pirrolol=,o-dlp . pIr /
hidroxiciclopentil)propanonitrilo &
S
~
N
NTOH
Bogs
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pi I-1-il)-3-(2 N
. -(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2- /
Metabolito 9 hidroxiciclopentil)propanonitrilo Z
(%
P
N
Nl

* Los numeros entre paréntesis se refieren a los nimeros de compuesto en la tabla 2 (véase a continuacion)

Los compuestos descritos en el presente documento son metabolitos de (R)-3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-
pirazol-1-il)-3-ciclopentilpropanonitrilo. Los metabolitos de la invencion se aislaron a partir de muestras de orina de
ser humano, rata o perro recogidas a partir de estudios farmacocinéticos y toxicocinéticos del inhibidor de JAK (R)-3-
(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-ciclopentilpropanonitrilo (compuesto ). Determinados metabolitos
pueden ser inhibidores de JAK, y pueden tener propiedades ventajosas relacionadas con fracciones libres
significativamente superiores y estabilidad metabdlica superior en microsomas humanos en comparacion con el
compuesto |. Los presentes metabolitos pueden tener deseablemente semivida de eliminacién mas larga en seres
humanos que el compuesto I.

En algunas realizaciones, los metabolitos de la invencion estan sustancialmente aislados. Por “sustancialmente
aislados” quiere decirse que el compuesto esta al menos parcial o sustancialmente separado del entrono en el que
se formd o detectd. La separacion parcial puede incluir, por ejemplo, una composicion enriquecida en el compuesto
de la invencién. La separacion sustancial puede incluir composiciones que contienen al menos aproximadamente el
50%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%,
al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 97% o al
menos aproximadamente el 99% en peso del metabolito.

La presente invencién también incluye sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en el
presente documento. Tal como se usa en el presente documento, “sales farmacéuticamente aceptables” se refiere a
derivados de los compuestos dados a conocer en los que el compuesto original se modifica convirtiendo un resto de
acido o de base existente en su forma de sal. Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero
no se limitan a, sales de acido organico o mineral de residuos basicos tales como aminas; sales alcalinas u
organicas de residuos acidos tales como acidos carboxilicos; y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables
de la presente invencidn incluyen las sales no tdxicas convencionales del compuesto original formado, por ejemplo,
a partir de acidos inorganicos u organicos no toxicos. Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente
invencion pueden sintetizarse a partir del compuesto original que contiene un resto basico o acido mediante métodos
quimicos convencionales. Generalmente, tales sales pueden prepararse haciendo reaccionar las formas de &cido o
de base libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o el acido apropiado en agua o en
un disolvente organico, o en una mezcla de los dos; generalmente, se prefieren medios no acuosos tales como éter,
acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Se encuentran listas de sales adecuadas en Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1985, pag. 1418 y Journal of
Pharmaceutical Science, 66, 2 (1977).

La expresion “farmacéuticamente aceptable” se emplea en el presente documento para referirse a los compuestos,
materiales, composiciones y/o formas farmacéuticas que, dentro del alcance del buen juicio médico, son adecuados
para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta
alérgica u otro problema o complicacién, acorde con una razén beneficio/riesgo razonable.
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Los compuestos descritos en el presente documento son asimétricos (por ejemplo, teniendo uno o mas
estereocentros). Todos los estereoisdmeros, tales como enantiomeros y diasteredmeros, estan previstos a menos
que se indique lo contrario. En la técnica se conocen métodos de como preparar formas 6pticamente activas a partir
de materiales de partida dpticamente activos, tal como mediante resolucién de mezclas racémicas o mediante
sintesis estereoselectiva.

Los compuestos descritos en el presente documento también incluyen todos los is6topos de atomos que se
producen en los metabolitos. Los is6topos incluyen aquéllos atomos que tienen el mismo numero atémico pero
diferentes nimeros masicos. Por ejemplo, los is6topos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio. Los compuestos
también pueden incluir solvatos e hidratos de los compuestos o formas de sal.

El término “compuesto,” tal como se usa en el presente documento pretende incluir todos los estereoisémeros,
isdbmeros geométricos, tautdmeros e isétopos de las estructuras representadas.

Sintesis

Los compuestos descritos en el presente documento, incluyendo sales de los mismos, pueden prepararse usando
técnicas de sintesis organica conocidas y pueden sintetizarse segun cualquiera de las numerosas rutas sintéticas
posibles.

Las reacciones para preparar los compuestos descritos en el presente documento pueden llevarse a cabo en
disolventes adecuados que pueden seleccionarse facilmente por un experto en la técnica de sintesis organica. Lo
disolventes organicos pueden ser sustancialmente no reactivos con los materiales de partida (reactantes), los
productos intermedios o productos a las temperaturas a las que se llevan a cabo las reacciones, por ejemplo,
temperaturas que pueden oscilar desde la temperatura de congelacién del disolvente hasta la temperatura de
ebullicién de disolvente. Una reaccion dada puede llevarse a cabo en un disolvente 0 una mezcla de mas de un
disolvente. Dependiendo de la etapa de reaccién particular, el experto en la técnica puede seleccionar disolventes
adecuados para una etapa de reaccion particular.

La preparacion de compuestos descritos en el presente documento puede implicar la proteccion y desproteccion de
diversos grupos quimicos. Un experto en la técnica puede determinar facilmente la necesidad de proteccion y
desproteccion, y la seleccion de grupos protectores adecuados. La quimica de grupos protectores puede
encontrarse, por ejemplo, en T.W. Greene y P.G.M. Wuts, Protective Grupos in Organic Synthesis, 32. ed., Wiley &
Sons, Inc., Nueva York (1999).

Las reacciones pueden monitorizarse segin cualquier método adecuado conocido en la técnica. Por ejemplo, la
formacion de producto puede monitorizarse mediante medios espectroscopicos, tales como espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (por ejemplo, Ho 13C), espectroscopia infrarroja, espectrofotometria (por ejemplo,
UV-visible) o espectrometria de masas, o mediante cromatografia tal como cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC) o cromatografia en capa fina.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden prepararse segun numerosas rutas preparatorias
conocidas en la bibliografia. Por ejemplo, los compuestos descritos en el presente documento pueden producirse
mediante procedimientos analogos a los descritos en el documento U.S. con nimero de serie 11/637.545
(documento US 2007/0135461), presentado el 12 de diciembre de 2006; el documento U.S. con nimero de serie
12/138.082 (documento US 2009/0181959), presentado el 16 de julio de 2009; y el documento U.S. con nimero de
serie 12/137.883 (US 2008/0312258), presentado el 12 de junio de 2008. Se proporcionan ejemplos de métodos
sintéticos para preparar los compuestos descritos en el presente documento en los esquemas a continuacion.

Tal como se muestra en el esquema 1, la sintesis del compuesto 32 comienza con 4-cloro-pirrolopirimidina S1. El
acoplamiento de Suzuki de S1 con el boronato de pirazol S2 en condiciones basicas en presencia de catalizador de
Pd (0) puede proporcionar el compuesto triciclico S3 que posteriormente se convierte selectivamente en el
compuesto de yodo S4 usando N-yodosuccinimida. EI compuesto de yodo S4 se transforma en el acetato S5
correspondiente. El tratamiento de S5 con bromuro de hidrégeno 4 M en é&cido acético proporciona S6 con la
oxidacion deseada en el anillo de pirrol junto con la desproteccién del grupo metoxilo para dar el hidroxilo libre. El
grupo ciano que se hidrolizé para dar la amida en estas condiciones se reinstala en 32 mediante tratamiento de S6
con cloruro de tricloroacetilo y trietilamina para efectuar la deshidratacion.

Esquema 1
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El compuesto 42 monohidroxilado (metabolito 8) se ha notificado en el documento U.S. con numero de serie
12/137.883, presentado el 12 de junio de 2008. Ademas, los compuestos que tienen un grupo hidroxilo en el anillo
de ciclopentilo también pueden sintetizarse como en el esquema 2. Por ejemplo, el S14 racémico disponible
comercialmente en el que se protege el alcohol seguido por reduccion del éster carboxilico para dar el aldehido
seguido por una olefinacion del aldehido para proporcionar S17. La adicion conjugada de S9 a S17 en condiciones
basicas proporciona S18 del cual se eliminan los grupos protectores en el alcohol y el anillo de pirrol
secuencialmente para proporcionar una mezcla de diasteredmeros que entonces se separan usando mdltiples
columnas de HPLC quiral para proporcionar los cuatro diastereémeros de S19. En algunas realizaciones, la presente
invencion proporciona un procedimiento de produccion del compuesto 42, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, que comprende una o mas de las etapas en el esquema 2.

Esquema 2
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Otro ejemplo del compuesto 36 monohidroxilado se obtiene mediante la secuencia mostrada en el esquema 3. La
cianohidrina S31 protegida puede reducirse con DIBAL para dar el aldehido correspondiente seguido por la
5 olefinacién con el fosfonato tal como S7 para proporcionar el crotonitrilo S33. La adicién conjugada de S9 a S33 en
condiciones basicas proporciona S34 del que se elimina el grupo protector en el anillo de pirrol para proporcionar
una mezcla de diasteredmeros que entonces puede separarse usando multiples columnas de HPLC quiral para

proporcionar el estereoisdémeros individual de 36.

10 Esquema3
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Los metabolitos dihidroxilados pueden obtenerse de un modo similar tal como se muestra en el esquema 4: puede
tratarse el ciclopentenocarboxaldehido S6A directamente con el iluro S7 para dar el derivado de crotonitrilo S8.

5  Entonces puede hacerse reaccionar el nitrilo S8 con el pirazol S9 en presencia de una base tal como DBU para dar
S10 como una mezcla de diasteredmeros, que pueden dihidroxilarse con tetréxido de osmio para proporcionar los
alcoholes cis cis-S12A, tras la eliminacién del grupo SEM. Los estereoisémeros individuales de esta mezcla (cis-
S12A) pueden separarse mediante cromatografia quiral para dar los alcoholes enantioméricamente puros. El trans-
S12A puede obtenerse epoxidando en primer lugar la olefina con m-CPBA seguido por apertura del epdxido en

10  condiciones &cidas. Los estereoisdbmeros individuales de esta mezcla (trans-S12A) pueden separase mediante
cromatografia quiral para dar los alcoholes enantioméricamente puros. La misma ruta sintética puede adaptarse
para obtener los S12B y S12C isoméricos sustituyendo el aldehido S6A de partida por S6B y S6C.

Esquema 4
15
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Una combinacién de los métodos descritos anteriormente junto con los descritos en solicitud de patente
estadounidense con numero de serie 11/637.545, presentada el 12 de diciembre de 2006; y en la solicitud de
patente estadounidense con nimero de serie 12/137.883, presentada el 12 de junio de 2008, puede utilizarse para
obtener los compuestos de trihidroxilo de la invencién. Por ejemplo, los compuestos de hidroxilo y dihidroxilo
descritos en el presente documento pueden oxidarse en condiciones de oxidacion de Swern descritas en la solicitud
de patente estadounidense con nimero de serie 12/137.883, presentada el 12 de junio de 2008. Los glucurénidos de
metabolitos que contienen grupos hidroxilo pueden sintetizarse segun el procedimiento de Suzuki et al. (Bioorg.
Med. Chem. Lett. (1999), 9(5), 659-662).

Meétodos

Determinados compuestos descritos en el presente documento pueden modular la actividad de una o mas cinasas
Janus (JAK). El término “modular” se entiende que se refiere a una capacidad de aumentar o disminuir la actividad
de uno o mas miembros de la familia JAK de cinasas. Por consiguiente, determinados compuestos descritos en el
presente documento pueden usarse en métodos de modulaciéon de una JAK poniendo en contacto la JAK con uno
cualquiera o mas de los compuestos o las composiciones descritas en el presente documento. En algunas
realizaciones, determinados compuestos pueden actuar como inhibidores de una o mas JAK. En algunas
realizaciones, determinados compuestos descritos en el presente documento pueden actuar estimulando la actividad
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de una o mas JAK. En realizaciones adicionales, pueden usarse determinados compuestos para modular la
actividad de una JAK en un individuo que necesita la modulacion el receptor administrando una cantidad moduladora
de un compuesto de la invencién.

Las JAK a las que se unen y/o modulan compuestos pueden incluir cualquier miembro de la familia JAK. En algunas
realizaciones, la JAK es JAK1, JAK2, JAKS3 o TYK2. En algunas realizaciones, la JAK es JAK1 o JAK2. En algunas
realizaciones, la JAK es JAK2. En algunas realizaciones, la JAK es JAKS.

En algunas realizaciones, los compuestos activos pueden ser selectivos. Por “selectivos” quiere decirse que el
compuesto se une a o inhibe una JAK con mayor afinidad o potencia, respectivamente, en comparacién con al
menos otra JAK (por ejemplo, inhibidores selectivos de JAK1 o JAK2 con respecto a JAK3 y/o TYK2). En algunas
realizaciones, selectivo significa inhibicion selectiva de JAK2 (por ejemplo, con respecto a JAK1, JAK3 y TYK2). Sin
querer limitarse a ninguna teoria, debido a que los inhibidores de JAK3 pueden conducir a efectos
inmunosupresores, un compuesto que es selectivo para JAK2 con respecto a JAK3 y que es Util en el tratamiento de
cancer (tal como mieloma multiple, por ejemplo) puede ofrecer la ventaja adicional de tener menos efectos
secundarios inmunosupresores. La selectividad puede ser de al menos aproximadamente 5 veces, al menos
aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos
aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al menos aproximadamente 500 veces o al
menos aproximadamente 1000 veces. La selectividad puede medirse mediante métodos de rutina en la técnica. En
algunas realizaciones, la selectividad puede someterse a prueba a la Km de cada enzima. En algunas realizaciones,
la selectividad para JAK2 con respecto a JAK3 puede determinarse mediante la concentracién de ATP celular.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a métodos de tratamiento de un enfermedad o trastorno asociado a
JAK en un individuo (por ejemplo, paciente) administrando al individuo que necesita tal tratamiento una cantidad o
dosis terapéuticamente eficaz de un determinado compuesto descrito en el presente documento o una composicion
farmacéutica del mismo. Una enfermedad asociada a JAK puede incluir cualquier enfermedad, trastorno o estado
que esta directa o indirectamente vinculado a la expresion o actividad de la JAK, incluyendo sobreexpresion y/o
niveles de actividad anémalos. Una enfermedad asociada a JAK también puede incluir cualquier enfermedad,
trastorno o estado que puede impedirse, mejorarse o curarse modulando la actividad de JAK.

Los ejemplos de enfermedades asociadas a JAK incluyen enfermedades que implican al sistema inmunitario
incluyendo, por ejemplo, rechazo de trasplante de 6rganos (por ejemplo, rechazo de aloinjerto y enfermedad de
injerto contra huésped).

Los ejemplos adicionales de enfermedades asociadas a JAK incluyen enfermedades autoinmunitarias tales como
esclerosis multiple , artritis reumatoide, artritis juvenil, diabetes tipo I, lupus, psoriasis, enfermedad inflamatoria del
intestino, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, miastenia grave, nefropatias por inmunoglobulinas, trastorno de
tiroides autoinmunitario, y similares. En algunas realizaciones, la enfermedad autoinmunitaria es un trastorno
cutéaneo ampolloso autoinmunitario tal como pénfigo vulgar (PV) o penfigoide ampolloso (PA).

Los ejemplos adicionales de enfermedades asociadas a JAK incluyen estados alérgicos tales como asma, alergias
alimentarias, dermatitis atopica y rinitis. Los ejemplos adicionales de enfermedades asociadas a JAK incluyen
enfermedades virales tales como virus de Epstein Barr (VEB), hepatitis B, hepatitis C, VIH, VLTH 1, virus de la
varicela zéster (VVZ) y virus del papiloma humano (VPH).

Los ejemplos adicionales de enfermedades o estados asociados a JAK incluyen trastornos cutaneos tales como
psoriasis (por ejemplo, psoriasis vulgar), dermatitis atdépica, exantema cutaneo, irritacion de la piel, sensibilizaciéon de
la piel (por ejemplo, dermatitis de contacto, dermatitis de contacto alérgica o sensibilizacion por contacto alérgica).
Por ejemplo, determinadas sustancias, incluyendo algunos productos farmacéuticos, cuando se aplican por via
tépica pueden provocar sensibilizacion de la piel. En algunas realizaciones, la administracion conjunta o la
administracion secuencial de al menos un inhibidor de JAK junto con el agente que provoca la sensibilizacion no
deseada, pude ser util en el tratamiento de tal sensibilizacion no deseada o dermatitis. En algunas realizaciones, el
trastorno cutaneo se trata mediante administracion tépica de al menos un inhibidor de JAK.

En realizaciones adicionales, la enfermedad asociada a JAK es cancer incluyendo los caracterizados por tumores
solidos (por ejemplo, cancer de préstata, cancer renal, cancer hepatico, cancer pancreatico, cancer gastrico, cancer
de mama, cancer de pulmon, canceres de cabeza y cuello, cancer de tiroides, glioblastoma, sarcoma de Kaposi,
enfermedad de Castleman, melanoma etc.), canceres hematoldgicos (por ejemplo, linfoma, leucemia, tal como
leucemia linfoblastica aguda, leucemia mielégena aguda (LMA) o mieloma multiple), y cancer de piel tal como
linfoma de células T cutaneo (LCTC) y linfoma de células B cutdneo. Los ejemplos de linfomas de células T
cuténeos incluyen sindrome de Sezary y micosis fungoide.

Las enfermedades asociadas a JAK pueden incluir ademas la caracterizadas por la expresion de: mutantes de JAK2
tales como los que tienen al menos una mutacién en el dominio pseudo-cinasa (por ejemplo, JAK2V617F); mutantes
de JAK2 que tienen al menos una mutacién fuera del dominio pseudo-cinasa; mutantes de JAK1; mutantes de JAKS;
mutantes del receptor de eritropoyetina (EPOR); o expresion desregulada de CRLF2.
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Las enfermedades asociadas a JAK pueden incluir ademas trastornos mieloproliferativos (MPD) tales como
policitemia vera (PV), trombocitemia esencial (TE), metaplasia mieloide con mielofbrosis (MMM), leucemia
mieldégena crénica (LMC), leucemia mielomonocitica créonica (LMMC), sindrome hipereosinofilico (SHE), enfermedad
de mastocitosis sistémica (SMCD), y similares.

Las enfermedades asociadas a JAK adicionales incluyen inflamacion y enfermedades inflamatorias. Los ejemplos de
enfermedades inflamatorias incluyen sarcoidosis, enfermedades inflamatorias del ojo (por ejemplo, ojo seco, iritis,
uveitis, escleritis, conjuntivitis o enfermedades relacionadas), enfermedades inflamatorias de las vias respiratorias
(por ejemplo, las vias respiratorias superiores incluyendo la nariz y los senos tales como rinitis o sinusitis o las vias
respiratorias inferiores incluyendo bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, y similares), miopatia
inflamatoria tal como miocarditis, y otras enfermedades inflamatorias. Otras enfermedades inflamatorias que pueden
tratarse mediante inhibidores de JAK incluyen sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) y choque
septicémico.

Tal como se usa en el presente documento, “trastorno de ojo seco” pretende abarcar los estados patoldgicos
resumidos en un informe oficial reciente de Dry Eye Workshop (DEWS), que define el ojo seco como “una
enfermedad multifactorial de las lagrimas y la superficie ocular que da como resultado sintomas de malestar,
alteraciones visuales e inestabilidad de la pelicula lacrimal con dafio potencial a la superficie ocular. Va acompafada
por un aumento de la osmolaridad de la pelicula lacrimal e inflamacion de la superficie ocular”. Lemp, “The Definition
and Classification of Dry Eye Disease: Report of the Definition and Classification Subcommittee of the International
Dry Eye Workshop”, The Ocular Surface, 5(2), 75-92, abril de 2007. En algunas realizaciones, el trastorno de ojo
seco se selecciona de ojo seco deficiente en lagrimas acuosas (ADDE) o trastorno de ojo seco evaporativo, o
combinaciones apropiadas de los mismos. En algunas realizaciones, el trastorno de ojo seco es o0jo seco de
sindrome de Sjogren (SSDE). En algunas realizaciones, el trastorno de 0jo seco es 0jo seco distinto de sindrome de
Sjogren (NSSDE).

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un método de tratamiento de conjuntivitis, uveitis
(incluyendo uveitis cronica), corioditis, retinitis, ciclitis, esclieritis, epiescleritis o iritis; tratamiento de inflamacién o
dolor relacionado con ftrasplante de cornea, LASIK (queratomileusis in situ asistida por laser), queratectomia
fotorrefractaria o LASEK (queratomileusis subepitelial asistida por laser); inhibicién de la pérdida de agudeza visual
relacionada con trasplante de cornea, LASIK, queratectomia fotorrefractaria o LASEK; o inhibicién del rechazo de
trasplante en un paciente que lo necesita, que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente
eficaz del compuesto de la invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Pueden usarse adicionalmente inhibidores de JAK para tratar lesiones de isquemia por reperfusion o una
enfermedad o estado relacionado con un acontecimiento isquémico inflamatorio tal como accidente cerebrovascular
o paro cardiaco. Pueden usarse adicionalmente inhibidores de JAK para tratar anorexia, caquexia o fatiga tal como
la que resulta de o estd asociada con cancer. Pueden usarse adicionalmente inhibidores de JAK para tratar
reestenosis, esclerodermitis o fibrosis. Pueden usarse adicionalmente inhibidores de JAK para tratar estados
asociados con hipoxia o astrogliosis tales como, por ejemplo, retinopatia diabética, cancer o neurodegeneracion.
Véanse, por ejemplo, Dudley, A.C. et al. Biochem. J. 2005, 390(Pt 2):427-36 y Sriram, K. et al. J. Biol. Chem. 2004,
279(19):19936-47. Publicacion electrénica 2 de marzo de 2004.

Pueden usarse adicionalmente inhibidores de JAK para tratar la gota y el aumento del tamafio de la préstata debido
a, por ejemplo, hipertrofia benigna de préstata o hiperplasia prostatica benigna.

Las enfermedades asociadas a JAK adicionales incluyen enfermedades de resorcién 6sea tales como osteoporosis,
osteoartritis. La resorcion 6sea también puede estar asociada con otros estados tales como desequilibrio hormonal
y/o terapia hormonal, enfermedad autoinmunitaria (por ejemplo sarcoidosis 6sea), o cancer (por ejemplo mieloma).
La reduccion de la resorcion 6sea debido a los inhibidores de JAK puede ser de aproximadamente el 10%,
aproximadamente el 20%, aproximadamente el 30%, aproximadamente el 40%, aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 60%, aproximadamente el 70%, aproximadamente el 80% o aproximadamente el 90%.

Tal como se usa en el presente documento, el término “poner en contacto” se refiere a juntar los restos indicados en
un sistema in vitro o un sistema in vivo. Por ejemplo, “poner en contacto” una JAK con un compuesto incluye la
administracion de un compuesto de la presente invencion a un individuo o paciente, tal como un ser humano, que
tiene una JAK, asi como, por ejemplo, introducir un compuesto en una muestra que contiene una preparacién celular
o purificada que contiene la JAK.

Tal como se usa en el presente documento, el término “individuo” o “paciente,” usado de manera intercambiable, se
refiere a cualquier animal, incluyendo mamiferos, preferiblemente ratones, ratas, otros roedores, conejos, perros,
gatos, cerdos, ganado, ovejas, caballos o primates, y lo mas preferiblemente seres humanos.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad
de agente farmacéutico o compuesto activo que produce la respuesta bioldgica o medicinal que se busca en un
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tejido, sistema, animal, individuo o ser humano por un investigador, veterinario, médico u otro facultativo.

Tal como se usa en el presente documento, el término “tratar” o “tratamiento” se refiere a uno o méas de (1) prevenir
la enfermedad; por ejemplo, prevenir una enfermedad, estado o trastorno en un individuo que puede estar
predispuesto a la enfermedad, el estado o el trastorno pero que aln no experimenta o presenta la patologia o
sintomatologia de la enfermedad; (2) inhibir la enfermedad; por ejemplo, inhibir una enfermedad, estado o trastorno
en un individual que experimenta o presenta la patologia o sintomatologia de la enfermedad, el estado o el trastorno;
y (38) mejorar la enfermedad; por ejemplo, mejorar una enfermedad, estado o trastorno en un individual que
experimenta o presenta la patologia o sintomatologia de la enfermedad, el estado o el trastorno (es decir, revertir la
patologia y/o sintomatologia) tal como disminuir la gravedad de la enfermedad.

Los niveles de metabolitos en un paciente tras la administracion del compuesto | en un individuo pueden medirse y
obtenerse su perfil. Tal perfil de metabolitos puede usarse entonces para ajustar los regimenes de dosificacion (por
ejemplo, para la administracion del compuesto 1) en ese individuo. Por ejemplo, un aclaramiento mas rapido del
compuesto | tal como se muestra mediante niveles de diversos metabolitos tras un periodo de tiempo dado, puede
significar que las dosificaciones iniciales deben ajustarse hacia arriba.

Terapias de combinacion

Pueden usarse uno o mas agentes farmacéuticos adicionales tales como, por ejemplo, agentes quimioterapicos,
agentes antiinflamatorios, esteroides, inmunosupresores, asi como inhibidores de Bcr-Abl, Flt-3, RAF y FAK cinasa
tales como, por ejemplo, los descritos en el documento WO 2006/056399, u otros agentes en combinacién con
determinados compuestos descritos en el presente documento para el tratamiento de enfermedades, trastornos o
estados asociados a JAK. El uno o méas agentes farmacéuticos adicionales puede administrarse a un paciente
simultanea o secuencialmente.

Los ejemplos de agentes quimioterapicos incluyen inhibidores del proteosoma (por ejemplo, bortezomib), talidomida,
revlimid y agentes que dafnan el ADN tales como melfalan, doxorubicina, ciclofosfamida, vincristina, etoposido,
carmustina y similares.

Los ejemplos de esteroides incluyen corticosteroides tales como dexametasona o prednisona.

Los ejemplos de inhibidores de Bcr-Abl incluyen los compuestos, y sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos, de los géneros y especies dados a conocer en la patente estadounidense n.® 5.521.184, el documento WO
04/005281 y el documento U.S. con nimero de serie 60/578.491.

Los ejemplo de inhibidores de Flt-3 adecuados incluyen compuestos, y sus sales farmacéuticamente aceptables, tal
como se dan a conocer en los documentos WO 03/037347, WO 03/099771 y WO 04/046120.

Los ejemplos de inhibidores de RAF adecuados incluyen compuestos, y sus sales farmacéuticamente aceptables, tal
como se dan a conocer en los documentos WO 00/09495 y WO 05/028444.

Los ejemplos de inhibidores de FAK adecuados incluyen compuestos, y sus sales farmacéuticamente aceptables, tal
como se dan a conocer en los documentos WO 04/080980, WO 04/056786, WO 03/024967, WO 01/064655, WO
00/053595 y WO 01/014402.

En algunas realizaciones, pueden usarse uno o mas compuestos descritos en el presente documento en
combinaciéon con uno o mas de otros inhibidores de cinasas incluyendo imatinib, particularmente para tratar
pacientes resistentes a imatinib u otros inhibidores de cinasas.

En algunas realizaciones, pueden usarse uno 0 mas compuestos en combinacion con un agente quimioterapico en
el tratamiento de cancer, tal como mieloma mudltiple, y puede mejorar la respuesta al tratamiento en comparacién
con la respuesta al agente quimioterapico solo, sin exacerbacion de sus efectos tdxicos. Los ejemplos de agentes
farmacéuticos adicionales usados en el tratamiento de mieloma mudltiple, por ejemplo, pueden incluir, sin limitacion,
melfalan, melfalan mas prednisona [MP], doxorubicina, dexametasona y Velcade (bortezomib). Mas agentes
adicionales usados en el tratamiento de mieloma mudltiple incluyen inhibidores de Bcr-Abl, Flt-3, RAF y FAK cinasa.
Efectos aditivos o sinérgicos son desenlaces deseables de la combinacion de un compuesto de la presente
invencion con un agente adicional. Ademas, la resistencia de células de mieloma multiple a agentes tales como
dexametasona puede ser reversible tras el tratamiento con un compuesto de la presente invencién. Los agentes
pueden combinarse con el inhibidor de JAK en una forma farmacéutica individual o continua, o los agentes pueden
administrarse simultanea o secuencialmente como formas farmacéuticas separadas.

En algunas realizaciones, se administra un corticosteroide tal como dexametasona a un paciente en combinacion

con al menos un inhibidor de JAK en el que la dexametasona se administra de manera intermitente en
contraposicion a de manera continua.
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En algunas realizaciones adicionales, pueden administrarse combinaciones de uno o mas compuestos con otros
agentes terapéuticos a un paciente antes de, durante y/o tras un trasplante de médula 6sea o trasplante de células
madre.

Formulaciones farmacéuticas y formas de dosificacion

Cuando se emplean como productos farmacéuticos, los compuestos descritos en el presente documento pueden
administrarse en forma de composiciones farmacéuticas. Estas composiciones pueden prepararse de manera bien
conocida en la técnica farmacéutica, y pueden administrarse por una variedad de vias, dependiendo de si se desea
tratamiento local o sistémico y de la zona que va a tratarse. La administracién puede ser topica (incluyendo
transdérmica, epidérmica, oftalmica y a membranas mucosas incluyendo administracion intranasal, vaginal y rectal),
pulmonar (por ejemplo, mediante inhalacién o insuflacién de polvos o aerosoles, incluyendo mediante nebulizador;
intratecal o intranasal), oral o parenteral. En algunas realizaciones, la composicién es adecuada para administracion
oral. La administracion parenteral incluye inyeccién o infusién intravenosa, intraarterial, subcutanea, intraperitoneal,
intramuscular; o intracraneal, por ejemplo, administracion intratecal o intraventricular. La administracién parenteral
puede ser en forma de una dosis en bolo simple, o puede ser, por ejemplo, mediante una bomba de perfusién
continua. Las composiciones y formulaciones farmacéuticas para administracion topica pueden incluir parches
transdérmicos, pomadas, lociones, cremas, geles, gotas, supositorios, pulverizaciones, liquidos y polvos. Pueden ser
necesarios o deseables portadores farmacéuticos convencionales, bases acuosas, en polvo o aceitosas, espesantes
y similares. Preservativos, guantes y similares recubiertos también pueden ser Utiles.

Esta invencion también incluye composiciones farmacéuticas que contienen, como principio activo, uno o mas de los
compuestos descritos en el presente documento en combinacién con uno o mas portadores farmacéuticamente
aceptables (excipientes). En la preparacion de las composiciones de la invencion, el principio activo se mezcla
normalmente con un excipiente, se diluye mediante un excipiente o se incluye dentro de un portador de este tipo en
forma de, por ejemplo, una capsula, un sobre, un papel u otro recipiente. Cuando el excipiente sirve como diluyente,
puede ser un material s6lido, semisélido o liquido, que actia como vehiculo, portador o medio para el principio
activo. Por tanto, las composiciones pueden estar en forma de comprimidos, pildoras, polvos, pastillas para chupar,
sobres, cachets, elixires, suspensiones, emulsiones, disoluciones, jarabes, aerosoles (como un sélido o en un medio
liquido), pomadas que contienen, por ejemplo, hasta el 10% en peso del compuesto activo, capsulas de gelatina
blanda y dura, supositorios, disoluciones inyectables estériles y polvos envasados estériles.

En la preparacién de una formulacién, el compuesto activo puede molerse para proporcionar el tamafio de particula
apropiado antes de combinar con los otros componentes. Si el compuesto activo es sustancialmente insoluble,
puede molerse hasta un tamano de particula de menos de 200 de malla. Si el compuesto activo es sustancialmente
soluble en agua, el tamafio de particula puede ajustarse mediante molienda para proporcionar una distribucién
sustancialmente uniforme en la formulacion, por ejemplo de aproximadamente 40 de malla.

El principio activo puede molerse usando procedimientos de molienda conocidos tales como molienda en hiumedo
para obtener un tamano de particula apropiado para la formacién de comprimidos y para otros tipos de formulacién.
Pueden prepararse preparaciones del principio activo finamente divididas (nanoparticulados) mediante
procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo véase la solicitud de patente internacional n.2 WO 2002/000196.

Algunos ejemplos de excipientes adecuados incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma
arabiga, fosfato de calcio, alginatos, goma tragacanto, gelatina, silicato de calcio, celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona, celulosa, agua, jarabe y metilcelulosa. Las formulaciones pueden incluir adicionalmente: agentes
lubricantes tales como talco, estearato de magnesio y aceite mineral; agentes humectantes; emulsionantes y
agentes de suspension; agentes conservantes tales como metil y propilhidroxibenzoatos; agentes edulcorantes; y
agentes aromatizantes. Las composiciones de la invencion pueden formularse de modo que proporcionen liberacion
rapida, sostenida o retardada del principio activo tras la administracion al paciente empleando procedimientos
conocidos en la técnica.

Las composiciones pueden formularse en una forma farmacéutica unitaria, conteniendo cada dosificacién desde
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 1000 mg (1 g), mas habitualmente de aproximadamente 100 a
aproximadamente 500 mg, del principio activo. El término “formas farmacéuticas unitarias” se refiere a unidades
fisicamente diferenciadas adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y otros mamiferos,
conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de material activo calculada para producir el efecto
terapéutico deseado, en asociacion con un excipiente farmacéutico adecuado.

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencion contienen desde aproximadamente 5 mg hasta
aproximadamente 50 mg del principio activo. El experto habitual en la técnica apreciara que esto expresa
compuestos 0 composiciones que contienen de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 10 mg, de
aproximadamente 10 mg a aproximadamente 15 mg, de aproximadamente 15 mg a aproximadamente 20 mg, de
aproximadamente 20 mg a aproximadamente 25 mg, de aproximadamente 25 mg a aproximadamente 30 mg, de
aproximadamente 30 mg a aproximadamente 35 mg, de aproximadamente 35 mg a aproximadamente 40 mg, de
aproximadamente 40 mg a aproximadamente 45 mg o de aproximadamente 45 mg a aproximadamente 50 mg del
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principio activo.

En algunas realizaciones, las composiciones de la invenciéon contienen desde aproximadamente 50 mg hasta
aproximadamente 500 mg del principio activo. El experto habitual en la técnica apreciara que esto expresa
compuestos o composiciones que contienen de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 100 mg, de
aproximadamente 100 mg a aproximadamente 150 mg, de aproximadamente 150 mg a aproximadamente 200 mg,
de aproximadamente 200 mg a aproximadamente 250 mg, de aproximadamente 250 mg a aproximadamente
300 mg, de aproximadamente 350 mg a aproximadamente 400 mg o de aproximadamente 450 mg a
aproximadamente 500 mg del principio activo.

En algunas realizaciones, las composiciones de la invencion contienen desde aproximadamente 500 mg hasta
aproximadamente 1.000 mg del principio activo. El experto habitual en la técnica apreciara que esto expresa
compuestos 0 composiciones que contienen de aproximadamente 500 mg a aproximadamente 550 mg, de
aproximadamente 550 mg a aproximadamente 600 mg, de aproximadamente 600 mg a aproximadamente 650 mg,
de aproximadamente 650 mg a aproximadamente 700 mg, de aproximadamente 700 mg a aproximadamente
750 mg, de aproximadamente 750 mg a aproximadamente 800 mg, de aproximadamente 800 mg a
aproximadamente 850 mg, de aproximadamente 850 mg a aproximadamente 900 mg, de aproximadamente 900 mg
a aproximadamente 950 mg o de aproximadamente 950 mg a aproximadamente 1.000 mg del principio activo.

El compuesto activo puede ser eficaz a | largo de un amplio intervalo de dosificacion y se administra generalmente
en una cantidad farmacéuticamente eficaz. Sin embargo, se entendera que la cantidad del compuesto administrada
realmente se determinara habitualmente por un médico, segln las circunstancias relevantes, incluyendo el estado
que va a tratarse, la via de administracion elegida, el compuesto real administrado, la edad, el peso y la respuesta
del paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente, y similares.

Para preparar composiciones sélidas tales como comprimidos, se mezcla el principio activo principal con un
excipiente farmacéutico para formar una composicion de formulacion previa sélida que contiene una mezcla
homogénea de un compuesto de la presente invencién. Cuando se hace referencia a estas composiciones de
formulacion previa como homogéneas, el principio activo esta disperso normalmente de manera uniforme por toda la
composicién de modo que la composicion puede subdividirse facilmente en formas farmacéuticas unitarias
igualmente eficaces tales como comprimidos, pildoras y capsulas. La formulaciéon previa sélida se subdivide
entonces en formas farmacéuticas unitarias del tipo descrito anteriormente que contienen desde, por ejemplo,
aproximadamente 0,1 hasta aproximadamente 1000 mg del principio activo de la presente invencién.

Los comprimidos o pildoras de la presente invencién pueden recubrirse o combinarse de otra manera para
proporcionar una forma farmacéutica que proporciona la ventaja de accién prolongada. Por ejemplo, el comprimido o
pildora puede comprende un componente de dosificacién interna y uno de dosificacién externa, estando este ultimo
en forma de una envuelta sobre el primero. Los dos componentes pueden separarse mediante una capa entérica
que sirve para resistir la disgregacién en el estdmago y permitir que el componente interno pase intacto al duodeno o
que sea de liberacion retardada. Puede usarse una variedad de materiales para tales capas o recubrimientos
entéricos, incluyendo tales materiales varios acidos poliméricos y mezclas de &cidos poliméricos con materiales tales
como goma laca, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

Las forma liquidas en las que pueden incorporarse los compuestos y las composiciones para su administracion por
via oral o mediante inyeccién incluyen disoluciones acuosas, jarabes adecuadamente aromatizados, suspensiones
acuosas 0 en aceite y emulsiones aromatizadas con aceites comestibles tales como aceite de algoddn, aceite de
sésamo, aceite de coco o aceite de cacahuete, asi como elixires y vehiculos farmacéuticos similares.

Las composiciones para inhalacion o insuflacion incluyen disoluciones y suspensiones en disolventes acuosos u
organicos, o mezclas de los mismos, y polvos farmacéuticamente aceptables. Las composiciones sdlidas o liquidas
pueden contener excipientes farmacéuticamente aceptables adecuados tal como se describidé anteriormente. En
algunas realizaciones, las composiciones se administran por la via respiratoria oral o nasal para lograr un efecto
local o sistémico. Las composiciones pueden nebulizarse mediante el uso de gases inertes. Las disoluciones
nebulizadas pueden respirarse directamente desde el dispositivo de nebulizacién o el dispositivo de nebulizacion
puede unirse a una cubierta de una mascara facial, o0 maquina de respiracién de presién positiva intermitente.
Pueden administrase composiciones de disolucién, suspensién o de polvo por via oral o por via nasal desde
dispositivos que administran la formulacion de manera apropiada.

La cantidad de compuesto o composicion administrada a un paciente variara dependiendo de qué esta
administrandose, el fin de la administracion, tal como profilaxis o terapia, el estado del paciente, la manera de
administracion, y similares. En aplicaciones terapéuticas, pueden administrarse composiciones a un paciente que ya
padece una enfermedad en una cantidad suficiente para curar o al menos parar parcialmente los sintomas de la
enfermedad y sus complicaciones. Las dosis eficaces dependeran del estado patolégico que esta tratandose asi
como del juicio del facultativo encargado dependiendo de factores tales como la gravedad de la enfermedad, la
edad, el peso y el estado general del paciente, y similares.
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Las composiciones administradas a un paciente pueden estar en forma de composiciones farmacéuticas descritas
anteriormente. Estas composiciones pueden esterilizarse mediante técnicas de esterilizacién convencionales, o
pueden esterilizarse por filtracién. Pueden envasarse disoluciones acuosas para su uso tal como estan, o liofilizarse,
combinandose la preparacion liofilizada con un portador acuoso estéril antes de la administracion. El pH de las
preparaciones de compuesto normalmente estara entre 3 y 11, mas preferiblemente desde 5 hasta 9 y lo mas
preferiblemente desde 7 hasta 8. Se entendera que el uso de determinados excipientes, portadores o estabilizadores
anteriores dara como resultado la formacion de sales farmacéuticas.

La dosificacion terapéutica de los compuestos puede variar segun, por ejemplo, el uso particular para el que se
prepara el tratamiento, la manera de administracion del compuesto, la salud y el estado del paciente, y el juicio del
médico que prescribe. La proporcién o concentracion de un compuesto en una composicién farmacéutica puede
variar dependiendo de varios factores incluyendo caracteristicas de dosificacion, quimicas (por ejemplo,
hidrofobicidad) y la via de administracién. Por ejemplo, los compuestos pueden proporcionarse en una disolucion
tampon fisiolégica acuosa que contiene de aproximadamente el 0,1 a aproximadamente el 10% p/v del compuesto
para administracion parenteral. Algunos intervalos de dosis tipicos son de desde aproximadamente 1 mg/kg hasta
aproximadamente 1 g/kg de peso corporal al dia. En algunas realizaciones, el intervalo de dosis es de desde
aproximadamente 0,01 mg/kg hasta aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal al dia. La dosificacion depende
posiblemente de variables tales como el tipo y el grado de progresion de la enfermedad o el trastorno, el estado de
salud global del paciente particular, la eficacia biologica relativa del compuesto seleccionado, la formulacion del
excipiente y su via de administracién. Las dosis eficaces pueden extrapolarse a partir de curvas de dosis-respuesta
derivadas de sistemas de prueba in vitro o de modelo animal.

Las composiciones de la invencién pueden incluir ademas uno o mas agentes farmacéuticos adicionales tales como
un agente quimioterapico, esteroide, compuesto antiinflamatorio o inmunosupresor, ejemplos de los cuales se
enumeraron anteriormente en el presente documento.

En algunas realizaciones, el compuesto, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra como una
composicién oftalmica. Por consiguiente, en algunas realizaciones, los métodos comprenden la administracién del
compuesto, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un portador aceptable por via oftalmica. En algunas
realizaciones, la composicion oftalmica es una composicién liquida, composicion semisélida, inserto, pelicula,
microparticulas o nanoparticulas.

En algunas realizaciones, la composicion oftalmica es una composicion liquida. En algunas realizaciones, la
composicion oftdlmica es una composicion semisélida. En algunas realizaciones, la composicién oftalmica es una
composicidn topica. Las composiciones topicas incluyen, pero no se limitan a composiciones liquidas y semisélidas.
En algunas realizaciones, la composicion oftalmica es una composicién tépica. En algunas realizaciones, la
composicién tépica comprende disolucién acuosa, una suspensiéon acuosa, una pomada o un gel. En algunas
realizaciones, la composicion oftalmica se aplica por via topica a la parte frontal del ojo, bajo el parpado superior, en
el parpado inferior y en el fondo de saco. En algunas realizaciones, se esteriliza la composicion oftalmica. La
esterilizacion puede lograrse mediante técnicas conocidas como esterilizacion por filtracion de la disolucion o
mediante calentamiento de la disoluciéon en la ampolla lista para su uso. Las composiciones oftdlmicas de la
invencion pueden contener ademas excipientes farmacéuticos adecuados para la preparacion de formulaciones
oftdlmicas. Ejemplos de tales excipientes son agentes conservantes, agentes tamponantes, agentes quelantes,
agentes antioxidantes y sales para regular la presién osmotica.

Tal como se usa en el presente documento, el término “portador aceptable por via oftalmica” se refiere a cualquier
material que pueda contener y liberar el compuesto, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y que sea
compatible con el ojo. En algunas realizaciones, el portador aceptable por via oftalmica es agua o una disoluciéon o
suspensioén acuosa, pero también incluye aceites tales como los usados para preparar pomadas y matrices
poliméricas tales como las usadas en insertos oculares. En algunas realizaciones, la composicion puede ser una
suspensién acuosa que comprende el compuesto, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Las
composiciones oftalmicas liquidas, incluyendo tanto pomadas como suspensiones, pueden tener una viscosidad que
es adecuada para la via de administracién seleccionada. En algunas realizaciones, la composicién oftalmica tiene
una viscosidad en el intervalo de desde aproximadamente 1.000 hasta aproximadamente 30.000 centipoise.

En algunas realizaciones, las composiciones oftalmicas pueden comprender ademés uno o mas de tensioactivos,
adyuvantes, tampones, antioxidantes, ajustadores de la tonicidad, conservantes (por ejemplo, EDTA, BAK (cloruro
de benzalconio), clorito de sodio, perborato de sodio, Poliquaterium-1), espesantes o modificadores de la viscosidad
(por ejemplo, carboximetilcelulosa, hidroximetilcelulosa, poli(alcohol vinilico), polietilenglicol, glicol 400,
hidroximetilcelulosa de propilenglicol, hidroxpropil-guar, acido hialurénico e hidroxipropilcelulosa) y similares. Los
aditivos en la formulacion pueden incluir, pero no se limitan a, cloruro de sodio, bicarbonato de sodio, &cido sérbico,
metilparabeno, propilparabeno, clorhexidina, aceite de ricino y perborato de sodio.

Las composiciones oftalmicas acuosas (disoluciones o suspensiones) generalmente no contienen constituyentes

fisiolégica u oftalmicamente perjudiciales. En algunas realizaciones, se usa agua purificada o desionizada en la
composicion. El pH puede ajustarse afiadiendo cualquier acido, base o tampon de ajuste del pH fisiologica y
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oftdlmicamente aceptable para que esté dentro del intervalo de aproximadamente 5,0 a 8,5. Los ejemplos de acidos
oftdlmicamente aceptables incluyen acético, bérico, citrico, lactico, fosforico, clorhidrico, y similares, y los ejemplos
de bases incluyen hidroxido de sodio, fosfato de sodio, borato de sodio, citrato de sodio, acetato de sodio, lactato de
sodio, trometamina, trishidroximetilamino-metano, y similares. Las sales y los tampones incluyen citrato/dextrosa,
bicarbonato de sodio, cloruro de amonio y mezclas de los acidos y las bases mencionados anteriormente.

En algunas realizaciones, los métodos implican formar o suministrar un depdsito del agente terapéutico en contacto
con la superficie externa del ojo. Un depésito se refiere a una fuente del agente terapéutico que no se elimina
rapidamente por las lagrimas u otros mecanismos de aclaramiento del ojo. Esto permite que estén presentes
concentraciones altas sostenidas, continuadas de agente terapéutico en el fluido en la superficie externa del ojo
mediante una Unica aplicacién. Sin querer restringirse a ninguna teoria, se cree que la absorciéon y penetracion
pueden depender tanto de la concentracién de farmaco disuelto como de la duracion del contacto del tejido externo
con el fluido que contiene farmaco. A medida que se elimina el farmaco mediante aclaramiento del fluido ocular y/o
absorcion en el tejido ocular, se proporciona mas farmaco, por ejemplo disuelto, en el fluido ocular reabastecido a
partir del depdsito. Por consiguiente, el uso de un depdsito puede facilitar mas facilmente la carga del tejido ocular
para agentes terapéuticos mas insolubles. En algunas realizaciones, el depédsito puede permanecer durante hasta
ocho horas o mas. En algunas realizaciones, las formas de depdsito oftalmico incluyen, pero no se limitan a,
suspensiones poliméricas acuosas, pomadas e insertos sélidos.

En algunas realizaciones, la composicion oftalmica es una pomada o un gel. En alguna realizacion, la composicion
oftalmica es un vehiculo de suministro a base de aceite. En algunas realizaciones, la composicién comprende una
base de petréleo o lanolina a la que se le afiade el principio activo, habitualmente como del 0,1 al 2%, y excipientes.
Las bases comunes pueden incluir, pero no se limitan a, aceite mineral, vaselina y combinaciones de los mismos. En
algunas realizaciones, la pomada se aplica como una banda sobre el parpado inferior.

En alguna realizacion, la composicion oftadlmica es un inserto oftalmico. En algunas realizaciones, el inserto oftalmico
es biolégicamente inerte, blando, bioerosionable, viscoelastico, estable a la esterilizaciéon tras la exposicion a
agentes terapéuticos, resistente a infecciones de bacterias transmitidas por el aire, bioerosionable, biocompatible,
y/o viscoelastico. En algunas realizaciones, el inserto comprende una matriz oftdlmicamente aceptable, por ejemplo,
una matriz polimérica. La matriz es normalmente un polimero y el agente terapéutico esta dispersado generalmente
en el mismo o unido a la matriz polimérica. En algunas realizaciones, el agente terapéutico puede liberarse
lentamente de la matriz a través de disolucion o hidrdlisis del enlace covalente. En algunas realizaciones, el polimero
es bioerosionable (soluble) y la velocidad de disoluciéon del mismo puede controlar la velocidad de liberacion del
agente terapéutico dispersado en el mismo. En otra forma, la matriz de polimero es un polimero biodegradable que
se descompone tal como mediante hidrdlisis liberando de ese modo el agente terapéutico unido al mismo o
dispersado en el mismo. En realizaciones adicionales, la matriz y el agente terapéutico pueden estar rodeados por
un recubrimiento polimérico adicional para controlar adicionalmente la liberacion. En algunas realizaciones, el inserto
comprende un polimero biodegradable tal como policaprolactona (PCL), un copolimero de etileno/acetato de vinilo
(EVA), poli(cianoacrilato de alquilo), poliuretano, un nailon, o poli(di-lactida-co-glicolida) (PLGA), o un copolimero de
cualquiera de estos. En algunas realizaciones, el agente terapéutico esta dispersado en el material de matriz o
dispersado entre la composicion de mondémeros usada para preparar el material de matriz antes de la
polimerizacion. En algunas realizaciones, la cantidad de agente terapéutico es de desde aproximadamente el 0,1
hasta aproximadamente el 50%, o desde aproximadamente el 2 hasta aproximadamente el 20%. En realizaciones
adicionales, la matriz polimérica biodegradable o bioerosionable se usa de modo que el inserto gastado no tiene que
eliminarse. A medida que se degrada o se disuelve el polimero biodegradable o bioerosionable, se libera el agente
terapéutico.

En realizaciones adicionales, el inserto oftalmico comprende un polimero, incluyendo, pero sin limitarse, los descritos
en Wagh, et al., “Polymers used in ocular dosage form and drug delivery systems”, Asian J. Pharm., paginas 12-17
(enero de 2008). En algunas realizaciones, el inserto comprende un polimero seleccionado de polivinilpirrolidona
(PVP), un polimero o copolimero de acrilato o metacrilato (por ejemplo, la familia Eudragit® de polimeros de Rohm o
Degussa), hidroximetilcelulosa, poli(acido acrilico), dendrimeros de poli(amidoamina), poli(dimetilsiloxano), poli(6xido
de etileno), poli(lactida-co-glicolida), poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), poli(alcohol vinilico) o poli(fumarato de
propileno). En algunas realizaciones, el inserto comprende Gelfoam® R. En algunas realizaciones, el inserto es un
poli(acido acrilico) de conjugado de cisteina de 450 kDa.

En algunas realizaciones, la composicién oftalmica es una pelicula oftdlmica. Los polimeros adecuados para tales
peliculas incluyen, pero no se limitan a, los descritos en Wagh, et al. (ibidem). En algunas realizaciones, la pelicula
es una lente de contacto blanca, tal como las fabricadas a partir de copolimeros de N,N-dietilacrilamida y acido
metacrilico reticulados con dimetacrilato de etilenglicol.

En algunas realizaciones, la composicién oftalmica comprende microesferas o nanoparticulas. En alguna realizacion,
las microesferas comprenden gelatina. En algunas realizaciones, las microesferas se inyectan al segmento posterior
del ojo, en el espacio coroideo, en la esclerotica, por via intravitrea o por via subretiniana. En algunas realizaciones,
las microesferas o nanoparticulas comprenden un polimero incluyendo, pero sin limitarse a, los descritos en Wagh,
et al. (ibidem), que se incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad. En algunas
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realizaciones, el polimero es quitosano, un poli(acido carboxilico) tal como poli(acido acrilico), particulas de
albumina, ésteres de acido hialurdnico, poli(acido itaconico), poli(cianoacrilato de butilo), policaprolactona,
poli(isobutil)caprolactona, poli(acido lactico-co-acido glicélico) o poli(acido lactico). En algunas realizaciones, las
microesferas o nanoparticulas comprenden particulas lipidicas sélidas.

En algunas realizaciones, la composicion oftalmica comprende una resina de intercambio i6nico. En algunas
realizaciones, la resina de intercambio i6nico es una zeolita inorganica o resina organica sintética. En algunas
realizaciones, la resina de intercambio ionico incluye, pero no se limita a, las descritas en Wagh, et al. (ibidem), que
se incorpora en el presente documento como referencia en su totalidad. En algunas realizaciones, la resina de
intercambio idnico es un poli(acido acrilico) parcialmente neutralizado.

En algunas realizaciones, la composicion oftalmica es una suspension polimérica acuosa. En algunas realizaciones,
el agente terapéutico o un agente de suspension polimérico se suspende en un medio acuoso. En algunas
realizaciones, las suspensiones poliméricas acuosas pueden formularse de modo que conserven la misma o
sustancialmente la misma viscosidad en el ojo que tenian antes de la administracién al ojo. En algunas
realizaciones, pueden formularse de modo que hay un aumento de la gelificacién tras el contacto con el fluido
lacrimal.

Compuestos marcados y métodos de ensayo

Otro aspecto de la presente invencion se refiere una versién marcada de determinados compuestos descritos en el
presente documento (radiomarcados, marcados fluorescentemente, etc.) que serian Utiles no s6lo en técnicas de
obtencion de imagenes sino también en ensayos, tanto in vitro como in vivo, para localizar y cuantificar JAK en
muestras de tejido, incluyendo ser humano, y para identificar ligandos de JAK mediante la inhibicién de la unién de
un compuesto marcado. Por consiguiente, la presente invencién incluye ensayos de JAK que contienen tales
compuestos marcados.

La presente invencion incluye ademas compuestos marcados isotopicamente. Un compuesto “marcado
isotopicamente” o “radiomarcado” es un compuesto descrito en el presente documento en el que uno o mas atomos
se reemplazan o se sustituyen por un atomo que tiene una masa atémica o numero masico diferente de la masa
atdbmica o nimero masico normalmente encontrado en la naturaleza (es decir, que se produce de manera natural).
Los radionuclidos estables que pueden incorporarse en compuestos descritos en el presente documgpto 1|g1c|u1y
pero no se I|m1|t7an a ’H 1(gam3%|ensgscr|§29 como D, D ara7<7:leut<192réo)124H gtzzgmblgn escrito como T para tritio), 'C, ~C,

N, "N, "0, "0, 80, °F, **s, *cl, ¥Br, "°Br, "°Br, ""Br, '?I, '**1, '®I'y *"I. El radion(clido que se incorpora en Ios
presentes compuestos radiomarcados dependera de la aphcacnon especifica de ese compuesto radiomarcado. Por
eJemglo egsra %psagos de competlmon y marcaje de metaloproteasas in vitro, los compuestos que mcorporan 11H

S o seran g7eneralmente los mas Utiles. Para aplicaciones de radio-obtencion de imagenes, C
18F 125 123I fa4) 131I "B 7®Br o ""Br seran generalmente los mas Utiles.

Se entiende que un “compuesto radiomarcado” o “compuesto marcado” es un compuesto que ha mcorporado al
menos un, radlonuclldo En algunas realizaciones, el radion(clido se selecciona del grupo que consiste en °H, '*C,
l, %Sy ®Br.

La presente invencion puede incluir adicionalmente métodos sintéticos para incorporar radiois6topos en compuestos
descritos en el presente documento. Se conocen bien en la técnica métodos sintéticos para incorporar radioisétopos
en compuestos organicos, y un experto habitual en la técnica reconocera faciimente los métodos aplicables para los
compuestos descritos en el presente documento.

Puede usarse un compuesto marcado de la invencion en un ensayo de seleccion para identificar/evaluar
compuestos. Por ejemplo, puede evaluarse un compuesto recién sintetizado o identificado (es decir, compuesto de
prueba) que estd marcado para determinar su capacidad para unirse a una JAK monitorizando su variaciéon de
concentracién cuando se pone en contacto con la JAK, a través del seguimiento del marcaje. Por ejemplo, puede
evaluarse un compuesto de prueba (marcado) para determinar su capacidad para reducir la unién de otro
compuesto que se sabe que se une a una JAK (es decir, compuesto patrén). Por consiguiente, la capacidad de un
compuesto de prueba para competir con el compuesto patrén por la unién a la JAK se correlaciona directamente con
su afinidad de unién. A la inversa, en algunos otros ensayos de seleccion, el compuesto patrén esta marcado y los
compuestos de prueba estan sin marcar. Por consiguiente, se monitoriza la concentracién del compuesto patrén
marcado con el fin de evaluar la competicion entre el compuesto patron y el compuesto de prueba, y por tanto se
establece la afinidad de unidn relativa del compuesto de prueba.

Kits
La presente invencion también incluye kits farmacéuticos Utiles, por ejemplo, en el tratamiento o la prevencion de
enfermedades o trastornos asociados a JAK, tales como cancer, que incluyen uno o mas recipientes que contienen

una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto activo. Tales
kits pueden incluir ademas, si se desea, uno o mas de diversos componentes de kits farmacéuticos convencionales,
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tales como, por ejemplo, recipientes con uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, recipientes
adicionales, etc., tal como resultara facilmente evidente para los expertos en la técnica. También pueden incluirse en
el kit instrucciones, o bien como prospectos o bien como etiquetas, que indican las cantidades de los componentes
que van a administrarse, directrices para su administracién, y/o directrices para mezclar los componentes.

La invencion se describirda en mayor detalle a modo de ejemplos especificos. Los siguientes ejemplos se ofrecen
para fines ilustrativos, y no pretenden limitar la invencion de ninguna manera. Los expertos en la técnica
reconoceran facilmente una variedad de parametros no criticos que pueden cambiarse o modificarse para producir
esencialmente los mismos resultados.

Ejemplos
Ejemplo 1: (R)-3-Ciclopentil-3-[4-(2-hidroxi-5-0x0-6,7-dihidro-SH-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-

illpropanonitrilo

N-N
//

0
N™™
A7

N

HO” ~N" N

H,CO™ N

Se disolvieron 4-cloro-2-metoxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (0,4 g, 2,18 mmol, Toronto Research Chemicals) y (R)-3-
ciclopentil-3-[4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1H-pirazol-1-iljpropanonitrilo (0,824 g, 2,61 mmol,
preparado tal como se describe en Org. Lett., 2009, 11(9), 1999-2002.) en 1,4-dioxano (4 ml) y se afiadié carbonato
de potasio (0,903 g, 6,54 mmol) en agua (2 ml). Se desgasificod la mezcla y se anadié tetrakis(trifenilfosfina)paladio
(0) (0,126 g, 0,109 mmol). Se calent6é la mezcla de reaccion hasta 100°C durante 16 h. Se repartié la mezcla de
reaccion entre agua y acetato de etilo. Se extrajo la fase acuosa con acetato de etilo tres veces. Se secaron los
extractos combinados sobre sulfato de sodio, se decantaron y se concentraron. Se usé cromatografia en columna
ultrarrapida, eluyendo con un gradiente del 0-10% de MeOH en cloruro de metileno para purificar el producto
(670 mg, 91%). 'H-RMN (300 MHz, CDs0D): & 8,59 (s, 1H), 8,35 (s, 1H), 7,24 (d, 1H), 6,81 (d, 1H), 4,47 (dt, 1H),
4,04 (s, 3H), 3,21 (dd, 1H), 3,10 (dd, 1H), 2,62-2,44 (m, 1H), 2,02-1,86 (m, 1H), 1,81-1,20 (m, 7H); CL-EM (M+H)":
337,0.

Etapa 2. (R)-3-Ciclopentil-3-[4-(5-yodo-2-metoxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1H-pirazol-1-ilJpropanonitrilo
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CN
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)I\/ N
H,CO™ N H

A una disolucion de 3-ciclopentil-3-[4-(2-metoxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-ilJpropanonitrilo (0,532 g,
1,58 mmol) en tetrahidrofurano (20 ml) se le afadié N-yodosuccinimida (0,36 g, 1,6 mmol). Se agitd la reaccion
durante 30 min. y se eliminé el disolvente a vacio. Se purificé el residuo mediante cromatografia en columna
ultrarrapida, eluyendo con un gradiente del 0-65% de acetato de etilo en hexanos proporcionando un sélido de color
amarillo (250 mg, 34%). "H-RMN (300 MHz, CDCls): § 10,31 (s a, 1H), 8,27 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 7,29 (s, 1H), 4,34-
4,21 (m, 1H), 4,06 (s, 3H), 3,14 (dd, 1H), 3,03-2,90 (m, 1H), 2,66-2,49 (m, 1H), 2,02-1,17 (m, 8H); CL-EM (M+H)":
463,0.

Etapa 3. Acetato de (R)-4-[1-(2-ciano-1-ciclopentiletil)-1H-pirazol-4-il]-2-metoxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-5-ilo

CN

G
N 7/ N\_z
Iz o

e
07 e,
N
P

HsCO” N

Se tratd una disolucion de 3-ciclopentil-3-[4-(5-yodo-2-metoxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-
illpropanonitrilo (0,25 g, 0,54 mmol) en acido acético (3 ml) con acetato de plata (0,27 g, 1,6 mmol) y se calentd
hasta 70°C durante 16 h. Se filtré la mezcla, se aclaré6 con MeCN, se afiadié agua al filtrado y se agit6 esta mezcla
durante 20 min. Se afadio cloruro de sodio sélido a esta disolucién. Se obtuvo el producto mediante extraccion de
esta mezcla acuosa con tres partes de acetato de etilo. Se secaron los extractos combinados sobre sulfato de sodio,
se decantaron y se concentraron. Se us6 una parte del producto en la etapa de hidrdlisis (etapa 4) sin purificacién
adicional. "RMN (300 MHz, CDCls): 5 9,87 (s a, 1H), 8,39 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 7,33 (s, 1H), 4,22 (dt, 1H), 4,06 (s,
3H), 3,14 (dd, 1H), 2,94 (dd, 1H), 2,64-2,47 (m, 1H), 2,36 (s, 3H), 2,03-1,86 (m, 1H), 1,79-1,12 (m, 7H); CL-EM
(M+H)*: 395,1.

Etapa 4. (R)-3-Ciclopentil-3-[4-(2-hidroxi-5-ox0-6, 7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1H-pirazol-1-ilJoropanamida

O
NH,
N—N
4 =
0
N™ ™~
)'\ 7
N
HO N H

Se afnadié 4 M de HBr en acido acético (2 ml, 8 mmol) a acetato de 4-[1-(2-ciano-1-ciclopentiletil)-1H-pirazol-4-il]-2-
metoxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-5-ilo (0,050 g, 0,13 mmol) y se agit6 la reaccion durante 1 h. Se eliminaron a vacio
los productos volatiles. Se reconstituyd el residuo y se us6 HPLC-EM preparativa (eluyendo con un gradiente de
MeCN/H:0 que contenia el NH,OH al 0,15%) proporcionando el producto purificado (12 mg, 26%). 'H-RMN
(500 MHz, ds-DMSO): 6 9,20 (s, 1H), 8,69 (s, 1H), 7,34 (s, 1 H), 6,75 (s, 1 H), 4,49 (dt, 1 H), 3,89 (s, 2H), 2,80 (dd, 1
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H), 2,64 (dd, 1 I-), 2,36-2,26 (m, 1H), 1,83-1,74 (m, 1H), 1,63-1,36 (m, 4H), 1,32-1,20 (m, 2H), 1,15-1,05 (m, 1H);
CL-EM (M+H)*: 357,0.

Etapa 5. (R)-3-Ciclopentil-3-[4-(2-hidroxi-5-ox0-6, 7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1H-pirazol-1-ilJoropanonitrilo

A una disolucion de 3-ciclopentil-3-[4-(2-hidroxi-5-0x0-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-
illpropanamida (0,006 g, 0,02 mmol) en cloruro de metileno (0,5 ml) que contenia trietilamina (20 TL, 0,2 mmol) se le
anadio cloruro de tricloroacetilo (20 TL, 0,2 mmol). Cuando se completé la reaccion, se usé HPLC-EM preparativa
(MeCN/H0 que contenia NH,OH al 0,15%) proporcionando el producto purificado (3 mg, 52%). 'H-RMN (400 MHz,
de-DMSO): 6 11,39 (s a, 1H), 9,37 (s, 1H), 8,77 (s, 1H), 8,63 (s, 1H), 4,68-4,59 (m, 1H), 3,94 (s, 2H), 3,19-3,15 (m,
2H), 2,42-2,30 (m, 1H), 1,86-1,75 (m, 1H), 1,69-1,20 (m, 6H), 1,18-1,05 (m, 1H); CL-EM (M+H)": 339,1.

Ejemplo 2: (3R) y (8S)-3-[(1R,2R)-2-hidroxiciclopentil]-3-[4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-
illoropanonitrilo 'y (3R) 'y (3S)-3-[(1S,2S)-2-hidroxiciclopentil]-3-[4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-
illpropanonitrilo

vitH o __ H 5 H
H '\ OH H"\ OH H™ \ OH H™ \ OH
Hin Hn\
N-N CN N-N CN N—N CN I;I—N CN
[ I [ 2 /
N7 N N N
PO DA R P
NCOH H oy H oy H

Etapa 1. (1S,2R)-2-(terc-Butildimetilsililoxi)ciclopentanocarboxilato de etilo y (1R,2S)-2-(terc-
butildimetilsililoxi)ciclopentanocarboxilato de etilo

A una disolucion de cloruro de terc-butildimetilsililo (0,524 g, 3,48 mmol) y 1H-imidazol (0,473 g, 6,95 mmol) en N,N-
dimetilformamida (15 ml) se le afadié cis-2-hidroxi-1-ciclopentanocarboxilato de etilo (racémico, Acros) (0,50 g,
0,0032 mol). Se agité la reaccién durante 16 h. Se afadieron en porciones imidazol (0,40 g, 5,8 mmol) y cloruro de
terc-butildimetilsililo (0,50 g, 3,3 mmol) adicionales y se agitd la reaccién durante 24 h adicionales. Se extrajo el
producto con hexano. Se lavaron los extractos con agua, se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se
evaporaron proporcionando hidroxiéster protegido con TBS racémico (0,9 g) que se uso6 sin purificacion adicional.
'H-RMN (400 MHz, CDCls): § 4,46 (ddd, 1H), 4,19 (dg, 1H), 4,01 (dq, 1H), 2,72 (dt, 1H), 2,22-2,11 (m, 1H), 1,96-1,49
(m, 5H), 1,26 (t, 3H), 0,84 (s, 9H), 0,03 (s, 3H), 0,01 (s, 3H).

Etapa 2. (1S,2R)-2-(terc-Butildimetilsililoxi)ciclopentanocarbaldehido y (1R,2S)-2-(terc-
butildimetilsililoxi)ciclopentanocarbaldehido

>< A | >< /
SIS N
el

H //—H
3 y O

A una disolucion de (1S,2R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)ciclopentanocarboxilato de etilo y (1R,2S5)-2-(terc-
butildimetilsililoxi)ciclopentanocarboxilato de etilo de la etapa 1 (0,86 g, 3,2 mmol) en hexanos (40 ml) a -78°C se le
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anadio gota a gota una disolucién de 1,0 M de hidruro de diisobutilaluminio en tolueno (3,5 ml, 3,5 mmol). Se agité la
mezcla de reaccién durante 1 h a -78°C y se extinguidé a esta temperatura mediante la adicion gota a gota de
metanol (2 ml). Se interrumpié el enfriamiento y se dej6 que la mezcla alcanzara temperatura ambiental. Se afadié
una disolucion acuosa de sal de Rochelle. Se agit6 vigorosamente la mezcla bifasica durante 2 h y se separaron las
fases resultantes. Se extrajo la fase acuosa una vez mas con hexanos, luego con tres partes de acetato de etilo. Se
lavaron los extractos combinados con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio, se decantaron y se concentraron
proporcionando el producto de aldehido racémico, usado sin purificacion adicional (0,7 g, 97%). 'H-RMN (400 MHz,
CDCls): 6 9,74 (d, 1H), 4,62 (ddd, 1H), 2,68-2,61 (m, 1H), 2,22-2,11 (m, 1H), 1,95-1,83 (m, 1H), 1,80-1,57 (m, 4H),
0,85 (s, 9H), 0,05 (s, 3H), 0,04 (s, 3H).

Etapa 3. (E) y (2)-3-((1R2R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)ciclopentil)acrilonitrilo y (E) y (Z2)-3-((1S,25)-2-(terc-
butildimetilsililoxi)ciclopentil)acrilonitrilo

TBSQ TBSQ

X CN i X ~CN
y

A una disolucion de  (1S,2R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)ciclopentanocarbaldehido y  (1R,2S)-2-(terc-
butildimetilsililoxi)ciclopentanocarbaldehido (0,36 g, 1,6 mmol, de la etapa 2) en tolueno (9 ml) se le anadi6
(trifenilfosforanilideno)acetonitrilo (0,475 g, 1,58 mmol) y se calenté la reaccién hasta 80°C durante 2 h. se enfrié la
reaccion hasta temperatura ambiente y se afiadié agua. Se extrajo el producto con tres partes de etil éter. Se lavaron
los extractos con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio, se decantaron y se concentraron proporcionando la
mezcla racémica de isémeros de olefinas E y Z que se us6 sin purificacion adicional. "H-RMN (400 MHz, CDCls): &
6,82 (dd, 1H, olefina trans), 6,63 (dd, 1H, olefina cis), 5,307 (dd, 1H, olefina trans), 5,305 (dd, 1H, olefina cis), 4,24
(ddd, 1H), 4,20 (ddd, 1H), 2,96-2,86 (m, 1H), 2,53-2,43 (m, 1H), 1,95-1,56 (m, 12H), 0,87 (s, 9H), 0,86 (s, 9H), 0,04-
0,01 (singletes, 12H juntos).

Etapa 4. (3R) y (3S)-3-[(1R, 2R)-2-hidroxiciclopentil]-3-[-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1H-pirazol-1-ilJoropanonitrilo y
(3R) y (3S)-3-[(1S,2S)-2-hidroxiciclopentil]-3-[4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1 H-pirazol-1-ilJpropanonitrilo

A una disolucién de (E) y (2)-3-((1R,2R)-2-(terc-butildimetilsililoxi)ciclopentil)acrilonitrilo y (E) y (Z)-3-((1S,2S)-2-(terc-
butildimetilsililoxi)ciclopentil)acrilonitrilo (0,40 g, 1,6 mmol, producto bruto de la etapa 3) en acetonitrilo (20 ml) se le
anadié 4-(1H-pirazol-4-il)-7-{[2-(trimetilsilil)etoxi]metil}-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (0,50 g, 1,6 mmol) y 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU, 0,24 ml, 1,6 mmol). Se agito6 la reaccion durante 2 h a temperatura ambiente, y
se afiadi6 DBU adicional (0,24 ml, 1,6 mmol). Se agit6 la reaccion durante 3 dias y se concentré. Se uso6
cromatografia en columna ultrarrapida (eluyendo con un gradiente del 10-40% de acetato de etilo/hexanos) para
purificar el producto que luego se traté con TFA al 20% en DCM durante 3 h, se evapor6 y se traté con etilendiamina
en exceso en una disolucién de metanol durante la noche. Cuando se completé la eliminacion del grupo protector de
SEM, se elimind cualquier resto de grupo protector de TBS agitando con EtOH/H>O/HCI c. durante 3 horas (razén en
volumen de 10:4:3). Se purificaron los productos completamente desprotegidos mediante HPLC-EM preparativa
(NH4OH al 0,15% en un gradiente de MeCN/H20). Se reunieron todas las fracciones de M+H=323 y se evaporaron
(aproximadamente 80 mg). Se sometieron los productos a una serie de purificaciones cromatograficas quirales tal
como sigue: Chiral Technologies Chiralcel OJ-H (3 x 25 cm, 5 Tm) eluyendo con el 20% de EtOH/el 80% de hexanos
a una velocidad de flujo de 25 ml/min. proporcionando el pico 1 (19 mg), no se recogi6 el siguiente pico minoritario;
pico 2 (60 mg), pico 3 (6 mg). El pico 2 era una mezcla que luego se separ6 adicionalmente usando Chiral
Technologies Chiralpak IA (2 x 25 cm, 5 Tm) eluyendo con un gradiente del 70% de EtOH/el 30% de hexanos a una
velocidad de flujo de 8 ml/min. para dar tres componentes. Se marcaron éstos como pico 2-1 (2 ejecuciones, pico 1,
32 mg) que era una mezcla de productos, pico 2-2 (6,5 mg) y pico 2-3 (13,7 mg). Se separé adicionalmente el pico
2-1 en tres componentes usando Chiral Technologies Chiralpak IA (2 x 25 cm, 5 Tm) eluyendo con un gradiente del
25% de EtOH/el 75% de hexanos a una velocidad de flujo de 12 ml/min. Se marcaron los productos aislados como
pico 2-1-1 (10,5 mg); 2-1-2 (13 mg); y 2-1-3 (2,3 mg).

Pico 1: 'H-RMN (500 MHz, CDsOD): § 8,65 (s, 1H), 8,62 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 7,49 (d, 1H),
1H), 4,28 (t a, 1H), 3,26 (dd, 1H), 3,21 (dd, 1H), 2,53-2,45 (m, 1H), 1,98-1,73 (m, 3H), 1,62
(m, 1H); CL-EM (M+H)": 323.

6,95 (d, 1H), 4,71 (ddd,
1,47 (m, 2H), 1,38-1,29

Pico 2-1-1: "H-RMN (300 MHz, CDsOD): & 8,64 (s, 1H), 8,59 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 7,49 (d, 1H), 6,94 (d, 1H), 4,90-
4,78 (m, 1H), 3,64 (t a, 1H), 3,21 (dd, 1H), 3,07 (dd, 1H), 2,55-2,40 (m, 1H)., 2,01-1,58 (m, 6H); CL-EM (M+H)": 323.
Pico 2-1-2: "H-RMN (500 MHz, CDsOD): & 8,65 (s, 1H), 8,62 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 7,49 (d, 1H), 6,95 (d, 1H), 4,71
(ddd, 1H), 4,28 (t a, 1H), 3,26 (dd, 1H), 3,21 (dd, 1H), 2,53-2,45 (m, 1H), 1,98-1,73 (m, 3H), 1,62-1,48 (m, 2H), 1,38-
1,26 (m, 1H); CL-EM (M+H)*: 323.

Pico 2-3: "H-RMN (300 MHz, CD3OD): § 8,64 (s, 1H), 8,59 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 7,48 (d, 1H), 6,93 (d, 1H), 4,90-4,78
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(m, 1H), 3,64 (t a, 1H), 3,21 (dd, 1H), 3,07 (dd, 1 H), 2,55-2,40 (m, 1H), 2,01-1,58 (m, 6H); CL-EM (M+H)": 323.

Ejemplo 3: Sal de trifluoroacetato de 3-(1-hidroxiciclopentil)-3-[4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-
ilJpropanonitrilo racémico

//N
HO
N-—N
(
*TFA
VI

Etapa 1. 1-[(Trimetilsilil)oxiJciclopentanocarbaldehido

\/
Si—

X
OHC

Se llevé a cabo la reaccion en un procedimiento similar al descrito en Tetrahedron, 50(9), 2821-30; 1994: A una
disolucién de 1-[(trimetilsilil)oxi]ciclopentanocarbonitrilo (2,25 g, 12,3 mmol, preparado tal como se describe en
Organometallies, 3(11), 1660-5; 1984) en tolueno (18 ml) a -45°C se le anadi6 gota a gota 1,0 M de hidruro de
diisobutilaluminio en hexano (17,2 ml, 17,2 mmol). Entonces se dej6 que la disolucion se calentara hasta 0°C y se
agité durante 1 h a esta temperatura. Se vertio la mezcla de reaccién en una mezcla de dietil éter (25 ml) y cloruro
de amonio (25 ml, saturado). A la mezcla resultante, a 15°C, se le afiadié una disolucién diluida de acido sulfarico
(preparada diluyendo 1,53 ml de N2SO4 concentrado con 50 ml de agua). Entonces se agité la disolucién a una
temperatura de 5°C durante la noche. Se extrajo la mezcla con tres partes de dietil éter, se lavaron los extractos
combinados con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio, se decantaron y se concentraron proporcionando el
producto (0,84 g, 36%), que se us6 sin purificacion adicional en la etapa 2. 'H-RMN (300 MHz, CDClg): 6 9,47 (s,
1 H), 1,88-1,46 (m, 8H), 0,00 (s, 9H).

Etapa 2. (2E) y (22)-3-{1-[(trimetilsilil)oxi[ciclopentil}acrilonitrilo

!

M &1’» S S
e ()
%
T 7

Se anadié gota a gota cianometilfosfonato de dietilo (0,912 ml, 5,64 mmol) a una suspension de hidruro de sodio
(0,198 g, 4,96 mmol) en tetrahidrofurano (10 ml) a 0°C. Tras la adicién, se calentd la reaccion hasta temperatura
ambiente y se agit6 durante 45 minutos. Se volvi6 a enfriar la mezcla hasta 0°C y se introdujo 1-
[(trimetilsilil)oxi]ciclopentanocarbaldehido (0,84 g, 4,5 mmol) en tetrahidrofurano (20 ml). Se dejé que la reaccion se
calentara hasta temperatura ambiente y se agité durante 2 horas. Se afadieron agua y acetato de etilo a la reaccion
y se separaron las fases. Se exirajo la fase acuosa con dos partes adicionales de acetato de etilo. Se lavaron los
extractos orgénicos combinados con salmuera, se secaron sobre sulfato de sodio, se decantaron y se concentraron
proporcionando el producto como una mezcla de isdmeros de olefina, usada sin purificacién adicional en la etapa 3.
"H-RMN (300 MHz, CDCls): & 6,80 (d, 1H, trans/producto principal), 6,53 (d, 1H, cis/producto minoritario), 5,52 (d,
1H, trans), 5,28 (d, 1H, cis), 2,06-0,76 (m, 16H total para ambos isémeros), 0,18 (s, 9H, producto minoritario), 0,13
(s, 9H, producto principal).

Etapa 3. 3-(1-Hidroxiciclopentil)-3-(4-(7-((2-(trimetilsilil etoxi)metil)- 7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1H-pirazol-1-
il)propanonitrilo racémico
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A una suspension de (2E) y (22)-3-{1-[(trimetilsilil)oxi]ciclopentil}acrilonitrilo (0,94 g, 4,5 mmol) y 4-(1H-pirazol-4-il)-7-
{[2-(trimetilsilil)etoxi]metil}-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina (1,4 g, 4,5 mmol) en acetonitrilo (20 ml) se le afadié 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (0,67 ml, 4,5 mmol). Se dejdé que la reaccion se agitara a temperatura ambiente
durante 6 dias. Se evapor6 el acetonitrilo. Se aislé el producto de alcohol no protegido deseado de la mezcla de
alcohol no protegido y productos de alcohol protegidos con TMS usando cromatografia en columna ultrarrapida,
eluyendo con un gradiente del 0-80% de acetato de etilo en hexanos (890 mg, 44%). 'H-RMN (300 MHz, CDCl3): &
8,87 (s, 1 H), 8,56 (s a, 1H), 8,35 (s, 1H), 7,46 (d, 1H), 6,84 (d, 1H), 5,69 (s, 2H), 4,40 (dd, 1H), 4,03 (s, 1H), 3,55
(dd, 2H), 3,46 (dd, 1H), 2,97 (dd, 1H), 2,04-1,27 (m, 8H), 0,93 (dd, 2H), -0,05 (s, 9H); CL-EM (M+H)": 453,1.

Etapa 4. Sal de trifluoroacetato de 3-(1-hidroxiciclopentil)-3-[4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)- 1H-pirazol-1-
illpropanonitrilo

Se agit6 una disolucién de 3-(1-hidroxiciclopentil)-3-[4-(7-{[2-(trimetilsilil)etoxi]metil}-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-
pirazol-1-ilJpropanonitrilo racémico (0,100 g, 0,221 mmol) en cloruro de metileno (4 ml) y acido trifluoroacético (1 ml)
durante 2 horas y se evaporaron los disolventes. Se agit6 el residuo con etilendiamina (0,1 ml, 2 mmol) en metanol
(4,5 ml) durante 1 hora y se evapord. Se reconstituyd el producto bruto en metanol y se purific6 mediante dos etapas
cromatograficas sucesivas usando HPLC-EM preparativa (eluyendo con un gradiente de acetonitrilo/H>O que
contenia NH4OH al 0,15% para la primera ejecucion, seguido por un gradiente de acetonitrilo/H2O que contenia TFA
al 0,1% para la segunda ejecucion) proporcionando el producto racémico como la sal de trifluoroacetato. 'H-RMN
(400 MHz, de-DMSO): 8 12,72 (s a, 1H), 8,94 (s, 1H), 8,86 (s, 1H), 8,49 (s, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,21 (s, 1H), 4,80 (dd,
1H), 3,51 (dd, 1H), 3,22 (dd, 1H), 1,79-1,42 (m, 7H), 1,25-1,15 (m, 1H); CL-EM (M+H)": 323,1.

Ejemplo A

Se aislaron los metabolitos 1-39 de orina, plasma o heces de ser humano, rata o perro tras la administracién del
compuesto | en relacion con estudios farmacocinéticos y toxicocinéticos. Se determindé la identidad de los
metabolitos tras el aislamiento del metabolito usando métodos de HPLC. El método usado y los tiempos de retencion
correspondientes de los metabolitos se presentan en la tabla 2. Se realizaron andlisis de EM/EM en tandem y
experimentos de EM" de orden superior tal como se requiere para dilucidar la informacion estructural.

El compuesto | demuestra un i6n molecular protonado a m/z 307, y un espectro idénico de producto que muestra
sefiales a m/z 266, 186 y 159. El i6n fragmento a m/z 266 concuerda con la pérdida del resto carbonitrilo. El ién
fragmento de diagnéstico a m/z 186 es indicativo de la pérdida del resto ciclopentilpropanonitrilo intacto. El i6n
fragmento a m/z 159 indica la pérdida del ciclopentilpropanonitrilo conjuntamente con la escision a través del anillo
de pirazol del compuesto .

Se observaron los compuestos de metabolitos 1, 2, 27 y 29 principalmente en orina de sujetos humanos, con niveles
traza de compuestos 27 y 29 observados en plasma. La espectrometria de masas de exploracion completa
demostré un i6n molecular protonado a m/z 339, que concuerda con la bis-hidroxilacion del compuesto I. La
fragmentacion i6nica de producto de estos iones m/z 339 produce espectros practicamente idénticos para estos
metabolitos, con iones observados a m/z 321, 186, 159 y 154. El iébn a m/z 321 concuerda con una pérdida de agua
y sugiere que puede haber al menos una hidroxilacion en el anillo de ciclopentilo. Los iones a m/z 186 y m/z 159
concuerdan con una pirazol-pirrolopirimidina intacta. El ién a m/z 154 concuerda con una pérdida neutra de todo el
resto pirazol/pirrolopirimidina no modificado. lones fragmento minoritarios a m/z 298 y m/z 280 sugieren la pérdida
de los elementos de acetonitrilo, con y sin pérdida de agua superficial, que restringe adicionalmente la ubicacion de
las hidroxilaciones al resto ciclopentilo. Esto esta apoyado adicionalmente por el ibn a m/z 237, que concuerda con
la pérdida del ciclopentilo modificado, dejando el resto de la molécula sin modificar.

Se encontr6 el compuesto 31 en la orina de sujetos humanos. La espectrometria de masas de exploracion completa
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demostré un i6n molecular protonado a m/z 339, que concuerda con la adicion de 32 uma al compuesto |. La
fragmentacion i6nica de producto del ibn m/z 339 produce iones fragmento a m/z 311, 218 y 191. El fragmento
primario a m/z 218 que concuerda con la adiciéon de 32 uma al resto pirazol-pirrolopirimidina. El ién fragmento a m/z
191 concuerda con una pérdida de CHN del resto pirazol de la supuesta pirazol-pirrolopirimidina bis-hidroxilada, que
restringe la ubicacién de la(s) modificacién/modificaciones a la pirrolopirimidina. El ién fragmento a m/z 311 surge
probablemente de la escision inicial del enlace amida, seguido por la pérdida de CO de la pirrolidinona. La
asignacion estructural del compuesto 31 usando espectrometria de masas sola condujo a un resultado ambiguo, por
tanto se aisl6 el compuesto 31 de orina humana y se analizé mediante 'H y *C-RMN. Se identifico la estructura de
31 como un metabolito de amida-alcohol del resto pirrolopirimidina saturado del compuesto |. El espectro de RMN de
proton de 31 tiene un singlete a & 3,56 con una intensidad de 2H. Este singlete tiene una correlacién de intervalo
largo con un carbono a & 177,9, que concuerda con una amida. Ademas, se produce una potenciacién de
Overhauser nuclear (nOe) entre H3 y H9.

Se encontrd el compuesto 32 en plasma y orina de sujetos humanos. La espectroscopia de masas de exploracion
completa demostr6 un ién molecular protonado a m/z 339, que concuerda con la adicién de 32 uma al compuesto |.
La fragmentacion iénica de producto del i6n m/z 339 produce iones fragmento a m/z 218 y 191. El fragmento
primario a m/z 218 que concuerda con la adiciéon de 32 uma al resto pirazol-pirrolopirimidina. El ién fragmento a m/z
191 concuerda con una pérdida de CHN del resto pirazol de la supuesta pirazol-pirrolopirimidina bis-hidroxilada, que
restringe la ubicacién de la(s) modificacién/modificaciones a la pirrolopirimidina. La asignacion estructural del
compuesto 32 usando espectroscopia de masas sola condujo a un resultado ambiguo, por tanto se aisl6 el
compuesto 32 de orina humana y se analizé mediante 'H y "*C-RMN. Se identifica la estructura del compuesto 32
como un metabolito de ceto-alcohol del resto pirrolopirimidina saturado del compuesto |. El espectro de RMN de
proton de 32 tiene un singlete a § 3,82 que tiene una intensidad de 2H y muestra una correlacién de intervalo largo
con un carbono a é 191,5, que concuerda con una cetona. No se observo potenciacion de Overhauser nuclear (nOe)
a partir de H2 con cualquier otro proton.

Se observé el compuesto 40 en plasma y orina de sujetos humanos. La espectroscopia de masas de exploracion
completa demostr6 un idn molecular protonado a m/z 341, que concuerda con la adicién de 34 uma al compuesto |.
La fragmentacion iénica de producto del ibn m/z 341 produce iones fragmento a m/z 323, 220, 202 y 175. El i6n
fragmento a m/z 323 surge de la pérdida de agua del pirrolidindiol. Los iones fragmento a m/z 220 y 202 concuerdan
con una pirrolopirimidina saturada doblemente hidroxilada, con y sin la pérdida de agua superficial observada. El ién
observado a m/z 175 concuerda con la pérdida de CHN del resto pirazol de la pirazol-pirrolopirimidina saturada
doblemente hidroxilada tras la pérdida de agua superficial. El compuesto 40 se identifica como 3-ciclopentil-3-(-(5,6-
dihidroxi-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo.

Se observaron conjugados de metabolitos hidroxilados sélo una vez del compuesto | que tenian un m/z observado
de 499 en orina de ser humano, observandose también dos de los siete conjugados en cantidades traza en plasma
humano. La fragmentacion iénica de producto inicial produce espectros practicamente idénticos para seis de estos
metabolitos, con un i6n observado a m/z 323, que concuerda con la pérdida del conjugado de glucurénido. La
fragmentacion iénica de producto (EM?) de estos iones fragmento m/z 323 demostré de nuevo espectros de masas
practicamente idénticos, con iones fragmento a m/z 305, 186 y 159. El i6n fragmento encontrado a m/z 305
concuerda con una pérdida de agua (18 uma), sugiriendo que la hidroxilacion y posterior colision indujo
fragmentacion en una parte saturada de la molécula, que restringe el sitio de modificacion al resto ciclopentilo. Los
iones fragmento a m/z 186 y m/z 159 concuerdan con una pirazol-pirrolopirimidina no modificada. lones fragmento
minoritarios adicionales eran demasiado débiles como para asignarlos con alguna certeza. Se confirmé la identidad
de estos supuestos metabolitos mediante hidrélisis de los conjugados de glucurdnido aislados con B-glucuronidasa
para revelar la aglicona, que entonces se sometié a andlisis mediante HPLC-EM en el que los tiempos de retencion
y los espectros de masas de las agliconas liberadas coincidian con los de patrones de metabolitos hidroxilados sélo
una vez. Las agliconas de estos metabolitos de conjugados de glucurénido corresponden a metabolitos de 2-
hidroxilo (metabolito 9, tabla 1) y metabolitos de 3-hidroxilo (metabolito 8, tabla 1). La aglicona del séptimo
metabolito de conjugado de glucurdnido, el compuesto 42, corresponde a un metabolito hidroxilado sélo una vez del
resto pirazol-pirrolopirimidina del compuesto |, que no se observé independientemente en plasma u orina de sujetos
humanos. La espectroscopia de masas de exploracion completa demostrd un i6n molecular protonado a m/z 323,
que concuerda con la adicién de 16 uma al compuesto |. La fragmentacion iénica de producto del ion m/z 323
produce un fragmento primario a m/z 202 que concuerda con la adicion de 16 uma al resto pirazol-pirrolopirimidina.
El i6n fragmento a m/z 175 concuerda con una pérdida de CHN del resto pirazol de la supuesta pirazol-
pirrolopirimidina hidroxilada, que restringe la ubicacion de la modificacion a la pirrolopirimidina. La estructura del
metabolito compuesto 42 se identifica como un conjugado de glucurénido con un resto pirrolopirimidina hidroxilada
s6lo una vez del compuesto I.

El encontré el metabolito compuesto 41 en orina de sujetos humanos. La espectroscopia de masas de exploracion
completa indicé un ién molecular protonado a m/z 583, que concuerda con la conjugacién con glucurénido de
compuesto | no modificado. La fragmentacion iénica de producto del iobn m/z 583 produce un fragmento primario a
m/z 307 que concuerda con la pérdida de un glucurénido intacto. lones fragmento minoritarios a m/z 186 y m/z 159
concuerdan con los observados para el compuesto I. La fragmentacion EM® del i6n fragmento m/z 307 también
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revel6 iones fragmento a m/z 186 y m/z 159. El compuesto 41 se identifica como un conjugado de glucurénido unido
a N del compuesto I.

Tabla 2
. Tiempo de
Compuesto | m/z Metgc!o.de Retencion Descripcion del metabolito
analisis .
(min.)
1 339 A4 4,3 Di-hidroxilacion de resto ciclopentilo
2 339 A4 4,8 Di-hidroxilacion de resto ciclopentilo
Acido 6-(3-(1-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-
3 499 A3 4,8 cianoetil)ciclopentiloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-
carboxilico

4 499 A3 5,3 O-glucuronidacion de resto ciclopentilo

5 499 A3 5,8 O-glucuronidacion de resto ciclopentilo

6 339 A4 59 Dihidroxilacién

7 499 A3 6,3 O-glucuronidacion de resto ciclopentilo

Acido 6-(3-(1-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-
8 499 A3 6,8 cianoetil)ciclopentiloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-
carboxilico

9 339 A4 8,1 Hidroxilacion en restos ciclopentilo y pirazol o pirrolopirimidina

10 339 A4 8,4 Hidroxilacion en restos ciclopentilo y pirazol o pirrolopirimidina

11 355 A1l 8,5 Tri-hidroxilacion de resto ciclopentilpropanonitrilo

12 355 A1 14,6 Tri-hidroxilacion de resto ciclopentilpropanonitrilo

13 499 A1/A3 15,3 O-glucuronidacion de resto ciclopentilpropanonitrilo

14 499 A1/A3 18,6 O-glucuronidacion de resto ciclopentilpropanonitrilo

15 499 A1/A3 25,3 O-glucuronidacion de resto ciclopentilpropanonitrilo

16 321 A1/A3 26,5 Cetona sobre resto ciclopentilpropanonitrilo

17 339 A1 28 Hidroxilacion en restos ciclopentilpropanonitrilo y pirrolidina

18 323 A1/A3 35 Hidroxilacion de resto ciclopentilpropanonitrilo

19 499 A1/A3 42,2 O-glucuronidacion de resto ciclopentilpropanonitrilo

20 355 A1 442 Di-hidroxilacién de resto ciclopeqtiIpropanonitrilo e hidroxilacion de
resto pirrolidina

1 355 A1 514 Di-hidroxilacién de resto ciclopeqtiIpropanonitrilo e hidroxilacion de
resto pirrolidina

22 339 A1 52,2 Hidroxilacion en restos ciclopentilpropanonitrilo y pirrolidina

23 339 A1 55,8 Hidroxilacion en restos ciclopentilpropanonitrilo y pirrolidina

o4 355 A1 47 Dihidroxilacion en resto ciclopen'tiIprppanonitrilo e hidroxilacion de
resto pirrolidina

25 339 A1 7,7 Di-hidroxilacion en resto ciclopentilpropanonitrilo

26 339 A1 8,4 Di-hidroxilacion en resto ciclopentilpropanonitrilo

27 339 A1 11,9 Di-hidroxilacion en resto ciclopentilpropanonitrilo

28 323 A1/A3 12,4 Hidroxilacion en resto ciclopentilpropanonitrilo

29 339 A1 12,7 Di-hidroxilacion de resto ciclopentilpropanonitrilo

30 515 A3 9.6 Di-hidroxilacién de resto cic'lope'r}tiIpropanonitrilo y O-
glucuronidacion

31 339 A3 57 3-Ciclopenti'l-'3-§4.-(2,6.-dioxo-$,5,6,7-tgtrahidro-2H-pirroIo[2,3-

d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo
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3-Ciclopentil-3-(4-(2-hidroxi-5-0x0-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-

82 339 A3 29 d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo

33 323 Al 55,8 Hidroxilacion de resto pirrolopirimidina

34 499 A1/A3 37,5 O-glucuronidacion de resto ciclopentilpropanonitrilo

3-(4-(7H-Pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1,2-

35 339 A6 5.1 dihidroxiciclopentil)propanonitrilo

36 303 ) ) 3-(4-(7H-Pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1-
hidroxiciclopentil) propanonitrilo

37 303 A6 8.1 3-Ciclopentil-3-(4-(6-oxq-6,7-dih!dro-5H-pirrplp[2,3-d]pirimidin-4-i|)-

1H-pirazol-1-il)propanonitrilo
38 339 A6 54 3-(3-Hidroxiciclopentil)-3-(4-(6-ox0-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-

d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo

39 371 A3 17,7 Hidroxilacion de cuadrupolo

3-Ciclopentil-3-(4-(5,6-dihidroxi-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-

40 341 A7 27,7 dJpirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo
Acido 6-(4-(1-(2-ciano-1-ciclopentiletil)-1H-pirazol-4-il)-7H-
41 483 A7 36,0 pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-il)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-
carboxilico
42 499 A7 37,7 Hidroxilacion de resto pirrolopirimidina y O-glucuronidacién

METODO Af1: Biotransformacion de '“C-compuesto | en muestras de plasma, orina y fecales de ser humano, perro y
ratén

Preparacion de las muestras para la obtencion del perfil de metabolitos:
Plasma:

Se reunieron muestras de plasma de todos los sujetos por sujeto y/o por punto de tiempo. Se prepararon las
muestras de plasma reunidas para el analisis de HPLC-radiométrico tal como sigue: Se extrajeron inicialmente
alicuotas de las muestras de plasma reunidas con aproximadamente dos volumenes equivalentes (P/V) de éacido
férmico al 1% en acetonitrilo de calidad para HPLC, seguido por agitacién con vortex vigorosa, y centrifugacion para
eliminar las proteinas plasmaticas desnaturalizadas. Se reservd el sobrenadante y se hizo pasar a través de un
cartucho de extraccion de fase sdlida Waters C-18 preacondicionado, y se retuvo el filtrado. Se retuvo el cartucho
SPE. Entonces se extrajo el sedimento de plasma restante tres veces con acido formico al 1% en acetonitrilo/agua
(90/10) de calidad para HPLC, con centrifugacion tras cada extraccién. Se reservaron todos los sobrenadantes. Se
usé cada sobrenadante de extraccion de acido férmico/acetonitrilo/agua para eluir el cartucho SPE. Entonces se
enjuago el cartucho SPE con &cido férmico al 1% en metanol. Se retuvieron todos los eluyentes, se combinaron y se
evaporaron bajo una corriente de nitrdgeno a 30°C. Se reconstituy6 el resto de esta extraccion en aproximadamente
0,6 ml de &cido férmico al 0,1% en agua, se agitd con vortex y se centrifugd para eliminar la materia particulada.
Entonces se analizé el sobrenadante mediante HPLC-radiometria de flujo y HPLC-EM.

Orina:

Se reunieron alicuotas de cantidades aproximadamente iguales de orina de cada uno de los sujetos para
representar intervalos de tiempo apropiados tras la dosis. Antes del analisis de HPLC-radiométrico, se centrifugd
cada muestra de orina reunida a 4.000 rpm durante 10 min. para eliminar la materia particulada, luego se analiz6
directamente.

Heces:

Se reunieron alicuotas de homogeneizados de heces de cada sujeto para representar intervalos de tiempo
apropiados tras la dosis. Se prepararon las muestras de homogeneizados de heces reunidas para el andlisis de
HPLC-radiométrico tal como sigue:

Se extrajeron inicialmente alicuotas de aproximadamente 5 gramos de homogeneizado fecal con aproximadamente
dos volumenes equivalentes (P/V) de agua Millipore, seguido por centrifugacion para eliminar los solidos. Se reservé
el sobrenadante y se hizo pasar a través de un cartucho de extraccién de fase sélida Waters C-18 preacondicionado.
Se retuvo el cartucho SPE. Entonces se extrajo el sedimento fecal restante tres veces con acido formico al 1% en
acetonitrilo/agua (90/10) de calidad para HPLC, con centrifugacién tras cada extraccién. Se reservaron todos los
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sobrenadantes. Se usé cada sobrenadante de extraccién de &cido férmico/acetonitrilo/agua para eluir el cartucho
SPE. Se retuvieron todos los eluyentes, se combinaron y se evaporaron bajo una corriente de nitrogeno a 30°C. Se
reconstituy6 el resto de esta extraccién en aproximadamente 2,0 ml de acido férmico al 0,1% en agua, se agitd con
vortex y se centrifugd para eliminar la materia particulada. Entonces se analiz6 el sobrenadante mediante HPLC-
radiometria de flujo y HPLC-EM.

Método analitico de HPLC-radiometria de flujo:

Se analizaron todas las muestras mediante o bien HPLC-radiometria de flujo o bien HPLC-EM usando sistemas
analiticos que eran tan idénticos como pudiese ponerse en practica. El sistema de HPLC-radiometria de flujo
consistia en una bomba cuaternaria serie HP1100 de Agilent, un inyector automatico y un detector UV
interconectado con un detector de centelleo de flujo Raytest Ramona-90 con una célula de centelleo liquido de 500
ul. Se logré la separaciéon del compuesto | y sus metabolitos con una columna de HPLC Waters Symmetry C-18, 4,6
x 250 mm, columna de HPLC de tamario de particula de 5 um. La fase mévil “A” consistia en acido féormico al 0,1%
en agua de calidad para HPLC, consistiendo la fase mévil “B” en metanol/acetonitrilo (1:1) de calidad para HPLC. Se
logro la elucion de los analitos a través del uso de un gradiente creciente lineal de fase mévil “B”. Se emplearon dos
métodos de elucién en gradiente diferentes a diversos tiempos segln fuese necesario. Se explican resumidamente a
continuacion las condiciones cromatograficas para estos dos métodos en las tablas 3 y 4.

Método analitico de HPLC-espectroscopia de masas:

El sistema de HPLC-radiometria de flujo consistia en una bomba cuaternaria serie HP1100 de Agilent, e inyector
automatico CTC-PAL de Leap Technologies interconectado con un instrumento APl 4000 Qitrap de Applied
Biosystems que funcionaba en el modo de deteccién de i6n positivo. Se emplearon exploraciéon completa (EM) y
exploraciones de ién producto dependiente de los datos (EM2) en la caracterizacién de los metabolitos del
compuesto |. También se usaron transiciones de MRM seleccionadas para explorar e identificar metabolitos
identificados y caracterizados previamente. Se logrd la separacién del compuesto | y sus metabolitos con una
columna de HPLC Waters Symmetry C-18, 4,6 x 250 mm, columna de HPLC de tamafio de particula de 5 um. La
fase movil “A” consistia en acido férmico al 0,1% en agua de calidad para HPLC, consistiendo la fase mévil “B” en
metanol/acetonitrilo (1:1) de calidad para HPLC. Se logr6 la elucion de los analitos a través del uso de un gradiente
creciente lineal de fase movil “B”. Se emplearon dos métodos de elucion en gradiente diferentes a diversos tiempos
segun fuese necesario. Se explican resumidamente a continuacién las condiciones cromatograficas para estos dos
métodos en las tablas 3 y 4.

Tabla 3
Condiciones cromatograficas
Tiempo (min.) % de B Flujo (ul/min.)

0,0 10 1000
45,0 20 1000
50,0 50 1000
55,0 90 1000
57,0 90 1000

57,1 10 1000
65,0 10 1000

Tabla 4
Condiciones cromatograficas
Tiempo (min.) % de B Flujo (ul/min.)

0,0 10 1000
45,0 20 1000
90,0 40 1000
92,0 90 1000
97,0 90 1000
97,1 10 1000
102,0 10 1000
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METODO A2: Biotransformacién del compuesto I: Aislamiento de metabolitos de orina humana:

Se us6 extraccion de fase sélida usando cartuchos HLB SPE de Waters de 20 cc (1 gramo de sorbente) para
concentrar metabolitos del compuesto | a partir de muestras de orina reunidas. Se acondicionaron los cartuchos en
primer lugar con un 100% de metanol de calidad para HPLC, luego con agua Millipore. Entonces se cargd
inmediatamente el cartucho con hasta 10 ml de orina sin procesar de partida. Se eluyé secuencialmente el cartucho
usando varias concentraciones de metanol de calidad para HPLC en agua (tabla 5).

Tabla 5
Operacion Composicion de disolvente Volumen

Acondicionamiento 100% de metanol 10 ml

Acondicionamiento 100% de agua Millipore 10 ml
Carga Orina 7-10 ml
Elucion 5% de metanol en agua 10 ml
Elucion 25% de metanol en agua 10 ml
Elucion 50% de metanol en agua 10 ml
Elucion 75% de metanol en agua 10 ml
Elucion 100% de metanol en agua 10 ml

Se analizaron alicuotas de la orina inicial, el volumen de Ultima carga y cada volumen de lavado/elucién mediante
LC-EM para detectar la presencia de compuesto | y metabolitos de interés. No habia cantidades significativas de o
bien compuesto I, o bien sus metabolitos en ninguno de los volimenes de carga, o lavados/eluciones hasta el 25%
de metanol en agua Millipore. No se encontraron cantidades significativas de farmaco o metabolitos en las alicuotas
de elucion con el 100% de metanol. Se redujeron en volumen cada uno de los volimenes de elucion de las
eluciones con el 50% y el 75% de metanol usando el evaporador centrifugo Genevac y se reconstituyeron hasta un
volumen final de ~2 ml antes de inyectarse en serie sobre la CL-EM para la recogida de fracciones de los
metabolitos de interés.

Condiciones analiticas:

Se analizaron las muestras mediante CL-EM usando un instrumento Finnigan LCQ Deca XP Plus interconectado con
uno bloque de HPLC binario Shimadzu que consiste en un inyector automatico Sil-HTC y un controlador de sistema,
y dos bombas de CL de alta presién Sil 10ADVp. Se hizo funcionar el espectrometro de masas en el modo de
deteccion de i6n positivo, usando exploracién dependiente de datos para producir datos de EM? dependientes de
datos y EM. Se usé un detector UV Shimadzu, Sil SPD10 AVp a una longitud de onda de deteccion de 254 nm para
monitorizar el eluyente de HPLC conjuntamente con el espectrémetro de masas.

La fase movil “A” consistia en formiato de amonio 5 mM con pH ajustado a pH 3,2 con &cido formico
(aproximadamente el 0,1% en volumen). La fase movil “B” consistia en el 90% de acetonitrilo / el 10% de metanol.
La columna de HPLC usada era una Zobax XDB C-18, 3,0 mm x 150 mm, tamafo de particula de 5,0 Tm. La elucion
del analito fue a través del uso de un gradiente creciente lineal de fase movil “B”. Se explican resumidamente las
condiciones cromatograficas para el analisis a escala analitica en la tabla 6 a continuacién.

Tabla 6
Condiciones cromatograficas
Tiempo (min.) % de B (Tl/min.) Flujo (Tl/min.)
0,0 10 300
1,0 10 300
45,0 40 300
50,0 90 300
54,0 90 300
54,1 10 300
60,0 10 300
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Condiciones analiticas semipreparativas:

Se analizaron muestras mediante CL-EM como anteriormente con los siguientes cambios: La columna de HPLC
usada era una Fenomenex Polar RP 10 mm x 150 mm de tamafio de particula de 5 Tm.

Se llevé a cabo el fraccionamiento inicial usando acetato de amonio neutro como fase “A”, con una segunda etapa
de limpieza de picos recogidos individuales llevada a cabo usando &cido férmico al 0,025% en agua como fase “A”.
La fase movil “B” consistia en el 90% de acetonitrilo / el 10% de metanol.

La elucion inicial de analitos y la recogida de fracciones automatizada fueron a través del uso de un gradiente
creciente lineal de fase mévil “B”. Se explican resumidamente las condiciones cromatograficas para el andlisis
semipreparativo en la tabla 7 a continuacién, pero se optimizé el % de B segln fuese necesario para cada
metabolito individual en la segunda etapa de limpieza.

Tabla 7
Condiciones cromatograficas semipreparativas
Tiempo (min.) % de B Flujo (ml/min.)
0,0 7 1,75
1,0 25* 1,75
24,0 35* 1,75
241 90 1,75
28,0 90 1,75
28,1 7 1,75
35,0 7 1,75

*Optimizado para cada metabolito individual en la segunda etapa de fraccionamiento

Se dividid la corriente de eluyente de los analisis semipreparativos usando tubos y uniones en T PEEK, utilizandose
una anchura de ~1,65 ml/min. de la corriente de eluyente para la recogida de fracciones y pasando el resto al
espectrometro de masas. Se monitoriz6 la composicion de la corriente de eluyente mediante EM y experimentos de
EM-EM seleccionados. Se recogieron automaticamente las fracciones que contenian el analito de interés utilizando
la valvula de desviacién conjuntamente con un colector de fracciones.

METODO A3: Biotransformacién del compuesto | en muestras de plasma y orina de ser humano v rata

Preparacion de las muestras:

Se obtuvieron muestras de plasma y orina de sujetos animales y humanos a los que se les habia dosificado por via
oral el compuesto | siguiendo estudios de una Unica dosis y/o mdultiples dosis. Se reunieron muestras de plasma
residuales para cada sujeto mediante reunién de tiempo promedio ponderado. Se precipitaron alicuotas de las
muestras de plasma reunidas (150 pl) con dos voliumenes de acetonitrilo, se mezclaron con vortex y entonces se
centrifugaron. Se separaron los sobrenadantes y se usaron para el andlisis mediante CL-EM. Para ser humano, se
reunieron las muestras de orina de cada individuo en el estudio para que representasen 0-12 horas en el dia 1
(estudio de una Unica dosis) y el dia 10 (estudio de multiples dosis) del estudio clinico. Se centrifugaron las muestras
de orina a ~15000 x g durante 10 minutos antes del andlisis y se inyectaron directamente.

Analisis de muestras:

Se sometieron a ensayo las muestras usando CL-EM de ionizacién por electrospray con un espectrometro de masas
de trampa iénica Thermo Finnigan LCQ Deca-XP Plus (Thermo-Fisher Scientific Waltham MA, EE.UU.), que
funcionaba en el modo de ionizacion positivo. Se usé exploracion dependiente de datos para generar datos de EM
con respecto a EM? iniciales. Se realizaron experimentos de EM" de orden superior segln se requiriera para
dilucidar la informacién estructural. Se acoplo el espectrémetro de masas a un inyector automatico/controlador
combinado Shimadzu Sil HT-C combinado con un sistema de bomba de gradiente binaria Shimadzu LC-10A
(Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD, EE.UU.). Se describen las condiciones de gradiente en la tabla 8.
Se logré la separacién del compuesto | y sus metabolitos usando una columna de HPLC Zorbax XDB C-18 (3,0 x
150 mm, 3,5 um) (Agilent, Santa Clara, CA EE.UU.) con una velocidad de flujo de fase movil de 300 pl/min. La fase
moévil “A” consistia en formiato de amonio 5 mM en agua Millipore con pH ajustado a pH 3,2 con acido férmico. La
fase mévil “B” consistia en el 90% de acetonitrilo / el 10% de metanol.
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Tabla 8. Esquema de la elucién en gradiente de la HPLC

Tiempo % de fase movil B
0,0 10
1,0 10
45,0 40
50,0 90
54,0 90
541 10
60,0 10

METODO A4: Método para la caracterizacién de metabolitos de bilis, plasma y orina de rata

Se reunieron muestras de orina, heces y bilis de ratas a las que se les administré el compuesto |. Se reunié
aproximadamente el 30% de cada muestra a partir de cada punto de tiempo de manera que el 90% de la dosis
excretada a partir de una rata estaba contenido en una Unica muestra. Se analizaron por separado las muestras de
cada rata. Se extrajeron muestras de heces usando acetonitrilo y recuperacion de la extraccion determinada
mediante recuento de centelleo liquido (LSC) del extracto y combustion y LSC del sedimento no extraido. Cuando
estaban disponibles, se usaron patrones de metabolitos para confirmar las estructuras. No se notificaron picos que
representaban < 5% de la dosis administrada a menos que se indique lo contrario.

Se analizaron muestras de orina, heces, bilis y/o plasma mediante HPLC y espectroscopia de masas para
determinar el peso molecular de cualquier metabolito marcado radiactivamente y obtener informacién estructural de
estos metabolitos.

METODO A5: Método de aislamiento

Se reunieron muestras de orina de estudios farmacocinéticos y toxicocinéticos del compuesto | a partir de animales
individuales de la misma especie, es decir, perro o rata. Se extrajeron las muestras de orina con acetato de etilo a
una razén en volumen de 1 a 1 tres veces. Se reunieron las fracciones de extraccion con acetato de etilo y se
eliminaron los compuestos volatiles usando un rotavapor. Se disolvid el residuo resultante en acetonitrilo:agua
(1:1 v/v), y se sometio la disolucion a purificacion mediante HPLC preparativa. Se logré el aislamiento de cada
metabolito usando las tres condiciones de HPLC a continuacién en orden secuencial.

Se purifico el extracto concentrado usando una fase moévil que consistia en TFA al 0,1% en agua (disolvente A) y
TFA al 0,1% en acetonitrilo (disolvente B), sobre una columna Zobax SB C18 (19x150 mm, 5 Tm) usando un
gradiente del 5% al 60% de disolvente B a lo largo de 20 minutos, y una velocidad de flujo de 15 ml/min.

1. Entonces se purificaron adicionalmente las fracciones recogidas de la primera purificacion mediante HPLC usando
una fase mévil que consistia en TFA al 0,1% en agua (disolvente A) y metanol (disolvente B), sobre una columna
Zobax SB C18 (9,6x150 mm, 5 Tm) usando un gradiente del 5% al 95% de disolvente B a lo largo de 25 minutos, y
una velocidad de flujo de 4 ml/min.

2. Se sometié cada fraccién recogida de la segunda purificacion con [M+H]" = 321 y 323 a separacion quiral usando
una fase mévil que consistia en el 15% de etanol y el 85% de hexanos o el 30% de etanol y el 70% de hexanos,
sobre una columna quiral (ChiralCel OD-H, 20x250 mm, 5 Tm) con una velocidad de flujo de 15 ml/min.

METODO A6: Método de andlisis

Se obtuvieron los tiempos de retencion para 35, 37 y 38 a partir del analisis de HPLC usando una columna Zorbax
SB C18 (4,6x150 mm, 80A, 3,5 Tm) a una temperatura de columna de 40°C usando una fase mévil que consistia en
TFA al 0,05% en agua (disolvente A) y TFA al 0,05% en acetonitrilo (disolvente B) con una velocidad de flujo de
1 ml/min. usando un esquema de elucidn en gradiente mostrado en la tabla 9. Se realiz6 una detecciéon UV en linea
a 220 nm.

Tabla 9. Esquema de elucion en gradiente

Tiempo (min.) % de ACN
0 5
15 95
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18 95
18,5 5
24 5

METODO A7: Método de andlisis alternativo

Se obtuvieron los tiempos de retencién para 40, 41 y 42 a partir del andlisis de HPLC usando una columna de HPLC
Waters Atlantis® T-3 (4,6 x 150 mm, 3,5 um) (Waters Corporation, Milford, MA, EE.UU.) con una velocidad de flujo
de fase mévil de 400 pl/min. La fase movil “A” consistia en formiato de amonio 5 mM en agua Millipore con pH
ajustado a pH 3,2 con acido férmico. La fase moévil “B” consistia en el 100% de metanol. La condicion de fase movil
inicial era el 90% de fase movil “A” / el 10% de fase movil “B” con un gradiente escalonado hasta el 27% de fase
mévil “B” en un minuto. El gradiente inicial progresd entonces de una manera lineal hasta el 52% de fase movil “B”
en 57 minutos, seguido por un segundo gradiente lineal hasta el 95% de fase mévil “B” en 10 minutos. Siguié un
periodo de lavado de la columna de cinco minutos al 95% de fase movil “B” y le siguié un retorno a las condiciones
de partida y un reequilibrado de la columna de 8 minutos antes de la siguiente inyeccion analitica. Se envi6 el 100%
del eluyente de la columna a través de un detector UV de longitud de onda fijada Shimadzu, SPD-10Avp (Shimadzu
Scientific Instruments, Columbia, MD, EE.UU.) que monitorizaba a A 254 nm. Tras salir del detector UV, se dividié la
corriente de eluyente usando una unién en T PEEK para permitir que aproximadamente 100 pl del eluyente se
introdujeran mediante ionizacion por electrospray en el espectrometro de masas. Se fij6 el voltaje de la fuente de
electrospray a 4,5 kV, con una temperatura capilar de 325°C, se fijaron los gases de impulsion y de barrido a 50 y 30
(unidades arbitrarias), respectivamente. Los parametros de EM/EM dependientes de datos iniciales incluian una
anchura de aislamiento de 2,0 uma y un parametro de energia de colisién de 42. Se optimizaron todos los otros
potenciales y parametros instrumentales para lograr una razén de sefnal con respecto a ruido maxima para el
compuesto |.

METODO A8: Hidrdlisis enzimatica de metabolitos de glucurdnido del compuesto |.

Se incubaron metabolitos de conjugado de glucurénido aislados del compuesto | con B-glucuronidasa avanzando la
reaccion hasta el final en todos los casos, produciendo la aglicona asociada, que se analizé usando el mismo
método de CL-EM que se describi6 anteriormente. Se compararon los tiempos de reaccién y los espectros de masas
de las agliconas liberadas con los tiempos de reaccion y los espectros de masas de los patrones de metabolitos
hidroxilados sélo una vez del compuesto | para asignar la identidad del conjugado.

Ejemplo B:

Se supuso que las muestras de metabolitos de peso molecular de 323 eran metabolitos que contenian hidroxilo y se
disolvieron en 200 ul de CDsOD, obtenido de Isotec. Se supuso que muestras de peso molecular 321 contenian un
resto cetona y se disolvieron en 200 ul de CDClIs, obtenido de Isotec. Se disolvieron muestras que eran de un peso
molecular distinto del descrito anteriormente en 200 ul de DMSO-ds, también obtenido de Isotec. Tras la disolucion,
se colocé cada muestra en un tubo de RMN de 3 mm, obtenido de Wilmad Glass. Se prepararon las muestras
inmediatamente antes del analisis.

Se analizaron Ias muestras usando un espectrometro de RMN Varian INOVA que funcionaba a 500 MHz para 'H'y
125 MHz para '3C. Se us6 una sonda de gradiente de deteccion inverso de resonancia triple de 3 mm. Se mantuvo
la muestra a 30°C durante el tiempo que tuvo lugar toda la adquisicion de datos. Se bloque6 la sonda y se niveld
para cada muestra. Se realizaron otros experimentos de RMN para obtener los datos necesarios para determinar la
estructura.

Compuesto 31 'H(500 MHz, DMSO-Dg): § 8,58 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 4,47 (td, 1H), 3,56 (s, 2H), 3,18 (dd, 1H), 3,13
(dd, TH), 2,35 (m, 1H), 1,79 (m, 2H), 1,59-1,39 (m, 4H), 1,29 (m, 2H).

Compuesto 32 'H(500 MHz, DMSO-De): & 9,24 (s, 1H), 8,66 (s, 1H), 4,56 (td, 1H), 3,82 (s, 2H), 3,17 (dd, 1H), 3,11
(dd, 1H), 2,35 (m, 1H), 1,79-1,12 (m, 4H), 1,61-1,45 (m, 4H).

Compuesto 35 'H(500 MHz, DMSO-De): & 12,25 (s, 1H), 8,82 (s, 1H), 8,73 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 7,64 (m, 1H), 7,08
(m, 1H), 4,93 (dd, J=11,6, 3,3, 1 H), 3,76 (d, J=4,8, | H), 3,52 (dd, J=17,2, 11,7, 1H), 3,08 (dd, J=17.4, 3,6), 2,04 (m
H), 1,76 (m, 1H), 1,63 (m, 1H), 1,54 (m, 2H), 0,95 (m, 1H).

Compuesto 37 'H(500 MHz, CDCls): & 8,71 (s, 1H), 8,17 (s, 1H), 8,00 (s, 1H), 4,22 (td, J=9,6, 3,7, 1H), 3,71 (s, 2H),
3,09 (dd, J=17,0, 9,1, 1H), 2,91 (dd, J=16,8, 3,7, TH), 2,55 (m, 1H), 1,94 (m, 1H), 1,80-1,45 (m, 5H), 1,27 (m, 1H),
1,19 (m, 1H).

Compuesto 38 'H(500 MHz, DMSO-Dg): § 11,35 (s, 1H), 8,60 (s, 1H), 8,54 (s, 1H), 8,09 (s, 1H), 4,55 (td, J=9,8, 3,8,
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1H), 4,10 (m, 1H), 3,79 (s, 2H), 3,19 (dd, J=16,9, 9,5, 1H), 3,13 (dd, J=17,5, 4,5, 1H), 2,39 (m, 1H), 2,01 (m, 1H),
1,58 (m, 1H), 1,48-1,07 (m, 4H).

Ejemplo C:

Los datos de actividad para los metabolitos 1-39, junto con los datos de aclaramiento intrinseco y fraccién libre,
pueden compararse con los del compuesto original, compuesto |. Se describen a continuacion ensayos de actividad
de JAK, ensayos de fraccion libre y ensayos de aclaramiento intrinseco. Pueden obtenerse puntos de datos para
estereoisdbmeros individuales de los metabolitos 1-39. Los metabolitos pueden ser inhibidores potentes de JAK1,
JAK2 y JAKS, como el compuesto I.

Ensayo de cinasa JAK in vitro

Los compuestos descritos en el presente documento en el presente documento pueden someterse a prueba para
determinar su actividad inhibidora de dianas de JAK segun el siguiente ensayo in vitro descrito en Park et al.,
Analytical Biochemistry 1999, 269, 94-104. Pueden expresarse los dominios cataliticos de JAK1 humana (a.a. 837-
1142), JAK2 (a.a. 828-1132) y JAK3 (a.a. 781-1124) con una etiqueta de His N-terminal usando baculovirus en
células de insectos y purificarse. Puede someterse a ensayo la actividad catalitica de JAK1, JAK2 o JAK3 midiendo
la fosforilacién de un péptido biotinilado. El péptido fosforilado puede detectarse mediante fluorescencia de
resolucion temporal homogénea (HTRF). Pueden medirse Clsp de los compuestos para cada cinasa en las
reacciones que contienen la enzima, ATP y péptido 500 nM en tampon Tris 50 mM (pH 7,8) con NaCl 100 mM, DTT
5 mMy BSA 0,1 mg/ml (0,01%). La concentracion de ATP en las reacciones puede ser 90 uM para Jak1, 30 uM para
Jak2 y 3 uM para Jak3. Pueden llevarse a cabo la reacciones a temperatura ambiente durante 1 h y entonces
detenerse con 20 ul de EDTA 45 mM, SA-APC 300 nM, Eu-Py20 6 nM en tamp6n de ensayo (Perkin Elmer, Boston,
MA). La unién al anticuerpo marcado con europio puede ser durante 40 minutos y la sefial de HTRF puede medirse
en un lector de placas Fusion (Perkin Elmer, Boston, MA). Compuestos que tienen una Clsg de 10 uM o menos para
cualquiera de las dianas de JAK mencionadas anteriormente puede considerarse activo.

Ensayo de fraccion libre

Puede determinarse la unién a proteina de un compuesto de prueba mediante dialisis en equilibrio usando un
sistema Dianorm del aparato Harvard (Holliston, MA). Puede realizarse la dialisis a 37°C durante 2 h en suero
humano. Pueden incubarse los metabolitos a 3 uM, y el compuesto | a 3 y 10 uM. Pueden determinarse las
concentraciones de compuesto en suero y tampdn tras la didlisis mediante andlisis de CL/EM/EM. Se define la
fraccion libre como la razén del tampén frente a la concentracién sérica.

Ensayo de aclaramiento intrinseco

Puede determinarse el aclaramiento intrinseco incubando 1 uM de compuesto de prueba en microsomas hepaticos
humanos de género mixto (proteina 0,5 mg/ml) a 37°C en presencia de NADPH 1 mM. Puede monitorizarse la
desaparicion del compuesto de prueba mediante CL/EM a 0, 5, 10, 20 y 30 min. Puede usarse la pendiente de
disminucion de la concentracion de compuesto para calcular el aclaramiento intrinseco humano empleando métodos
convencionales notificados en la bibliografia.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de formula I:
: ‘r—CN
N.._

N™ S\
U
NT R

I

=L

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:
n grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH; o,
un grupo CH: esta sustituido independientemente con un C=0; o,

un grupo C-H esta sustituido con:

COZH
0 OH
C\O OH
o,

dos grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH y un grupo C-H esté sustituido con:

CO,H

o OH

C\O OH

OH

y

nes1,2,3064;

siempre que el compuesto no se seleccione de:
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-oxociclopentil)propanonitrilo;

y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que:
el atomo de carbono alfa con respecto al grupo ciano no esta sustituido con un grupo C-OH o C=0;y

el atomo de carbono beta con respecto al grupo ciano no esta sustituido con un grupo C-OH.
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3. Compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que n grupos
C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH.

4. Compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que n es 1.
5. Compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que n es 2.
6. Compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que n es 3.
7. Compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que n es 4.

8. Compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que un grupo
CH> esta sustituido independientemente con un C=0.

9. Compuesto segun la reivindicacion 1 6 2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que un grupo
C-H esta sustituido con

CO,H
o OH
©o OH
OH

10. Compuesto segun la reivindicaciéon 1 é 2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que un grupo
C-H saturado est4 sustituido con

CO,H
o)
o H
o OH
OH

11. Compuesto segun la reivindicacién 1 é 2, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que dos
grupos C-H estan sustituidos cada uno independientemente con C-OH y un grupo C-H esta sustituido con:

CO,H
o)
o H
o OH
OH

12. Compuesto segun la reivindicacion 1, seleccionado de:

acido 6-(3-(1-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-cianoetil)ciclopentiloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico;

3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1,2-dihidroxiciclopentil)propanonitrilo; y
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;

o una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mencionados anteriormente.
13. Compuesto segun la reivindicacion 1, seleccionado de:
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-ciclopentil-3-hidroxipropanonitrilo;

3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-ciclopentil-2-hidroxipropanonitrilo;
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3-ciclopentil-3-(5-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(3-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(5-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(6-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(2-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1,2-dihidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1,3-dihidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-hidroxi-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-hidroxi-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(3-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(2-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(5-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(6-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(5-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(1-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-hidroxi-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2,3-dihidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2,4-dihidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2,5-dihidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-hidroxi-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(3-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(2-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(5-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(6-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(5-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-hidroxi-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3,4-dihidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-hidroxi-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(5-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(3-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(2-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(5-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(6-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;

3-(3-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
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3-(4-(2-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(5-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(6-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(3-hidroxiciclopentil)propanonitrilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-ciclopentil-2,3-dihidroxipropanonitrilo;
3-ciclopentil-3-hidroxi-3-(3-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-hidroxi-3-(4-(2-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-hidroxi-3-(4-(5-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-hidroxi-3-(4-(6-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-hidroxi-3-(5-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-2-hidroxi-3-(3-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-2-hidroxi-3-(4-(2-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-2-hidroxi-3-(4-(5-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-2-hidroxi-3-(4-(6-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-2-hidroxi-3-(5-hidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(3,5-dihidroxi-4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(3-hidroxi-4-(2-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(3-hidroxi-4-(5-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(3-hidroxi-4-(6-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(2,5-dihidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(2,6-dihidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(5,6-dihidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(5-hidroxi-4-(2-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(5-hidroxi-4-(5-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(5-hidroxi-4-(6-hidroxi-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
cianuro de 2-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-I-il)-2-ciclopentilacetilo;
3-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-3-(2-oxociclopentil)propanonitrilo;

acido 6-(1-(1-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-cianoetil)ciclopentiloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico;

acido  6-(1-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-ciano-1-ciclopentiletoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico;

acido 6-(2-(1-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-cianoetil)ciclopentiloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico;

acido  6-(2-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-1-ciano-2-ciclopentiletoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico; y

acido 6-(3-(1-(4-(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)-2-cianoetil)ciclopentiloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
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piran-2-carboxilico;

o una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mencionados anteriormente.

14. Compuesto segun la reivindicacion 1, seleccionado de:
3-ciclopentil-3-(4-(2,6-dioxo-3,5,6,7-tetrahidro-2H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(2-hidroxi-6-0x0-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(6-0x0-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-(3-hidroxiciclopentil)-3-(4-(6-ox0-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo;
3-ciclopentil-3-(4-(5,6-dihidroxi-6,7-dihidro-5H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-1H-pirazol-1-il)propanonitrilo; y

acido 6-(4-(1-(2-ciano-1-ciclopentiletil)-1H-pirazol-4-il)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-il)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico;

o una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mencionados anteriormente.
15. Compuesto segun la reivindicacion 1, seleccionado de:

acido 6-(4-(1-(2-ciano-1-ciclopentiletil)-1H-pirazol-4-il)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-5-iloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico;

acido 6-(4-(1-(2-ciano-1-ciclopentiletil)-1H-pirazol-4-il)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-iloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico;

acido  6-(4-(1-(2-ciano-1-ciclopentiletil)-1H-pirazol-4-il)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-2-iloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico; y

acido 6-(4-(1-(2-ciano-1-ciclopentiletil)-1H-pirazol-4-il)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-iloxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico;

o una sal farmacéuticamente aceptable de cualquiera de los mencionados anteriormente.

16. Compuesto segln una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, o sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
que esta sustancialmente aislado.

17. Composicion que comprende un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-15, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un portador farmacéuticamente aceptable.

18. Composicién segun la reivindicacion 17, que es adecuada para administracion oral.

48



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones

