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DESCRIPCION
Profarmacos de un compuesto inhibidor de JAK para el tratamiento de enfermedades inflamatorias gastrointestinales
ANTECEDENTES DE LA PRESENTE INVENCION

Ambito de la presente invencion

La presente invencién se refiere a compuestos disefiados para la administracion selectiva de un inhibidor de JAK al
tracto gastrointestinal. La presente invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas que contienen dichos
compuestos, a compuestos para usar en métodos de tratamiento de enfermedades inflamatorias gastrointestinales y
a procesos y productos intermedios utiles para preparar tales compuestos.

Estado técnico

La enfermedad inflamatoria intestinal, que incluye principalmente la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn, implica
la inflamacion crénica del tracto gastrointestinal o de una parte del mismo. La colitis ulcerosa se caracteriza por la
inflamacion y la ulceracion de la capa mucosa del recto y del intestino grueso, mientras que la enfermedad de Crohn
afecta en gran medida al ileon, pero puede ocurrir en cualquier parte del tracto intestinal. Los sintomas comunes son
diarrea, heces sanguinolentas y dolor abdominal. El curso clinico de la colitis ulcerosa es intermitente y se caracteriza
por periodos alternos de exacerbacién y remision. La incidencia parece ser mayor en los paises desarrollados que en
los paises en desarrollo. Se estima que en los principales paises industrializados hay 1,3 millones de personas que
padecen colitis ulcerosa y cabe esperar que las cifras aumenten con el crecimiento de la poblacion. Los pacientes con
colitis ulcerosa tienen un mayor riesgo de desarrollar cancer colorrectal. (p.ej. Danese y otros, N Engl J Med, 2011,
365, 1713-1725). Asimismo se estima que 1 millén de personas en los paises industrializados padecen la enfermedad
de Crohn.

Si bien hay diversas opciones terapéuticas para promover y mantener la remision de la colitis ulcerosa (CU) en los
pacientes, ninguna es ideal. Los tratamientos relacionados con la sulfasalazina suelen ser efectivos para la CU leve,
pero mucho menos cuando la enfermedad es moderada o grave. Los corticosteroides se usan a menudo para inducir
rapidamente la remision en pacientes con CU moderada hasta grave. Sin embargo, se desaconseja el uso crénico de
esteroides para mantener la remision debido a su relaciéon con efectos adversos a mas largo plazo (p.ej. osteoporosis
y fracturas, infecciones, cataratas, cicatrizacion mas lenta de las heridas y supresién de la produccion hormonal de las
glandulas suprarrenales). Los inmunosupresores sistémicos como la azatioprina, la ciclosporina y el metotrexato tienen
un arranque lento y una eficacia discreta en pacientes con CU moderada hasta grave, pero el uso prolongado puede
ser problematico debido a las consecuencias de la inmunosupresion sistémica a largo plazo (p.ej. un mayor riesgo de
padecer infecciones y linfoma). Los anticuerpos anti-TNFa (p.ej. infliximab y adalimumab), aunque son caros y deben
administrarse por via subcutanea o intravenosa, son eficaces en aproximadamente el 60 al 70% de los pacientes de
CU con enfermedad moderada a grave. Sin embargo, hasta un tercio de los pacientes no responden adecuadamente,
mientras que otro tercio de los que responden inicialmente al tratamiento desarrollan tolerancia durante unas semanas
(Allez y otros, J Crohn's Colitis, 2010, 4, 355-366; Rutgeerts y otros, N Engl J Med, 2005, 353, 2462-2476). La sustancia
aprobada mas recientemente para el tratamiento de la CU, el vedolizumab, un anticuerpo anti-integrina asf7, es eficaz
en pacientes con CU moderada hasta grave, aunque su ruta parenteral es subdptima y aun estan por determinar las
consecuencias de la inmunosupresion a largo plazo mediante este mecanismo. A pesar de las opciones terapéuticas
existentes, entre un 10 y un 20% de los pacientes de CU todavia requiere colectomia dentro de los 10 afios siguientes
al diagndstico (Targownik y otros, Am J Gastroenterol, 2012, 107, 1228-1235). Es evidente que sigue existiendo una
necesidad médica insatisfecha de una terapia efectiva para promover y mantener la remision de la CU moderada hasta
grave sin los problemas de seguridad resultantes de la inmunosupresion cronica y sistémica.

Aunque el mecanismo subyacente a la colitis ulcerosa no esta del todo entendido, se cree que los factores ambientales
provocan en los individuos genéticamente susceptibles una reaccion inapropiada (excesiva) del sistema inmunitario a
la microbiota intestinal, que produce inflamacién del colon, dafio tisular y los sintomas caracteristicos asociados a la
enfermedad.

Aunque la patogenia precisa de la CU no esta clara, es obvio que las citocinas proinflamatorias tienen un papel crucial
en la respuesta inmunologica (Strober y otros, Gastroenterol, 2011, 140, 1756-1767). Los niveles elevados de muchas
citocinas proinflamatorias que aparecen mas frecuentemente en la CU (p.ej. de IL-4, IL-6, IL-13, IL-15, IL-23, IL-24,
IFNy y leptina) dependen de la familia JAK de tirosina cinasas (es decir, JAK1, JAK2, JAK3 y Tyk2) para la transduccion
de sefales. La unién del ligando a un receptor de citocinas desencadena la autofosforilacion de su JAK asociado, que
a su vez produce la fosforilacién de una proteina transductora de sefiales y activadora de transcripciéon (STAT). Varias
STAT forman hetero- u homodimeros que promueven la transcripcion de sus genes diana en el nucleo celular para
regular funciones tales como el crecimiento, la diferenciacion y la muerte celular (Clark y otros, J Med Chem, 2014,
57, 5023-5038).

La inhibicion de la familia de enzimas JAK podria inhibir la sefializacion de muchas citocinas proinflamatorias clave.
Por consiguiente es probable que los inhibidores de JAK sean utiles para el tratamiento de la colitis ulcerosa y otras
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enfermedades inflamatorias, como la enfermedad de Crohn, la rinitis alérgica, el asma y la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC). Sin embargo, debido al efecto modulador de la via JAK/STAT en el sistema inmunitario,
la exposicion sistémica a los inhibidores de JAK puede tener un efecto inmunosupresor sistémico adverso.

El citrato de tofacitinib (Xeljanz®), un pan-inhibidor de JAK sistémicamente disponible por via oral, fue aprobado en
los Estados Unidos en noviembre de 2012 para tratar a los adultos con artritis reumatoide activa moderada a grave
que han tenido una respuesta inadecuada o son intolerantes al metotrexato. Si bien en estudios clinicos se demostré
que tenia una mayor eficacia a dosis mas altas, el tofacitinib solo se aprobé para una dosis de 5 mg dos veces al dia
(BID) basandose en efectos adversos limitativos de la dosificacion, mediados sistémicamente (p.ej. colesterol elevado,
incremento del indice de infecciones oportunistas, neutropenia, linfocitopenia, linfoma y tumores sélidos). En EUA el
farmaco lleva una advertencia recuadrada que detalla los riesgos de seguridad y en Europa se rechazé su aprobacion
basandose en “problemas importantes no resueltos” relativos al perfil general de seguridad. El tofacitinib se encuentra
en desarrollo activo para la CU, tras haberse manifestado una respuesta clinica en un ensayo de fase 2 (8 semanas)
en la CU (Sandborn y otros, N Engl J Med, 2011, 365, 1713-1725), en concreto a unas dosis BID de 10 mg y 15 mg
(véase también, Panes y otros, BMC Gastroenterol, 2015, 15, 14), que actualmente no estan aprobadas para ninguna
indicacion. El patrocinador también ha informado de que una mayor proporcion de pacientes que recibieron 10 mg BID
de tofacitinib frente a placebo, en un ensayo de induccién de CU en una fase 3 (8 semanas), estaban en remision, al
igual que unos pacientes que recibieron 5 mg y 10 mg BID de tofacitinib en un ensayo de mantenimiento de la CU en
una fase 3 (52 semanas).

Para el tratamiento de la colitis ulcerosa y de otras enfermedades inflamatorias gastrointestinales seria conveniente
proporcionar un compuesto que por administracion oral alcanzara una exposicion suficientemente alta de tofacitinib
en el tracto gastrointestinal, para optimizar su eficacia clinica, evitando la exposicién sistémica limitativa de la dosis.

RESUMEN DE LA PRESENTE INVENCION

En un aspecto, la presente invencion proporciona nuevos profarmacos glucurénidos del inhibidor de JAK tofacitinib.
Dichos profarmacos aprovechan el abundante contenido o produccién de B-glucuronidasa en el microbioma intestinal,
que escinde selectivamente el fragmento glucurénido del profarmaco, para desencadenar la liberacion de tofacitinib
en el tracto gastrointestinal, en particular en el colon.

Sorprendentemente, los profarmacos de la presente invencion que contienen glucurénidos tienen suficiente estabilidad
para ser aislados, formulados en una composicion farmacéutica y administrados al paciente necesitado de tratamiento.
No obstante, también son suficientemente labiles para ser escindidos por la B-glucuronidasa y descomponerse todavia
mas para liberar eficientemente tofacitinib. En cambio, cuando el fragmento glucurénido del profarmaco empleado en
la presente invencion se unia a ciertos otros farmacos de conocida o potencial utilidad para tratar la CU, los farmacos
no se liberaban en contacto con la B-glucuronidasa (como se describe mas detalladamente a continuacion). Por tanto,
los profarmacos de la presente invencion que llevan glucurénidos son particularmente utiles para administrar y liberar
el tofacitinib.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de la formula (1):
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nes0,102;
R' se elige entre hidrégeno, alquilo C1.4, alcoxi C1.3, amino, nitro, halo, ciano, hidroxilo y triflurometilo;
cada R?, cuando esta presente, se elige independientemente entre alquilo C1-4, alcoxi C1-3, amino, nitro, halo, ciano,
hidroxilo y triflurometilo;
R3 es hidrégeno, metilo o etilo;
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R* es hidrégeno, metilo o etilo;
0 a una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En otro aspecto la presente invencién se refiere a un compuesto de la férmula (Il):
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donde

R' se elige entre hidrégeno, alquilo C1-4, alcoxi C1-3, amino, nitro, halo, ciano, hidroxilo y triflurometilo; o a una sal
10 farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una forma de ejecucion, la presente invencidn proporciona un compuesto de la férmula (ll) en la cual R! se elige
entre hidrégeno, metilo, metoxi, amino, nitro y cloro, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

15 En otro aspecto la presente invencién se refiere a un compuesto de la férmula 1:
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0 a una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
20
El compuesto de la férmula 1 ha mostrado una baja biodisponibilidad oral y una fuerte liberacién de tofacitinib (2)
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25 in vivo tras su administracion oral en especies preclinicas, que produce un marcado aumento de la relacion entre la
exposicion en el colon y la exposicién en el plasma respecto a la obtenida con la dosificacion oral del propio tofacitinib.
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También se revela que el compuesto de la férmula 1 o una sal del mismo producen tofacitinib al entrar en contacto
con B-glucuronidasa.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que incluye un vehiculo aceptable
farmacéuticamente y un compuesto de la formula (1), (Il) o 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; o
cualquier forma de ejecucién especifica del mismo aqui descrita.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula (1), (1) 0 1, o0 a una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o a cualquier forma de ejecucién especifica de las mismas aqui descrita, para su uso en métodos
de tratamiento de una enfermedad inflamatoria gastrointestinal en un mamifero, los cuales consisten en administrar al
mamifero una composicion farmacéutica que incluya un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un compuesto de la
férmula (1), (I1) o 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o cualquier forma de ejecucion especifica del
mismo aqui descrita.

En una forma de ejecucion, la enfermedad inflamatoria gastrointestinal es colitis ulcerosa. En otra forma de ejecucion,
la enfermedad inflamatoria gastrointestinal es la enfermedad de Crohn. Y en otra forma de ejecucion, la enfermedad
inflamatoria gastrointestinal es la colitis relacionada con la terapia inhibidora del punto de control inmunitario.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un profarmaco de tofacitinib que contiene glucurénido y es escindido
por la B-glucuronidasa en el tracto gastrointestinal para liberar tofacitinib, con el fin de usarlo en un método de aporte
de tofacitinib al tracto gastrointestinal de un mamifero, en particular al colon, que consiste en administrar al mamifero
por via oral un profarmaco de tofacitinib que contiene glucurénido y es escindido por la B-glucuronidasa para liberar el
tofacitinib en el tracto gastrointestinal.

En formas de ejecucion separadas y distintas el profarmaco de tofacitinib que contiene glucurénido es un compuesto
de la férmula (1), (II) o 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o cualquier forma de ejecucién especifica
del mismo aqui descrita.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un proceso para preparar un compuesto de la formula (1) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, que consiste en desproteger un compuesto de la férmula (I-A):

(I-A)

o una sal del mismo; donde R', R?, R3, R* y n son tal como se han definido aqui; cada PG? es independientemente un
grupo protector de hidroxilo y PGP es un grupo protector de carboxilo; a fin de obtener un compuesto de la férmula (1)
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una forma de ejecucion de este proceso, R' es nitro, R® y R* son metilo, cada PG? es acetilo, PGP es metilo y n es
igual a 0.

En otro aspecto la presente invencion se refiere a un compuesto de la formula (I-A), o a una sal del mismo, o a cualquier
forma de ejecucion especifica del mismo aqui descrita.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un proceso para preparar un compuesto de la formula 1 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, que consiste en:
(a) hacer reaccionar un compuesto de la féormula 12’
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o una sal del mismo, donde cada PG? es independientemente un grupo protector de hidroxilo, con un compuesto
de la formula 13
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y
(b) desproteger el compuesto de la formula 14’ para dar el compuesto de férmula 1 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

En una forma de ejecucion de este proceso PG? es acetilo.

En aspectos separados y distintos, la presente invencion también se refiere a un compuesto de la formula 13 0 a una
sal del mismo, y a un compuesto de la férmula 14’ o a una sal del mismo, o a cualquier forma de ejecucién especifica
del mismo aqui descrita.

En aspectos separados y distintos, la presente invencion también se refiere a otros procesos de sintesis e intermedios
aqui descritos, que sirven para preparar los compuestos de la presente invencion.

En aspectos separados y distintos, la presente invencion también se refiere a un compuesto de la férmula (1), (1) o 1,
0 a una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o a cualquier forma de ejecucion especifica del mismo aqui
descrita, para usar en terapia médica o en la produccién de un medicamento o de una formulacién. En una forma de
ejecucion el medicamento o la formulacién es para tratar una enfermedad inflamatoria gastrointestinal en un mamifero.

Otros aspectos y formas de ejecucion de la presente invencion se describen en este documento.
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BREVE DESCRIPCION DE LA FIGURA

La figura 1 es una representacion grafica de la concentracion de los metabolitos activos, tofacitinib y los compuestos
C-1M y C-2M, respectivamente, en funcion del tiempo como resultado de la incubacion del compuesto de la presente
invencién (compuesto 1) y de los compuestos comparativos C-1 y C-2 con el contenido en el colon de rata.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA PRESENTE INVENCION

Entre otros aspectos, la presente invencion proporciona profarmacos glucurénidos del inhibidor tofacitinib de la cinasa
JAK, sales farmacéuticamente aceptables de los mismos y productos intermedios para prepararlos.

Las estructuras quimicas se nombran aqui de acuerdo con las convenciones de IUPAC implementadas en el software
ChemDraw (PerkinElmer, Inc., Cambridge, MA). Segun la convencién el compuesto de la formula 1 puede identificarse
como:
el acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3-il)(metil)Jamino)-N-metil-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)-2-nitrofenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico,
mientras que el tofacitinib (2) puede identificarse como 3-((3R,4R)-4-metil-3-(metil(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)-
amino)piperidin-1-il)-3-oxopropanonitrilo.

Los compuestos de la presente invencidn contienen multiples centros quirales. La representacion o denominacion de
un estereoisémero concreto significa que el estéreocentro en cuestion tiene la estereoquimica designada, entendiendo
que también puede haber pequefias proporciones de otros estereocisomeros, a no ser que se indique lo contrario y que
la utilidad del compuesto representado o nombrado no se descarte por la presencia de otro estereocisémero

Definiciones

En la descripcion de la presente invencion, incluidos sus varios aspectos y formas de ejecucion, los siguientes términos
tienen los significados siguientes, a menos que se indique lo contrario.

Los términos singulares “un” y “el” incluyen los correspondientes términos plurales, a menos que el contexto indique
claramente lo contrario.

El término “alquilo” se refiere a un grupo hidrocarbonado saturado y monovalente, que puede ser lineal o ramificado o
combinaciones de los mismos. A no ser que se definan de otra manera, dichos grupos alquilo contienen normalmente
1 hasta unos 10 atomos de carbono. Los grupos alquilo representativos incluyen, por ejemplo, metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, n-butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, n-pentilo, n-hexilo, 2,2-dimetilpropilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo, 2-
etilbutilo, 2,2-dimetilpentilo, 2-propilpentilo y similares.

Cuando hay un numero concreto de atomos de carbono asignado a un término particular, se indica el niumero de
atomos de carbono asociado al término. Por ejemplo, el término “alquilo C1-3” se refiere a un grupo alquilo constituido
por 1 hasta 3 atomos de carbono en cualquier configuracidon quimicamente aceptable, incluidas las configuraciones
lineales o ramificadas.

El término “alcoxi” se refiere al grupo monovalente -O-alquilo, en el cual el alquilo se define como arriba. Los grupos
alcoxi representativos incluyen, por ejemplo, metoxi, etoxi, propoxi, butoxi y similares.

El término “halo” significa fluoro, cloro, bromo o yodo.

El término “cantidad terapéuticamente efectiva” significa una cantidad suficiente para efectuar el tratamiento cuando
se administra a un paciente que lo necesita.

Tal como se emplea aqui, el término “tratamiento” significa el tratamiento de una enfermedad, trastorno o problema
médico en un paciente como un mamifero (particularmente un ser humano), que incluye una o mas de las siguientes
medidas:
(a) evitar la aparicion de la enfermedad, del trastorno o del problema médico, es decir, prevenir la recaida de la
enfermedad o del problema médico, o el tratamiento profilactico de un paciente predispuesto a la enfermedad o al
problema médico;
(b) mejorar la enfermedad, el trastorno o el problema médico, es decir, eliminar o provocar la regresion de la
enfermedad, del trastorno o del problema médico en un paciente, incluida la neutralizacion de los efectos de otros
agentes terapéuticos;
(c) suprimir la enfermedad, el trastorno o el problema médico, es decir, ralentizar o detener el desarrollo de la
enfermedad, del trastorno o del problema médico en un paciente; o
(d) aliviar los sintomas de la enfermedad, del trastorno o del problema médico en un paciente.

El término “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal que es aceptable para la administracién a un paciente
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o un mamifero tal como un ser humano (p.ej. sales que tienen una seguridad aceptable para un mamifero a un régimen
de dosificacion determinado). Las sales farmacéuticamente aceptables derivadas de acidos incluyen sales de acido
aceético, ascorbico, bencenosulfénico, benzoico, canforsulfonico, citrico, etanosulfénico, edisilico, fumarico, gentisico,
glucénico, glucorénico, glutdmico, hipurico, bromhidrico, clorhidrico, isetidnico, lactico, lactobidnico, maleico, malico,
mandélico, metanosulfénico, mucico, naftalenosulfénico, naftalen-1,5-disulfénico, naftalen-2,6-disulfénico, nicotinico,
nitrico, orético, pamoico, pantoténico, fosforico, succinico, sulfurico, tartarico, p-toluensulfénico, xinafoico y similares.

Las sales derivadas de bases inorganicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de amonio, calcio, magnesio,
potasio, sodio, cinc y similares. Las sales derivadas de bases organicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales
de arginina, colina, glucamina, lisina, benethamina, benzatina, betaina, 2-dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol,
hidrabamina, morfolina, trometamina, dietanolamina, etanolamina, etilendiamina, trietanolamina, 1H-imidazol,
piperazina y similares.

Tal como se usa aqui, la expresion “sal del mismo” se refiere a un compuesto iénico cuyo anioén o catién es una forma
de un compuesto de la féormula (). Por ejemplo, el anién del compuesto idnico puede ser un anion carboxilato, que es
una forma desprotonada de un compuesto de la férmula (1). El cation puede ser una forma protonada de un compuesto
de la férmula (l), es decir, una forma en la cual un grupo amino ha sido protonado por un acido. Normalmente la sal
es una sal farmacéuticamente aceptable, pero en el caso de las sales de los compuestos intermedios no es preciso,
porque no estan destinadas a ser administradas a los pacientes.

Los compuestos neutros de la férmula () pueden tomar opcionalmente la forma de un zwitterién, término que significa
una molécula neutra con cargas eléctricas positivas y negativas.

La expresion “grupo protector de hidroxilo” se refiere a un grupo protector conveniente para evitar las reacciones no
deseadas de un grupo hidroxilo. Los grupos protectores de hidroxilo representativos incluyen, de modo no excluyente,
grupos alquilo tales como metilo, etilo y terc-butilo; grupos alilo; grupos acilo, por ejemplo grupos alcanoilo tales como
acetilo; grupos arilmetilo tales como bencilo (Bn), p-metoxibencilo (PMB), 9-fluorenilmetilo (Fm) y difenilmetilo
(benzhidrilo, DPM); grupos sililo tales como trimetilsililo (TMS) y terc-butildimetilsililo (TBS), y similares.

La expresién "grupo protector de carboxilo" se refiere a un grupo protector conveniente para evitar las reacciones no
deseadas de un grupo carboxilo. Los grupos protectores de carboxilo representativos incluyen, de modo no excluyente,
grupos alquilo tales como metilo, etilo, terc-butilo y similares; grupos arilmetilo tales como bencilo, 4-nitrobencilo, 4-
metoxibencilo y similares; grupos tiol tales como -S-terc-butilo y similares; grupos sililo tales como trimetilsililo, terc-
butildimetilsililo y similares; oxazolinas, y similares.

A todos los demas términos utilizados aqui les corresponde su significado usual, tal como lo entienden los especialistas
del ambito técnico al que pertenecen.

Formas de ejecucioén representativas y agrupaciones subgenéricas

Los siguientes sustituyentes y valores estan pensados para ofrecer ejemplos representativos de diversos aspectos y
formas de ejecucién de la presente invencion. Estos valores representativos pretenden definir e ilustrar con mayor
detalle tales aspectos y formas de ejecucion, sin excluir otras formas de ejecucién ni limitar el alcance de la presente
invencion.

En una forma de ejecucion R' es hidrégeno, alquilo C1.4, alcoxi C1-3, amino, nitro, halo, ciano, hidroxilo o triflurometilo.
En otra forma de ejecucion R' es hidrogeno, alquilo C1.4, alcoxi C1-3, amino, nitro o cloro. En otra forma de ejecucién,
R' es hidrégeno, metilo, metoxi, amino, nitro o cloro. En una forma de ejecucion particular R' es hidrégeno. En otra
forma de ejecucion particular R' es nitro.

En una forma de ejecucion n es 0. En otra forma de ejecucion n es 1. En otra forma de ejecucion n es 2.

Si n es 1, en una forma de ejecucion R? es alquilo C1-, alcoxi C1-3, amino, nitro, halo, ciano, hidroxilo o triflurometilo.
En otra forma de ejecucion R? es alquilo C1.4, alcoxi C1.3, amino, nitro, fluoro o cloro. En otra forma de ejecucion R? es
metilo, metoxi, amino, nitro, fluoro o cloro. En una forma de ejecucion particular, R? es fluoro.

Cuando n es 1, el sustituyente R? puede estar en cualquier posicion disponible del anillo de fenilo al que va unido R2.
En una forma de ejecucion R? es orto respecto a R'. En otra forma de ejecucion R? es meta respecto a R'. En otra
forma de ejecucion R? es para respecto a R'.

Cuando n es 2, en una forma de ejecucion cada R? es independientemente alquilo C1.4, alcoxi C1.3, amino, nitro, halo,
ciano, hidroxilo o triflurometilo. En otra forma de ejecucion cada R? es independientemente alquilo C1-4, alcoxi C1.3,
amino, nitro, fluoro o cloro. En otra forma de ejecucion cada R? es independientemente metilo, metoxi, amino, nitro,
fluoro o cloro. En una forma de ejecucion particular cada R? es fluoro.

Sin es 2, los sustituyentes R? pueden estar en cualquier posicion disponible del anillo de fenilo al que va unido R?. En
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una forma de ejecucion los sustituyentes R? son orto y meta respecto a R'. En otra forma de ejecucion los sustituyentes
R? son orto y para respecto a R'. En otra forma de ejecucion los sustituyentes R? son meta y para respecto a R'.

En una forma de ejecucion R® es hidrogeno. En otra forma de ejecucion R® es metilo. En otra forma de ejecucion R3
es etilo.

En una forma de ejecucion R* es hidrégeno. En otra forma de ejecucion R* es metilo. En otra forma de ejecucion R*
es etilo.

En una forma de ejecucion, tanto R® como R* son metilo. En otra forma de ejecucion R® o R* es hidrégeno y el otro es
metilo.

En una forma de ejecucién, n es 0; R1 es hidrégeno, metilo, metoxi, amino, nitro o cloro; R3 es metilo; y R4 es metilo.
En otra forma de ejecucion, n es 0; R1 es hidrégeno, metilo, metoxi, amino, nitro o cloro; R3 es hidrégeno; y R4 es
metilo.

En una forma de ejecucion n es 0; R' es hidrogeno, metilo, metoxi, amino, nitro o cloro; R® es metilo y R* es metilo.
En otra forma de ejecucion n es 0; R" es hidrégeno, metilo, metoxi, amino, nitro o cloro; R® es hidrogeno y R* es metilo.
En otra forma de ejecucion n es 0; R' es hidrégeno, metilo, metoxi, amino, nitro o cloro; R3 es metilo y R* es hidrégeno.

En otra forma de ejecucion n es 0; R' es hidrégeno, metilo, metoxi, amino, nitro o cloro; R® es etilo y R* es etilo.

En otra forma de ejecucion n es 1; R es hidrogeno, metilo, metoxi, amino, nitro o cloro; R? es metilo, metoxi, amino,
nitro, fluoro o cloro; R® es metilo y R* es metilo.

En otra forma de ejecucion n es 1; R' es hidrégeno, metilo, metoxi, amino, nitro o cloro; R? es metilo, metoxi, amino,
nitro, fluoro o cloro; R® es hidrogeno y R* es metilo.

En otra forma de ejecucion n es 1; R es hidrogeno, metilo, metoxi, amino, nitro o cloro; R? es metilo, metoxi, amino,
nitro, fluoro o cloro; R® es metilo y R* es hidrogeno.

Procedimientos de sintesis

Los compuestos de la formula (I) se pueden preparar siguiendo el método de sintesis descrito detalladamente en los
ejemplos adjuntos. Tal como ilustra el esquema 1, especificamente para la preparacion del compuesto de la formula
1, la etapa clave de la sintesis es la formacion del enlace de urea entre el tofacitinib y una forma protegida del fragmento
glucurdnido 12’ del profarmaco. En el esquema 1 PG? representa un grupo protector de hidroxilo, preferiblemente alilo
o acetilo, aunque también se puede usar otro grupo protector de hidroxilo, incluido un grupo protector de sililo tal como
el terc-butildimetilsililo.
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Esquema 1
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La formacion de este enlace clave de urea se centrd inicialmente en usar el tofacitinib como nucledfilo; sin embargo,
se vio que esta etapa de formacion del enlace era incoherente, porque la reaccion del tofacitinib con varios electréfilos
diferentes solo condujo a la formacion del producto deseado con bajos rendimientos. Por tanto se consideré necesario
intercambiar el papel de ambos reactantes, haciendo que un derivado de tofacitinib fuera el reactante electréfilo y el
fragmento glucuronido del profarmaco el nucledfilo. Tras examinar muchos reactivos se comprob6 que el tofacitinib se
podia modificar transformandolo en electrdfilo, al unirlo a un radical reactivo para-nitrofenilo o pentafluorofenilo con un
enlace carbamato. Por ejemplo, los reactivos de para-nitrofenil cloroformiato, bis(4-nitrofenil) carbonato o bis(penta-
fluorofenil) carbonato fueron capaces de alcanzar el equilibrio deseado entre ser suficientemente reactivos para formar
un enlace con el tofacitinib y a la vez proporcionar un producto intermedio no tan reactivo como para descomponerse
antes de la reaccién con los tipos de glucurénidos. El producto intermedio protegido resultante 14’ se desprotege - por
ejemplo cuando PG? es un grupo acetato - con hidroxido de litio en una etapa posterior para obtener el compuesto de
la formula 1.

Asi, en un aspecto, la presente invencion proporciona un proceso de preparacion del compuesto 1 que consiste en (a)
hacer reaccionar un fragmento glucurénido del profarmaco protegido 12’ con un derivado electréfilo del tofacitinib 13
para producir el compuesto 14’ y (b) desproteger el compuesto 14’ para obtener el compuesto de la férmula 1. En un
aspecto adicional la presente invencion proporciona el compuesto electréfilo de tofacitinib 13.

Se representa la accién de un enzima B-glucuronidasa sobre los profarmacos de la presente invencion en el caso del

compuesto de la férmula 1. Tal como se muestra en el esquema 2, cuando un enzima -glucuronidasa actua sobre el
compuesto de la formula 1 se libera tofacitinib mediante un proceso de varias etapas:
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Esquema 2
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En la etapa inicial el enzima B-glucuronidasa escinde el enlace glucosidico del compuesto de la férmula 1, liberando
el acido glucuronico (a) y formando una aglicona intermedia (b). La aglicona se descompone espontaneamente dando
una especie de meturo de quinona (c) que puede atraparse con agua, y un acido carbamico transitorio que pierde
diéxido de carbono produciendo una diamina (d). La ciclacién intramolecular de la diamina da lugar a la formacion de
un derivado de imidazolidinona (e) y a la liberacién de tofacitinib.

Tal como se describe en la siguiente seccidn experimental, la conversion del compuesto de la formula 1 en tofacitinib
mediante las etapas intermedias ilustradas en el esquema 2 ha sido observada en incubaciones con -glucuronidasa
purificada (ensayo 2) y homogenado con contenido de colon de rata recién preparado (ensayo 3). En estos ultimos
ensayos se controlaron las concentraciones del compuesto de la formula 1, de la aglicona intermedia b, de la diamina
intermedia d y del tofacitinib en funcién del tiempo. La pronta desaparicién del compuesto de la formula 1 fue seguida
por la formacioén rapida y transitoria de la aglicona y por la aparicién, mas lenta y determinante de la velocidad, de la
diamina d y del tofacitinib como principal metabolito activo.

Los presentes investigadores han comprobado que la descomposicién del compuesto profarmaco glucurénido en
varias etapas, que comienza con la escision enzimatica del enlace glucosidico por la -glucuronidasa bacteriana para
liberar directa y beneficiosamente un fragmento activo deseado al sitio de accién en el colon, depende sensiblemente
del tipo de enlace y del fragmento activo especifico. La mesalamina, acido 5-aminosalicilico (5-ASA) (el compuesto C-
1M), es un agente mas antiguo, utilizado durante mucho tiempo en el tratamiento de la colitis ulcerosa leve o moderada.
Sin embargo, este método con profarmacos glucurénidos no parece ser aplicable a la administracién directa de 5-ASA
al colon. El profarmaco glucurénido de 5-ASA (compuesto C-1)

H
v 3 QX
O\H/N\/\bﬂ H COH
O CHs

el
NO2 HyN COzH
HO,Co_ 0.0

HO:EIJ:OH

OH
C-1 C-1IM
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se incubd con un homogenato que contenia colon de rata en un ensayo analogo al mencionado anteriormente. Si bien
se observé una aglicona transitoria analoga a la aglicona b del esquema 2 y una aparicion mas lenta de una diamina
analoga a d en un periodo de tiempo similar al del compuesto de formula 1, no se pudo encontrar ningun indicio del
metabolito activo 5-ASA.

Una publicacion reciente, US2013/0109720, reveld el 2-(5-fluoro-4-metilpiridin-3-il)-5-(4-metil-6-(metilsulfonil)piridin-3-
il)-1H-indol (compuesto C-2M) como inhibidor del canal de calcio activado por liberacion de calcio (CRAC). También
se cree que los inhibidores de CRAC son utiles para el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Sin embargo, este
método con profarmacos glucurénidos tampoco parece ser aplicable a la administracion selectiva de este inhibidor de
CRAC. La descomposicién del profarmaco inhibidor CRAC C-2

HO,C

=0
ch’s

W

C-2M

también se estudié en homogenato con contenido de colon de rata y se obtuvieron resultados similares a los obtenidos
con el compuesto C-1. Aunque se observaron productos de descomposicion intermedios, no se pudo encontrar ningun
indicio de liberacion del inhibidor activo de CRAC C-2M.

Las pruebas actuales sugieren que los profarmacos de la presente invencion son excepcionalmente adecuados para
aprovechar un mecanismo de descomposicion iniciado por la $-glucuronidasa bacteriana para liberar tofacitinib en el
colon.

Composiciones farmacéuticas

Los compuestos de la presente invencion y sus sales farmacéuticamente aceptables se usan normalmente en forma
de composicion o formulacidn farmacéutica. Por consiguiente, en uno de sus aspectos, la presente invencion se refiere
a una composicion farmacéutica que contiene un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable y un compuesto
de formula (1), (II) o 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Estas composiciones farmacéuticas pueden
contener opcionalmente otros agentes terapéuticos y/o de formulacion, si se desea.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion contienen normalmente una cantidad terapéuticamente
efectiva de un compuesto de la presente invencion. Los especialistas en la materia reconoceran sin embargo que una
composicion farmacéutica puede contener una cantidad superior a la terapéuticamente efectiva, es decir, como las
composiciones basicas, o una cantidad inferior a la terapéuticamente efectiva, es decir, como las monodosis disefiadas
para alcanzar una cantidad terapéuticamente efectiva mediante su administracién mdltiple.

Normalmente, estas composiciones farmacéuticas llevaradn aproximadamente 0,1 hasta 95% en peso del compuesto
de la férmula (1), incluido un intervalo aproximado del 5 hasta el 70% en peso, por ejemplo del 10 hasta el 60% en
peso, aproximadamente, del compuesto de la férmula (1).

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se puede usar cualquier vehiculo o excipiente habitual.
La seleccién de un vehiculo o excipiente particular, o de combinaciones de vehiculos o excipientes, dependera del
modo de administracion utilizado para tratar a un paciente particular o un tipo de problema médico o estado patoldgico.
En este sentido la preparacion de una composicion farmacéutica adaptada a un modo particular de administracién cae
dentro del alcance de los especialistas en técnicas farmacéuticas. Ademas, los vehiculos o excipientes empleados en
las composiciones farmacéuticas de la presente invencion estan disponibles comercialmente. A modo de informacion
adicional, las técnicas de formulacion corrientes estan descritas en Remington Farmacia: The Science and Practice of
Pharmacy [Ciencia y practica farmacéutica], 20? edicion, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland (2000); y en
H.C. Ansel y otros, Pharmaceutical Dosage Forms and Drug Delivery Systems [Formas de dosificacion farmacéutica
y sistemas de administracion de farmacos], 72 edicion, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland (1999).

Los ejemplos representativos de materiales utilizables como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, sin
limitarse a ellos, los siguientes: azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como los de maiz
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y patata; celulosas como la celulosa microcristalina y sus derivados, como la carboximetilcelulosa sddica, la etilcelulosa
y el acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes tales como manteca de cacao y ceras
para supositorios; aceites, tales como el aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo, aceite
de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles tales como el propilenglicol; polioles tales como
glicerina, sorbita, manita y polietilenglicol; ésteres tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes tampén
tales como el hidroxido magnésico y el hidroxido de aluminio; acido alginico; agua libre de pir6genos; solucion salina
isotonica; solucion de Ringer; alcohol etilico; soluciones tampdn de fosfato, y otras sustancias compatibles no toxicas
empleadas en las composiciones farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas se preparan normalmente mezclando o combinando a fondo e intimamente un
compuesto de la presente invencién con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y uno o mas ingredientes optativos.
Luego la mezcla uniforme resultante se puede conformar o cargar en tabletas, capsulas, pildoras y similares, utilizando
procedimientos y equipos convencionales.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se envasan preferiblemente en una forma de dosificacion
unitaria. La expresion “forma de dosificacion unitaria” se refiere a una unidad fisica discreta, adecuada para dosificarla
a un paciente, es decir, que cada unidad contiene una cantidad prefijada de los presentes compuestos, calculada para
producir el efecto terapéutico deseado, ya sea sola o en combinaciéon con una o mas unidades adicionales. Dichas
formas de dosificacion unitarias pueden ser, por ejemplo, capsulas, tabletas, pildoras y similares, o envases unitarios
adecuados para la administracién parenteral.

En una forma de ejecucion las composiciones farmacéuticas de la presente invencién son aptas para administracion
oral. Las composiciones farmacéuticas adecuadas para administracion la oral pueden estar en forma de capsulas,
tabletas, pildoras, obleas, sellos, grageas, polvos, granulados; o como solucién o suspensién en un liquido acuoso o
no acuoso; o como emulsién liquida de aceite en agua o agua en aceite; 0 como un elixir o jarabe; y similares; cada
una de ellas contiene una cantidad prefijada de un compuesto de la presente invencién como ingrediente activo.

Cuando van destinadas a la administracion oral en una forma de dosificacién solida (es decir, como capsulas, tabletas,
pildoras y similares), las composiciones farmacéuticas de la presente invencion llevaran normalmente un compuesto
de la presente invencion y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables, como citrato sédico o fosfato dicalcico.
Opcional o alternativamente, estas formas de dosificacion sdélidas también pueden incluir: cargas o rellenos tales como
almidones, celulosa microcristalina, lactosa, fosfato dicalcico, sacarosa, glucosa, manita y/o acido silicico; ligantes
tales como carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o acacia; humectantes tales como
glicerina; agentes desintegrantes tales como croscarmelosa soédica, agar-agar, carbonato calcico, almidén de patata
o tapioca, acido alginico, ciertos silicatos y/o carbonato sodico; agentes retardantes de disolucion tales como parafina;
acelerantes de absorcion tales como compuestos de amonio cuaternario; agentes humectantes tales como alcohol
cetilico y/o monoestearato de glicerol; absorbentes tales como caolin y/o arcilla de bentonita; lubricantes tales como
talco, estearato calcico, estearato magnésico, polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato sédico y/o mezclas de los mismos;
agentes colorantes; y agentes tampon.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden contener agentes antiadherentes, agentes
humectantes, agentes de recubrimiento, edulcorantes, saborizantes y aromatizantes, conservantes y antioxidantes.
Los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen: antioxidantes hidrosolubles tales como acido
ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato sddico, metabisulfato sédico, sulfito sédico y semejantes; antioxidantes
liposolubles tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, lecitina, galato de propilo,
alfa-tocoferol y similares; y agentes complejantes de metales tales como acido citrico, acido etilendiaminotetraacético,
sorbita, acido tartarico, acido fosférico y analogos. Los agentes de recubrimiento para tabletas, capsulas, pildoras y
similares incluyen los utilizados para recubrimientos entéricos, como por ejemplo acetato-ftalato de celulosa, acetato-
ftalato de polivinilo, ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa, acido metacrilico, copolimeros de ésteres de acido metacrilico,
acetato-trimelitato de celulosa, carboximetil etil celulosa, acetato-succinato de hidroxipropil metil celulosa y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion también pueden formularse para lograr una liberacioén lenta
o controlada del principio activo, empleando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables u otras
matrices poliméricas, liposomas y/o microesferas. Ademas, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion
pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y pueden formularse de forma que liberen el ingrediente activo
solo o, preferentemente, en una determinada porcién del tracto gastrointestinal, opcionalmente de manera retardada.
Los ejemplos de composiciones integradas utilizables incluyen sustancias poliméricas y ceras. Si es conveniente, el
principio activo también puede estar en forma microencapsulada con uno o mas de los excipientes arriba descritos.

Como formas de dosificacion liquidas adecuadas para la administracion oral cabe mencionar, por ejemplo, emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Las formas liquidas de
dosificacion llevan normalmente el principio activo y un diluyente inerte como, por ejemplo, agua u otros disolventes,
agentes solubilizantes y emulsionantes tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de
etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (principalmente de semillas de
algodon, cacahuete, maiz, germen de trigo, oliva, ricino y sésamo), acido oleico, glicerina, alcohol tetrahidrofurilico,
polietilenglicoles y ésteres de sorbitan de acidos grasos y mezclas de ellos. Alternativamente, ciertas formulaciones
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liquidas se pueden elaborar en polvo, por ejemplo secandolas por pulverizacion, que luego se emplea para preparar
formas de dosificacion sélidas mediante procedimientos convencionales.

Las suspensiones, ademas del ingrediente activo, pueden incluir agentes de suspensién como, por ejemplo, isoestearil
alcoholes etoxilados, ésteres de polioxietileno-sorbita y -sorbitan, celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio,
bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Los siguientes ejemplos no limitativos muestran composiciones farmacéuticas caracteristicas de la presente invencion.
Dosificacion soélida oral en forma de tableta

Se mezcla en seco un compuesto de la presente invenciéon o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo con
celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona y croscarmelosa sédica en relacién 4:5:1:1 y se comprime en tabletas para
obtener una dosis unitaria de, por ejemplo, 4 mg, 10 mg o 20 mg de principio activo por tableta.

Dosificacion sélida oral en forma de tableta

Se mezcla completamente un compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
(40 g) con celulosa microcristalina (445 g), dioxido de silicio pirogénico (10 g) y acido estearico (5 g). La mezcla se
comprime luego en una prensa para formar tabletas de 100 mg de peso cada una. Cada tableta proporciona 8 mg del
principio activo por dosis unitaria, adecuada para la administracion oral.

Dosificacion sélida oral en forma de tableta

Se mezcla completamente un compuesto de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
(10 g) con almidén de maiz (50 g), croscarmelosa soédica (25 g), lactosa (110 mg) y estearato magnésico (5 mg). La
mezcla se comprime en una prensa para formar tabletas de 200 mg cada una. Cada tableta proporciona 10 mg del
principio activo por dosis unitaria, adecuada para la administracién oral.

Dosificacion soélida oral en forma de capsula

Se combina un compuesto de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo con celulosa
microcristalina, polivinilpirrolidona y croscarmelosa sédica en relacion 4:5:1:1 por granulacién himeda y se carga en
capsulas de gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa para proporcionar una dosis unitaria de, por ejemplo, 4 mg, 10 mg o
20 mg de principio activo por capsula.

Polvo en capsulas

Una capsula de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) vacia, apta para la administracién oral, se rellena con un compuesto
de la presente invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo (de 1 a 50 mg).

Formulacién liquida

Un compuesto de la presente invencion o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo (50 mg) se mezcla y se
disuelve totalmente en 100 ml de una bebida deportiva de frutas del bosque, de bajo contenido calérico, en una botella
tapada. Se midieron varios volumenes de esta solucién para ofrecer distintos niveles de dosis.

Formulacién liquida

Se prepara una formulacién liquida que contiene un compuesto de la presente invencion (0,1%), agua (98,9%) y acido
ascorbico (1,0%), afiadiendo un compuesto de la presente invencion a una mezcla de agua y acido ascorbico,

Forma de dosificacién oral con recubrimiento entérico

Se disuelve un compuesto de la presente invencion en una solucién acuosa que lleva polivinilpirrolidona y se pulveriza
sobre celulosa microcristalina o perlas de azucar en una relacién 1:5 p/p de principio activo: perlas y luego se aplica
un recubrimiento entérico formado por un copolimero acrilico, por ejemplo una combinacion de copolimeros acrilicos
disponibles con las marcas comerciales Eudragit-L® y Eudragit-S®, o acetato-succinato de hidroxipropilmetilcelulosa,
hasta un aumento de peso del 5% aproximadamente. Las perlas con recubrimiento entérico se cargan en capsulas de
gelatina o de hidroxipropilmetilcelulosa para proporcionar una dosis unitaria de, por ejemplo, 5 mg de principio activo
por capsula.

Forma de dosificacién oral con recubrimiento entérico

Un recubrimiento entérico compuesto por una combinacion de Eudragit-L® y Eudragit-S®, o por acetato-succinato de
hidroxipropilmetilcelulosa, se aplica a una tableta o capsula como las formas de dosificacién oral arriba descritas.
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Utilidad

Los presentes compuestos se han disefiado para administrar un agente clinicamente eficaz, directamente al sitio de
accion en el tracto gastrointestinal, con el fin de tratar enfermedades inflamatorias gastrointestinales, en particular para
tratar enfermedades inflamatorias intestinales como la colitis ulcerosa y la enfermedad de Crohn. También se espera
que los compuestos sirvan para tratar la colitis relacionada con las terapias inhibidoras del punto de control inmunitario.
En particular, los profarmacos glucurénidos de la presente invencion estan disefiados para aprovechar la abundancia
del enzima bacteriano del B-glucurénido en el tracto gastrointestinal, en particular en el colon, a fin de liberar el inhibidor
de JAK tofacitinib predominantemente en el tracto gastrointestinal inferior. Ademas se ha demostrado que la absorcion
sistémica de los compuestos mostrados como ejemplos de la presente invencién es escasa, lo cual minimiza el riesgo
de inmunosupresion.

Los compuestos profarmacos de la presente invencion estan disefiados de forma que carecen de actividad biolégica.
Por ejemplo, el compuesto de la férmula 1 no tiene ninguna afinidad significativa o potencial por la familia enzimatica
de las cinasas de Jano (JAK), por enzimas no-JAK o por una gama de receptores, canales idnicos y transportadores
acoplados a proteinas G, que pueden ser expresados en el tracto gastrointestinal (Gl) o sistémicamente. La actividad
bioldgica posterior a la administracién de los presentes compuestos cabe atribuirla al tofacitinib generado.

Tal como se describe en la siguiente seccion experimental, los compuestos de la presente invencion se han descrito
extensamente en uno o mas ensayos preclinicos. Se ha demostrado que los compuestos se descomponen mediante
la B-glucuronidasa presente en las heces del colon de rata. Asi, por ejemplo, se investigé la estabilidad metabdlica del
compuesto de férmula 1 y la formacién de tofacitinib en incubaciones de homogenados de contenido luminal intestinal
aislado del duodeno, ileon, yeyuno y colon de rata. EI compuesto mostré un gradiente de conversion creciente, desde
un contenido estable en el duodeno y el yeyuno (vida media > 60 minutos) hasta una conversion moderada en el ileon
(vida media igual a 34 minutos) y una rapida conversion en el colon (vida media < 5 minutos), con evidente formacion
de tofacitinib. El gradiente de conversion creciente del compuesto refleja la progresiva presencia de bacterias desde
el Gl superior hasta el Gl inferior.

La liberacion de tofacitinib de los presentes compuestos tras la dosificacion oral se ha estudiado en ratones, ratas y
monos cynomolgus. Tal como se describe luego en los ensayos 4, 5, 9y 10, en todas las especies los profarmacos,
liberaron reveladoramente mucho mas tofacitinib en el colon que en el plasma. En particular, se estudié la liberacion
de tofacitinib del compuesto de la formula 1 en segmentos especificos del tracto gastrointestinal de ratas y monos, y
se comparo con la concentracion resultante después de la administracion oral de dosis equivalentes de tofacitinib. El
compuesto 1 no solo mostré una exposicion significativamente mas elevada en todo el tracto gastrointestinal que en
el plasma (por ejemplo, en relaciones superiores a 500 en segmentos de colon de las ratas y entre aproximadamente
60 y 150 en segmentos de colon de los monos), sino también un aumento de la concentracién en el tejido Gl y de la
relacion entre la concentracion en el tejido Gl y la concentracion en el plasma, respecto a la obtenida con la dosificacion
oral de tofacitinib. Por ejemplo, en los monos se observé una concentracion de tofacitinib cinco a siete veces mayor
en el tejido del ciego y del colon proximal y distal tras la administracion oral del profarmaco, en comparacion con la
resultante de la administracion oral de tofacitinib.

La eficacia de algunos compuestos de la presente invencion también se analizé en el modelo de colitis inducida por
oxazolona en ratones. En los ratones, los compuestos de las formulas 1 y 4 mostraron actividad en el modelo de colitis
inducida por oxazolona a dosis orales mas bajas que las necesarias para conseguir un efecto equivalente mediante la
administracion directa de tofacitinib. Ademas, las dosis eficaces del compuesto de la formula 1 estan relacionadas con
una menor exposicion sistémica de tofacitinib respecto a la exposicion sistémica resultante de la administracion de la
dosis eficaz del propio tofacitinib. En un modelo de inmunosupresion en ratones el compuesto 1 tuvo un minimo efecto
inmunosupresor a la misma dosis necesaria para mostrar una eficacia comparable en el modelo de oxazolona (indice
terapéutico > 3 veces), mientras que el tofacitinib es inmunosupresor a una dosis inferior a su dosis eficaz (indice
terapéutico < 0,3).

En consecuencia es de esperar que los profarmacos glucurénidos de tofacitinib de la presente invencién sean utiles
para el tratamiento de la enfermedad inflamatoria intestinal, en particular de la colitis ulcerosa. También cabe esperar
que los presentes compuestos sean utiles para el tratamiento de la enfermedad de Crohn y el tratamiento de la colitis
relacionada con la terapia inhibidora del punto de control inmunitario, que es una consecuencia potencialmente grave
de las inmunoterapias contra el cancer. Las terapias inhibidoras del punto de control inmunitario incluyen, sin limitarse
a ellos, inhibidores del antigeno 4 de los linfocitos T citotoxicos (CTLA-4), como ipilimumab (Yervoy®) y tremelimumab;
inhibidores de la muerte celular programada 1 (PD-1) tales como pembrolizumab (Keytruda®) y nivolumab (Opdivo®)
e inhibidores del ligando 1 de la muerte programada (PD-L1) tales como atezolizumab (Tecentrig®), durvalumab y
avelumab. En particular cabe esperar que los compuestos sean utiles para el tratamiento de la colitis inducida por los
inhibidores del CTLA-4. Los compuestos también pueden tener utilidad en el tratamiento de otras afecciones tales
como los efectos gastrointestinales adversos de la reaccién del injerto contra huésped, la enfermedad celiaca, la colitis
microscopica, la reservoritis y la enteropatia autoinmune.

Por lo tanto, en un aspecto, la presente invencion proporciona compuestos de la formula (1) para usar en un método
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de tratamiento de una enfermedad inflamatoria gastrointestinal en un mamifero (p.ej. un ser humano), que consiste en
administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la presente invencién o de una
composiciéon farmacéutica que contenga un vehiculo farmacéuticamente aceptable mas el compuesto de la presente
invencion.

En una forma de ejecucioén la enfermedad inflamatoria gastrointestinal es colitis ulcerosa. En otra forma de ejecucion
la enfermedad inflamatoria gastrointestinal es la enfermedad de Crohn. Y en otra forma de ejecucion la enfermedad
inflamatoria gastrointestinal es la colitis relacionada con la terapia inhibidora del punto de control inmunitario.

La presente invencién proporciona ademas compuestos de la formula (1) para usar en un método de tratamiento de la
colitis ulcerosa en un mamifero, que consiste en administrar al mamifero una cantidad terapéuticamente efectiva de
un compuesto de la presente invencion o de una composicion farmacéutica que lleve un vehiculo farmacéuticamente
aceptable mas el compuesto de la presente invencion.

Cuando se use para tratar la colitis ulcerosa, el compuesto de la presente invencién se administrara normalmente por
via oral en una dosis diaria Unica o multiple, aunque se pueden usar otras formas de administracion. La cantidad de
principio activo administrada por dosis o la cantidad total administrada por dia la determinara en general un médico en
funcién de las circunstancias relevantes, incluida la enfermedad que debe tratarse, la via de administracién elegida, el
compuesto concreto administrado y su actividad relativa, la edad, el peso y la respuesta de cada paciente, la gravedad
de los sintomas del paciente y similares.

Se espera que las dosis adecuadas para tratar la colitis ulcerosa y otros trastornos inflamatorios gastrointestinales
varien aproximadamente entre 2 y 60 mg/dia del compuesto de la férmula (I), comprendiendo aproximadamente entre
4 a 50 mg/dia y aproximadamente entre 4 y 40 mg por dia para humanos con un peso medio de 70 kg.

Terapia combinada

Los compuestos de la presente invencion también se pueden usar en combinacion con uno o mas agentes que actien
mediante el mismo mecanismo o por diferentes mecanismos efectivos del tratamiento de los trastornos inflamatorios
gastrointestinales. Las tipos de agentes utiles para la terapia combinada incluyen, sin limitarse a ellos, aminosalicilatos,
esteroides, inmunosupresores sistémicos, anticuerpos anti-TNFa, anticuerpos anti-alfa-4 (anti-VLA-4), anticuerpos
anti-integrina a4f37, agentes antibacterianos y medicamentos antidiarreicos.

Los aminosalicilatos que pueden usarse en combinacién con los presentes compuestos incluyen, sin limitarse a ellos,
mesalamina, olsalazina y sulfasalazina. Los ejemplos de esteroides incluyen, entre otros, prednisona, prednisolona,
hidrocortisona, budesonida, beclometasona y fluticasona. Los inmunosupresores sistémicos utiles para el tratamiento
de los trastornos inflamatorios incluyen, sin limitarse a ellos, ciclosporina, azatioprina, metotrexato, 6-mercaptopurina
y tacrolimus. También se pueden emplear en terapia combinada anticuerpos anti-TNFa, incluidos, sin limitarse a ellos,
infliximab, adalimumab, golimumab y certolizumab. Como compuestos utiles que actian por otros mecanismos cabe
citar anticuerpos anti-alfa-4 tales como natalizumab; anticuerpos anti-integrina asf37 tales como vedolizumab, agentes
antibacterianos como rifaximina y medicamentos antidiarreicos como loperamida. (Mozaffari y otros, Expert Opin. Biol.
Ther. 2014, 14, 583-600; Danese, Gut, 2012, 61, 918-932; Lam y otros, Immunotherapy, 2014, 6, 963-971.)

Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencién proporciona una combinacion terapéutica para tratar trastornos
inflamatorios gastrointestinales, que contiene un compuesto de la presente invencién y uno o mas agentes terapéuticos
utiles para tratar trastornos inflamatorios gastrointestinales. Por ejemplo, la presente invencion ofrece una combinacion
que contiene un compuesto de la presente invencion y uno o mas agentes elegidos entre aminosalicilatos, esteroides,
inmunosupresores sistémicos, anticuerpos anti-TNFa, anticuerpos anti-alfa-4, anticuerpos anti-integrina a4f37, agentes
antibacterianos y medicamentos antidiarreicos. Cuando se incluyen agentes secundarios, éstos se encuentran en una
cantidad terapéuticamente efectiva, es decir, en cualquier cantidad que produzca un efecto terapéutico beneficioso al
administrarla conjuntamente con un compuesto de la presente invencion.

Ademas, en otro aspecto, la presente invencién ofrece un compuesto segun la presente invencion y uno o mas agentes
terapéuticos utiles para tratar trastornos inflamatorios gastrointestinales y para usar en un método de tratamiento de
los trastornos inflamatorios gastrointestinales.

Cuando se usan en una terapia combinada, los agentes pueden formularse en una Unica composiciéon farmacéutica,
como la descrita anteriormente, o pueden aportarse en composiciones separadas que se administran simultaneamente
0 en momentos separados, por la misma o por diferentes vias de administracion. Cuando se administran por separado,
los agentes se dosifican en tiempos suficientemente préximos, a fin de producir el efecto terapéutico deseado. Dichas
composiciones pueden empaquetarse por separado o juntas, en forma de un kit. Los dos o mas agentes terapéuticos
del kit se pueden administrar por la misma via de administracion o por vias de administracion diferentes.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos sintéticos y biolégicos se ofrecen para ilustrar la presente invencion y no deben interpretarse
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de ninguna manera como limitantes del alcance de la misma. En estos ejemplos las siguientes abreviaturas tienen los
siguientes significados, a no ser que se indique otra cosa. Las abreviaturas que no estan definidas aqui tienen sus
significados generalmente aceptados.

Ac = acetilo

ACN = acetonitrilo

alloc = aliloxicarbonilo

d = dia(s)

DCM = diclorometano

DIPEA = N,N-diisopropiletilamina

DMAP = 4-dimetilaminopiridina

EtsN = trietilamina

EtOAc = acetato de etilo

EtOH = etanol

h = hora(s)

IPA = alcohol isopropilico
MeOH = metanol

min = minuto(s)

TA = temperatura ambiente
tBu = terc-butilo

TFA = &cido trifluoroacético

THF = tetrahidrofurano

Se adquirieron reactivos y disolventes a proveedores comerciales (de Sigma-Aldrich, Fluka, etc.) y se utilizaron sin
purificarlos mas. El desarrollo de las mezclas reactivas se control6 por cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia
liquida analitica de alto rendimiento (HPLC anal.) y espectrometria de masas. Las mezclas reactivas se elaboraron tal
como se describe especificamente para cada reaccién; normalmente se purificaron por extraccion y otros métodos de
purificacion tales como cristalizacion y precipitacion en funcion de la temperatura y del disolvente. Ademas, las mezclas
reactivas se purificaron rutinariamente por cromatografia en columna o por HPLC preparativa, utilizando normalmente
rellenos de columna C18 o BDS y eluyentes convencionales. A continuacion se detallan las condiciones caracteristicas
de la HPLC preparativa.

Los productos de reaccion se identificaron usualmente por espectrometria de masas y HPLC analitica. La identificacion
de los compuestos por espectrometria de masas se llevé a cabo mediante un método de ionizacién por electrospray
(ES/MS) con un aparato API 150 EX de Applied Biosystems (Foster City, CA) o un aparato Waters (Milford, MA) 3100,
acoplado a sistemas de autopurificacion.

Condiciones de la HPLC preparativa

Columna: C18,5 uym, 21,2 x 150 mm o C18,5 ym, 21 x 250 0 C14,5 pm, 21 x 150 mm
Temperatura de la columna:  temperatura ambiente
Caudal: 20,0 ml/min
Fases moviles: A = agua + 0,05% de TFA
B = ACN + 0,05% de TFA,
Volumen de inyeccion: (100-1500 pl)

Longitud de onda del detector: 214 nm

Los compuestos crudos se disolvieron en agua: acido acético 1:1 a una concentracion aproximada de 50 mg/ml. Se
realiz6 una prueba a escala analitica de 4 minutos, usando una columna C18 de 2,1 x 50 mm, seguida de una prueba
a escala preparativa de 15 o 20 minutos, usando un volumen de inyeccién de 100 ul con el gradiente basado en el %
de retencion de B en la prueba a escala analitica. Los gradientes exactos dependieron de la muestra. Las muestras
con impurezas de tandas contiguas se comprobaron con una columna C18 de 21 x 250 mm y/o una columna C14 de
21 x 150 mm para mejorar la separacion. Las fracciones que incluian el producto deseado se identificaron por analisis
espectrométrico de masas.

Condiciones de la HPLC analitica

Método A
Aparato: Agilent 1260 HPLC
Columna: LUNA C18 (2), 150 x 4,60 mm, 3 micras
Temperatura de la columna:  35°C
Caudal: 1,2 ml/min
Volumen de inyeccion: 5ul
Preparacién de la muestra: disolver en ACN: agua 1:1 hasta ~0,5 mg/ml de solucién
Fases moviles: A = agua:ACN:TFA (98:2:0,05)

B = agua:ACN:TFA (30:70:0,05)
Longitud de onda del detector: 230 nm
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Gradiente: 28 total min (tiempo (min)/ % de B): 0/10, 20/100, 22/100, 23/10, 28/10
Método B

Aparato: Agilent 1260 HPLC

Columna: Zorbax-Bonus RP C14, 30 x 2,1 mm, 1,8 micras

Temperatura de la columna:  60°C

Caudal: 1,2 ml/min

Volumen de inyeccion: 3ul

Preparacion de la muestra: disolver en ACN: agua 1:1 hasta ~1,0 mg/ml de solucién

Fases moviles: A = agua:TFA (99,9%:0,1%)

B = ACN:TFA (99,9%:0,1%)
Longitud de onda del detector: 214 nm
Gradiente: total 3,0 min (tiempo (min)/ % de B): 0/5, 1,5/65, 1,8/95, 2,1/95, 2,5/5, 3,0/5

Preparacion 1: triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-(hidroximetil)-2-nitrofenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-
2H-piran-3,4,5-triilo (10)

OH

NEBH4
DCM/IPA 5:1

(a) Triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-formil-2-nitrofenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (9)

En un matraz de 2 | y 3 bocas provisto de un agitador mecanico se introdujo triacetato de (2R,3R,4S,5S,6S)-2-bromo-
6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (8) (51 g, 128,4 mmoles), 4-hidroxi-3-nitrobenzaldehido (20,98 g,
125,5 mmoles) y 6xido de plata (37,7 g, 162,7 mmoles), seguido de ACN (750 ml). La mezcla reactiva se agité en la
oscuridad durante 18 h y se filtré a través de tierra de diatomeas (Celite®). El sélido se lavd con ACN (3 x 100 ml) y el
filtrado se destilo a presion reducida hasta 100 ml. Al filirado se le afadié EtOAc (1750 ml) y bicarbonato sédico
saturado (1 1) y la mezcla reactiva se agité a TA durante 30 minutos, se filtr6 a través de Celite y se dejé sedimentar.
La capa organica se lavo con bicarbonato sdédico saturado (1 1) y salmuera (1 1), se secé sobre sulfato sédico (100 g)
durante 2 h, se filtr6 y se destilo a presion reducida hasta sequedad para obtener el compuesto 9 crudo en forma de
un solido amarillo (55 g, 90% de rendimiento, 97,4% de pureza). Tiempo de retenciéon en HPLC 15,61 min.

(b) Triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-(hidroximetil)-2-nitrofenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo
(10)

En un matraz de 1 | y 3 bocas provisto de un agitador mecanico se introdujo el compuesto 9 (32,7 g, 67,6 mmoles),
seguido de DCM (350 ml) e IPA (70 ml). La mezcla reactiva se agitd para disolver el solido y luego se enfrié a 0°C. A
la solucion se le aiadié borohidruro sédico (1,54 g, 40,6 mmoles) en tres porciones, manteniendo la temperatura por
debajo de 5°C, y la mezcla reactiva se agité a 0°C durante 1 hora y se vertié lentamente en agua con hielo (400 ml).
Se afiadio DCM (350 ml) a la solucion y la mezcla se agité durante 30 minutos, se dejé sedimentar durante 30 minutos
y se separaron las capas. La capa acuosa se volvio a extraer con DCM (100 ml). Las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera (500 ml). Después de 30 minutos se separaron las capas Yy la capa de salmuera se extrajo de
nuevo con DCM (100 ml). Las capas organicas combinadas se secaron sobre sulfato sodico (50 g) durante 2 h, se
filtraron a través de Celite y se destilaron a presion reducida hasta sequedad. El solido resultante se agité con EtOH
desnaturalizado al 95% (130 ml), a 50°C durante 30 minutos y a TA durante 12 h, para formar un sélido cristalino que
se lavé con EtOH (30 ml) y se seco al vacio a TA durante 16 h para obtener el compuesto del titulo en forma de un
sdlido blanco (21 g, 66% de rendimiento, 98% de pureza). Método A de HPLC. Tiempo de retencion 13,18 min.

Preparacion 2: triacetato de (2S,3S,4S,5R,6S)-2-(metoxicarbonil)-6-(4-(((metil(2-(metilamino)etil)carbamoil)-
oxi)metil)-2-nitrofenoxi)-tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (12)
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En un matraz de 100 ml provisto de un agitador magnético se introdujo triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-(hidroxi-
metil)-2-nitrofenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triillo (10) (4,86 g, 10 mmoles) y carbonildiimidazol
(2,11 g, 13 mmoles), seguido de DCM (50 ml). La mezcla reactiva se agitdé a TA durante 3 h para formar una solucion
de triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-(((1H-imidazol-1-carbonil)oxi)metil)-2-nitrofenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro
2H-piran-3,4,5-triilo (11).

En un matraz de 250 ml y 3 bocas equipado con un agitador magnético se introdujo N*,N2-dimetiletan-1,2-diamina
(3,09 g, 35 mmoles, 3,76 ml) y luego DCM (30 ml). La mezcla reactiva se enfrié a 0°C y se afadié lentamente acido
acético (2,1 g, 35 mmoles, 2 ml) a < 5°C para formar una suspension. Se afadié lentamente la solucién del producto
intermedio 11 a la suspension; la mezcla reactiva se agité a 0-5°C durante 30 minutos y luego a TA durante 3 horas.
Se agregé DCM (30 ml) y agua (60 ml) y la mezcla reactiva se agité a TA durante 10 minutos. La capa organica se
lavd con agua (2 x 60 ml), se seco sobre sulfato sédico durante 2 h y se filtré para obtener el compuesto del titulo en
solucion (~ 70% de rendimiento), el cual se conservé a 0-4°C y se utilizé sin purificar. Método A de HPLC. Tiempo de
retencion 11,04 min.

Preparacién 3: triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)-

(metil)Jamino)-N-metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)-2-nitrofenoxi)-
6-(metoxicarbonilo)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (14)

O, =
H3Cr,' 0.0 N PH3 9H3
HaC, o @’ g \@ 03 AN N,
N N}’/\ O,N NO, Q/ | -

@]
=
7
¢
L

4 A
HN /N N =~ ON
DIPEA, ACN 13 OJj
2 NC
CH3
Oﬁ,N\/\NH
o] CHs CHs j\
O N~
@ A
O NO, o] CH;

HaC.q A O a0 N'L 2 \CHe
AcO" Y “OAc z_CHs

OAc
12

Un matraz de 11y 3 bocas dotado de un agitador magnético se llen6 con 3-((3R,4R)-4-metil-3-(metil(7H-pirrolo [2,3d]-
pirimidin-4-il)amino)piperidin-1-il)-3-oxopropanonitrilo(2) (9,65 g, 31 mmoles), bis (4-nitrofenil)carbonato (12,22 g, 40
mmoles) y ACN (240 ml) y la mezcla reactiva se enfrié a 0°C. Se afiadi6é gota a gota DIPEA (5,59 g, 43 mmoles) y la
mezcla reactiva se agité a TA durante 4 h y luego se enfrié a 0°C. A la mezcla reactiva enfriada se le afadié una
solucion de triacetato de (2S,3S,4S,5R,6S)-2-(metoxicarbonil)-6-(4-(((metil(2-(metilamino)etil)-carbamoil)oxi)metil )-2-
nitrofenoxi)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (12) en DCM (350 ml, 30 mmoles) a < 10°C y la mezcla reactiva se agit6 a
15°C durante 1 h y luego se paré con acido acético (2.5 g, 42 mmoles). Se afiadi6 DCM (200 ml) y agua (300 ml), se
separaron las capas y la capa organica se lavo con carbonato sédico al 3% (2 x 350 ml) y luego con HCI 0,5 M (2 x
200 ml) y con cloruro sédico al 10% (200 ml), y se sec6 sobre sulfato sédico (50 g) durante 5 h, se filtré y se concentrd
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hasta ~ 100 ml. La solucién concentrada se purificéd por cromatografia sobre gel de silice (columna de silice de 600 g,
caudal de 60 ml/min, gradiente: DCM al 40% en EtOAc hasta EtOAc al 100% durante 5 min, EtOAc al 100% durante
60 min, MeOH al 3% hasta el 5% MeOH en EtOAc durante 30 minutos, MeOH al 5% en EtOAc hasta el final). Las
fracciones puras se combinaron y se destilaron al vacio hasta sequedad para obtener el compuesto del titulo (21,2 g,
97% de pureza, 73% de rendimiento). Método A de HPLC. Tiempo de retencién 13,92 min.

Ejemplo 1: acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)(metil)Jamino)-N-
metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)-2-nitrofenoxi)-3,4,5-trihidroxi-
tetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (1)

CHy oH
N“/\N o N\a/\
c:|-|3 Lo gH
N 3N\ - N-CHs
>t W <:|-|3
:SN LiOH 1 M en Hz0 HOZC 0. .0 o
ACO‘ "OAc NC 0 °C/THF HO" "OH j
OAc X NC
14 1

Un matraz de 500 ml con 3 bocas y un agitador magnético se llené con triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-((((2-(4-
(((3R,4R))1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperldin-3-il)(metil)Jamino)-N-metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil )-
(metil)carbamoil)oxi)metil)-2-nitrofenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (14) (20,9 g, 22 mmoles) y
THF (210 ml). La mezcla reactiva se enfrié a 0°C y se afiadié LiOH 1 M en agua (46 ml, 47 mmoles) durante 20 minutos
y la mezcla reactiva se agité durante 20 min. Se afiadié otra porcion igual de solucion de LiOH durante 30 min y la
mezcla reactiva se agit6é durante 2 h. Se afnadio acido acético (5,6 g, 93 mmoles) y la mezcla reactiva se transfirié a
un matraz de fondo redondo de 2 I. A este matraz se le anadido ACN (500 ml) y la mezcla se destil6 a presion reducida
para eliminar 600 ml de disolvente. El proceso se repitié dos veces, destilando la tercera vez hasta sequedad. El sélido
resultante se disolvié en ACN al 2% en agua (350 ml) y se purificéd en lotes de 90 ml por cromatografia de fase inversa
(columna C-18 con 450 g de silice, caudal de 40 mil/min, disolvente A: acido acético al 0,5% en agua; disolvente B:
ACN; gradiente: 110 min en total (tiempo (min) /% de B): 0/2, 10/2, 100/28, 110/28, seguido de lavado con 90% de B.
Se juntaron las fracciones del producto, se repitio tres veces el proceso y las fracciones combinadas se concentraron
hasta aproximadamente 600 ml y se liofilizaron para obtener el compuesto del titulo en forma soélida (11,2 g, 60% de
rendimiento, 99% de pureza). Método A de HPLC. Tiempo de retencién 7,95 min.

Ejemplo 2: acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(2-amino-4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3-il)(metil)-

amino)-N-metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)fenoxi)-3,4,5-tri-
hidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (3)
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(a) triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(2-amino-4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4)-metilpiperidin-3-il)(metil)-
amino)-N-metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil Joxi)metil ffenoxi)-6-(metoxicarbonil )tetra-
hidro-2H-piran-3,4,5-triilo (15)

A una solucion de triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4)-metilpiperidin-3-il)(metil)-
amino)-N-metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil Joxi)metil)-2-nitrofenoxi)-6-(metoxi-
carbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (14) (1,55 g, 1,65 mmoles) en EtOH (50 ml) se le afiadié hidréxido de paladio
sobre carbono (11,57 mg, 0,08 mmoles). La solucion reactiva se agité en atmoésfera de hidrogeno a la temperatura
ambiente durante 3 dias, se filtr6 a través de un bloque de Celite, se lavo con EtOH y se concentré al vacio. El material
bruto aislado en forma de espuma marrén se usé sin purificarlo mas. (m/z): [M+H]* calculado para C42Hs3NeO14 908,37;
encontrado 908,8.

(b) acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(2-amino-4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4)-metilpiperidin-3-il)(metil)amino)-N-
metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil )fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico (3)

A una solucién del producto de la etapa anterior (0,95 g, 1,05 mmoles) en una mezcla 1:1:1 de MeOH (3,49 ml), THF
(3,49 ml) y agua (3,49 ml) se le afiadi6é LiOH (63 mg, 2,62 mmoles) y la mezcla se agit6é a la temperatura ambiente
durante 1 h. La solucion reactiva se concentré al vacio y el material bruto se purificd por cromatografia en columna de
fase inversa para obtener el compuesto del titulo (96 mg, 12% de rendimiento) en forma de un sélido blanco. Método
B de HPLC. Tiempo de retencion 0,85 min.

Preparacion 4: 4-nitrofenil-4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3-il)(metil)amino)-7H-pirrolo[2,3-d]-

pirimidin-7-carboxilato (13)
0 =
YN CH3 CHs
0] = |
o SO
N

0

O,N

NC
13

A una solucion de 3-((3R,4R)-4-metil-3-(metil(7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-il)amino)piperidin-1-il)-3-oxopropanonitrilo
(2) (0,75 g, 2,40 mmoles) en DCM (12 ml) se le ahadié una solucién de hidréxido sodico (0,29 g, 7,20 mmoles) en
agua (4,00 ml) y bromuro de tetrabutilamonio (0,08 g, 0,24 mmoles). Se afadié lentamente una solucion de
cloroformiato de 4-nitrofenilo (0,97 g, 4,80 mmoles) en DCM (4 ml). La mezcla reactiva se agité a TA durante 1 h, se
extrajo con DCM vy la capa organica se lavd con solucion saturada de cloruro aménico y salmuera, se secé sobre
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sulfato sddico, se filtrd y se concentré al vacio. El residuo bruto se purificé por cromatografia en columna (0-100% de
EtOAc en hexanos) para obtener el compuesto del titulo (0,94 g, 82%) en forma de un soélido amarillo claro. (m/z):
[M+H]* calculado para C23H23N70s5 478,18; encontrado 478,2.

Preparacion 5: triacetato de (2S,3S,4S,5R,6S)-2-(metoxicarbonil)-6-(4-(((metil(2-(metilamino)etil)carbamoil)-
oxi)metil)fenoxi)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (18)
GHs

o]
YN\/\I}H
o] CHs;

OH

16 17 18

(a) triacetato de (2S,3S,4S,5R,6S)-2-(metoxicarbonil)-6-(4-((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenoxi)tetrahidro-2H-
piran-3,4,5-triilo (17)

A una solucidon de triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-(hidroximetil)fenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-
3,4,5-triilo (16) (27,0 g, 61,3 mmoles) y EtsN (25,5 ml, 17,0 mmoles) en DCM (250 ml) se le afiadié lentamente una
solucion de cloroformiato de p-nitrofenilo (18,53 g, 91,9 mmoles) en DCM (100 ml). La solucién se agité a TA durante
1 h, se diluyé con agua (100 ml) y se extrajo con DCM (3 x 100 ml). Las capas organicas combinadas se concentraron
a presion reducida y el residuo bruto se purificd por cromatografia en columna (35% de EtOAc en hexanos) para dar
el compuesto del titulo (37,0 g, 56% de rendimiento).

(b) triacetato de (2S,3S,4S,5R,6S)-2-(metoxicarbonil)-6-(4-(((metil(2-(metilamino)etil)carbamoil )oxi)metil)fenoxi)tetra-
hidro-2H- piran-3,4,5-triilo (18)

A una solucion de triacetato de (2S,3S,4S,5R,6S)-2-(metoxicarbonil)-6-(4-(((((4-nitrofenoxi)carbonil)oxi)metil)fenoxi)-
tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (17) (0,50 g, 0,83 mmoles) en DCM (8,26 ml) se le afiadié a temperatura ambiente N*,N2-
dimetiletan-1,2-diamina (0,44 ml, 4,13 mmoles). Al cabo de 1,5 h, la solucién reactiva se filiré y se lavé con DCM. El
filtrado se concentrd al vacio y el residuo se purificd por cromatografia en columna (0-10% de MeOH en DCM) para
obtener el compuesto del titulo (354 mg, 77% de rendimiento) en forma de un sélido coloreado. (m/z): [M+H]* calculado
para C2s5H34N2012 555,21; encontrado 555,6.

Los siguientes productos intermedios se prepararon mediante un proceso analogo a la preparacion 5:

GHs
OYN\/\NH
0 CHs

R’ Compuesto n°
metilo 19 (m/z): [M+H]* calculado para C2sH3sN2012; 569,23 encontrado 569,7
cloro 20 (m/z): [M+H]* calculado para C25H33CIN2012; 591,17 encontrado 591,4
metoxi 21 (m/z): [M+H]* calculado para C2sH3sN2013; 585,22 encontrado 585,5

Ejemplo 3: acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)(metil)amino)-N-
metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)fenoxi)3,4,5-trihidroxitetrahidro-
2H-piran-2-carboxilico (4)
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(a) triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)(metil)Jamino)-N-metil-
7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)-(metil)carbamoil)oxi)metil )fenoxi)-6-(metoxicarbonil )tetrahidro-2H-piran-
3,4,5-triilo (22)

A una solucién de triacetato de (2S,3S,4S,5R,6S)-2-(metoxicarbonil)-6-(4-(((metil(2-(metilamino)etil)carbamoil)oxi)-
metil)fenoxi)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (18) (0,35 g, 0,63 mmoles) y 4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-
3-il)(metil)amino)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxilato de 4-nitrofenilo (13) (0,30 g, 0,63 mmoles) en DMF (5,05 ml)
se le afadio EtsN (0,13 ml, 0,95 mmoles) y la mezcla resultante se agité a 40°C. Al cabo de 1,5 h la LC/MS indico la
formacion de producto limpio. La solucién reactiva se enfrié hasta la temperatura ambiente y se concentré al vacio. El
producto bruto aislado en forma de un residuo amarillo se utilizé sin purificarlo mas. (m/z): [M+H]* calculado para
Ca2H52N8O14 893,36; encontrado 893,9.

(b) acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)(metil)Jamino)-N-metil-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-2-
carboxilico (4)

A una solucién del producto de la etapa anterior (0,56 g, 0,63 mmoles) en una mezcla 1:1:1 de MeOH (2,10 ml), THF
(2,10 ml) y agua (2,10 ml) se le afiadio6 LiOH (40 mg, 1,70 mmoles) y la disolucién se agité a TA, se concentré al vacio
y el residuo en bruto se purificd por cromatografia en columna de fase inversa para obtener el compuesto del titulo
(0,12 g, 27%) en forma de un solido blanco. (m/z): [M+H]* calculado para CssH44NgO11 753,31; encontrado 753,8.
Método B de HPLC. Tiempo de retencion 0,98 min.

Ejemplo 4: acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)(metil)amino)-N-

metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)-2-metilfenoxi)-3,4,5-trihidroxi-
tetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (5)
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(a) triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)(metil)Jamino)-N-metil-
7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)-(metil)carbamoil)oxi)metil )-2-metilfenoxi)-6-(metoxicarbonil )tetrahidro-
2H-piran-3,4,5-triilo (23)

A una solucion de triacetato de (2S,3S,4S,5R,6S)-2-(metoxicarbonil)-6-(2-metil-4-(((metil(2-(metilamino)etil)-
carbamoil)oxi)metil)fenoxi)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (19) (0,46 g, 0,81 mmoles) en DCM (8,00 ml) se le afiadio
lentamente una solucion de 4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3-il)(metil)Jamino)-7H-pirrolo[2,3d]pirimidin-7-
carboxilato de 4-nitrofenilo (13) (0,39 g, 0,81 mmoles) en DCM (3,00 ml) y la solucién se agité a TA durante 1,5 h, se
concentré al vacio y el sélido amarillo se usé sin purificarlo mas. (m/z): [M+H]* calculado para Ca3Hs54NsO14 907,38;
encontrado 907,6.

(b) acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)(metil)amino)-N-metil-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)-2-metilfenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-piran-
2-carboxilico (5)

A una solucién enfriada con hielo del producto de la etapa anterior (0,73 g, 0,81 mmoles) en MeOH (29 ml) se afadio
lentamente una solucion acuosa de LiOH (4,04 ml, 4,04 mmoles). Después de agitar a 0°C durante 1,5 h, la solucion
reactiva se ajustd a pH 5-6 afiadiendo lentamente HCI 1 N. La solucion reactiva se concentré al vacio y el material
bruto se purificd por cromatografia en columna de fase inversa para obtener el compuesto del titulo (0,47 g, 76% de
rendimiento) en forma de un sélido blanco. (m/z): [M+H]* calculado para CssH4sNsO11 767,33; encontrado 767,8.
Método B de HPLC. Tiempo de retencién 1,02 min.

Ejemplo 5: acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(2-cloro-4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4)-metilpiperidin-3-il)(metil)-

amino)-N-metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)fenoxi)-3,4,5-tri-
hidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (6)
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(a) triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(2-cloro-4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4)-metilpiperidin-3-il)(metil)-amino)-
N-metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)fenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetra-hidro-
2H-piran-3,4,5-triilo (24)

A una solucion de triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(2-cloro-4-(((metil(2-(metilamino)etil)-carbamoil)oxi)metil)fenoxi)-
6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (20) (0,33 g, 0,57 mmoles) y 4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metil-
piperidin-3-il)(metil)amino)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxilato de 4-nitrofenilo (13) (0,27 g, 0,57 mmoles) en DMF
(4,52 ml) se le afiadio EtsN (0,12 ml, 0,85 mmoles) y la solucién resultante se agité a 40°C. Después de 1 h, la solucién
se concentré al vacio. El producto se aislé en forma de un residuo amarillo que se usd sin purificarlo mas. (m/z): [M+H]*
calculado para C42Hs1CINsO14 927,32; encontrado 927,7.

(b) &cido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(2-cloro-4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4)-metilpiperidin-3-il)(metil)Jamino)-N-
metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)fenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico (6)

A una solucion de triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(2-cloro-4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3-
il)(metil)amino)-N-metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil Joxi)metil )fenoxi)-6-(metoxi-
carbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (0,52 g, 0,57 mmoles) en una mezcla 1:1:1 de MeOH (1,88 ml), THF (1,88 ml)
y agua (1,88 ml) se le afadi6 LiOH (40 mg, 1,563 mmoles) y la solucién se agité a temperatura ambiente durante 2 h.
La solucion reactiva se concentrd al vacio y el material bruto se purificd por cromatografia en columna de fase inversa
para obtener el producto final (0,22 g, 49%) en forma de un sélido blanco. (m/z): [M+H]* calculado para C3sH43CINsO11
787,27; encontrado 787,8. Método B de HPLC. Tiempo de retencion 1,04 min.

Ejemplo 6: acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)(metil)amino)-N-

metil-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)-2-metoxifenoxi)-3,4,5-tri-
hidroxitetrahidro-2H-piran-2-carboxilico (7)
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(a) triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)(metil)Jamino)-N-metil-
TH-pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)-2-metoxifenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-
2H-piran-3,4,5-triilo (25)

A una solucion de triacetato de (2S,3R,4S,5S,6S)-2-(2-metoxi-4-((((metil(2-(metilamino)etil)carbamoil)oxi)metil)-
fenoxi)-6-(metoxicarbonil)tetrahidro-2H-piran-3,4,5-triilo (21) (0,60 g, 1,02 mmoles) en DCM (10,00 ml) se le afadié
lentamente una solucion de 4-((((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3-il)(metil)amino)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-
7-carboxilato de 4-nitrofenilo (13) (0,49 g, 1,02 mmoles) en DCM (3,00 ml) y la mezcla resultante se agité a TA durante
1,5 h. La solucidn reactiva se concentro al vacio y el sélido amarillo resultante se us6 sin purificarlo mas. (m/z): [M+H]*
calculado para Cs3Hs4NsO15 923,37; encontrado 924,1.

(b) acido (2S,3S,4S,5R,6S)-6-(4-((((2-(4-(((3R,4R)-1-(2-cianoacetil)-4-metilpiperidin-3)-il)(metil)amino)-N-metil-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin-7-carboxamido)etil)(metil)carbamoil)oxi)metil)-2-metoxifenoxi)-3,4,5-trihidroxitetrahidro-2H-
piran-2-carboxilico (7)

A una solucién enfriada con hielo del producto de la etapa anterior (0,94 g, 1,02 mmoles) en MeOH (36,80 ml) se le
afadio lentamente una disolucién acuosa de LiOH (5,12 ml, 5,12 mmoles). La mezcla reactiva se agité a 0°C durante
2 h antes de ajustar el pH de la solucién a 5-6, afiadiendo lentamente HCI 1 N. La mezcla se concentré al vacio y el
residuo crudo se purificé por cromatografia en columna de fase inversa para obtener el compuesto del titulo (0,46 g,
57% de rendimiento) en forma de un sélido blanco. (m/z): [M+H]* calculado para C3sH4sN80O12 783,32; encontrado
783,8. Método B de HPLC. Tiempo de retencion 0,99 min.

Ejemplo C-1
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(a) Compuesto C-5

Se introdujo en un matraz la sal de TFA del compuesto C-3 (285 mg, 0,497 mmoles) y el compuesto C-4 (445 mg,
1,289 mmoles), seguido de DMF (2,485 ml) y trietilamina (0,416 ml, 2,98 mmoles). Al dia siguiente la mezcla reactiva
se concentrd por evaporacion rotatoria y se purificé por cromatografia en columna de fase normal (MeOH al 0-15% en
DCM durante 15 minutos y a continuacion continuamente al 15% durante 5 minutos), para obtener el compuesto del
titulo (90 mg).

(b) Compuesto C-1

Se disolvio el producto de la etapa anterior (45 mg, 0,061 mmoles) y carbonato potasico (33,8 mg, 0,244 mmoles) en
MeOH (0,8 ml) y agua (0,4 ml) y se agité a TA. Al cabo de 2 h se afadié MeOH para formar un azeotropo con agua y
se afiadid DCM (0,4 ml), seguido de TFA (0,4 ml, 5,19 mmoles). La mezcla reactiva se concentré por evaporacion
rotatoria, se disolvié en agua:ACN 1:1, se filtré y se purificé por HPLC preparativa para obtener el compuesto del titulo
(17,7 mg, 97% de pureza) en forma de un polvo blanquecino. (m/z): [M+H]* calculado para C2sH30N4O15 639,17;
encontrado 639,2.

Preparacion del compuesto C-7
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A una solucién del compuesto C-6 (300 mg, 0,374 mmoles) disuelto en DCM (3,74 ml) se le afiadid a 0°C N,N’-
dimetiletilendiamina (159 pl, 1,495 mmoles) en una porcidn. La mezcla reactiva se agité a 0°C durante 30 minutos, se
diluyé en DCM (15 ml) y se lavd con agua (3 x 10 ml). La capa organica se lavé con salmuera, se separo, se seco
sobre sulfato sddico y se filtré para obtener el producto intermedio del titulo en forma de un aceite amarillo que se usé
sin purificarlo mas. (m/z): [M+H]* calculado para Cs3H41N3O17 752,24; encontrado 752,4.

Preparacion del compuesto C-8

OzN

NO,
C-8

Se afiadié bis(2,4-dinitrofenil)carbonato (299 mg, 0,759 mmoles) a una solucién de hidruro sédico (36,4 mg, 0,9105
mmoles) disuelto en una mezcla de THF (3,372 ml) y DMF (1,686 ml). La mezcla reactiva se agité a 0°C durante 1
hora y luego se afiadié lentamente una solucién de 2-(5-fluoro-4-metilpiridin-3-il)-5-(4-metil-6-(metilsulfonil )piridin-3-il)-
1H-indol (compuesto C-2M) (200 mg, 0,506 mmoles) disuelto en THF (1,2 ml) y la mezcla reactiva se calent6 a TA. Al
cabo de 9 h se afiadi6 bicarbonato sédico saturado y la mezcla reactiva se lavé con salmuera. La capa organica se
separd, se seco sobre sulfato sddico, se filtrd y se concentrd. El residuo bruto se purificé por cromatografia en columna
(eluido con EtOAc al 0-80% en hexanos) para obtener el producto intermedio del titulo (109 mg) en forma de un aceite
de color marrén. (m/z): [M+H]* calculado para C2sH20FN5sOsS 606,10: encontrado 606,3.

Ejemplo C-2
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(a) Compuesto C-9

A una solucién del compuesto C-8 (250 mg, 0,413 mmoles) en DCM (4,13 ml) se le afadié el compuesto C-9 (310 mg,
0,413 mmoles), seguido de 4-dimetilaminopiridina (22 mg, 0,180 mmoles). La mezcla reactiva se agit6é a 40°C durante
1 h, se enfrié a TA 'y se concentré para obtener el producto intermedio del titulo que se usé directamente en la siguiente
etapa sin purificarlo. (m/z): [M+H]* calculado para CssHs7FNeO20S 1173,33; encontrado 1173,4.

(b) Compuesto C-2

A una solucién desgasificada del producto de la etapa anterior (485 mg, 0,413 mmoles) disuelto en THF (4,13 ml) se
le afiadio tetraquis(trifenilfosfina)paladio(0) (47,7 mg, 0,041 mmoles) y morfolina (360 pl, 4,13 mmoles). La mezcla
reactiva se agité a TA durante 45 minutos, luego se afiadié agua y se separaron las capas. La capa organica se seco
sobre sulfato sédico, se filtrd y se concentrd al vacio. El residuo crudo se purificé por HPLC preparativa y se liofilizo
para obtener el compuesto del titulo (136 mg, 99% de pureza) en forma de un polvo blanco. (m/z): [M+H]" calculado
para C4oH41FNsO14S 881,24; encontrado 881,2.

Ensayos bioldgicos

Los compuestos de la presente invencion se han identificado en uno o méas de los siguientes ensayos biolégicos. En
las descripciones de los ensayos puede aludirse alternativamente al compuesto de la formula 1 como compuesto 1y
de manera analoga en caso de los demas compuestos de la presente invencion.

Ensayo 1: ensayo bioquimico de las cinasas JAK
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Se realiz6 un panel de cuatro ensayos bioquimicos LanthaScreen de JAK (JAK1, 2, 3y Tyk2) en un tampdn de reaccion
comun de cinasas (HEPES 50 mM, pH 7,5, Brij-35 al 0,01%, MgCl2 10 mM y EGTA 1 mM). Los enzimas JAK marcados
con GST recombinante y un substrato peptidico STAT1 marcado con GFP se obtuvieron de Life Technologies.

Los compuestos diluidos en serie se preincubaron a temperatura ambiente durante 1 hora con cada una de los cuatro
enzimas JAK y el substrato, en microplacas blancas de 384 pocillos (Corning). Luego se agregdé ATP para iniciar las
reacciones de cinasa en un volumen total de 10 pl, con 1% de DMSO. Las concentraciones enzimaticas finales de
JAK1, 2, 3y Tyk2 son de 4,2 nM, 0,1 nM, 1 nM y 0,25 nM respectivamente; las concentraciones empleadas de ATP
correspondientes a Km son de 25 uM, 3 uM, 1,6 yM y 10 pM, y la concentracion del substrato es de 200 nM para los
cuatro ensayos. La actividad de la cinasa JAK1 también se ensay6 a una concentracion 1 mM de ATP. Las reacciones
de la cinasa se dejaron proseguir durante 1 hora a temperatura ambiente antes de afiadir una preparacion de 10 yl de
EDTA (concentracion final 10 mM) y anticuerpo Tb-anti-pSTAT1 (pTyr701) (Life Technologies, concentracion final 2
nM) en tampoén de diluciéon TR-FRET (Life Technologies). Las placas se dejaron incubar a temperatura ambiente
durante 1 hora antes de leerlas en el lector EnVision (Perkin Elmer). Se registraron las sefales relativas de emision
(520 nm/495 nm) y se utilizaron para calcular los valores del porcentaje de inhibicion respecto a DMSO y controles de
fondo.

Para el analisis de dosis-respuesta se representaron graficamente los datos del porcentaje de inhibicién frente a las
concentraciones de compuesto y los valores ICso se calcularon a partir de un modelo de ajuste robusto de 4 parametros
con el programa Prism (software GraphPad). Los resultados se expresaron como plCso (logaritmo negativo de ICso) y
después se convirtieron en pKi (logaritmo negativo de la constante de disociacion Ki) utilizando la ecuacion de Cheng-
Prusoff. La tabla 1 resume los resultados para el compuesto 1 y el tofacitinib (compuesto 2).

Tabla 1. Potencia enzimatica

Propiedad Compuesto 1 | Tofacitinib
JAK1 (pKi) <6,3 9,1
JAK2 (pKi) <6,2 9,2
JAKS (pKi) <6,8 9,5
TYK2 (pKi) <6 7,9
JAK1 (pICs0 a ATP 1 mM) <5 7,7

Ensayo 2: estabilidad metabdlica del compuesto 1 en B-Glucuronidasa de E. Coli

Para identificar los metabolitos intermedios y el producto final resultante del tratamiento del compuesto 1 en presencia
del enzima B-glucuronidasa, el compuesto 1 (30 yM en DMSO) se incubd a 37°C en presencia de (B-glucuronidasa
purificada de E. coli (100 unidades/ml en un tampdn de fosfato potasico 0,1 M) durante un periodo de 0-90 minutos.
Las incubaciones se detuvieron alos 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15, 30, 60 y 90 minutos afiadiendo 100 pl de ACN. Las muestras
se diluyeron con agua + 1% de acido férmico (4 x) y se analizaron empleando un sistema LC-MS Thermo Q-Exactive™.
Las concentraciones de compuesto 1 y tofacitinib se cuantificaron por comparacién con unas curvas patron trazadas
a las mismas diluciones que las muestras.

La desaparicion rapida del compuesto 1 (vida media < 5 min) fue acompafnada por la formacion rapida y transitoria de
la aglicona intermedia (compuesto b en el esquema 2). Se observé que la conversién de la aglicona intermedia en su
subsiguiente diamina intermedia (compuesto d) y en el metabolito activo final (tofacitinib) era el paso mas lento que
determinaba la velocidad. Se observé que la concentracion de tofacitinib aumentaba gradualmente durante el periodo
de tiempo de 90 minutos del ensayo, hasta llegar a una concentracion final de 20 uM aproximadamente.

Con el fin de demostrar que la conversion observada del compuesto 1 en tofacitinib era debida a la accién del enzima
glucuronidasa, el compuesto 1 (30 pM) se incub6 con B-glucuronidasa (45 unidades/ml) y el conocido inhibidor de la
B-glucuronidasa bacteriana amoxapina (100 uM). Tras 60 minutos de incubacion, la concentracion final de tofacitinib
en presencia del inhibidor fue de 1 uM, comparada con 7 pM (sin inhibidor).

Ensayo 3: estabilidad metabdlica en homogenados preparados a partir de contenido intestinal superior e
inferior de rata

La conversion del compuesto 1 en tofacitinib se evalué en un contenido de lumen intestinal preparado a partir de los
diversos segmentos Gl aislados de ratas recién sacrificadas. Cada segmento de contenido procedente del duodeno,
yeyuno, ileon y colon se diluy6é 1:10 en solucién salina de Dulbecco tamponada con fosfato (DPBS). Una solucion
madre 10 mM en DPBS del compuesto 1 se diluyé en DMSO para tener una concentracion final 10 uM del substrato.
La incubacion se realizé en un bafio de agua a 37°C y los intervalos de tiempo se fijaron en 0, 5, 10, 20, 40 y 60 min.
El volumen total de incubacién fue de 400 pl; se tomaron alicuotas de 40 pl a cada intervalo de tiempo y se diluyeron
en 160 pl con 97% de ACN + 3% de acido férmico + un patrén interno. Las muestras se centrifugaron a 2200 fcr
durante 10 minutos y 50 pl del sobrenadante se diluyeron en 150 pl de agua + 1% de acido formico. Las muestras se
analizaron en un espectrometro de masas API 4000 para determinar el compuesto 1 y el tofacitinib. Abajo se indica la
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vida media encontrada para la desaparicion del compuesto 1.

Tabla 2
Contenido intestinal de rata | Vida media del compuesto 1
Duodeno > 60 min
Yeyuno > 60 min
fleon 34 min
Colon <5 min

Ensayo 4: farmacocinética oral del compuesto 1 en ratas

El objetivo de este estudio era comparar la farmacocinética en la mucosa gastrointestinal con la plasmatica tras una
dosis oral simultanea de compuesto 1 y de tofacitinib. Se dosificaron a ratas macho Sprague Dawley (n = 3/intervalo
de tiempo) por sonda gastrica oral 3 mg/kg de compuesto 1 y una dosis normalizada de 1,2 mg de tofacitinib marcado
con trideuterio (Ds-tofacitinib), formulado como solucién al 5% en DMSO + 1% de hidroxipropilmetilcelulosa en agua.
A cada intervalo de tiempo (0,5, 1, 3, 6, 8 y 24 h) se tomaron muestras de plasma por puncién cardiaca y se recogieron
los siguientes tejidos: estdmago, tracto gastrointestinal superior (cortado aproximadamente en tercios [U-1, U-2, U-3]),
ciego y tracto gastrointestinal inferior (cortado aproximadamente en dos mitades [L-1, L-2]). Cada muestra de tejido se
enjuagod con agua, se seco con un papel absorbente, se transfirié a un recipiente tarado, se pesd, se diluyé con un
volumen de agua acidificada 3 veces superior al peso del tejido (p/v), se homogeneizé a 6500 RPM (3 x 45 segundos)
y se congeld. Las concentraciones del tofacitinib liberado por el compuesto 1 y del Ds-tofacitinib en cada muestra de
tejido se determinaron del modo siguiente. Las muestras de tejido se agitaron con turbulencia, se combinaron con un
alicuota de 50 pl de plasma de rata, se extrajeron con 200 yl de ACN que contenia un patron interno y se cuantificaron
por LC-MS frente al patrén interno. Las concentraciones del tofactinib liberado por el compuesto 1 se pudieron medir
en el plasma entre las 3 y las 8 horas, en el estdmago y en las secciones U-1, U-2 y U-3 hasta las 8 horas, y en el
ciego y en las secciones L-1 y L-2 entre las 3 y 24 las horas. Las concentraciones de Ds-tofacitinib se pudieron medir
en el plasma entre las 0,5 y las 8 horas, en el estdmago y en las secciones U-1, U-2 y U-3 a lo largo de 8 horas, y en
el ciego, y en las secciones L-1y L-2 entre las 3 y 24 las horas. Los parametros farmacocinéticos estandar resultantes,
la Cmax (concentracion maxima) y la ABC (0-t) (area bajo la curva de concentracion en funcién del tiempo, integrada
hasta el ultimo intervalo temporal de medicién) estan indicados en la tabla 3.

Tabla 3: concentracion de tofacitinib y de Ds-tofacitinib en ratas

Compuesto administrado/analito
Compuesto 1/tofacitinib Ds-tofacitinib/ D3-tofacitinib
Muestra Cmax ABC (0-t) Relacion Cmax ABC (0-t) Relacion
(ug/ml) (4g-h/ml) tejido/plasma (ug/ml) (ug-h/ml) tejido/plasma
Plasma 0,009 0,044 0,094 0,21
Estémago 2,83 4,68 106 6,95 9,41 45
uU-1 3,51 6,39 145 5,40 7,01 33
u-2 6,56 11,40 259 3,20 7,06 34
U-3 10,40 37,90 859 3,39 11,20 53
Ciego 6,39 71,20 1615 0,85 10,10 48
L-1 2,28 25,90 587 0,33 3,98 19
L-2 2,41 23,70 537 0,31 3,33 16

Ensayo 5: farmacocinética oral del compuesto 1 en monos cynomolgus

El objetivo de este estudio era comparar la farmacocinética coldnica y plasmatica del compuesto 1 y del tofacitinib tras
una dosis oral simultdnea. Se dosificaron a monos cynomolgus machos (n = 1/intervalo de tiempo) por sonda gastrica
oral 3 mg/kg de compuesto 1 y 2,1 mg/kg de tofacitinib marcado con trideuterio (Ds-tofacitinib), formulado como una
solucion al 98,5% en tampon de citrato pH 6 + 1% de hidroxipropil metilcelulosa + 0,5% de Tween 20. A cada intervalo
de tiempo (0,5, 1, 3, 6, 9 y 24 h) se tomaron muestras de plasma de la vena femoral y se recogieron los siguientes
tejidos: estdbmago, tracto gastrointestinal superior (seccionados aproximadamente en tercios [U-1, U-2, U-3]), ciego,
colon proximal, colon distal y recto. Cada muestra de tejido se enjuagé con agua, se seco con papel absorbente, se
transfirio a un recipiente tarado, se peso, se ultracongeld, se pulverizé y se conservé a -70°C. Se diluyé un alicuota de
2 g aproximadamente con un volumen de plasma de rata de control en agua, 3 veces superior al peso del tejido (p/v),
se homogeneizo y se guardd a -70°C. Las concentraciones de tofacitinib liberado por el compuesto 1 y de Ds-tofacitinib
en cada muestra de tejido se determinaron del modo siguiente. Las muestras se agitaron con turbulencia y un alicuota
de 50 pl de plasma, o una muestra de tejido preparada, se extrajo con 200 yl de ACN que contenia un patrén interno
y se cuantificd por LC-MS frente al patrén interno. Las concentraciones del tofactinib liberado por el compuesto 1 se
pudieron medir en el plasma y en todas las muestras de tejido entre las 0,5 y las 24 horas. Las concentraciones de
Ds-tofacitinib se pudieron medir en el plasma y en el estémago entre las 0,5 y las 9 horas, y en todos los demas cortes
de tejido entre las 0,5 y las 24 horas. Los parametros farmacocinéticos estandar resultantes, la Cmax (concentracion
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maxima) y la ABC (0-t) (area bajo la curva de concentracion en funcién del tiempo, integrada hasta el ultimo intervalo
temporal de medicion) estan indicados en la tabla 4.

Tabla 4: concentracion de tofacitinib y de Ds-tofacitinib en monos

Compuesto administrado/analito
Compuesto 1/tofacitinib Ds-tofacitinib/ Ds-tofacitinib
Muestra Cmax ABC (0-t) Relacion Cmax ABC (0-t) Relacion
(ug/ml) (ug-h/ml) tejido/plasma (ng/ml) (ug-h/ml) tejido/plasma
Plasma 0,14 0,78 0,35 0,83

Estomago 8,01 10,5 13,4 17,9 17,1 20,7
uU-1 19,6 21,5 27,5 18,5 15,7 19,0
u-2 28,8 40,6 51,9 7,96 11,1 13,4
U-3 21,7 55,7 71,1 8,96 16,4 19,9
Ciego 31,7 152 194 4,75 22,8 27,6
Colon proximal 19,5 117 149 3,63 15,9 19,2
Colon distal 14,4 46,7 59,6 3,30 8,86 10,7
Recto 1,99 26,3 33,6 1,00 7,63 9,24

Ensayo 6: modelo murino de colitis inducida por oxazolona

La colitis inducida por oxazolona es un modelo experimental que tiene una semejanza histoldgica con la colitis ulcerosa
humana (Heller y otros, Immunology, 2002, 17, 629-638). En el ensayo se usaron ratones BALB/C adultos (25-28 g,
9-12 semanas de edad) de BioNeeds (India). El dia 1 los animales fueron ligeramente anestesiados con isoflurano y
se eliminaron con cuidado los pelos entre los omoplatos antes de aplicar lentamente oxazolona (6 mg/raton, 100 pl,
formulacion en acetona: aceite de oliva 4:1) o soluciéon de vehiculo para sensibilizar la piel. Seis dias después de la
sensibilizacion de la piel, se dejo a los ratones en ayunas durante la noche, se anestesiaron con ketamina y xilazina
por via IP y se insert6 cuidadosamente una jeringa de 1 ml llena de soluciéon de oxazolona ~3,8 cm en el colon del
raton. Los animales se pusieron cabeza abajo y se les instild muy lentamente en el recto oxazolona (0,5 mg/50 pl/raton
en etanol al 50%) o etanol al 50% en suero fisioldgico, a lo largo de un minuto. Los ratones se mantuvieron en posicion
vertical, cabeza abajo, durante otro minuto para asegurar que toda la solucion de oxazolona permaneciera dentro del
colon. El tratamiento farmacolégico (PO BID o TID) o con vehiculo se inici6 la noche anterior a la instilacién intrarrectal
(IR) de oxazolona. El primer (dia 1) y el segundo (dia 2) dia después de la exposicion IR a la oxazolona se evalué el
indice de actividad de la enfermedad (DAI) por medio de experimentadores cegados al tratamiento de cada ratén, de
acuerdo con las siguientes subcategorias: consistencia de las heces (0, normales; 2, sueltas; 4, diarrea), sangrado
macroscoépico y prueba de sangre en heces (0, ausencia; 2, tefiido de sangre; 4, presencia manifiesta de sangre), y
pérdida de peso (0, ninguna; 1, 1%-5%; 2, 6%-10%; 3, 11%-15%; 4, mas del 15%); DAI = promedio de las puntuaciones
de consistencia de las heces + presencia de sangre + pérdida de peso.

Se calculd el area bajo la curva (ABC), basandose en las puntuaciones DAI totales, para controlar la progresion de la
enfermedad durante el curso del ensayo. La ABC de cada grupo experimental se calculdé del modo siguiente: ABC =
[(dia 1 - dia 0)-promedio (puntuacion DAI del dia 0 y del dia 1)] + [(dia 2 - dia 1)-promedio (puntuacion DAI del dia 1y
del dia 2)]. Con una prueba t de Student se comparé la puntuacién DAI ABC de los grupos vehiculo/vehiculo y vehiculo/
oxazolona para valorar si la enfermedad habia sido inducida después del tratamiento con oxazolona. A continuacion
se realizé un ANOVA unidireccional, con prueba Dunnett post hoc, para comparar la puntuacién DAI ABC de los grupos
de vehiculo/oxazolona y compuesto de ensayo/oxazolona. La significacion estadistica se definié por un nivel a fijado
en p < 0,05.

En el modelo de colitis aguda inducida por oxazolona, el compuesto de la formula 1 (3, 10, 30 y 60 mg/kg, PO BID)
produjo una reversion significativa de la colitis inducida por oxazolona de magnitud similar a la lograda con tofacitinib
(30 y 60 mg/kg, PO BID). En un ensayo aparte, siguiendo el modelo de oxazolona, el compuesto de la férmula 4 (3,
10 y 30 mg/kg, PO BID) produjo una reversion significativa de la colitis inducida por oxazolona de magnitud similar a
la lograda por tofacitinib (30 mg/kg, PO BID)

Ensayo 7: efectos inmunosupresores en células asesinas naturales (NK) de bazo de raton

La deplecion de células esplénicas murinas es un modelo experimental de inmunosupresion (Kudlacz y otros, Am. J.
of Transplantation, 2004, 4, 51-57). El compuesto 1 se evalué en el modelo de células esplénicas murinas, siguiendo
el mismo paradigma de tratamiento utilizado en el modelo de colitis inducida por oxazolona (ensayo 6).

En el estudio se usaron ratones adultos Balb/C machos (12-14 semanas de edad) de Harlan. El compuesto 1 (1, 3y
10 mg/kg, BID) y el tofacitinib (10, 30 y 60 mg/kg, BID) se dosificaron por via oral durante tres dias a ratones ingenuos.
Los bazos se recogieron 30 minutos o 3 h después de la ultima dosis y se trituraron inmediatamente para la tincion
del subtipo celular. Antes de la fijacion se incubaron anticuerpos marcados con fluoréforo para CD19 (FITC; células
B), CD3e (PE; células T-pan) y DX5 (APC; células NK) con muestras de esplenocitos de cada animal, para permitir el
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analisis simultaneo en % de los multiples subtipos en el citmetro de flujo El niumero total de células esplénicas de
cada animal se midié mediante el contador celular automatico portatil Sceptre™ 2.0.

El numero absoluto de poblacién de subtipos linfociticos (p.ej. de células esplénicas B, T y NK) se calculé multiplicando
el porcentaje de cada subtipo por el total de células esplénicas de cada animal. Se usé un ANOVA unidireccional, con
prueba Dunnett post hoc, para comparar el nimero de linfocitos esplénicos del vehiculo y de los grupos de compuestos
de ensayo. El nivel a se fijé en p < 0,05. Los datos se indicaron como la media + ESM para cada grupo.

El tofacitinib (10, 30 y 60 mg/kg; PO TID) redujo significativamente los recuentos de células esplénicas NK en funcion
de la dosis. En el mismo estudio, los recuentos de células esplénicas NK no se vieron afectados por el compuesto 1 a
dosis PO (BID) de hasta 10 mg/kg (la dosis maxima ensayada). El tratamiento con ambos compuestos no tuvo ningin
efecto en las poblaciones de células By T.

Estos datos, junto con el efecto anticolitico del compuesto 1 en el modelo murino de la colitis inducida por oxazolona
(ensayo 6), permiten calcular un indice terapéutico funcional como el indicado en la tabla 5 siguiente.

Tabla 5: indice terapéutico funcional

Compuesto Eficacia in vivo (colitis Actividad funcional sistémica indice terapéutico
por oxazolona)* (mg/kg) (deplecion de NK esplénicas) (mg/kg) funcional (factor)

Compuesto 1 3 >10 >3

Tofacitinib 30 10 0,3

* Dosis efectiva con un efecto farmacoldgico comparable en el modelo de oxazolona respecto a su vehiculo

Ensayo 8: estabilidad del homogenado fecal de colon de rata

El objetivo de este estudio era determinar la estabilidad de los presentes compuestos en el homogenado fecal de colon
de rata, es decir, la vida media de descomposicién en presencia de la B-glucuronidasa en heces de colon de rata.

Después de sacrificar una rata macho ingenua (~ 300 g), desangrandola por puncién cardiaca, se ligd el colon y se
llevé a una camara anaerébica (AS-580, Anaerobe Systems). El contenido fecal se extrajo dentro de la camara y se
diluyé 1:10 (1 gramo en 9 ml de tampén fosfato) y a continuaciéon se homogeneizé con un Omni Tissue Master portatil.
El homogenado fecal se centrifugd a 2000 g durante 10 minutos para separar el sélido y el sobrenadante se extrajo y
se destino a las incubaciones.

Se prepararon muestras de ensayo y un control positivo (sulfasalazina) como soluciones madre 10 mM en DMSO. La
concentracion final de substrato en cada ensayo fue de 10 uM (30 uM para el compuesto 5). Las reacciones se iniciaron
agregando un alicuota de 5 ul de solucién madre del compuesto de ensayo diluido en 300 pl del sobrenadante fecal
de rata homogeneizado. A los 0, 15, 30, 60, 90 y 120 minutos del inicio de la reaccién se extrajo un alicuota de 50 pl
y se diluy6 en 200 pl de acetonitrilo con 3% de acido féormico y una molécula patron interna. Todas las muestras se
centrifugaron a 2000 g durante 10 minutos y después se diluyeron 50 pl del sobrenadante en 150 ul de agua para su
andlisis en un sistema LC-MS. Las vidas medias in vitro de pérdida de profarmaco se calcularon del siguiente modo:
(T*2 = 0,693/constante de la tasa de eliminacion).

Tabla 6. Estabilidad colénica in vitro

Compuesto n° T% (min)

1-15 (varios valores)
1-13 (varios valores)
6
7
3-8 (varios valores)

NG A=

Ensayo 9: farmacocinética oral en ratones

El objetivo de este estudio era evaluar la conversién de los profarmacos de la presente invencion a tofacitinib en el
plasma y en el colon tras la administracion oral a ratones.

Los ratones macho Balb/c (n = 2 /intervalo de tiempo) recibieron por sonda gastrica oral una dosis PO unica (5 mg/kg
en una mezcla 1:20 de DMSO al 5% e HPMC al 1%) de los compuestos de ensayo. A las 2 horas y 6 horas después
de la dosificacion se sacrificaron los ratones, desangrandolos por puncion cardiaca; las muestras de sangre obtenidas
se introdujeron en tubos Microtainer® que contenian NaF y después se colocaron sobre hielo. El plasma se obtuvo
centrifugando (centrifuga Eppendorf 5804R) a 4°C durante 4 minutos a 12.000 rpm aproximadamente.

Se extrajeron los colones de los ratones desangrados y se elimind cuidadosamente el contenido fecal del colon. Los
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colones se enjuagaron con suero fisioldgico y se secaron con papel absorbente. Luego se homogeneizaron en 3 veces
su volumen de agua esterilizada, utilizando un homogeneizador Precellys a 4°C aproximadamente. Todas las muestras
se conservaron a -80°C para su posterior bioanalisis.

Las concentraciones del tofacitinib liberado del profarmaco en cada muestra de tejido se determinaron del siguiente
modo: las muestras de plasma y de homogenado de colon se agitaron con turbulencia, se combinaron con un alicuota
de 50 pl de plasma de rata, se extrajeron con 200 yl de ACN que contenia un patron interno y se cuantificaron por LC-
MS frente al patrén interno. Se calculd un area bajo la curva de concentracion (ABCosh) en plasma y en colon para el
compuesto de ensayo y el tofacitinib liberado. El parametro clave para evaluar la idoneidad fue la relacién de las ABC
de tofacitinib en colon/plasma.

Tabla 7: concentracion de tofacitinib en los ratones

Compuesto n® | ABC plasmatica (ug-h/ml) | ABC coldnica (ug-h/g) | Relacién colon/plasma
1 0,013 7,6 585
3 0,001 9,03 9030

Ensayo 10: farmacocinética oral en ratas

El objetivo de este estudio era evaluar la conversién de los profarmacos de la presente invencion a tofacitinib en el
plasma y en el colon tras la administracion oral a ratas.

Las ratas macho Sprague Dawley (n = 2 /intervalo de tiempo) recibieron por sonda gastrica oral una dosis PO Unica
(5 mg/kg en una mezcla 1:20 de DMSO al 5% e HPMC al 1%) de los compuestos de ensayo. A las 0,5, 1, 3, 6 y 24
horas posteriores a la dosificacion se sacrificaron las ratas, desangrandolas por puncion cardiaca; las muestras de
sangre obtenidas se introdujeron en tubos Microtainer® que contenian NaF y luego se colocaron sobre hielo. El plasma
se obtuvo centrifugando (centrifuga Eppendorf 5804R) a 4°C durante 4 minutos a 12.000 rpm aproximadamente.

Se extrajeron los colones de las ratas desangradas y se eliminé cuidadosamente el contenido fecal del colon. Los
colones se enjuagaron con suero fisioldgico y se secaron con papel absorbente. Luego se homogeneizaron en 3 veces
su volumen de agua esterilizada, utilizando un homogeneizador Precellys a 4°C aproximadamente. Todas las muestras
se conservaron a -80°C para su posterior bioanalisis.

Las concentraciones del tofacitinib liberado del profarmaco en cada muestra de tejido se determinaron del siguiente
modo: las muestras de plasma y de homogenado de colon se agitaron con turbulencia, se combinaron con un alicuota
de 50 pl de plasma de rata, se extrajeron con 200 pl de ACN que contenia un patrén interno y se cuantificaron por LC-
MS frente al patrén interno. Se calculd un area bajo la curva de concentracion (ABCo-sh) en plasma y en colon para el
compuesto de ensayo y el tofacitinib liberado. El parametro clave para evaluar la idoneidad fue la relacién de las ABC
de tofacitinib en colon/plasma.

Tabla 8: concentracion de tofacitinib en las ratas

Compuesto n® | ABC plasmatica (ug-h/ml) | ABC colénica (ug-h/g) | Relacién colon/plasma
1 0,11 14,3 130
3 0,09 35,9 399
4 0,03 11,8 393
7 0,06 10,8 171

Ensayo 11: estabilidad metabolica de los compuestos comparativos en el contenido de colon de rata

Se recogio el contenido fecal del colon de una rata Sprague Dawley macho ingenua y se diluyé 1:10 (1 gramo en 9 ml
de tampodn fosfato) y luego se homogeneizd mediante un Omni Tissue Master portatil. Los compuestos de ensayo, los
compuestos comparativos C-1y C-2, asi como el compuesto de la presente invencion, el compuesto 1, se prepararon
como soluciones madre 10 mM en DMSO vy se diluyeron en tampén fosfato hasta una concentracion final de substrato
de 10 pyM. Se afiadié un alicuota de 5 pl del compuesto de ensayo diluido en 300 pl de contenido de colon de rata
homogeneizado para iniciar la reaccion a 37°C. Se extrajeron alicuotas (50 pl) de las incubaciones en los siguientes
intervalos de tiempo (0, 15, 50, 85 y 120 min) y se afiadieron a 200 pl de ACN con acido formico al 3% y una molécula
patron interna. Las curvas estandar de cada metabolito, de tofacitinib, de 5-ASA (compuesto C-1M) y del inhibidor del
CRAC (compuesto C-2M) se trazaron usando la misma matriz y procedimiento de dilucién que con las muestras. Todas
las muestras se centrifugaron a 2000 x g durante 10 minutos y luego se diluyeron 50 pl de sobrenadante en 150 pl de
agua y se analizaron mediante un sistema LC-MS Thermo Q-Exactive. Para tabular y representar los datos se usaron
los programas GraphPad Prism y Microsoft Excel.

Después de la incubacion a una concentraciéon de substrato de 10 uM en contenido de colon de rata, los compuestos
comparativos, asi como el compuesto de la presente invencion, mostraron una rapida pérdida de la molécula original
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en la incubacion (vidas medias < 15 min). Sin embargo, al medir el metabolito activo de cada profarmaco se vio que
solo el compuesto 1 habia producido niveles medibles de su metabolito activo, el tofacitinib. Después de 120 minutos
de incubacion se midié una concentracién de tofacitinib de 8,8 uM.

En cambio los compuestos C-1 y C-2 no lograron generar cantidades medibles de sus metabolitos activos (compuestos
C-1M y C-2M, respectivamente). La produccion de metabolitos con el tiempo, a lo largo de 120 minutos, se ilustra en
la figura 1.

Aunque la presente invencion se ha descrito haciendo referencia a aspectos especificos o a formas de ejecucion de

la misma, los especialistas en la técnica comprenderan que pueden hacerse varios cambios sin apartarse del alcance
de la presente invencion, tal como esta definida en las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto de la férmula (1):

P
0. N
o R4
N
\LN/ N',CH3
(Rz)n - .\‘CH3
? ()
N
@]
NC

M

donde

nes0,102;

R' se elige entre hidrégeno, alquilo C1-4, alcoxi C1-3, amino, nitro, halo, ciano, hidroxilo y triflurometilo;

cada R?, cuando esta presente, se elige independientemente entre alquilo C1-4, alcoxi C1.3, amino, nitro, halo, ciano,
hidroxilo y triflurometilo;

R3 es hidrégeno, metilo o etilo;

R* es hidrégeno, metilo o etilo;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el cual R' es
hidrégeno.
3. El compuesto de la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el cual R es nitro.
4. El compuesto de la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el cual R' es amino.
5. El compuesto de la reivindicaciéon 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el cual n es 0.
6. El compuesto de la reivindicacién 1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el cual n es 1.
7. El compuesto de la reivindicacion 1, que tiene la formula (11):
A
0] N
(0] CH;
N .CH
/N
N = CHs
N
0]
"“OH NC
(11 ,

donde

R' se elige entre hidrégeno, alquilo C1.4, alcoxi C1.3, amino, nitro, halo, ciano, hidroxilo y triflurometilo; o una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.
8. El compuesto de la reivindicacion 7 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el cual R! se elige
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entre hidrogeno, metilo, metoxi, amino, nitro y cloro.

9. El compuesto de la reivindicacion 7 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el cual R' es
hidrogeno.
5
10. El compuesto de la reivindicacion 7 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el cual R" es amino.
11. El compuesto de la reivindicacién 1, que tiene la férmula 1:
CHj 0
O N~
YN
0] CH; /—
N .CH
N
N = CH;
(L
0]
NC
10 1
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
12. El compuesto de la reivindicacién 11, que es
15
A
Os_N
ﬁ/ \/\I\fl NN
o) CH3 S
.CH
/N
N - _.\CHS
N
0]
“OH NC
13. Una composicion farmacéutica que contiene un vehiculo farmacéuticamente aceptable y el compuesto segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.
20

14. Un proceso para preparar el compuesto de la reivindicacion 1, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, el cual consiste en desproteger un compuesto de la féormula (I-A):
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NP
Os N
0 RY
N
4 N,CHg,
N = CH,
()
0
NC

(I-A)

o una sal del mismo; donde R', R?, R%, R* y n son tal como se han definido en la reivindicacion 1; cada PG? es
independientemente un grupo protector de hidroxilo y PGP es un grupo protector de carboxilo; a fin de obtener un
5 compuesto de la formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

15. El proceso de la reivindicacion 14, en el cual R' es nitro; R® y R* son metilo; cada PG? es acetilo; PGP es metilo,
ynesO.

10 16. El proceso de la reivindicacion 14 para preparar el compuesto de la férmula 1:

]
(@) N
Y \/\’F N\
(0] CHy /=
N
\ N,CH;;
N = CHs
()
0]
NC

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el cual el compuesto de la féormula (I-A) es un compuesto de la
15 férmula 14

(i",H3 o]
OYN\/\T:J NN\
o] CHs /=
AN
N = LCHs
o {3
0 N
“0-PC® NC
14'

o una sal del mismo,
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y el proceso consiste ademas en:
(a) hacer reaccionar un compuesto de la férmula 12

o
0] CHs
NO,
"O—'PGa

12'

o una sal del mismo; en el cual cada PG? es independientemente un grupo protector de hidroxilo, con un compuesto

de la férmula 13:
0 =
YN NP"'3 CHs
o — ]l ,J"O
N

O,N

13
para obtener el compuesto de la formula 14’ o una sal del mismo.

17. Un compuesto de la férmula 13:

0 una sal del mismo.

18. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para el tratamiento de una enfermedad inflamatoria
intestinal de un mamifero.

19. El compuesto de la reivindicacién18, siendo la enfermedad inflamatoria intestinal colitis ulcerosa.
20. El compuesto de la reivindicacién18, siendo la enfermedad inflamatoria intestinal la enfermedad de Crohn.

21. El compuesto de la reivindicacion18, siendo la enfermedad inflamatoria intestinal la colitis ulcerosa relacionada
con la terapia inhibidora del punto de control inmunitario

22. Un profarmaco glucuronido de tofacitinib segun las reivindicaciones 1 a 12 para usar en un método de liberacion

de tofacitinib en el colon de un mamifero, de manera que el profarmaco es escindido por -glucuronidasa en el colon
liberando el tofacitinib.
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