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DESCRIPCION
Bisulfato de inhibidor de quinasa Janus (JAK) y procedimiento de preparacion del mismo
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un bisulfato de un inhibidor de quinasa Janus (JAK) y un procedimiento de
preparacion del mismo. Mas especificamente, la presente invencion se refiere a bisulfato de (3aR,5s,6aS)-N-(3-
metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)amino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-
carboxamida y un procedimiento de preparacion del mismo.

Antecedentes de la invencion

La artritis es la enfermedad cronica mas comun en el mundo, existen muchas razones que conducen a la artritis y las
lesiones articulares provocadas por las cuales son diferentes. Actualmente, los principales farmacos para el
tratamiento de artritis reumatoide incluyen adalimumab (Humira) de America Abbott Laboratories, etanercept (Enbrel)
desarrollado conjuntamente por Pfizer y Amgen, e infliximab (Remicade) de la compafiia farmacéutica Janssen.
Estos farmacos son actualmente los farmacos mas vendidos en el mercado farmacéutico, pero vale la pena sefialar
que estos farmacos mas vendidos son solo farmacos inyectables. Aunque el MTX (metotrexato), que comiunmente
se administra por via oral, tiene una eficacia significativa, su toxicidad es muy alta.

Los estudios han mostrado que los trastornos de la ruta de la sefial de miltiples citoquinas desempefian una funcion
importante en el proceso fisiopatolégico de la artritis reumatoide (RA). La cascada inflamatoria mediada por una
serie de citoquinas no controladas conduce a mdltiples células relacionadas con RA, que incluyen células T, células
B, monocitos, macréfagos y osteoclastos en el estado activado a largo plazo, provocando inflamacién persistente y
dafio estructural de la articulacion. La ruta de sefial de quinasa Janus (JAK) puede regular la actividad
proinflamatoria de las células relacionadas con RA, en las que JAK es una proteina central en la transduccion de
sefal de la red de citoquinas inflamatorias, y el nivel de JAK se aumenta significativamente en los tejidos sinoviales
de la articulacion con RA. En la actualidad, el tofacitinib (CP-690550) desarrollado por Pfizer es un inhibidor de
JAK1. Los resultados del ensayo clinico de fase Il mostraron que la eficacia de tofacitinib de Pfizer es
significativamente mejor que el metotrexato. En este ensayo, los investigadores asignaron pacientes al azar, a un
grupo de pacientes se les administré 5 mg/10 mg de tofacitinib como un solo farmaco y al otro grupo de pacientes se
les administr6 5 mg/10 mg de metotrexato. Los resultados mostraron que la eficacia de tofacitinib en la inhibicién del
dafo estructural interno de humanos fue ligeramente mejor que el metotrexato en el periodo de seis meses, lo que
podria mejorar efectivamente diversos sindromes de pacientes con artritis reumatoide.

Los inventores han partido de la idea de desarrollar inhibidores de quinasa JAK y seguir la direccion de desarrollo de
los farmacos similares internacionales. Con base en la estructura del tofacitinib, desarrollamos una serie de
farmacos que tienen actividad in vitro e in vivo y alta absorcion, y se obtuvo con éxito un compuesto de formula (V)
como inhibidor de la quinasa JAK. Con respecto al compuesto de férmula (IV), su informaciéon se describié por
completo en la solicitud de patente PCT No. PCT/CN2012/086922 presentada conjuntamente por el solicitante con
otra persona.
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Teniendo en cuenta la menor solubilidad del compuesto de férmula (IV), estudiamos su formacién de sal para
mejorar su solubilidad y biodisponibilidad, los acidos investigados incluian acido citrico, acido clorhidrico y acido
sulfdrico. En base a los datos de solubilidad y los resultados farmacocinéticos de experimentos en animales de las
sales resultantes, se encontrd sorprendentemente que se esperaba que un compuesto de férmula (I) se convirtiera
en un compuesto preferido como inhibidor de quinasa JAK, que tenia importancia de investigacion importante en el
tratamiento del reumatismo y artritis reumatoide.

El documento WO02/00661 describe ciertos compuestos de pirrolo-[2,3-d]-pirimidina como inhibidores utiles de
proteinas quinasas, tales como la enzima Janus Kinasa 3.
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Descripcion de la invencién

La invencion proporciona una sal de inhibidor de JAK que tiene actividad mas soluble en agua y actividad
farmacocinética mejorada. Mas especificamente, la invencién proporciona bisulfato de (3aR,5s,6aS)-N-(3-metoxil-
1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)Jamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxamida de la
férmula (1) y un procedimiento de preparacion del mismo.

IO___
£ I
e i
wr
H . H3S0,

M
A
S
LY
H
(1)

La relacion estequiométrica de (3aR,5s,6aS)-N-(3-metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7Hpirrolo[2,3-d]pirimidin-4-
illamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxamida a acido sulfdrico es 1:1.

En otro aspecto, la invencién proporciona un procedimiento de preparacion de bisulfato de (3aR,5s,6aS)-N-(3-
metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)amino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-
carboxamida, que comprende una etapa de reaccion de formacién de sal de un compuesto de la formula (IV) y acido
sulfarico.
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La reaccion anterior se puede llevar a cabo en un solvente, en el que el solvente de reaccion es un solvente
mezclado de haloalcanos y alcoholes que tienen menos de o igual a 3 atomos de carbono, preferiblemente un
solvente mezclado de diclorometano y metanol.

La temperatura de la reaccion anterior es preferiblemente 10-30 °C, y el tiempo de reaccion es preferiblemente 0,5-4
horas.

En otro aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende bisulfato de (3aR,5s,6aS)-
N-(3-metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)amino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-
carboxamida de la férmula () y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la invencién se refiere a bisulfato de (3aR,5s,6aS)-N-(3-metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)Jamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxamida de la férmula () o las
composiciones farmacéuticas que comprenden lo mismo en la preparacion de un medicamento para uso en el
tratamiento de reumatismo y artritis reumatoide.

El bisulfito de la formula (I) preparado de acuerdo con el procedimiento de la invencion no contiene solvente residual
o solo contiene baja cantidad de solvente residual, y cumplen con el requerimiento limite de solvente residual de los
productos farmacéuticos relevantes en la Farmacopea China, de esta manera el bisulfato de la formula (I) de
acuerdo con la invencién se puede utilizar bien como un ingrediente activo farmacéutico.

Realizaciones preferidas
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Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la invencién en detalle, y describen las soluciones técnicas de la
presente invencion. Se debe entender que los siguientes ejemplos no limitan el espiritu y alcance de la presente
invencion.

5 Ejemplo 1: Preparacion del compuesto de la férmula (V) (descrito en la PCT/CN2012/086922)

El compuesto de la férmula (IV) se puede preparar de acuerdo con la siguiente ruta:
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10 En la que la preparacién de compuesto d se proporcioné como sigue:
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Especificamente, la preparacion del compuesto de la formula (IV) comprende las siguientes dos partes:
15 Parte I: Preparacion de compuesto d
Etapa 1

5-((metilsulfonil)oxi)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxilato de (3aR,5r,6aS)-tert-butilo
20
El 5-hidroxihexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxilato de (3aR,5r,6aS)-tert-butilo 1d (9 g, 40 mmol) se disolvio en
150 mL de diclorometano, seguido por adicion de cloruro de metilsulfonilo (4,70 mL, 60 mmol) y trietilamina (11,20
mL, 80 mmol) a 0 °C. Después de hacer reaccionar durante 2 horas a temperatura ambiente, 200 mL de solucion de
bicarbonato de sodio saturada se agregé a la mezcla de reaccion. La fase acuosa y la fase organica se separaron.
25 La fase organica se lavo con solucién de cloruro de sodio saturada (200 mL), se secé sobre sulfato de magnesio
anhidro, y se filtr6. El filtrado se concentrdé bajo presién reducida para obtener el producto del titulo 5-((metilsulfonil)
oxi)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxilato de (3aR,5r,6aS)-tert-butilo 2d (12,00 g, rendimiento 98,4 %) como
un liquido amarillo.

30 Etapa 2
5-(metilamino)hexahidrociclopenta[c]pirrole -2(1H)-carboxilato de (3aR,5s,6aS)-tert-butilo
5-((metilsulfonil)oxi)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxilato de (3aR,5r,6aS)-tert-butilo 2d (60 mg, 0,2 mmol) se

35 disolvié en 10 mL de metanol, seguido por adicién de 5 mL de metilamina. Después de hacer reaccionar durante 16
horas a 40 °C, la mezcla de reaccion se concentr6 bajo presion reducida para obtener el producto del titulo crudo 5-
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(metilamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxilato de (3aR,5s,6aS)-tert-butilo 3d (60 mg, aceite marrén), que
se utilizé directamente en la siguente etapa sin purificacion adicional. MS m/z (ESI): 241,5 [M+1].

Etapa 3

5-(metil(7H-pirrole[2,3-d]pirimidin-4-il)amino) hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxilato de (3aR,5s,6aS)-tert-
butilo

5-(metilamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxilato de (3aR,5s,6aS)-tert-butilo 3d (200 mg, 0,8 mmol) y 4-
cloro-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina 4d (127 mg, 0,8 mmol) se disolvieron en 5 mL de n-butanol, seguido por adicion de
trietilamina (168 mg, 1,6 mmol). Después de hacer reaccionar durante 48 horas a 100 °C, la mezcla de reaccion se
concentré bajo presién reducida, seguida por adicion de 10 mL de H20 y 10 mL de acetato de etilo. La fase acuosa y
fase organica se separaron. Las fases organicas se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, y se
filtraron. El filtrado se concentré bajo presion reducida, y el residuo resultante se purifico mediante HPLC para
obtener el producto del titulo 5-(metil(7H-pirrole[2,3-d]pirimidin-4-il)amino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-
carboxilato de (3aR,5s,6aS)-tert-butilo 5d (5 mg, rendimiento 5,0 %) como un soélido blanco. MS m/z (ESI):
358,5[M+1]

1H RMN (400 MHz, CDCls): & 10,07 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 7,50 (s, 1H), 6,55 (s, 1H), 5,58-5,54 (m, 1H), 3,65-3,62 (m,
2H), 3,27-3,23 (m, 5H), 2,86-2,81 (m, 2H), 2,06-2,02 (m, 2H), 1,93-1,91 (m, 2H), 1,49 (s, 6H).

Etapa 4
Clorhidrato de N-Metil-N-((3aR,5s,6aS)-octahidrociclopenta[c]pirrol-5-il)-7H-pirrolo [2,3-d]pirimidin-4-amina

5-(metil(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)amino) hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxilato de (3aR,5s,6aS)-tert-
butilo 5d (1,5 g, 4,2 mmol) se disolviéo en 20 mL de una solucién de cloruro de hidrégeno 1M en metanol. Después
de hacer reaccionar durante 16 horas, la mezcla de reaccién se concentré bajo presion reducida para obtener el
producto del titulo crudo clorhidrato de N-Metil-N-((3aR,5s,6aS)-octahidrociclopentalc]pirrol-5-il)-7H-pirrolo [2,3-
d]pirimidin-4-amina d (1,5 g, so6lido marrén). MS m/z (ESI): 258,1 [M+1].

Parte Il: Preparacion del compuesto de la formula (1V)
Etapa 1
(3-metoxi-1,2,4-tiadiazol-5-il)carbamato de fenilo

3-Metoxi-1,2,4-tiadiazol-5-amina a (500 mg, 3,82 mmol) y carbonochloridato de fenilo b (600 mg, 3,82 mmol) se
disolvieron en 20 mL de diclorometano, seguido por adicion de trietilamina (0,8 mL, 5,73 mmol). Después de hacer
reaccionar durante 16 horas, 30 mL de H20 se agregaron en la mezcla de reaccion para diluir la solucién. La fase
acuosa y fase organica se separaron, la fase acuosa se extrajo con diclorometano (20 mL x 2), y las fases organicas
se combinaron, se secaron sobre sulfato de sodio anhidro, y se filtraron. El filtrado se concentré bajo presion
reducida, y el residuo resultante se purificd6 mediante cromatografia de columna en gel de silice con sistema de
elucion A para obtener el producto del titulo (3-metoxi-1,2,4-tiadiazol-5-il)carbamato de fenilo ¢ (200 mg, rendimiento
20,8 %) como un sélido blanco. MS m/z (ESI): 252,0 [M+1].

Etapa 2

(3aR,5s,6aS)-N-(3-Metoxi-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-pirrolo[2,3-d] pirimidin-4-il)Jamino)hexahidrociclopentalc]
pirrol-2(1H)-carboxamida

Clorhidrato de N-Metil-N-((3aR,5s,6aS)-octahidrociclopenta[c]pirrol-5-il)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-amina d (120 mg,
0,47 mmol) se disolvi6 en 15 mL de tetrahidrofurano, seguido por adicion de (3-metoxi-1,2,4- tiadiazol-5-il)
carbamato de fenilo ¢ (117 mg, 0,47 mmol) y trietilamina (0,13 mL, 0,94 mmol). Después de hacer reaccionar
durante 5 horas a 60 °C, la mezcla de reaccion se mezcloé con 30 mL de H20 y se extrajo con diclorometano (50 mL
x 3). La fase organica se combiné, se lavé con solucién de cloruro de sodio saturada (50 mL x 2), se secO sobre
sulfato de sodio anhidro, y se filtré. El filtrado se concentrd bajo presion reducida, y el residuo resultante se purificd
mediante cromatografia de columna en gel de silice con sistema de elucion A para obtener el producto del titulo
(3aR,5s,6aS)-N-(3-Metoxi-1,2,4-tiadiazol- 5-il)-5-(metil(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)Jamino)hexahidrociclopenta
[c]pirrol-2(1H) -carboxamida (IV) (50 mg, rendimiento 25,9 %) como un sélido blanco.

MS m/z (ESI): 412,9 [M-1].

IRMN (400 MHz, DMSO-de): & 11,60 (m, 2H), 8,08 (s, 1H), 7,06-7,05 (m, 1H), 6,53-6,51 (m, 1H), 5,48-5,44 (m, 1H),
3,90 (s, 3H), 3,69-3,65 (m, 2H), 3,37-3,32 (m, 2H), 3,16 (s, 3H), 2,90-2,88 (m, 2H), 2,02-1,99 (m, 2H), 1,80-1,77 (m,
2H).

Ejemplo 2: Preparacion de bisulfato de (3aR,5s,6aS)-N-(3-metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidin-4- il)Jamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxamida (el compuesto de la férmula (1))

5
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(3aR,5s,6aS)-N-(3-Metoxi-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-pirrolo[2,3-d] pirimidin-4-il)Jamino)hexahidrociclopentalc]
pirrol-2(1H)-carboxamida (1V) (140 g, 0,34 mol), metanol anhidro (350 g) y diclorometano (2,0 kg) se agregaron en un
matraz de reaccion de 10 L bajo agitacién. Se agregd acido sulfdrico (34,8 g, 0,36 mol) lentamente a temperatura
ambiente, y la solucién de reaccion se volvié clara. Después de agitacion durante 30 min, se eliminé el material
insoluble mediante filtracion, el filtrado se concentrd bajo presion reducida, y se sec6 para obtener el producto del
titulo 135 g-168 g, rendimiento: 80-90 %.

MS m/z (ESI): 415,1651 [M+1].

1H RMN (400 MHz, DMSO-de): & 12,75 (s, 1H), 11,04 (s, 1H), 8,37 (s, 1H), 7,41-7,42 (t, 1H), 6,89 (s, 1H), 5,15-5,19
(m, 1H), 3,89 (s, 3H), 3,68-3,70 (m, 2H), 3,38-3,40 (m, 2H), 3,29 (s, 3H), 2,95 (s, 2H), 2,09-2,16 (m, 2H), 1,92-1,97
(m, 2H)

Ejemplo 3

Se llevaron a cabo experimentos comparativos de solubilidad de (3aR,5s,6aS)-N-(3-metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-
(metil(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)Jamino)hexahidrociclopent a[c]pirrol-2(1H-carboxamida (el compuesto de féormula
(IV)) y su correspondiente citrato, clorhidrato, sulfato, bisulfato en agua y HCI 0,1N. Los resultados mostraron que la
solubilidad de su bisulfato se incrementé en gran medida y también fue mucho mejor que otras sales. Los resultados
detallados se mostraron en la Tabla 1.

Tabla 1. Experimentos comparativos de solubilidad de | compuesto de (IV) y sus sales
Compuesto Solvente Solubilidad Conclusién
agua 10000 ml/g Insoluble
Compuesto de la formula (1V)
HCI0,1 N - -
agua 10000 ml/g Insoluble
Citrato
HCI0,1 N 160 ml/g ligeramente soluble
agua 1500 ml/g muy ligeramente soluble
Clorhidrato
HCI 0,1 N 10000 ml/g Insoluble
agua 10000 ml/g Insoluble
Sulfato
HCI0,1 N 2500 ml/g muy ligeramente soluble
agua 70 ml/g ligeramente soluble
Bisulfato
HCI0,1 N 50 ml/g ligeramente soluble

Ejemplo 4

Se estudiaron los comportamientos farmacocinéticos del compuesto de formula (IV) y sus diferentes formas de sales
en monos rhesus, y se evaluaron en detalle las naturalezas de las diferentes formas de los compuestos. Cuatro
monos rhesus se utilizaron como animales de prueba, mitad machos y mitad hembras. Los monos Rhesus se
administraron a una dosis Unica de 50 mg/kg; se adoptd el disefio de cruce multiple para administrar diferentes
farmacos para evaluar animales, y la convalecencia de cada ciclo fue de tres dias; se tomaron muestras de sangre
(0,5 mL) de la vena femoral antes de administracién (O h) y alas 0,25 h, 0,5h, 1 h,2h,4 h, 6 h, 8 hy 24 h después
de la administracion, se almacenaron en tubos heparinizados, se agitaron bien y se centrifugaron durante 10 minutos
a 3500 rpm para separar el plasma sanguineo. Las muestras de plasma se almacenaron a baja temperatura, LC-
MS/MS se utilizé para medir la concentracién del farmaco en plasma e higado, y los parametros farmacocinéticos se
analizaron mediante el software Win-Nonlin 5.3. Los resultados experimentales se muestran como sigue:

Tabla 2. Pardmetros farmacocinéticos del compuesto d e formula (1V), su citrato y bisulfato

. Tiempo de
Dosis administracion t12 AUC (0-1) MRT Cmax
mg/kg Dia (s) hora ng/ml*hora Hora ng/ml
Compuesto
de la férmula 50 6,3+3,5 | 41111459593 8,8+5,16 |6176+8838
(V) S
- Dosis Unica
Citrato 50 6,3+5,5 | 44357+45012 10,0+7,6 |5627+4201
Bisulfato 50 53+1,6 | 63007+53558 63+1,7 994045325
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Conclusiones: Los resultados farmacocinéticos de los monos anteriores mostraron que la exposicion in vivo del
compuesto de formula (V) es 41111 ng/ml*h, pero hubo una gran diferencia individual; la exposicion in vivo de
citrato es similar a aquella de la base; la exposicién in vivo de bisulfato aumenté en un 50 % con respecto a aquella
de la base y hubo una pequefia diferencia individual, se puede observar que el bisulfato tenia una alta exposicién in
vivo y una pequeiia diferencia individual, por lo que era adecuado para propdsitos medicinales.
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REIVINDICACIONES

1. Bisulfato de (3aR,5s,6aS)-N-(3-metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-pirrolo [2,3-d]pirimidin-4-
illamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxamida de la férmula (1),
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2. Bisulfato de (3aR,5s,6aS)-N-(3-metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-pirrolo [2,3-d]pirimidin-4-

illamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxamida de la férmula (I) de acuerdo con la reivindicacion 1, en el
que la relacion estequiométrica de un compuesto de la formula (V) a acido sulfurico es 1:1.
C'_'_

H o~ N"L“S
H
o I‘I.[ E'—,

M H

l"’N

NTOH

=

)

3. Un procedimiento de preparacion de bisulfato de (3aR,5s,6aS)-N-(3-metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil(7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)Jamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1 H)-carboxamida de la férmula (l) de acuerdo con la
reivindicacion 1, que comprende una etapa de reaccién de formacién de sal de un compuesto de la férmula (IV) y
acido sulfurico.
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4. El procedimiento de preparacion de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que la reaccién de formacién de sal se
lleva a cabo en un solvente, y el solvente es un solvente mezclado de haloalcanos y alcoholes que tienen menos de
o igual a 3 atomos de carbono, preferiblemente un solvente mezclado de diclorometano y metanol.

5. El procedimiento de preparacion de acuerdo con la reivindicacion 4, la temperatura de reaccién de la reaccion de
formacion de sal es 10-30 °C, y el tiempo de reaccion es preferiblemente 0,5-4 horas.

6. Una composicion farmacéutica que comprende bisulfato de (3aR,5s,6aS)-N-(3-metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-
(metil(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)Jamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H-carboxamida de la férmula (I) de
acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Bisulfato de (3aR,5s,6aS)-N-(3-metoxil-1,2,4-tiadiazol-5-il)-5-(metil (7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-
illamino)hexahidrociclopenta[c]pirrol-2(1H)-carboxamida de la férmula () de acuerdo con la reivindicacion 1 o
reivindicacion 2 o la composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 6 para uso en el tratamiento de
reumatismo y artritis reumatoide.
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