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IMPROVED ANXIETY METHOD

Cross Reference to Related Applications

This application Is a continuation-in-part of application serial
number 08/484,161 filed January 18, 2000, which Is a divislonal
application of application number 08/388,842 filed August 5, 1999.

round of the invention

The present invention involves an improved process for the
alleviation of amdety by treatment with an amdolytically effective amount
of 6-hydroxy-8-[4-14-(2-pyrimidinyl)-piperazinyf}-butyl}-8-azaspiro{4.5]-7,8-
dicne. This compound was first disclosed by Jajoo, et al., Drug Metab,
and Disposlition, 17/8, pp. 634-840, 1989, as being one of several
metabolites of the clinically useful amdolylic drug, buspirons.
Confirmation of structure for this metabollte was achieved by comparison
with an authentic sample of the compound prepared synthetically. This
metabolite compound has been designated BMY 28674, and Is also
known as BMY 26874,

The parent drug, buspirone, has the following chemical structure.
OO
o buspirone ]

Buspironse, chemically: 8{444-(2-pyrimidinyl)1-piperazinylbutyl-8-
azaspiro(4,5)-decane-7,9-dione, Is a pharmaceutically active compound
which has besn found to be aeffective for the treatment of anxdety
disorders and depression. It Is accepted that buspirone exerts its effects
through the serotonin 1A (5-HT1A) receptor. Howevaer, buspirone shows
a very high first pass metabolism and, in general, only about 4% of a
therapeutic dosa of buspirone reaches the systemic circulation in non-
metabolized form after ofal ddministiation (Mayol, et al., Cliii. Pharmacdl. = ~ -7
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Ther., 37, p. 210, 1885). Large differences in buspirone absorption
between Individuala have also been observed. This has been
demonstrated by variations of the maxdmum plasma concentration of drug
in individuals by up to 10-fold differences (Gammans, et al, American J.
Med., 80, Suppl 3B, pp. 41-51, 1968).

Synthesis of buspirone and reiated analogs and disclosure of thelr
psychotropic properties are described by Wu, et al., in US. 3,717,834,
The use of buspirone hydrochloride as a novel antiamxdety agent for the
treatment of neurctic patients is described by Casten, et al., in
U.S. 4,182,763.

BMY 28674 was previously tested for antianxiety propestios using
laboratory methods specifically developed for the measurament of
antianxiety propertias in azapirone compounds such as buspirone,
gepirone and structural analogs. No significant antiamdety aclivity was
ever detected for BMY 28874 in this testing. No significant biological
activity of any type has ever been disclosed for this compound. Indeed,
with the exception of 1-pyrimidinylpiperazine (1-PP), no significant
antiandety activity has been diaciosed for any of the known buspirone
metabolites. Ses; Gammans, et al., JAMA, (March, 1886), Vol.. 80,
Supp. 3B, pp. 43-44. As a consequence, oral dosing of buspirone for
treating anxiety has been bellaved to be optimized when done In a
manner to maximize the concentration of unchanged drug at the expanse
of metabolites.

In U.S. 5,431,622 an extended-release formulation of buspirona
was described as providing an improvement in oral administretion of the
drug on the basis that biood levels of unchanged buspirone were
increased while metabolite levels were reduced as measured by the ratio
of plasma levels of buspirone to the 1-PP metabolite. However,no
efficacy data were ever disclosed for these formulations nor were they
commercialized.

U.S. 5,633,009 disciosed and claimed a transdermal peatch for
delivering buapirone. The tranadermal delivery, as expected, rellably
gave higher buspirone blood levels (AUC) with much reduced metabolite
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levels, as measured by 1-PP. A typical patch was designed to deliver 60
mg of buspirone per 24 hour period. Surprisingly, clinical studies
conducted with this patch demonstrated an anxiolytic effect thet was not
distinguishable from placebo.

Most recently an improved method for oral admimistration of
buspirone was claimed In U.S. 6,008,222 wherein the bicavaliability of
unchanged buspirone is increased and meiabollte fosmation is decroased.
The discloaed method involved co-administration of buspirone with the
drug nefazodone, an inhibltor of cytochrome P4503A4 (CYP3A4). Based
on assessment of preliminary clinical data, no further development of this
drug cambination phamacautical formulation has been planned.

In summary, while BMY 28674 has been found to be one of
several human metabolites resulting from oral administration of the
andolytic drug, buspirone, no useful biological activity has previously
been associated with the compound Hself prior to the present invention.
In particular, no anxiolytic activity was detected in previous testing.
Dosing recommendations for buspirone have bsen made in accordance
with the expectation that inhibition of buspirone’s msetabolism would
generate a more robust antlanxiety response. The clinical observation
that a certain percentage of anxious patients do not get rellef from
administration of buspirone has been ascribed to insufficient levels of
parent drug being achleved In thess non-respondera. A second ciinical
observation regarding a seven to ten day lag period prior to observation
of an amdolytic effect has been attributed to a requirement for a change In
receptor site dynamics as a result of chronic buspirons administration,
The unexpectad discovery of the anxiolytic effects of BMY 28874
suggeats other explanationa for these observations.

Brief Description of the Drawings

Figure 1. Effact of BMY 28674 on [solation-induced ultrasonic
vocalization and locomotosactivity In the rat pup.

Figure 2. Effact of buspironse on isolation-induced ultrasonic

* vocalization-and locomotor activity-In the rat pup.

9f7/
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Figure 3. Human biood lavel concentrations of buspione following
oral dosing of buapirone in human subjects.

Figure 4. Human blood level concentrations of 1-PP following oral
dosing of buspirone in human subjects.

Figure §. Human blood level concentrations of BMY 28874
following oral dosing of busplrone in human subjects.

Figure 6. /n Viiro metabofism study: Human Liver Microsomal
(HLM) metabolism of buspirone to produce BMY 28674.

Summary and Detalled on of the Invention

We have discovered that 8-hydroxy-8-j4-{4-(2-pyrimidinyl)-
piperazinyll-butyl]-8-azaspiro{4.5}-7,.6-dione (1) Is useful as an agent to
treat anxiety and is referred to herein as BMY 28674. The compound has
the following structural formula:

o0

|
and la belleved to be the active metabolite of buspirone.

As a result of previous in-hotise testing of the clinically useful
amxolytic agent buspirone, and several of its putative and actual
metabolites, the prevaliing view has been that the anxiolytic action was
mainly provided by buspirone leelf with Bttle, if any, contribution being
made by buspirone metabolites. For exampls, systemic administration
(1.V. and Intragastric) of certain putative metabolites to rats resulted In
fittie to no inhibition of dorsal raphe neuronal firing. In contrast, buspirone
itseif potently inhiblis the fiing of dorsal raphe neurons. See:
VanderMaelen, et al., Euwr., J. Phamacol., 128, pp. 123-30, 1888. While
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one metabolite, the structural fragment 1-(2-pyrimidinyf)piperazine, also

known as 1-PP,
OO
H_

1-PP

did show weak inhibition of doraal raphe firing as well as eliciting some
antianxiety activity In certain other preciinical tests (see: U.S. 4,408,223),
it also displayed anxiogenic properties in other behavioral testing
paradigms. See: Cervo, et al., Life Sciancas, 43, pp. 2095-2102, 1888;
Martin, Psychopharmacology, 104, pp. 275-278, 1881. it is probable that
the blological effect of 1-PP is mediated through an alpha 2 adrenargic
mechaniam as 1-PP does not demonstrate binding at the 5-HT1A
receptor. Presently, the ciinical effect of 1-PP Is unclear.

With genera)l acceptance that the aclive ardolytic agent is
buspirone itself, doeing instructions are curmently provided in accordance
with maximizing blood levels of unchanged buspirone in amdous patients.
in patients where metabollam of buspirone is inhiblted, either because of
the patient's hepatic enzymatic activity levels or bacause of ingestion of
substances that have Inhibitory effects on hepatic metabolism, particulardy
CYP3AA4; patients are being advised to reduce the amount of buspirone
being taken. it is interesting that no specific correlation of adverse effecis
with higher buspirone blood lavels has been established. With discovery
of the instant active metaboiite, the direction of such dosing instructions
shouid be changed to conditions favoring enzymeatic production of BMY
28674. In effect, the dose of buspirone should be Increased, not
decreased, in patients characterized by inhibited buspirone metaboliem.

Ancther widely accepted hypothesis deals with buspirone not
providing rellef from anxiety in a certain percentage of patients. This lack
of effect has been ascribed to insufficdlent blood levels of unchanged
buspirone baing achievedJn non-responders even though busplrone
biood levels are very low in all patients. Scientific confirmation of this
explanation for treatment fallure is lacking. An altemats explanation
emerges in light of the discovery of the active metabolite BMY 28874 and
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Its anxiolytic effect. A more likely explanation for treatment failure in
certain patients concems the relationship of anxiolytic efficacy to blood
levels of BMY 28674. Non-responders are seen as those patients whose
metabolic conversion of buspirone to BMY 28674 Is insufficient to achieve
efficacious levels of BMY 28874. Relating to this explanation is the
observation of the wide variability of buspirone blood isvels seen both
within the same patient and between patients following oral )
administration. This variabllity can be a result of known variations that
oceur in activity levels of human hepatic metabolism during the course of
dally living. However, since blood lavels of buspirone itself are very low,
the differences in buspirone blood jevels are generally smali in
comparison to the differences in blood levels seen for the more abundant
metabolites.

Similarly, the time lag obearved for onset of arodolytic action
following initiation of buspirone treatment can involve the time required for
metaboliite accumnulation as well as re-regulation of receptor site
dynamics. In general, the dependence of amdolytic action on appearance
of the metabolite BMY 28674 comelates well with clinical observations
made with respect to orat administration of buspirone to anxious patients.

On the basis of the accepted rationals that intact buspirone
provided the useful antianxiety activity seen ciinically, a transdermal patch
dellvery system for buspirone was developed (see: U.S. 5,633,008). A
buspirone transdermal patch was predicted to be a superior treatment for
andsty since tranadermal drug delivery resulted in minimized metaboliem
of busplrone, thereby giving significantly larger amounts of parent drug
with much reduced levels of metabolites. Surprisingly, [iitle to no
anxiolytic activity was seen clinically with use of the buspirone
transdermal patch. This unexpectad result hes led to reavaluation of
buspirone metabolltas and the discovery of BMY 28874's potant
antlanxiety action.

The following metabolic scheme (Scheme 1) for buspirone is taken
from Jajoo, et al., Xencbiotica, 1880, Vol. 20, No. 8, pp. 778-788, "In vitro
metaboliem of the antiarodety drug buspirone as a predictor of ite
metabolism in vivo.” :
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" Scheme 1

Scheme for metabolism of buspirone by rat liver
microsomes and hepatocytes
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The new work began by evaluation of relevant receptor binding of
buspirone metabolites. Accordingly, the in vitro activily of buspirone (Bu;
MJ 8022) and its metaboiites 1-PP (BMY 13853), 3'-OH-buepirone
(BMY 14295), 5-OH-buspirone (BMY 14131), and 6-OH-buspirone
10 (BMY 28674); were evaluated for activity at the human 5-HT1A receptor.
Results of thesa experiments are found in Table 1.
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Table 1

Compound ICuINM) | STDEV | K,value | N
8-OH-DPAT (reference) 25 0.9 1 8
Buspirone (MJ 9022) 30 18 15 8
8-OH-buspirone (BMY 28674) 114 85 57 7
5-OF-buspirone (BMY 14131) 176 | 464 | 7
3-OH-buspirone (BMY 14295) 852 402 328 | 7
1-PP (BMY 13653) >1000 - - 3

As can be seen, Table 1 summarizes the new /n vitro action of MJ
9022 (buspirons) and Its metabolites BMY 13853 (1-PP), BMY 14131 (5-
OH-buspirone), BMY 14285 (3-OH-buspirone), and BMY 28874 (6-OH-
buspirone) at the human serotonin 1A (5-HT1A) receptor. Buspirone
demonstrates a high affinity for the human 5-HT1A receptor (K=15 nM).
BMY 28874 has a binding affinity that approaches that of buspirone
(K=57 nM). The other metabolites tested have relatively weak affinity for
human 5-HT1A receptor compared to buspirone.

BMY 286874 appears to be the active metabolite of buspirone. Not
only Is it the second most abundant metabollte obtained In the
metabolism studies from human urine (5-hydroxy-1PP being moat

7\
5-hydroxy-1-PP

abundant); but more importantly, human blood levels of BMY 28874 are
about 40 times greater than those of busplirone and several-foid greater
than those of 1-PP. Also of significance Is the fact that the skeletal
structure of buspirons remains intact in BMY 26874. In addition, binding
data at the 5-HT1A receptor indicates that BMY 28674 has a binding
afﬁnilydoaertoﬂutoquspimnelnconnstboﬂwmmllhswhioh
demonstrate only weaker interaction at the 5-HT1A site. The 5-HT1A
receptor is currently accepted as the serotonergic receptor intimately
involved In regulation of anxiety. The present résearch focus has bedn
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an buspirone metabolites that maintain the buspirone skeletal structure

and that have no more than one hydrophilic hydraxy group Incorporated
into the molacule. The presence of more than one hydrophilic hydroxy
group la likely to reduce the distiibution and transport of those poly-
hydroxylated metabolic products into the CNS regions of the body thereby
making requisite receptor interactions untlikely to occur in target regions.

Earlier in-house functional testing of BMY 28874 utiized an in vivo
test method basad on modification of the Vogel Conflict test, a simple
rellable confiict procedure for testing antlanxiety agents (see: Vogel, et
al., Psychophammacologla, (Berl) 21, pp. 1-7, 1871). However, BMY
28874 did not eficit an antiamdetly response in the Vogel test. No useful
antianxiety activity has been ascribed to BMY 28674 previously.

Ultrasonic vocaltzations emiited by rat pups following Isolation from
their mother and fittermades and subjected to a variety of environmental
stimull (e.g.. cold temperature) has proven to bs a seneitive method for
assessing potential andolytic and anxiogenic compounds (Winelow and
Insel, 1991, Psychopharmmacology, 105:613-520). Psychoactive
compounds purported to be anxiolytic suppress the frequency of
ultrasanic calls whereas, calls are increasad by drugs with amdogenic
properties. More importantly, the isolation-inducad ultrasonic vocalization
paradigm appears to be most sensitive for detacting amdolytic propesties
across a broad spectrum of drug classes such as benzodlazepines, 5-HT
reuptake Inhibltors, 5-HT1A agonists as well as NMDA antagonists. In
the present investigation, the 8-hydraxylated metabolite of buspirone,
BMY 28874, which has affinity for the human 5-HT1A receptor (K=57 nM)
was assessed for potential arndolytic activity using 9-11 day old rat pups
that had been separated from their mother and littermates and piaced on
a cold (18-20 °C) plate to elicit distress-Induced ultrasonic vocelizations.
See Figure 1. Figure 2 shows the results obtained for buspirone in this
test method.

Administration of BMY 28874 (0.03-1 mg/kg, &c; Figure 1) 30 min
prior to test produced a dose-dependent suppression of rat pup ultrasonic
vocalization on the cold plate [F(4,45)=19.27, p=0.0001]. The dose of
BMY 28674 predicted to reduce the number of calls by 50% (ID,,) was
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0.13 mg/ky. Locomotor activity was also significantly impaired following
BMY 28874 [F(4,45)=5.85, p=0.007]. However, the ID,, dose (0.41
mg/kg) of BMY 28674 estimated to reduce locomotor activity was
approximately 3-fold greater than the 1D, dose (0.13 mg/kg) obeerved for
suppressing ultrasonic calls suggesting that Fke buspirone, the anxiolytic
properties of BMY 28674 occurs at lower doses.

Administration of buspirone (0.03-1 mg/kg, sc; Figure 2) 30 min
prior to teet produced a dose-depandent suppression of rat pup ultrasonic
vocalization on the cold plats [F(4,42)=15.44, p=0.0001). The dose of
buspirone predicted to reduca the number of calls by 50% (1D,,) was
0.10 mg/kg. Locomotor activity was also impaired [F(4,42)=4.343,
p=0.005] at approximately 5-foid greater doses than those suppressing
ulirasonic calls.

The present reauiis damonstrate that, ke buspirone, the
metabolite BMY 28674 elicits amdolytic-like activity in the rat pup
isolation-induced ultrasonic vocalization model of amdety. The anxiolytic
activity assaciated with BMY 28674 (and buspirone) occurred at much
lower doses than those required to suppress motor activity. in summary,
the foregoing in vitro and in vivo tests demonstrate positive antiarodety
test resuits for both buspirone and BMY 28674; however, buspirone blood
level concentrations are minute following orai administration to human
subjects. Prior fo the present work, no information regarding clinical
blood level concentrations of BMY 28674 exdsted.

Human pharmacokinetic studies have besn undartaken and have
yielded surprising results further supporting the role of BMY 28674 as the
active amdolytic metabolite.

Human subjects (r=13) ware administerad buspirone orally for 26
days with total dally doses ranging from 10 mg to 80 mg. The dosing
schedule was divided into five 5-day dose intesvals with BID dosing being
increasad In each intervell. Pharmacokinetic measurements were made
on day 5 of each interval and these data were usad to assess the
pharmacokinetics of buspirone, .1-PP, and BMY. 28674. Tha human _
dosing schedule s shown below. -— -- -

10



wnithe ol B

*Taa B8Ss6D

o Sos

10

16

20

. 28

TN oA

&
¢ CT 2534B/S (MB33B/S)

A eBO

Dmlnql Buspirone PK Measurement
interval | BID Dose (mg) (Study Day)

1 5 5

2 7.5 10

3 16 15

4 20 20

5 30 25

These multiple doses of oral buspirone at the five dose levels wera
found to be safe and genenally well tolerated in the healthy adults
participating in the 25-day study.

Figures 3, 4 and 5 show mean blood level concentrations of
buspirone, 1-PP, and BMY 28674, respectively, over a 12-hour dosing
period on the last day of each dosing interval. Buspirone levels (Figure 3)
are in general vasy low (about 1-2 ng/mL at the higher doses) and drop to
lees than 1 ng/mL levels two hours post-dose. In confrast, 1-PP levels
{Figure 4) and BMY 28674 levels (Figure 5) are much higher and are
sustained compared to buspirons. BMY 28874 has several-fold higher
concentrations than 1-PP and about 30 to 40-fold higher concentrations

than buspirone.

Thus far, studies indicate that afier ora] administration of
buspirone, & ia blood levels of the metabolite, BMY 28674, that are
meaningful compared to the negligible blood levels of buspirone that are
seen. Although buspirone Itself has been demonstrated to have amdolytic
properties In test models such as the rat pup USV model described
herein, the low blood level concentrations seen in humans lsads to the
conclusion that it is the abundant metabolite BMY 28674 that mediates
the antianxiety sffect seen clinically. Prior to this present evaluation of
buspirone matabolites, the relative abundance of BMY 28674 in humans
following oral administration of buspirone was not imown,

While it Is evident that BMY 28674 can itself be administered to
achleve .an anxiolytic effect, oral administration of its precursor, _
buspirone, done-under appropriate conditions can also offer an improved ... ..........
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method of introducing BMY 28674 Into the system of an anxious patient.
To gain better definition of these conditions, in vifro metabolism
experiments were performed to study the Human Liver Microsomal (HLM)
metabolism of buspirone. Multiple donor preparations of HLM were
chosen based upon their CYP3A4 enzyme activiies. HLM preparations
were purchased from Gentest Corporation (Wobum, MA: Catalog #'s,
H023, H056, H070, HO83 and H112), who characterized the HLM
preparations utifizing standard procedures. In addition to measuring the
loss of parent compound In the incubations, the metabolite, BMY 28874,
levels were also measured.

The first set of experiments measurad the comelation seen in
Figure 6 between the specific activity of CYP3A4 in HLM prepearations .
and the metabollsm of buspirone and the production of the metabolite. A
single concentration of “C-buspirone (10 pM) waa incubated with five
HLM preparations from five donor livers. incubations were performed for
15 minutes with 0.5 mg/ml microsomal protein and utilized an NADPH
generating system. “C-buspirone and BMY 28874 Jevels in the Incubation
samples wera determined by reverse-phase HPLC, utilizing online
radioactivity detection and comparison to authentic standards.
Quantitative recovery of “C was obtained. The ratio of BMY 28674 to
buspirone concentration versus CYP3A4 specific activity as measured in
HLM preparations from five donor livers is shown in Figure 8 (mean of two
separate determinations). These results show that the ratio of BMY
28874 to buspirone increases as the CYP3A4 specific activily increases
in HLM. The change In ratio as CYP3A4 activity increases is noted by
both an Increase in BMY 28874 levels, and a decreass in buspirone
concentrations (results not shown).

A second set of incubations was parformed to determine the
potential of a CYP3A4 Inhibltor to alter the ratio of BMY 28874 to
buspirone in HLM incubations. A single concentration of *C-buspirone
(10 uM) was incubated with pooled HLM (pocied by combining equal
volumes from the five dotlor livers described above). Ketoconazole, a
well-characterized CYP3A4 inhibitor, was added to the incubations at
various concentrations. All other incubation conditions, as well as the
analysis of the samples, was as described above. In the absence of

12
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ketoconazola, following the 15-minuts incubation of buspirone with the
pooled HLM, the ratio of BMY 28674 to buspirone was 0.42 {(Table 2). No
effect on buspirone metabollsm was noted at keloconazole
concentrations up fo 0.125 uM. At 0.25 uM ketoconazole, the ratio of 6'-
hydroxy-buspirone to buspirone decreased to 0.32. At the higher
ketoconazole concentrations of 1.25 uM and 2.5 M, the ratio of BMY
28874 to buspirone decreased further to 0.08 and 0.01, respectively.
These results show that when ketoconazole Is co-incubated with
buspirone In pooled HLM, the ratio of BMY 28874 to buspirone decreases
as the concentration of the CYP3A4 Inhibltor ketoconazole increases.
The change In ratio as ketoconazole concentration increases ls noted by
both a decrease in BMY 28674 levels and an increase in unchanged
buspirone concantrations.

Table 2
Inhibition of the Metabolism of Buspirone by Katoconazole

flstoconazoie] | fouspirone] | BMY 20674) | TPy 2557 |
{uM) (Relative CPM) (Ratio)

0 20054 8400 042
0.025 18845 To04 042
0.125 19648 8201 042
0.25 21057 7052 032
125 26117 2411 0.08

25 43712 518 0.01

In ssnmary, these in vitho experiments show the dependence of
both the metabofiam of buspirone and the appearance of the metabolite
BMY 28874 on the CYP3A4 activily in human fiver.

It Is an objective of this invention fo provide an improved method of
eliciting an andolytic response in anxious patients. This objective is met
by providing anxiolytic-effective blood levels of BMY 28874 In amdous
patients. The moet apparent means 10 achieve this would ba by systemic
administration of BMY 28874 itself to the patient. Therefore, one aspect

25 of the presentinvention concems the process for ameliorating an andety S
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state in a mammal in need of such treatment by systemic administration
of an effective anttanxdety dose of BMY 28674,

An effective dose should, in general, pravide minimum blood level
concentrations (CMIN) of BMY 28674 that are at least 1 to 2 ng/mL.
Generally the point of measurement for CMIN levals is 12 hours post-
dose; |.e., just before the naxt BID dose. BMY 28674 can be
administered by a variety of routes Inciuding, but not limited to, oral;
sublingual; buccal; fransnasal; or parenteral, e.g. intramuscular,
intravenous, subcutaneous, etc.

Therapeutically, BMY 286874 can be given by one of these routes
as a formuiation comprised of an effective amdolytic amount of BMY
28874, or one of its pharmaceufically acceptable acid addition salts or a
hydrate, in a pharmaceutically acceptable carder. Pharmaceutical
compositions which provide from about 5 to 50 mg of the active ingredient
per unit dose are prefemmed and can be conventionally prepared as
aqueous solutions and aqueous or ofly suspensions. BMY 28874 can
also be given orally when compounded in an oral dosing formulation such
as a tablet, lozenge, capsule, syrup, elbdr, aqueous solution or
suspension.

The pharmaceutically acceptable acid addliion salts of BMY 28674
are also considered useful as anxiolytic agents. By definition, thess are
those salts In which the anlon does not contribute significantly to toicity
or pharmacological activity of the base form of BMY 28874,

Acld addition salts are obtained either by reaction of BMY 28874
with an organic or inorganic acid, preferably by contact In solution, or by
any of the standard methods detalled in the {terature and avallable to any
practitionsr skilled in the art. Exampiles of useful organic acids ars
carboxylic ackis such as malsic acid, acetic acid, tartaric acid, proplonic
acld, fumaric acid, isethionic ackd, succinic acid, pamoic acid, and the Ika;
useful Inorganic acids are*hydrohalide acids such as HCI, HBr, Hi; sulfuric
acid; phosphoric acid; and the ike.

14
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Preferred oral compositions are in the form of tablets or capsules
and in addition to BMY 28874 may contain conventional excipients such
as binding agenta (e.g., syrup, acacia, gelatin, sorbltol, tragecanth, or
polyvinyl pyrrolikione), fillers {e.g., lactose, sugar, maize-starch, calclum
phoaphate, sorbitol or glycine), lubsicants (e.g., magnesium stearats, talc,
polyethyleneglycol or sllica), disintegrants (e.g., starch), and wetting
agents (e.g., sodium lauryl suifate). Solutions or suspansions of BMY
28674 with conventional phanmaceutical vehiclea are employad for
parentanal compositions such as an aqueous gsolution for intravenous
Injection or an olly suspension for intramusculer injection. Such
composlitions having the desired clarity, stabliity and adaptability for
parenteral uss are obtained by dissolving from 0.1% to 10% by weight of
the active Ingredient (BMY 26674 or a pharmaceutically acceptable acid
addition salt or hydrate thereof) in water or a vehicle conslsting of @
polyhydric aliphatic alcohol such as glycerine, propylene glycol, and
polyethylene glycola or mbxtures thereof. The polyethylene glycols conslst
of a midure of non-volatile, normally iquid, polyethylene glycols which are
soluble in both water and organic liquids and which have molecular
weights from about 200 to 1500.

BMY 20874 may be synthesized by methods readily avaliable in
the chemical literatura and known to one skilled in synthetic organic

chemistry. One method of preparation utiiizes buspirone as a starting
material and the process is shown in Scheme 2.

15
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Scheme 2

Preparation of BMY 28674
OQ':'WO*@
utperca (busa)

v od], T2 g
o~ 0D = OO0

o=toa—)wn

. This method of preparation is provided as a helpful example and
fllustrates a convenient synthesis of BMY 28674.

it should also be appreciated that BMY 28874 can be obtained by
enzymatic (human or rat liver microsomes) conversion of buspirone in
vitro. (See: Jejoo, st al., Xenobiotica, 1680, Vol. 20, No. 8, pp. 778-788.)

Systamic administration may also be realtzed by a second method
of achleving effective amdolytic biood levels of BMY 28874 which s to
orally administer a precursor form of BMY 28674. Such prodrug forms
would be administered in dosage amounts that would produce effective
andolytic effects without causing hammful or untoward side-effects. That
is, systamic administration of BMY 28674 may be accomplished by oral
administration of a precursor or prodrug form of BMY 28674, e.g.
buspirons, to mammals.

However, this method of systemic introduction of BMY 28674
improves upon and differs from the known standard method of oral
administration of buspirone. The prodrug buspirone Is utliized in an
improved method of effecting anxiolysls In the present invention. Thus,

16
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another aspect of this invention ls directad to ameliorating andety in a
mammal by an improved method of oral administration of buspirone. The
improvement involves the oral administration of buspirone in such a
manner that the metabolic production of BMY 28674 Is favored, thereby
providing anxiolytic-effective amounts of BMY 28874 in the patient. This
is in contradiction to currently accepted methods of administration that are
directed to maxdmizing blood levels of unchanged buspirone. As an
axample, dosing guidancs in the past has taught that if buspirone s
administerad under conditions favoring inhibition of Its metabolism, ie.
where higher leveals of unchanged buspirone and lower levels of
metabolite will result, the dose of buspirone should be reduced. The
Improved method s directly counter to the past method of orally
administering buspirone. Instead of reducing the dose of buspirone when
its metabolism Is inhibited, the dose of buspirone should be increased in
order to achieve appropriate lavels of BMY 28674. There has besh no
specific comelation of serious adverse effects to increased amounts of

buspirone baing ingested.

In summary, the second aspect of the current invention concems
an improved process of ameliorating an undesirable amdely state in a
mammal by oral administration of buspirone, or a phamnaceutically
acceptable acid addition salt thereof, in a manner favoring metabolic
production of BMY 28674 In the mammal. in general, the amount of
buspirone to be given is a doae that results in a minimum blood
concentration (CMIN) of 1 to 2 ng/mL of BMY 28674. CMIN
determinations in patients are usually made 12 hours after a drug dose
ar just prior to the next dose.

An example of one factor affecting metabolic production of BMY
28674 Is the effect of food on oral dosing of busplrone. According to the
package insert for BUSPAR® (buspirone HCI oral tablets), the implicit
suggestion is made that buspirone be taken with food to increase the
plasma concentration of unchanged buapirone.

A second example of a dosing modification taught in the BUSPAR®

package insert-is the.-recommendation.of lowering. the buspirone dosage
when given in combination with an inhibitor of CYP3A4. - .

17
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For purpases of the improved method of ameliorating an
undesirable ardety state by oral administration of buspirone, the
foregoing examples teach away from the improved method of the current
invention. Instead of dosing buspirone at mesltimes, the dosing should

5 occur about two hours or more before or after a meal. Similary, in the
case of decreased functioning of cytochrome P450 3A4 (CYP3Ad), the
dose of buspirone should be increased and not decreased, as taught by
the BUSPAR® package insert.

Other dosing modifications envisioned for the improved anxiolytic
10 method involving systemic introduction of BMY 28674 by oral

administration of buspirone comprise the following.

¢ Administer oral buspirone in coincidence with diumal periods of
maximal CYP3A4 activity in the mammal

* Discontinue concomitant medications or foodstuffe that inhibit

" 15 CYP3AA4 activity.

* Increase the dose of buspirone to adjust for decreased
CYP3A4 activity when discontinuance of concomitant
medication that inhibits the cytochrome activity is medically
impractical,

20 in sum, oral administration of buspirone to an anxious patient is
maodified In manner and degree, in accordance with good medical
practice, so that the metabolic production of BMY 28874 is favored. In
keeping with good clinlcal practice, It is preferable to administer BMY
28874, or a precursor form, at concentration levels that will produce

25 effective amdolytic effects without causing harmfut or untoward side-
effects.

Description of Specific Embodiments

The compound whose use constitutes this invention and its method
of preparation will appear more fully in ight of tha following examples

18 .
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which are given for the purpose of llustration only and are not to be
construed as limiting the invention in sphere or scope.

Example 1: Preparation of BMY 28674 (I}

A Di-4-nitrobanzyl peroxydicarbonate (1il)

Di-4-nitrobenzy! peraxydicarbonate was prepared using a
modification of ths fiterature proceduret. Thus, to an lce-cold solution of
4-nitrobenzyi chloroformate (10.11 g, 4.7 mmol) In acetone (20 mL) was
added dropwise over 30 min an ice-cold mixture of 30% H,0, (2.7 mL,
24 mmol) and 2.35 N NaOH (20 mL, 47 mmol). The mixture was
vigorously stired for 15 min and then it was fittered and the filter-cake
was washed with water and then with hexcane. The resulting damp aolid
was taken up in dichioromethane, the solution was dried (Na,50,) and
then it was diluted with an equal volume of heaxane. Concentration of this
solution at 20 "C on a rotary evapomator gave a crystalline pracipitate
which was fillered, washed with hexane and dried in vacuo to give
compound lil (8.82 g, 74%) as pale yallow microcrystals, mp 104 °C
(dec).

Di-4-nitrobenzyl peraxydicarbonate was found to be a relatively
stable material which decomposead as its meiting polint with slow gas
evolution. In comparison, dibenxyl peraxydicarbonate? decomposed with
a sudden vigorous expulsion of material from the melting point capiliary.

8.  8-{4-Nirobenzyl peroxydicarbonatyl)-8{4-{4-(2-pyrimidiny()-
plperaziny}-butyl} 8-ezaspirof4.5}-7,8-dione ()

To a solution of 8-{4-{4-(2-pyrimidiny!)-piperazinyl]-8-azaspiroj4.5}-
7,9-dlone (busplrone: 10 g, 26 mmole) in dry THF (250 mL) was added
LiN (Me,81), (28.5 mL of a 1 M THF solution) at —78 °C and stimed for3 h
and then a solution of di-4-nitrobenxyl peroxydicarbonate (11.2 g) In dry
THF (150 mL) was added,dropwiee over 1 h. Stirring was continued at
-78°Cfor1 h.

\ F. Strain, et al; J. Am. Chem. Soc., 1850, 72, 1254
2 Cf MLP. Gore, J.C. Vederas, J. Org. Chem., 1688, 51, 3700
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The cooling bath was removed and the reaction solution was
poured into a mixture of H,0 and EtOAc. The organic phase was
separated and washed with H,O and then biine. The organic base was
dried and then evaporated fo a viscous oil. Flash chromatography of this
oll, eluting the sillca column with MeCN-EtOAc (1:2) gave crude product
which was washed with acetone, to remove unreacted buspirone, leaving
8.23 g of a white solid (46%) product (i1).

C.

7,9-dione (I; BMY 20674)

A mixture of 1l (4.0 g; 6.9 mmole) and 10% Pd/C (about 1 g) In
MeOH (100 mL) was hydrogenated in a Paur sheker at 40-45 psi for 1 h.
The hydrogenation mbdure was filtered through a Cellte pad which was
then washed with EtOAc. The filtrate was evaporated to a gum which
was purified by flash chromatography through a sifica gel column eluting
with EtOAc to give 0.41 g of an off-whits solid ().

Anal. Calcd. for CyHyNO;: C, 62.82; H, 7.78; N, 17.44.

Found: C, 62.84; H, 7.81; N, 12.33,

Examplo2: 5-HT1A Receptor Binding Assay

Membranes are prepared for binding using the humean 5-HT1A
receptor expressed in HEK203 cells. Cells are collected and ruptured
using a dounce homogenizer. The cells are spun at 18000xg for 10
minutes and the peilet is resuspended in sssay buffer, frozen in fquid
nitrogen and kept at =80 °C until the day of the aasay.

A total of 30 ug protain is used per well, The essay Is carried outin
86-deep-well plates. The assay buffer is 50 mM HEPES containing
2.5 mM MgCl, and 2 mM EGTA. The membrane preparation Is incubated
at 25 *C for 60 minutes with 0.1 nM to 1000 nM test compound and 1 nM
3H-8-OH-DPAT. 10 mM serotonin serves as blocking agent to detarmine
non-specific binding. The reaction is terminated by the addition of 1 mi of
ice cold 50 mM HEPES buffer and rapld filtration through a Brandel Cell

20
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Harvester using Whatman GF/B fitters. The filter pads are counted in an
LKB Trilux liquid scintillation counter. ICg, valuss are detarmined using
non-iinear regression by Excel-fit.

Example 3: Rat Pup lsolation-induced Ultrasonic Vocalization Test

Harlan Sprague-Dawley rat pups (male and female) were housad
In polycarbonate cages with the dam untli 8-11 days old. Thirty minutes
before testing, pups wsre removed from the dam, placad into a8 new cage
with a small amount of home bedding and brought into the lab and placed
under a light to maintain body temperature at 37 °C. Pups were then
welghed, sexed, marked and retumed fo the fittar group until behavioral
assessment. Testing took place in a Plaxdglas recording chamber that
contained a metal plate maintained at (18-20 °C) with a 5x5 cm grid
drawn on the plate. A microphone was suspended 10 cm above the plate
o record ultrasonic vocalizations. Ultrasonic calls were recorded using
the Noldus UltraVox systam providing on-ine analysis of the frequancy
and duration of calls. The number of grid calls entered by the pup was
also collected by visual scoring. Pups that falled to emit at least 60 calls
during a 5-minute pretest session were excluded from pharmacological
assessment. iImmediately following the collaction of the baseline
measures, pups were injectaed with vehicle or drug subcutanecusly at the
nape of the neck and retumed to its ittermates. Thirty minutes later, pups
were retested on each of the dependent measures (vocalization and grid
cell crossings) to assess drug effects. . Unless otherwise specified, each
pup was uased only once. Baseline differancas and percent chenge from
baseline for the frequency of ultrasonic vocalizations and grii cell
crossings were analyzad using a one-way ANOVA. Bonfesronl/Dunn post
hoc comparisons were performed to assess the acute drug effocts with
vehicie control. Log-probit analysis was used to estimate the dose
{milligrams per kilogram) of each agonist predicted to inhibit solation-
induced ultrasonic vocalizations by 50% (D). All comparison were
made with an experimental type | eror rate (x) set at 0.05.

Doses for each drug were administerad in an imegular order across

several litters- BMY 28674 and busplrone.were dissolved In physiological
saline (0.9% NaCl; vehicle). All injections were administered

21
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subcutaneously in a volume of 10 mikg. Doses of the drugs refer to the
weight of the sait.

Example 4: In Vitro Metabolism Studies: Buspirone Converaion io
BMY 28674

5 ¢ 5 donor preparations of HLM were chossn basad upon their
CYP3A4 Cytochrome P450 enzyme aciivities.

¢ “C.buspirone (10 uM) was incubated with five HLM
preparations from five donor livers (16 minutes with 0.5 mg/mi
microsomal protein).

10 e “C.bhusplrone and BMY 28674 isvels In ths Incubation samples
weye detarmined by reverse-phase HPLC, utllizing on-liine
radioactivity detection and compariaon to authentic standards.

* A second set of incubations waa performed to determine the
potential of ketoconazole (a CYP3A4 inhiitor) to alter the ratio
15 of BMY 28674 to BUSPAR® in HLM incubations.

» “C-buspirone (10 uM) was incubated with pooled HLM
(16 minutes with 0.5 mg/mi microsomal protein).
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Claims

1. A process for amellorating an undesirable anxiety state in a
mammal comprising systemic administration to the memmal of an
effective but non-toxic amdolytic dose of 8-hydrooxy-8-[4-{4-(2-pyrimidinyl)-

piperdzinyi]-butyl]-8-azaspiroj4.5}-7,8-dlone or a pharmaceutically
acceptable acld addition sak or hydrate thereof.
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Abstract

6-Hydroxy-8-{4-{4-(2-pyrimidinnyl)-piperazinyl}-butyf}-8-azaspiro|4.5}-
7,8-dione and its pharmaceutically acceptablo saits and hydrates are
useful in the alleviation of arodety.
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As the below-named inventor 1 hereby declare that:

My residence post office address and atizenshup 18 a3 stated below next to my
name.

I believe that I am the ongnal, first and joint inventor of the subject matter which is
claimed and for wiach a patent 18 sought, on the invention entitled

IMPROVED ANXIETY METHOD
the speafication of whuch
X __ 1sattached hereto

was filed on as
Apphcation Senial No

1 hereby state that I have reviewed and understand the contents of the above-

identifled speafication, mcluding the claims, as amended by any amendment
referred to above.

And I hereby appont Aldo A. Algien, Reg No. 31,697 Samuel ] DuBoff, Reg. No.
25969 Shah R. Makupna, Reg. No 41,174, David M. Morse, Reg. No 25,742, and
Richard P Ryan, Reg. No. 30491 Post Office Box 5100 Wallmgford, CT 06492-7660-
all of Bnistol Myers Squibb Company my agents and/or attorneys to prosecute this
apphcation and to transact all business in the Patent and Trademark Office
connected therewnth. Please address correspondence concernung this application to:
Dawid M. Morse, Bristol-Myers Squibb Company P.O Box 5100 Wallingford, CT
06492 7660.

I acknowledge the duty to disclose mformation which is matenal to the exammation
of this application in accordance with Title 37 Code of Federal Regulations, Sechion
1.56(a)

I hereby claun foresgn priority benefits under Title 35 Uruted States Code,
Section 119 of any foretgn application(s) for patent or mventor’s certificate hated
below and have also identified below any foreign applcation for patent or
inventor’s certificate having a filing date before that of the application on which

prionty is claimed.
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Pronty
Claxmed
None
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I hereby claim the benefit under Title 35, United States Code, Section 120, of a
United States application(s) listed below and, insofar as the subject matter of each of
the claims of this application is not disclosed in the prior United States application in
the manner provided by the first paragraph of Title 35, United States Code, Section
112, I acknowledge the duty to disclose material information as defined in Title 37,
Code of Federal Regulations, Section 1.56(a), which occurred between the filing date
of the prior application and the national or PCT international filing date of this
applicatiorc

09/368842  _8/5/1999 pending
(Application (Filing Date) (Status)

Serial No.) (patented, pending, abandoned)
09/484161 _ 1/18/2000 pending
(Application (Filing Date) (Status)

Serial No.) (patented, pending, abandoned)

I hereby declare that all statements made herein of my own knowledge are true and
that all statements made on information and belief are believed to be true; and

. further that these statements were made with the knowledge that willful false

statements and the like so made are punishable by fine or imprisonment, or both,
under Section 1001 of Title 18 of the United States Code and that such willful false

statements may jeopardize the validity of the application ar any patent issued
thereon.

Pull name of first inventor: _Robert F. Mavol
Inventor’s signature: &(wfz—n.,w_? Date: __6/2/sev0
Residence: Durham, CT

Post Office Address: ____56Green Lane
—Dutham CT 06422
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Figurel. Effect of BMY-28674 ou isolation-induced ultrasonic
vocalization and locomotor activity in the rat pup.
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Figure 2. Effect of buspiroas on lsolation-luduced nitrasonle
vocallzation and locomoter activity in the rat pup
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FIGURE §. in Vitro Metabollam Study- HLM
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divisidnal de la Solicitud No. 09/368,842, presentada en Agosto 5,
1999,

Solicitante (o medio de identificacién): ROBERTO F. MAYOL

Titulo: - METODO MEJORADO PARA ALIVIAR
LA ANSIEDAD

Ajuntas estéan:
1. X Especificacién (Incluyendo Reivindicaciones y Resumen)-25
paginas
2, [X] pDibujos - 6 hojas (informal)
3 Declaracién y Poder de Autoridad
a. [ Nuevamente realizada (original o copia)
b. [] Copia de una solicitud anterior (firmada o con la
indicacién de que la original fue firmada)
i. [J supresién de Inventores
Declaracién firmada unida que suprime los inventores
nombrados en la solicitud previa
4. [] Incorporacién para Referencia
La total descripcién de la solicitud previa, de la cual una
copia de la Declaracién y Poder de Autoridad se proporciona
bajo el Cuadro 3B, se considera como parte de la descripcién de
la solicitud aompafiante y es por lo tanto incorporada para
referencia en esta.
5. [J Programa de Computadora de Microficha (accesorio)
6. Sumisién de Secuencia de Amino Acido y/o Nicleotido
[] copia de Leible por Computadora
(] copia de Papel
[] Identidad de Verificacién de Declaracién de Copias anteriores

7. [ Enmienda Preliminar

8. [ papeles de Asignacién (Hoja de Cubierta & Documento(s))
9. [ Traduccién al Inglés de

10. [ Declaracién de Descripcién de la Informacién

11. [] Copia Cetificada de los Documentos de prioridad

12. [X] Retorno de la Tarjeta Postal recibida

13. [] Otros:

X se reserva por lo tanto, el derecho a eligir una invencién o especies que es
diferente de la que se elige en la presente solicitud en el evento de una
restriccién o eleccién de especies requiere que sea idéntica o substancialmente
similar a la hecha en dicha presente solicitud
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Presentacién del cdlculo de tasa: l dt

B Antes de calcular la tasa de presentacidn, por favor introducir la Enmienda
Preliminar anexada

[0 Antes de calcular la tasa de presentacién, por favor cancelar las
reivindicaciones

Presentacitn de Tasa Bdsica § 690
Tasa de Reivindicacién Dependiente Miltiple ($269) 8
Sobretasa de Lengua Extranjera ($130) $
Para Namero Nimeros Precio (]
Presentadas extras
Reivindicaciones |Reivindicaclones ! =20 0 X |§ 18 - |§
Extras Totales o
1 -3 0 X [§ 78 = |$ 690
TASA DE PRESENTACION TOTAL

E Por favor cargar el Depdsito a la Cuenta No. 02.3850 con el nombre de Bristol-
Myers Squibb Company con la cantlidad de $690. Una copia adicional de este papel
es anexada. El comisionado estéd por lo tanto autorizado a cargar cualquiera de
las tasas adicionales bajo el 37 CFR §1.16 y §1.17 el cual puede ser
requerido en conjunto con esta solicitud, o crédito de cualquier pago, a
la Cuenta de Depdsito No. 02.3850 con el nombre de Bristol-Myers Squibb
Company.

Por favor dirigir toda la correspondencia a:

Bristol-Myers Squibb Company
Departamento de Patentes
P.O. Box 5100

Wallingford, CT 06492-7660

Por favor dirigir todas las llamadas teléfonicas al abajo firmante al
nimero dado posteriormente y todos los telefaxes al (203) 677-6900.

Respetuosamente suyo,

Fecha: Junio 2, 2000 (rdbrica)
Richard P. Ryan, Ph.D., J.D.
Apoderado para Solicitante
Reg. No. 30,491
Tel. No. (203)677-6075
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1
METODO MEJORADO PARA ALIVIAR LA ANSIEDAD
REFERENCIA CRUZADA A 8 LICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud es una continuaclién en

parte de la solicitud con No. de serie 09/484,161

‘presentada el 18 de enero del 2000, que es una

solicitud divisional de la solicitud No.:  09/368,842
presentada al 5 de Agosto de 1999,
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencién involucra un proceso

mejorado para el alivio de la ansiedad mediante el
tratamiento con una cantidad ansioliticamente efectiva
de 6-hidroxi-8-[4-[4-(2~pirimidinil)-piperazinil]-
butil]—a-azaspiro[4.5];7,9-diona. Este combuesto fue

por vez primera descrito por Jajoo, et al.,Drug Metab.

and Disposition, 17/6 pp. 634-640, 1989, como uno de

varios metabolitos del farmaco ansiolitico,
clinicamente util, la buspirona. La confirmacién de la
estructura de este metabolito se consiguidé mediante la
comparaciétn con una muestra auténtica del compuesto
preparado sintéticamente. Este compuesto metabolito ha
sido designado BMY 28674, y también es conocido como
BMY 28674.

El farmaco original, 1la buspirona, tiene

la siguiente estructura quimica.

|65
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o buspirona

La buspirona, quimicamente: 8-[4-[4-(2-
plrimidinil)l-piperazinil)butil-8-azaspiro(4,5)-
decan-7,9-diona, es un compuesto
farmacéuticamente activo, el cual, segin se ha
encontrado, es efectivo para el tratamiento de
trastornos de ansiedad y de 1la depresiédn. Es
aceptado que la buspirona ejerce sus efectos a
través del receptor de la serotonina 1A(5-HT1lA).
Sin embargo, la buspirona muestra un metabolismo
de primer paso muy elevado, Y en general,
inicamente aproximadamente el 4% de una dosis
terapéutica de buspirona llega a la circulacién

sistémica, en forma no metabolizada, después de

la administracidén oral (Mayol, et al., Clin.

Pharmacol. Ther., 37, p. 210, 1985). También se

han observado grandes diferencias en la
absorcidén de la buspirona, entre individuos.
Esto ha sido demostrado por las variaciones de
la concentracidén plasmatica médxima del farmaco,

en individuos, por diferencias de hasta 10 veces

1
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(Gammans, et al., American J. Med., 80, Suppl.

3B, pp. 41-51, 1986).

La sintesis de la buspirona y andlogos
relacionados, Yy la descripcién de sus
propiedades psicotrépicas son descritas por Wu,
et al., en la patente norteamericana 3,717,634.
El uso del <c¢lorhidrato de buspirona, como un
agente novedoso contra la ansiedad, para el
tratamiento de pacientes neuréticos, es descrito
por Casten, et al., en la patente norteamericana
4,182,763.

Previamente’ se analizaron las
propiedades contra la ansiedad del BMY 28674,
usando métodos de laboratorio desarrollados
especificamente para la medicidén de las
propiedades contra la ansiedad, en compuestos de
azapirona, tales como la buspirona, gepirona vy
andlogos estructurales. En este andlisis nunca
se detectd actividad significativa alguna contra
la ansiedad, para el BMY 28674. Para este
compuesto nunca Se ha descrito actividad
biolégica alguna significativa de cualquier
tipo. En efecto, con 1la excepcién de la 1-
pirimidinilpiperazina (1-PP), no se ha .descrito

actividad significativa alguna contra la

A
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ansiedad, para alguno de los metabolitos de

buspirona conocideos. Ver: Gammans, et al., JAMA,

(Marzo de 1986), Vol.. 80, Supp. 3B, pp. 43-414.
Como una consecuencia, se ha creido que 1la
dosificacién oral de buspirona para el
tratamiento de la ansiedad, se optimiza cuando
se realiza en una manera tal que maximice 1la
concentracién del farmaco sin cambios, a
expensas de los metabolitos.

En la patente norteamericana 5,431,922
se describidé una formulacién de liberacién
prolongada, de buspirona para proporcionar una
mejora en la administracién oral del farmaco, en
base a que los niveles sanguineos de la
buspirona sin cambios se incrementaron, mientras
que los niveles del metabolito se redujeron,
cuando se midié 1la relacién de 1los niveles
plasméficos de buspirona respecto al metabolito
1-PP. Sin embargo nunca se describieron datos de
eficacia para estas formulaciones y tampoco se
comercializaron.

La patente norteamericana 5,633,009
describié y reivindicé un parche transdérmico
para suministrar buspirona. El suministro

transdérmico, como se esperd, dio confiablemente

HE
124
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mayores niveles sanguineos de buspirona (4rea
bajo la curva (abc)) con niveles del metabolito
mucho mas reducidos, al medirlos por el 1-PP. Se
disefioc un parche_tipico para suministrar .60 mg
de buspirona por un periodo de 24 horas. De
manera sorprendente, estudios clinicos
realizados con este parche demostraron un efecto
ansiolitico gue no pudo distinguirse del
placebo.

Mas recientemente, un método mejorado
para la administracién oral de buspirona fue
reivindicado en la patente norteamericana
6,008,222 en dende se incrementa la
biodisponibilidad de la buspirona sin cambios, vy
se reduce la formacién del metabolito. El método
descrito involucraba la administracién conjunta
de buspirona, con el fArmaco nefazocdona, un

inhibidor del citocromo P4503A4 (CYP3A4).. En

base a la evaluacidn de datos clinicos
preliminares, no se ha planeado un desarrollo
ulterior de &esta formulacién farmacéutica de
combinaciédn de fé&rmacos.

En resumen, aungque se ha descublerto que
el BMY 28674 es uno de varios metabolitos

humanos gque resultan de la administracién oral

s

\
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del farmaco ansiolitico, la buspirona, no se ha
asociado previamente actividad biolégica dtil,
con el compuesto mismo, antes de la presente

invencién. En particular, en andlisis previos no

‘“se . detecté actividad ansiolitica. Se han

realizado recomendaciones de dosificacién para
la buspirona, de acuerdo con 1la expéctativa de
que la inhibicién del metabolismo de la
buspirona generaria una respuesta en contra de
la ansiedad, mAs robusta. La observacidén clinica
de que cierto porcentaje de pacientes con
ansiedad no obtienen alivio con la
administracién de buspirona, ha sido atribuida a
los niveles insuficientes del farmaco original,
que se consiguen en estos no respondedores. Una
segunda observacién clinica respecto a un
periodo de demora de siete a diez dias, antes de
la observaciédn de un efecto ansiolitico, ha sido
atribuido a la necesidad de un cambio en 1la
dinédmica del sitio del receptor, como un
resultado de la administracién crénica de
buspirona. El descubrimiento inesperado de 1los
efectos ansioliticos del BMY 286714, sugiere

otras explicaciones para estas observaciones.

Vs
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Efecto del BMY 28674 en la
vocalizaciédn ultrasénica inducida por
aislamiento y en la actividad locomotora, en la
cria de rata.

Figura 2. Efecto de la buspirona” en 1la
vocalizacién ultrasédnica inducida por
aislamiento y en la actividad locomotora, en 1la
cria de rata.

Figura 3. Concentraciones de buspirona a
nivel sanguineo ’ humano, seguido de la
dosificacién oral de buspirona en sujetos
humanos.

Figura 4. Concentraciones de 1-PP a
nivel - sanguineo humano, seguido de la
dosificacién oral de buspirona en sujetos
humanos.

Figura 5. Concentraciones de BMY 28674 a
nivel sanguineo humano, seguido de la
dosificacién oral de buspirona en sujetos
humanos.

Figura 6. Estudio del metabolismo In
Vitro: Metabolismo Microsémico en Higado Humanc

(HLM) de la buspirona, para producir BMY 28674.

75
4
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BREVE DESCRIPCION Y DESCRIPCION DETALLADA DE LA

INVENCION

Se ha descubierto en la presente, gque la
6-hidroxi-B8-[4-[4-(2-pirimidinil)-piperazinil]-
butil]-8-azaspiro[4.5)-7,9-diona (I) es atil
como un agente para tratar la ansiedad y en la
presente se hace referencia al mismo como BMY
28674. El1 compuesto tlene la siguiente férmula

estructural:

:/\/\/ NCN—(D

oH O BMY 28674

y se cree qgque es el metabolito activo de la
buspirona.

Como un resultado del analisis previo
con instalaciones y recursos propios, del agente
ansiolitico clinicamente Gtil, 1la buspirona vy
varios de sus metabolitos reales y putativos, la

visidén prevaleciente ha side que 1la accién
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ansiolitica era proporcionada principalmente por
la buspirona misma con una pequeﬂg, si la hay,
contribucién hecha por 1los metabolitos de 1la
buspirona. Por ejemplo, la administracién
sistémica (intravenosa e intragastrica) de
ciertos metabolitos putativos, a ratas, dio por
resultado una poca o ninguna inhibicién del
disparo de impulsos neuronales en el rafé
dorsal. En contraste, la buspirona misma inhibe
potencialmente el disparo de impulsos en las
neuronas del rafé dorsal. Ver: VanderMaelen, et

al., Eur. J. Pharmacol., 129, pp. 123-130, 1986.

Aunque un metabolito, el fragmento estructural
l-(2-pirimidinil)piperazina, también conocido

como 1-PP,

H-N  N=<
\/
1-PP
exhibié una 1inhibicién débil del disparo de

impulsos en el rafé dorsal, a la vez que produjo

clerta actividad en contra de la ansiedad en

L4
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ciertos otros analisis preclinicos (Ver: Patente
Norteamericana 4,409,223), también exhibiéd

propiledades ansiogénicas en otros paradigmas de

andlisis de comportamiento. Ver: Cervo, et al.,

Life Sciences, 43, pp. 2095-2102, 1988; Martin,

Psychopharmacoloqy, 104, pp. 275-278, 1991. Es

probable que el efecto biolégico del 1-PP sea
mediado a través de un mecanismo alfa 2
adrenérgico ya que el 1-PP no demuestra
enlazamiento al receptor 5-HT1A. Actualmente, el
efecto clinico del 1-PP no esta claro.

Con 1la aceptacién general de que el
agente ansiolitico activo es la buspirona misma,
cominmente se proporcionan instrucciones de
dosificacién de acuerdo con la obtencién maxima
de niveles sangqguineos de buspirona sin cambios,
en pacientes con ansiedad. En pacientes en donde
se inhiﬁe el metabolismo de la buspirona, ya sea
debido a los niveles de actividad enzimatica,
hepatica, en el paciente, o debido a la
ingestién de substancias gque tengan efectos
inhibitorios en el metabolismo hepatico,
particularmente el CYP3A4; se recomienda a los
pacientes reducir la cantidad de buspirona

tomada. Es interesante que no se ha establecido

el
NS
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una correlacién especifica de los efectos
adversos relacionada con mayores niveles
sanguineos de buspirona. Con el descubrimiento
del metabolito gctivo de la presente, la
direccién de esas instrucciones de dosificacién
deberian cambiarse a. condiciones que favorezcan
la produccidn enzimdtica de BMY 28674. En
efecto, la dosis de buspirona deberia
incrementarse, no reducirse, en pacientes
caracterizados por un metabolismo inhibido de 1la
buspirona.

Otra hipétesis ampliamente aceptada se
refiere a que la buspirona no proporciona alivio
de la ansiedad en cierto porcentaje de
pacientes. Esta falta de efecto ha sido
atribuida al hecho de que en los no
respondedores se consiguen niveles sanguineos
insuficientes de buspirona sin cambios, aungque
los niveles sanguineos de buspirona sean mnmuy
bajos en todos los pacientes. Se carece de 1la
confirmacién cientifica de esta explicaciédn de
la falla del tratamiento. Una explicacién
alternativa surge a la luz del descubrimiento
del metabolito activo BMY 28674 y su efecto

ansiolitico. Una explicacién ma&s probable para

né
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la falla del tratamiento en ciertos pacientes,
concierne a la relacién de la eficacia
ansiolitica respecto a los niveles sanguinecos de
BMY 28674. Los no responqedores son vistos como
hqueilos pacientes cuya conversidén metabdlica de
buspirona a BMY 28674 es insuficiente para
conseguir niveles eficaces de BMY 28674. Con
relacién a esta explicacién se encuentra la
observacién de una amplia variabilidad de 1los
niveles sanguineos de 1la buspirona, observados
tanto dentro del mismo paciente como entre
pacientes, siguiendo 1la administracién oral.
Esta variabilidad puede ser- - un resultado de
variaciones conocidas que ocurren en los niveles
de actividad del metabolismo hepdtico humano
durante el transcurso de la vida diaria. Sin
embargo, dado gque los niveles sanguineos de

buspirona misma son muy bajos, las diferencias

en los niveles sanguineos de buspirona
son generalmente pequeflas en comparacién
con las diferencias en los niveles

sanguineos observados para los metabolitos méas
abundantes,
De manera similar, la demora de tiempo

observada para el inicio de la accién



10

15

20

25

13

ansiolitica después del inicio del tratamiento
con buspirona, puede involucrar el tiempo
requerido para la acumulacién del metabolito asi

como para la re-regulacidén de la dindmica del

sitio del receptor. En general, la_dependenci&

de 1la accidédn ansiolitica en la aparicién del
metabolito BMY 28674 se correlaciona bien con
las observaciones clinicas realizadas con
respecto a la administraciédn oral de buspirona .a
pacientes con ansiedad.

En base a los razonamientos aceptados de
que la buspirona intacta proporcionaba la
actividad Gtil contra la ansiedad, observada
clinicamente, se desarrollé un sistema de
suministro a base de parche transdérmico, para
la buspirona (ver 1la patente norteamericana
5,633,009). Se predijo que un parche
transdérmico de buspirona era un tratamiento
superior para la ansiedad dado que el suministro
transdérmico del f&rmaco dio por resultado un
metabolismo minimizado de la buspirona,
proporcionando por lo tanto cantidades
significativamente mayores del fAarmaco original,
con niveles de metabolitos mucho mas reducidos.

De manera sorprendente, clipicamente se observé

9
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poca o ninguna actividad ansiolitica con el uso
del parche transdérmico de buspirona. Este
resultado inesperado ha conducido a
la reevaluaciodn de los metabolitos de la
buspirona y al descubrimiento de la potente
accion en contra de la ansiedad del BMY

28674.

El siguiente esquema metabdélico (Esguema
l) para la buspirona se tomé de Jajoo, et al.,

Xenobiotica, 1990, Vol. 20, No. 8, pp. 779-786,

“In vitro metabolism of the antianxiety drug

buspirone as a predictor of its metabolism in

vivo”.

Esguema 1

Esquema para el metabolismo de la buspirona por

los microsomas y hepatocitos del higado de rata
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El nuevo trabajo inicié con la
evaluacién del enlazamiento relevante al

receptor, de los metabolitos de buspirona. Por
consiguiente, la actividad in vitro de la
buspirona (Bu; MJ 9022) y sus metabolitos 1-PP
(BMY 13653), 3’'-OH-buspirona (BMY 14295), 5-0OH-
buspirona (BMY 14131) y 6’-OH-buspirona (BMY
28674); se evaluaron respecto a la actividad en
el receptor 5-HT1A humano. Los resultados de

esos experimentos se encuentran en la Tabla 1.
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Tabla 1
Compuesto ICso STDEV |valor| N
- [nM] Ki
8B-OH-DPAT (referencia) 2.5 0.9 1 8
Buspirona (MJ 9022) 30 18 15 B8
6-0OH-buspirona (BMY 1114 85 57 7
28674)
5-OH-buspirona (BMY 928 176 464 7
14131)
3-OH-buspirona (BMY 652 402 326 7
14295)
1-PP (BMY 13653) >1000 - - 3

Como puede observarse, la Tabla 1 resume
la nueva accién in vitro del MJ 9022 (buspirona)
Yy sus metabolitos BMY 13653 (1-PP), BMY 14131
(5-OH-buspirona), BMY 14295 (3-OH-buspirona) y
BMY 28674 {6-OH-buspirona) en el receptor de la
serotonina 1A humana (5-HT1Aa). La buspirona
presenta una gran afinidad por el recepfor de la
5-HT1A humano (K;=15nM). El1 BMY 28674 tiene una

afinidad de enlazamiento gue se aproxima a la de
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la buspirona (K;ij=57 nM). Los otros metabolitos
analizados tienen wuna afinidad relativamente
débil por el receptor 5-HT1A humano comparado
con la buspirona._

E1 BMY 28674 parece ser el metabolito
activo de 1la buspirona. No tdnicamente es el
segundo metabolito mds abundante obtenido en
estudios del metabolismo a partir de orina

humana (siendo el 5-hidroxi-1PP

H—CN—(D—OH

S-hidroxi-1PP

el mas abundante); sino que, de manera
importante, los niveles sanguineos humanos .del
BMY 28674 son aproximadamente 40 veces mayores
que los de la buspirona y varias veces mayores
que los del 1-PP. También es significativo el
hecho de que la estructura esquelética de la
buspirona permanece intacta en el BMY 28674.
Ademéds, los datos de enlazamiento en el receptor

5-HT1A indican gque el BMY 28674 tiene wuna

<3
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afinidad de enlazamiento miAs cercana a la de 1la
buspirona, en contraste con los otros
metabolitos, lo cual demuestra tiuUnicamente una

interaccién mas débil en el sitio del. 5-HT1A. E)

‘receptor 5-HT1A es aceptado comunmente como el

receptor serotonérgico involucrado intimamente
en la regulacién de la ansiedad. El'enfoque de
la presente investigacién ha sido en los
metabolitos de buspirona que mantienen la
estructura del esgqueleto de buspirona y gque no
tienen més de un grupo hidroxi hidrofilico
incorporado en la molécula. Es probable que la
presencia de mAs de un grupo hidroxi hidrofilico
reduzca la distribucidn y transporte de esos
productos metabélicos polihidroxilados en las
regiones del Sistema Nervioso Central del
cuerpo, por lo tanto haciendo que las
interacciones . necesarias de los receptores
probablemente no ocurran en las regiones
objetivo.

Los primeros andlisis funcionales, con
instalaciones y recursos propios, del BMY 28674,
utilizaron un método de analisis in vivo en base
a la modificacién del analisis de Conflicto de

Vogel, un simple procedimiento de conflicto,

~-7
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confiable, para analizar agentes en contra de la

ansiedad (ver: Vogel, et al.,

Psychopharmacologia, (Berl.) 21, pp. 1-7, 1971).

Sin embargo, el BMY 28674 no produjo una

respuesta contra la ansiedad, en el_analisis de-

Vogel. Previamente no se ha atribuido al BMY

28674 actividad Gtil contra la ansiedad.

Las vocalizaciones ultrasénicas emitidas
por crias de ratas, después del aislamiento de
su madre y de sus compafieros de camada, Yy
sometidos a una variedad de estimulos

ambientales (por ejemplo, temperatura £fria) ha

probado ser un método sensible para la
evaluacién de compuestos ansioliticos Yy
ansiogénicos potenciales (Winslow and 1Insel,
1991, Pyschopharmacology, 105:513-520) . Los

compuestos psicoactivos qgque 8se supone gque son
ansioliticos, suprimen la frecuencia de las
llamadas ultrasénicas, mientras que las llamadas
se incrementan con fdrmacos que tengan
propiedades ansiogénicas. De manera mas
importante, el paradigma de 1la vocalizacién
ultrasénica inducida por el aislamiento, parece
ser el mads sensible para detectar propiedades

ansioliticas a través de un amplio espectro de

7
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clases de fadrmacos, tales como las
benzodiazepinas, los inhibidores de la
recaptacién del 5-HT, los agonistas del 5-~HTI1A
asi como los antagonistas NMDA. En la presente
investigacién, el metabolito 6-hidroxilado de la
buspirona, BMY 28674, que tiene afinidad por el
receptor 5-HT1A humano (Ki=57 nM) se evalud
respecto a su actividad ansioclitica potencial
usando crias de rata de 9 a 11 dias de edad que
habian sido separadas de su madre y compafieros y
puestos en una placa fria (18-20°C) para
producir vocalizaciones ultrasénicas inducidas
por la aflicciébn. Ver la figura 1. La figura 2
muestra los resultados obtenidos por la
busplirona en este método de andlisis.

La administracién de BMY 28674 (0.03-1
mg/kg, subcutdneamente; figura 1) 30 minutos
antes del andlisis, ~produjo ‘una eliminacién
dependiente de 1la dosis, de 1la vocalizacién
ultrasédnica de las crias de rata sobre la placa
fria ([F(4,45)=19.27,p=0.0001]. La dosis de BMY
28674 predicha para reducir el numero de
llamadas en un 50% (IDsp) fue de 0.13 mg/kg. La
actividad locomotora también se deterioré

significativamente seguido de BMY 28674
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[F(4,45)=5.85, p=0.007]. Sin embargo, 1la dosis
IDsy (0.41 mg/kg) de BMY 28674 estimada para
reducir la actividad locomotora fue de
aproximadamente 3 veces mayor gque la dosis IDso
(0.13 mg/kg) observada para eliminar las
llamadas ultrasédnicas, sugiriendo que, al igual
que la buspirona, las propiedades ansioliticas
del BMY 28674 ocurren a menores dosis.

La administracién de buspirona (0.03-1
mg/kg, subcutineamente; Figura 2) 30 minutos
antes del analisis, produjo una eliminacién
dependiente de la' dosis de 1la vocalizacién
ultrasénica de las crias de rata sobre la placa
fria |[F(4,42)=15.44, p=0.0001]). La dosis de
buspirona predicha para reducir el numero de
llamadas en un 50% (IDse}) fue de 0.10 mg/kg. La
actividad locomotora se vio también deteriorada
[F(4,42)=4.343, p=0.005] aproximadamente a dosis
5 veces mayores gque aquellas que eliminan las
llamadas ultrasénicas.

Los presentes resultados demuestran que,
al 1igual que la buspirona, el metabolito BMY
28674 produce una actividad similar a la
ansiolitica en el modelo de ansiedad aon

vocalizacién ultrasédnica inducida por el

o5
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aislamiento de crias de rata. La actividad
ansiolitica asociada c¢on el BMY 28674 (y 1la

buspirona) ocurrié a dosis mucho menores que las

requeridas para eliminar la actividad motora. En

resumen, los an&lisis in vitro e in vivo,
precedentes, demuestran resultados del andlisis
en contra de la ansiedad, positivos, tanto para
la buspirona como para el BMY 28674; sin
embargo, las concentraciones a nivel sanguineo
de Dbuspirona son pequefiisimas seguidas a 1la
administracién oral a sujetos humanos. Antes del
presente trabajo no existia informacién
concerniente a las concentraciones a nivel
sanguineo, clinicas, de BMY 28674.

Se han reallizado estudios
farmacocinéticos en humanos y han producido
resultados sorprendentes que respaldan ademés el
papel del BMY 286714 como el metabolito
ansiolitico activeo.

Se administré buspirona, oralmente,
durante 25 dias, a »sujetos humanos (n=13) con
dosis diarias totales que variaban de 10 mg a 60
mg. El esquema de dosificacién se dividié en
intervalos de dosificacién de 5 dias,

incrementando 1la dosificacién BID en cada

277
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intervalo. Se realizaron mediciones
farmacocinéticas en el dia 5 de cada intervalo y
estos datos se usaron para evaluar - 1la
farmacocinética dg la buspirona, del 1-PP, y del
BMY 28674. El1 esquema de dosificacidn en humanos

se presenta a continuacién.

Intervalo de Dosis BID (mg) Medicién de PK
dosificacién de buspirona (dia de
estudio)
1 5 5
2 7.5 10
3 15 15
4 20 20
5 30 25

Se encontrdé que estas dosis miltiples de
buspirona oral a 1los niveles de 5 dosis eran
seguras y en general bien toleradas por 1los
adultos saludables que participaron en el
estudio de 25 dias.

Las figuras 3, 4 Yy 5 muestran

concentraciones promedio del nivel sanguineo, de

27
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buspirona, 1-PP y BMY 28674, respectivamente, a
través de un periodo de dosificacién de 12 horas
en el altimo dia de cada intervalo de

dosificacién. Los niveles de buspirona (figura

3) Qon en general muy bajos (de aproximadamente

1-2 ng/mL a las dosis mayores) y descienden
hasta niveles de menos de 1 ng/mL' dos horas
después de la dosis. En contraste, los niveles
de 1-PP (figura 4) y los niveles de BMY 28674
(figura 5) son mucho mayores y son sostenidos en
comparacién a 1los de buspirona. E1 BMY 28674
tiene concentraciones varias veces mayores gque
el 1-PP y concentraciones de aproximadamente 30
a 40 veces mayores que la buspirona.

Hasta ahora, 1los estudios indican que
después de la administracién oral de buspirona,
existen niveles sanguineos del metabolito, el

BMY 28674, que son significativos comparados con

los niveles sanguineos despreciables de
buspirona que se observan. Aungque se ha
demostrado qgue la buspirona misma tiene

propiedades ansioliticas, en modelos de andlisis
tales como el modelo VUS en <cria de rata
descrito en la presente, las bajas

concentraciones a nivel sanguineo, observadas en

Ve
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humanos, conducen a la conclusién de que es el
abundante metabolito BMY 28674 el que media el
efecto contra la ansiedad cbservado

clinicamente. Antes de esta presente evaluacién

de los metabolitos de la buspirona, la relativa.

abundancia del BMY 28674 en humanos después de
la administracién oral de buspirona, no era
conocida.

Aunque es evidente que el BMY 28674
puede como tal administrarse para conseguir un
efecto ansiolitico, 15 administracién oral de su
precursor, la buspirona, realizada bajo
condiciones apropiadas, puede ofrecer también un
método mejorado para introducir el BMY 28674 al
sistema de un paciente con ansiedad. Para
obtener una mejor definicién de estas
condiciones, se realizaron experimentos del
metabolismo in vitro para estudiar el
metabolismo Microsémico del Higado Humano (HLM),
de la buspirona. Se seleccionaron preparaciones
de HLM de miltiples donadores, seleccionadas en
base a sus actividades enzimdticas del CYP3A4.
Las preparaciones HLM se compraron a Gentest
Corporation (Woburn, MA: Catalog #'s H023, HO056,

H070, HO093 and H112), quienes caracterizaron las
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preparaciones HLM utilizando procedimientos
estdndares. Ademids de la medicidédn de la pérdida
del compuesto original en las incubaciones,
también se midieron los niveles del metabolito
BMY 28674.

El primer conjunto de experimentos midié
la correlacién observada en la figura 6 entre la
actividad especif;ca del CYP3A4 en preparaciones
HLM y el metabolismo de la buspirona y la
produccién del metabolite. Una sola
concentracién de buspirona-C!* 10 uM) se incubé
con 5 preparaciones HLM de higados de cinco
donadores. Las incubaciones se realizaron por 15
minutos con 0.5 mg/ml de proteina microsémica vy
se utilizaron como un sistema generador NADPH.
Los niveles de buspirona-c!* y BMY 28B674, en las
muestras de incubacién, fueron determinados
mediante HPLC de fase inversa, utilizando
deteccién de radiactividad en linea Y por
comparacidé4n con estadndares auténticos. Se obtuvo
la recuperacién cuantitativa de C!*. La relacién
de 1la concentracién de BMY 28674 respecto a
buspirona, contra 1la actividad especifica del
CYP3A4 medida en preparaciones HLM de higados de

cinco donadores, se presenta en 1la figura 6

WY
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(media de dos determinaciones separadas). Estos
resultados muestran que la relacién de BMY 2B674
a buspirona, se incrementa a medida gque 3e
incrementa la actividad especifica del CYP3A4 en
HLM. El1 cambio en la relacidén a medida gque se
incrementa la actividad del CYP3A4, se observa
tanto como un incremento en los niveles de BMY
28674 como por una disminucién en las
concentraciones de buspirona (no se muestran los
resultados).

Se realizé un segundo conjunto de
incubaciones para determinar el potencial de un
inhibidor del CYP3A4 para alterar la relacién de
BMY 28674 a buspirona en incubaciones de HLM.
Una sola concentracién de buspirona-Cc!* (10 pM)
se incubé con HLM de fondo (reunida a través de
la combinacién de volimenes iguales de 1los
higados de cinco donadores, descrito
anteriormente). A las incubaciones se adicioné,
a diferentes concentraciones, cetoconazol, un
inhibidor del CYP3A4 bien caracterizado. Todas
las otras condiciones de incubacién, asi como el
anadlisis de las muestras, fueron como  se
describieron anteriormente. En la ausencia de

cetoconazol, después de la incubacién de
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buspirona por 15 minutos, con el HLM
recolectado, la proporcién de BMY 28B674 respecto
a la buspirona, fue de 0.42 (Tabla 2)}. No se
observd et:ect.o alguno en el metabolismo de 1la
buspirona, 'a concentraciones de cetoconazol de
hasta 0.125 uM. A 0.25 pM de cetoconazol, 1la
proporcidén de 6’ hidroxi-buspirona respecto a 1la
buspirona, se redujo hasta 0.32. A las mayores
concentraciones de cetoconazol, de 1.25 uyM y 2.5
UM, la proporcién de BMY 2B674 respecto a la
buspirona se redujo adicionalmente hasta 0.06 y
0.01, respectivamente. Estos resultados muestran
que cuando el cetoconazol se incuba
conjuntamente con la buspirona, en HLM
recolectado, la proporcién de BMY 28674 respecto
a buspirona, disminuye a medida que la
concentracién del inhibidor del <CYP3A4, el
cetoconézol, se incrementa. El1 cambio en 1la
proporcién cuando se incrementa la concentracién
de cetoconazol, se observa tanto por una
reduccién en los niveles de BMY 28674 como un
incremento en las concentraciones de buspirona

sin cambios.

V4
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Tabla 2

Inhibiciétn del Metabeolismo de la

Buspirona por el Cetoconazol

[cetoconazol] {[buspirona] [BMY [BMY 28674/

28674] buspironal

(uM) (CPM relatival ({Proporcién)
0 20054 8400 0.42
0.025 18645 7884 0.42
0.125 19648 8201 0.42
0.25 219517 7052 0.32
1.25 36117 2111 0.06
2.5 43712 576 0.01

En resumen, estos experimentos in vitro
muestran la dependencia tanto del metabolismo de
la buspirona como de la aparicién del-metabolito
BMY 28674 en la actividad del CYP3A4 en el
higado humano,

Un objeto de esta invencién es
proporcionar un método mejorado para producir

una respuesta ansiolitica en pacientes con

5

34



10

15

20

25

30

ansiedad. Este objeto se consigue proporcionando
niveles sanguineos, efectivos contra la
ansiedad, de BMY 28674 en pacientes con

ansiedad. El medio méds evidente para conseguir

Esto. seria a través de la administraclén

sistémica del BMY 28674 como tal, al paciente.
Por lo tanto, un aspecto de la presente
invenciédn concierne al proceso para mejorar un
estado de ansiedad en un mamifero que necesite
de ese tratamiento, a través de la
administracién sistémica de una dosis de BMY
2B674, efectiva contra la ansiedad.

Una dosis efectiva deberd, en general,
proporcionar concentraciones minimas a nivel
sanguineo (CMIN) de BMY 28674, que sean al menos
de 1 a 2 ng/mL. Generalmente, el punto de
medicidén para los niveles CMIN es a las 12 horas
después de la dosis; es decir, justo antes de la
préxima dosis BID. E1l BMY 28674 se puede
administrar a través de una variedad de rutas
gque incluyen, aungue no se limitan a, la oral:;
sublingtal; bucal; transnasal; o parenteral, por
ejemplo intramuscular, intravenosa, subcutdénea,
etc.

Terapéuticamente, el BMY 28674 ©puede

%
>



10

15

20

25

3l

proporcionarse por una de estas rutas, como una
formulacién compuesta de una cantidad de BMY
28674 efectiva contra la ansiedad o una de sus

Sales de adicién de dclido o un hidrato,

farmacéuticamente aceptables, en un portador.

farmacéuticamente aceptable. Se prefieren las
composiciones farmacéuticas gque proporcionan
desde aproximadamente 5 a 50 mg del ingrediente
activo por dosis unitaria y se pueden preparar
convencionalmente como soluciones acuosas y como
suspensiones acuosas o0 aceitosas. El1 BMY 28674
puede darse también oralmente cuando se compone
en una formulacién para dosificacién oral, tal
come una tableta, pildora, cdpsula, jarabe,
elixir, solucidén acuosa o suspensién.

Las sales de adicién de dcido,
farmacéuticamente aceptables, del BMY 28674,
también se consideran también dtiles como
agentes ansioliticos. Por definicidé4n, estas son
aguellas sales en las que el anién no contribuye
significativamente a la toxicidad o actividad
farmacolégica de la forma basica del BMY 28674.

Las sales de adicién de dcido se
obtienen, ya sea por reacciédn del BMY 28674 con

un &cido organico o inorgéqico, preferentemente
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por contacto en solucién, o a través de
cualesquiera de los métodos estdndares
detallados en la literatura y disponibles para
cualquier experimentado en la técnica. Ejemplos
de 4&cidos orgdnicos Wdtiles son los 4cidos
carboxilicos tales como el acido maleico, acldo
acético, dcido tartérico, dcido propiédnico,
dcido fumdrico, dcido isetibénico, dcido
succinico, 4cido pamoico y similares; los &acidos
inorgédnicos 1iltiles son los 4&cidos hidrécidos
tales como el HCl, HBr, HI; &cido sulfdarico,
dcido fosférico, y similares.

Las composiciones orales preferidas se
encuentran en la forma de tabletas o capsulas y
ademas del BMY 28674 puede contener excipientes
convencionales tales como agentes aglutinantes
{(por ejemplo, jarabe, goma arﬁbiga, gelatina,
sorbitol, tragacanto, o polivinilpirrolidona),
materiales de relleno (por ejemplo, lactosa,
azacar, almidén de maiz, fosfato cdlcico,
sorbitol o glicina), lubricantes ({(por ejemplo,
estearato de magnesio, talco, polietilenglicol o
silice), desintegrantes (por ejemplo, almidén) y
agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato

de sodio). Las soluciones o suspensiones de BMY

37
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28674 con los vehiculos farmacéuticos
convencionales, 3Se emplean para composiciones
parenterales tales como una solucién acuosa para
inyeccién intravenosa o una suspensidén aceitosa
para inyeccién intramuscular. Esas composiciones
que tienen la claridad, estabilidad Yy
adaptabilidad deseadas para el uso parenteral,
se obtienen disolviendo de 0.1% a 10% en peso
del ingrediente activo (BMY 28674 o una sal de
adicién de 4acido o hidrato, farmacéuticamente
aceptable, del mismo) en agua o un vehiculo que
consista de un alcohol alifdtico polihidrico tal
como la glicerina, propilenglicol y
polietilenglicoles o mezclas de los mismos. Los
polietilenglicoles consisten de una mezcla de
polietilenglicoles, normalmente liquidos, no
volatiles, que son solubles tanto en agua como
en liquidos orgdnicos y que tienen pesos
moleculares desde aproximadamente 200 hasta
1500.

El BMY 28674 se puede sintetizar
medliante métodos fdacilmente disponibles en 1la
literatura quimica Y conocidos por los
experimentados en la quimica de sintesis

organica. Un método de preparacién utiliza 1la

39
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buspirona como un material de partida y el

proceso se muestra en el Esguema 2.

Esquema 2

Preparacién del BMY 28674

—
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Este método de preparacién se
proporciona como un ejemplo auxiliar e ilustra
una sintesis conveniente del BMY 28674.

Debera apreciarse también que el BMY
28674 se puede obtener mediante la conversién

enzimatica (microsomas del higado de humano o
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rata) de la buspirona, in vitro. (Ver: Jajoo, et

al., Xenobiotica, 1990, Vol. 20, No. 8, pp. 779-

786) .

La administracién sistémica . puede
también conseguirse a través de un segundo
método para conseguir niveles sanguineos
efectivos contra la ansiedad, de BMY 28674, el
cual consiste en administrar oralmente una forma
precursora del BMY 28674. Esas formas de
profarmaco se administrarian en cantidades de
dosificacién que produzcan efectos ansioliticos
efectivos sin causar efectos secundarios dafiinos
o adversos. Es decir, la administracién
sistémica del BMY 28674 puede conseguirse
mediante la administracién oral de un precursor
o forma de profdrmaco del BMY 28674, por ejemplo
la buspirona, a mamiferos.

Sin embargo, este método de introducecién
sistémica del BMY 28674 es mejor y difiere del
método estédndar conocido de administracién oral
de la buspirona. El profarmaco de buspirona se
utiliza en un método mejorado para efectuar 1la
ansidélisis en la presente invencién. De esta
manera, otro aspecto de esta 1invencié4n esta

enfocado a aliviar la ansiedad en un mamifero, a

42
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través de un método mejorado de administracién
ocral de buspirona. La mejora involucra la
administracién oral de buspirona en una manera

tal que 1la produccién metabdélica del BMY 28B674

'sea'favorecida, proporcionando por 1lo tanto al

paciente, cantidades de BMY 28674 efectivas
contra la ansiedad. Esto estd en contradiccién
con los métodos de administracién cominmente
aceptados, que estdn enfocados a maximizar los
niveles sanguineos de buspirona sin cambios.
COmo_ un ejemplo, la guia de dosificacién ha
descrito en el pasado gque si la buspirona se
administra bajo condiciones que favorezcan 1la
inhibicién de su metabolismo, es decir, en donde
resultaridn mayores niveles de buspirona sin
cambios y menores niveles del metabolito, deberé
reducirse la dosis de Dbuspirona. El método
mejorado est& directamente en contra al método
del pasado de administrar oralmente la
buspirona. En lugar de reducir 1la dosis de
buspirona cuando se inhibe su metabolisme, la
dosis de buspirona deberd incrementarse para
conseguir niveles apropiados del BMY 28674. No
existe correlacién especifica de efectos

adversos serios con cantidades crecientes de 1la

/ 5‘8/
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buspirona ingerida.

En resumen, el segundo aspecto de 1la
presente invencién concierne a un proceso

mejorado para aliviar un estado de ansiedad

indeseable, en un mamifero, mediante la.

administracién oral de buspirona, o de una sal
de adicién de &cido farmacéuticamente aceptable
de la misma, en una manera dque favorezca la
produccién metabdlica de BMY 28674 en el
mamifero. En general, la cantidad de buspirona,
gque se va a proporclonar, es una dosis que da
por resultado una concentracién sanguinea minima
(CMIN) de 1 a 2 ng/mL de BMY 28674. Las
determinaciocnes de CMIN en pacientes son
realizadas usualmente dos horas después de una
dogsis del farmaco y justo antes de la préxima
dosis.

Un ejemplo de un factor que afecta la
produccién metabélica del BMY 28674, es el
efecto del alimento en la dosificacién oral de
buspirona. De acuerdo con el instructivo de uso
para el BUSPAR'® (tabletas orales de Clorhidrato
de buspirona), se hace 1la sugerencia implicita
de que se tome la buspirona con alimentos, para

incrementar la concentracién plasmatica de
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buspirona sin cambios,

Un segundo ejemplo de una modificacién
de dosificacié4n descrita en el instructivo de
uso del BUSPAR/® es la recomendacién de
disminuir la dosificacién de buspirona cuando se
administre en combinacién con un inhibidor del
CYP3A4,

Para propésitos del método mejorado para
aliviar un estado de ansiedad indeseable,
mediante la administracién oral de buspirona,
los ejemplos precedentes hacen descripciones
apartadas del método mejorado de 1la presente
invencién. En lugar de dosificar buspirona en
las comidas, la dosificacién debera ocurrir

aproximadamente dos horas o méds, antes o después

de una comida. De manera similar, en el caso de
un funcionamiento reducido deL citocromo P450
3A4 (CYP3A4), la dosis de buspirona debera

incrementarse y no reducirse, tal como 1los

describe el instructivo de uso del BUSPAR'M,
Otras modificaciones de la dosificacién,
contempladas por el método ansiolitico mejorado,
involucran 1la introduccidén sistémica del BMY
28674 a través de la administracién oral de

buspirona, y comprenden las siguientes.
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. Administrar buspirona oral
coincidiendo con periodos diurnos de la

actividad maxima del CYP3A4 en el mamifero.

. Descontinuar los medicamentos o
productos alimenticios, concomitantes, que
inhiban la actividad del CYP3Ad4.

e Incrementar la dosis de buspirona para
ajustar la actividad reducida del CYP3A4, cuando
la suspensién del medicamento concomitante gque
inhiba la actividad del citocromo sea

médicamente imprdactica.

En resumen, la administracidén oral de
buspirona a un paciente con ansiedad, se
modifica en cierta manera y hasta cierto punto,
de conformidad con la buena practica médica, de
manera tal que se favorezca la produccién
metabdélica del BMY 28674. Manteniendo la buena
practica clinica, es preferente administrar el
BMY 28674, o una forma precursora, a niveles de
concentraciones que produzcan efectos
ansioliticos efectivos sin causar efectos

secundarios dafilnos o adversos.

e
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DESCRIPCION DE MODALIDADES ESPECIFICAS

El compuesto cuyo uso constituye esta
invencién, y su método de preparacién, seréan
evidentes de manera méas completa a la luz de los
siguientes ejemplos que se presentan con el
prop6ésito de ilustracién dGnicamente y no deben
considerarse como limitantes de la invencién en

su esfera de aplicacidén o alcance.

Ejemplo 1: Preparacién del BMY 28674 (I)

A. Peroxidicarbonato de di-4-nitrobencilo (III)

Se prepardé peroxidicarbonato de di-4-
nitrobencilo, usando una modificacién del
procedimiento de la literatural. De esta manera,
a una solucidn enfriada con hielo de
cloroformiato de 4-nitrobencilo (10.11 gramos,
4.7 milimoles) en acetona (20 mL) se adicioné
por goteo durante 30 min una mezcla enfriada con
hielo de H20; al 30% (2.7 mL, 24 mmol) y NaOH
2.35 N (20 mL, 47 mmol). La mezcla se agité
vigorosamente durante 15 minutos y 1luego se

f1ltré y la torta del filtro se lavé con agua y

L5
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luego con hexano. El sélido mojado resultante se
recogié en diclorometano, la solucibédn se secéd
(NazS04) y luego se diluydé con un volumen igual
de hexano. La concentracidén de esta solucién, a
20 °c, en un evaporador giratorio, dio un
precipitado c¢ristalino gque se .filtré, se lavd
con hexano y se secéd in vacuo para dar el
compuesto ITI (6.82 gramos, 74%) como
microcristales de color amarillo péalido, punto
de fusién de 104 °C (con descomposicién).

Se encontré que el peroxidicarbonato de
di-4-nitrobenciloc era un material relativamente
estable que se descomponia al alcanzar su punto
de fusidén, con 1lenta emanacién de gas. En
comparacién, el peroxidicarbonato de dibencilo?
se descompuso con una vigorosa expulsién
repentina de material, del capilar para punto de

fusidédn.

B. 6-(4-Nitrobencil peroxidicarbonatii)—8-[4-[4—

(2-pirimidinil)-piperazinil)-butil]-8-

azaspiro[4.5)~-7,9-diona(II)

A una solucién de 8-[4-[4-(2-

pirimidinil)-piperazinil]-B-azaspiro[4.5]-7,9-

o5
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diona (buspirona: 10 gramos, 26 milimoles) en
THF seco (250 mililitros) se adicioné LiN{Me;3S8i),
(28.5 mililitros de una solucién 1 M de THF) a

-78 °C y se agité durante 3 horas y luego se

'adicloné una sSolucién de peroxidicarbonato de

di-4-nitrobencilo (11.2 gramos) en THF seco (150
mililitros), gota a gota, durante 1 hora. Se
continué la agitacién a -78°C por una hora.

El bafic de enfriamiento se retiré y 1la
solucién de reaccidédn se vertidé en una mezcla de
H20 y EtOAc. La fase organica se separd y se
lavé con H;0 y luego con salmuera. La base
orgdnica se secé y luego se evapordé hasta
producir wun aceite viscoso. La cromatografia
instantdnea de este aceite, eluyendo la columna
de silice con MeCN-EtOAc (1:2) dio el producto
crudo el cual se lavdé con acetona, para eliminar
la buspirona que no habia reaccionado, dejando
6.23 gramos de un sé6lido blanco (46%) del

producto (II).

! F. Strain, et al., J. Am. Chem. Soc., 1950,

72, 1254
? €j. M.P. Gore, J.C. Vederas, J. Org. Chem.,

1986, 51, 3700
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c. 6~Hidroxi-8-[4-[4-(2-pirimidinil) -

piperazinill-butilo]-8-azaspiro{4.5]-7,9-diona

(I: BMY 2B674)

Se hidrogené una mezcla de II (4.0.

gramos:; 6.9 milimoles) Yy Pd al 10%/C
(aproximadamente 1 gramo) en MeOH (100
mililitros) en un agitador Parr a 2.81-3.16
kg/cm? (40-45 psi) durante 1 hora. La mezcla de
hidrogenacién se filtré a través ) de una
almohadilla de celita la cual se lavd luego con
EtOAc. El filtrado se evaporé hasta producir una
goma que sSe purificé mediante cromatografia
instantdnea a través de una columna de gel de
sllice eluyendo con EtOAc para dar 0.41 gramos
de un sélido blanquecino (I).

Anilisis calculado para C21H31NsO3:
cC,62.82; H,7.78; N, 17.44.

Encontrado: C, 62.84; H, 7.81; N, 17.33

Ejemplo 2: Ensayo de Enlazamiento al Receptor 5-

HT1A

Se preparan membranas para el

enlazamiento, usando el receptor 5-HTIA humano

5

1
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expresado en células HEK293, Las células se
recolectaron y rompieron usando un
homogeneizador Dounce. Las células se
centrifugan a 18000xg durante 10 minutos y la
masa pelotiforme se vuelve a suspender en una
solucién reguladora para ensayo, se congela en
nitrégeno liquido y se mantiene a -80 °C hasta
el dia del ensayvo.

§e usa un total de 30 pgramos de
proteina por pozo. El andlisis se lleva a cabo
en placas de 96 pozos profundos. La solucién
reguladora para anélisis es HEPES 50 mM que
contiene MgCl. 2.5 mM y EGTA 2 mM. La
pPreparaciédn de membrana se incuba a 25° durante
60 miﬁutos con 0.1 nM a 1000 nM, del compuesto
de andlisis y 1 nM de 3H-8-OH-DPAT. La
serotonina 10 mM sirve como agente blogqueador
para determinar el enlazamiento no especifico.
La reaccién se finaliza mediante la adicién de 1
mililitro de solucién reguladora de HEPES 50 mM
enfriada c¢on hielo y la filtracién répida a
través de un Recolector de Células Brandel
usando filtros Whatman GF/B. Las almohadillas
del filtro se cuentan en un contador de

escintilacién de liquidos LKB Trilux. Los

4
1
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valores ICsg se determinan usando regresidn no

lineal mediante el ajuste con Excel.

Ejemplo 3: Andlisis de la Vocalizacidn

Ultrasénica Inducida por el Aislamiento de Crias

de Rata

Crias de rata Harlan Sprague-Dawley
(hembras y machos) se alojaron en Jaulas de
policarbonato con la madre, hasta una edad de 9
a 11 dias. Treinta minutos antes del analisis se
retiraron las crias de la madre, se colocaron en
una nueva Jjaula con una pequefila cantidad de
trapos caseros y se llevaron al laboratorio y se
pusieron bajo una luz para mantener la
temperatura corporal a 37°C. Luegoc se pesaron
las crias, se les determind el sexo, se marcaron
Yy sSe regresaron al grupo de la camada hasta la
evaluacién del comportamiento. E1 andlisis se
llevd a cabo en una cémara de registro Plexiglas
que contenia una placa metédlica mantenida a (18
a 20°C) con una cuadricula de 5x5 centimetros
dibujada sobre la placa. Se suspendid un

micrédfono 10 centimetros por encima de la placa

75
&



10

15

20

25

46

para registrar las vocalizaciones ultrasénicas.
Las llamadas ultrasénicas se registraron usando
el sistema UltraVox de Noldus proporcionando
andlisis en linea de la frecuencia y duracidn de
las llamadas. El namero de celdas de la
cuadricula por las gque cruzaron las crias, se
recavé también mediante puntuacién visual. Las
crias que fallaron en emitir al menos 60
llamadas durante una sesién de 5 minutos, previa
al andlisis, se excluyeron de 1la evaluacién
farmacolégica. Inmediatamente después de la
reunién de las mediciones de 1linea base se
inyectaron las crias con el vehiculo o farmaco,
subcutidneamente, en el cogote del cuello y se
regresaron a sus compafieros de camada. Treinta
minutos después se volvieron a analizar las
crias respecto a cada una de las mediciones
dependiéntes (vocalizacidén y cruces por celdas
de la cuadricula) para evaluar los efectos del
fdrmaco. Al menos gque se especifique de otra
manera, cada cria se usé Gnicamente una vez. Las
diferencias de linea base y el cambio porcentual
respecto a la linea base, para la frecuencia de
vocalizaciones ultrasénicas y los cruces por las

celdas de 1la cuadricula, se analizaron usando

75
M
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ANOVA de una via. Se realizaron comparaciones
pos hoc de Bonferroni/Dunn para evaluar los
efectos agudos del fArmaco con el control’ del
vehiculo. Se usé- el andlisis Logaritmo prébit
para estimar la dosis (miligramos por kilogramo)
de cada agonista, .predicha para inhibir 1las
vocalizaciones wultrasébdnicas inducidas por . el
aislamiento, en un 50% (IDsg) - Todas las
comparaciones se realizaron con una taza de
error tipo I experimental (a) ajustado a 0.05.
Las dosis para cada farmaco se
administraron en un orden irregular a través de
varias camadas. El BMY 28674 y la buspirona se
disolvieron en solucién salina fisioldégica (NacCl
al 0.9%; vehiculo). Todas 1las inyecciones se
administraron subcutidneamente en un volumen de
10 ml/kg. Las dosis de los fa&rmacos se refieren

al peso de la sal.

Ejemplo 4: Estudios del Metabolismo In Vitro:

Conversiédn de la Buspirona en BMY 28674

. las preparaciones de HLM de 5

donadores se seleccionaron en base a sus
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actividades de la enzima P450 en el citocromo

CYP3A4.
e La buspirona-c?' (10 M) se incubé con

preparaciones de HLM de higados . de cinco

-donadores (15 minutos con 0.5 mg/ml de proteina

microsdémica).

. Los niveles de buspironé-cl( y BMY
28674 en las muestras de incubacién se
determinaron mediante HPLC de fase inversa,
utilizando deteccién de radiactividad en linea y
por ;a comparacién con estidndares auténticos.

¢ Se realizé un segundo conjunto de
incubaciones para determinar el potencial del
cetoconazol (un inhibidor del CYP3A4) para
alterar la proporcidén de BMY 28674 respecto al
BUSPAR'®! en incubaciones con HLM.

e La buspirona-C!* (10 uM) se incubé con

HLM reunido de varios donadores (15 minutos con

0.5 mg/ml de proteina microsédmica).

~

]
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REIVINDICACIONES

l. Un procesoc para aliviar un estado de

ansiedad, indeseable, en un mamifero, que

comprende la administracién sistémica al.

mamifero, de una dosis ansiolitica, efectiva
pero no téxica, de 6-hidroxi-8-[4-[4-(2~
pirimidinil)-piperazinil]-butil]-8- '

azaspiro[4.5]-7,9-diona o una sal de adicién de
dcido o hidrato, farmacéuticamente aceptable, de

la misma.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La 6-hidroxi-8-[4-[4-(2-pirimidinil)-
piperazinil]-butil)-8-azaspiro[4.5]~-7,9~-diona Yy
sus sales e hidratos farmacéuticamente
aceptables, son Gtiles en el alivio de 1la

ansiedad.
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Figura 1
Efecto del BMY-28874 en la vocalizacién ulirasédnica Inducids
por el alslamiento y en la activdad locomotora, en la cria de rata.

UltrasoSnicas
1800 «

8 Llamadas de VUS
8 Entradas a la cuadricula

il
8
—

8
y—

% de Pretratamiento
a

Vehiculo o403 g4 o3 1
[}

BMY-28674 (mg/Kg, subcut.)

* p<0.05 versus Vehiculo
(No. de animales por grupo)

\ 7%



% de Pretratamiento

Figura 2
Efecto de la Buspirona en la vocallzacion ultrasonica Inducida
por el alslamiento y en la actividad locomotora, en cria de rata
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CONCENTRACIONES DE BUSPIRONA A NIVEL S8ANGUINEO HUMANO, AL FINALIZAR LOS INTERVALOS DE

Concantracién de Buspirona (ng/mL)
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DOSIFICACION DE BUSPIRONA DE 8 DIAS EN UN REGIMEN DE PROPUESTAS
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Figura 4 CONCENTRACIONES DE 1-PP A NIVEL SANGUINEO HUMANO AL FINALIZAR LOS INTERVALOS DE DOSIFICACION
DE BUSPIRONA DE 8 DIAS EN UN REGIMEN DE PROPUESTAS
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IGURA 8 CONCENTRACIONES DE BMY 28874 A NIVEL SANGUINEO HUMANO AL FINALIZAR LOS INTERVALOS DE DOSIFICACION DE
BUSPIRONA DE 6 DIAS, EN UN REGIMEN DE DOSIFICACION DE PROPUESTAS
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FIGURA @
Estudio de! Metabollsmo In Vitro: 1
Metabolismo por HLM, de Buspirona en BMY28674
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CT 2534A

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE

Applicants: Robert F. Mayol ArtUnit 1614
Serial No: To be assigned Examiner: S.Rose
Filed: To be assigned

For: Antianxiety Agent

Honorable Commissioner of
Patents and Trademarks

Washington, DC 20231
Dear Sir:
PRELIMINARY AMENDMENT

Please amend the subject application as follows:
Amend the specification on page 1 by inserting before the first line:

— CROSS-REFERENCE TO RELATED AFPPLICATION
This is a division of copending application 09/368,842 filed 8/5/99. —

Please amend daim 1.

—1. A process for ameliorating an undesirable anxdety state in a mammal comprising
systemic administration to the mammal of an effective but non-toxic arodolytic dose of

6-hydroxy-8-{4-{4-(2-pyrimidinyl)-piperazinyi}-butyl} 8-azaspirol4 5}7 9-dione or a
pharmaceutically acceptable acid addition salt{, prodrug,] or hydrate thereof. —

1 bexeby centify that this cosreapondence b being deposited with the Usited Stxics Postal Servico ss
Expreas Miail in en sxrveiops addressed ¢ Amistant Commissloser of Patents, Washisgtm, D.C.
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REMARKS
Amendment of the daim has been done in order to delete the claimed subject

matter contained in the pending parent application USSN 09/368,842. This claim
amendment elects the non-elected claimed subject matter of the parent application.

Respectfully submitted,
Robert F. Mayol
(Dated: /8 Jan, 2000 E‘M P B,
v Richard P. Ryan
o Registration No. 30,491
- Bristol-Myers Squibb Company
ba P. O. Box 5100
en Wallingford, CT 06492-7660
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ANTIANXIETY AGENT

Background of the Invention

The presant invention involves the alleviation of anxisty by
treatment with 8-hydroxy-8-{4-{4-(2-pyrimidinyi)-piperazinyl}-butyi}-8-
azaspiro[4.5]-7,9-dione. This compound was first dieclosed by Jajoo, et
al., Drug Metab. and Disposition, 17/8, pp. 634-640, 1989, aa being one
of several matabolites of the clinically useful anxiolytic drug, buspirone.
Confimation of structure for this metabolite was achiaved by comparison
with an authentic sample of the compound prepared synthetically. This
metabofite compound has bean designated BMY 28874, and is also

known as 6™-hydroxy-buspirone.

The parent drug, buspirone, has the following chemical structure.

©  uepione

Buspirone, chemically: 8-[4-{4-{2-pyrimidinyl)1-piperazinylbutyl-8-

1§ azaspiro({4,5)-decane-7,8-dione, is a pharmacautically active compound

which has been found to be effective for the treatment of amdety
disorders and depression. However, buspirone shows a very high first
pass metabofism and only about 4% of a therapeutic dose will reach the
systemic circulation unchanged after oral administration (Mayol, et al.,
Clin. Pharmacol. Ther,, 37, p. 210, 1885). Great interindividual variations
In buspirone absorption have also been cbserved as demonstrated by
variations of the maximum plasma concantration of drug by up to 10-fold
(Gammans, et al., American J. Med., 80, Suppl. 3B, pp. 41-51, 1988).

Synthesis of buspirons and related analogs and disclosure of their
peychotropic properties are described by Wu, et al., in U.S. 3,717,634,
The use of buspirone hydrochioride as a novel antiandety agent for the
treatment of neurotic patients is described by Casten, et al., in
U.S. 4,182,763.
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BMY 28874 was previously tested for antlanxiety properties using
a laboratory method specifically developed for the measurement of
antianxiety properties in azapirone compounds such as buspirane,
gepirone and structural analogs. No significant antianxiety activity was
detected for BMY 28674 In this testing procedure. No significant
biological activity has ever been disciosed for this compound.

In summary, while BMY 28874 has been found to be one of many
human metaboliites following administration of the anxiolytic drug,
buspirone, no useful biclogical activity has previously been associated
with the compound tself prior to the pressnt invantion.

Summary and Detalled Description of the Invention

6-Hydroxy-8-{4-{4-(2-pyrimidiny{)-piperazinyl}-butyf}-8-
azaspiro4.5)-7,8-dione (1) has now been found to be useful s an agent

to treat anxdety and is referred to herein as BMY 28674. The compound
has the following structurai formula:

=S e

As a resuit of comparative in-house testing of the clinically useftl
amdolytic agent buspirone, and several of its putative and actual
metabolites, the prevailing view was thet the amdolytic action was mainly
provided by buspirone kself with fitle, if any, contribution being made by
buspirone metahadlites. For example, systemic administration (LV. and
intragastric) of certain putative metabolites to rats resulted in fttle to no
inhibition of dorsal raphe neuronal firing. In contrast, buspirone itaalf
potently inhibits the firing of dorsal raphe nsurons. See: VanderMaelen,
et al., Eur. J. Pharmacol., 129, pp. 123-30, 1988. While one metabolite,
the structural fragment 1-(2-pyrimidinyl)piperazine, aiso known es 1-PP
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did show weak inhibition of darsal raphe firing as well as soms antianxiety
activity in certain other preciinical tests (see: U.S. 4,400,223), it aleo
displayed anxiogenic properties in certain other behavioral testing
paradigms. See: Cervo, et al., Life Sclances, 43, pp. 2005-2102, 1688;
Martin, Psychopharmacology, 104, pp. 275-278, 1801. Itis probabie that
the biological effect of 1-PP s madiated through an alpha 2 adrenergic
mechanism as 1-PP does not demonstrate binding at the 5-HT1A
receptor. Presantly, the clinical effect of 1-PP Is unclear.

On the basis of the acceptad rationale that intact buspirone
provided the useful antianxiety activity ssen clinically, a transdermal
patch delivery system for busplrone was developed (see: U.S.
5,833,008). A buspirone transdermal paich was predicted to be a
superior treatment for amdety since transdermal drug deflvery resulted In
minimized metaboliam of buspirone, thereby giving larger amounts of
parent drug with much reduced levels of metabolites. Surprisingly, only
weak anxiolytic activity was aeen clinically with use of the buspirone

transdermal patch. This unexpactad result has led to reevaluation of
BMY 28874. )

BMYzeeuapmlbhhmdebuplm. Not
only Is i the second most abundant metabolite obtained in the
metabolism studies from human urine (S-hydroxy-1PP being most

OO~
H- OH
S-hydroxy-1-PP

abundant); but the skeletal structure of buspirone remains intact in
BMY 28874. More importantly, binding data at the 5-HT1A receptor
indicates that BMY 28674 has a binding affinity approaching that of
buspirone itself. This is in contrast to other metabolites which
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demonstrate, at best, only weak interaction at the 5-HT1A site. The 5-
HT1A receptor Is currently accepted as the sarotonergic receptor
intimately involved in regulation of anxlety. The presant primary focus on
buspirons metabolites has been on those that maintain the buspirone
skeletal structure and that have no more than one hydrophillic hydroxy
group incorporated into the moleculs. The presance of more than one
hydrophilic hydraxy group is likely to disfavor the distribution of those
metabolic products into the CNS regions of the body thereby making
requisite receptor intaractions uniikely.

The following matabolic scheme {(Schemae 1) for buspirone ls taken
from Jajoo, et al, Xenoblotica, 1880, Vol. 20, No. 8, pp. 779-788, "In vitro
metabollsm of the antianxiety drug buspirone as a predictor of its
metabolism in vivo.”

. ...-h-\-\‘h

175
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Scheme 1

Scheme for metabolism of buspirone by rat liver microsomes and
hepatocytes

00|

oepon

Table 1 presenis the binding data for busplrone and the other
mano-hydroxylated metabolites of ntarest. ‘lhnuhhmm
from HEK 283 celis transfected with the humen §-HT1A receptor.

7€
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Table 1
5-HT1A Binding Data
Compound K, values (+ SEM) ICy (nM)*

serotonin (reference) —_ 2

buspirone 15 (+ 3.5) 30

6-OH-buspirone (BMY 286874) 30 (:4.8) 681

§5-OH-buspirone — > 1000

3'-OH-buspirone 181 (£ 48) > 800
L1-{2-pyrimidinyl)piperazine — > 1000

“average IC,, value from 3 determinations

Earller in-house tasting of BMY 28674 utiiized a test method based
on modification of the Vogel Confllct test, a simple rellable conflict
procedure for testing antianxiety agents (see: Vogel, et al.,
Psychopharmacoiogis, (Berl) 21, pp. 1-7, 1871). Dosing was by the oral
routs for this test method and It is likely that extensive first-pass
metabollam of oral BMY 28874 could account for the fallure of the

compound to eficit an amdolytic response in this paradigm.

The instant invention then concoms the process for aneliorating
an andety state in @ mammad In need of such treatment which comprises
introduction to the systam of the mammal of an effective antlanxiety dose
of BMY 28674. An effective dose should, in general, be In the range of
from about 0.1 to 2 mg per kg of bady weight. BMS 28674 can also be
administered via sublingual, buccal or transnasal routss, thereby
minimizing destructive first-pass metabolism. Systemic administration of
BMY 28874 may be by a parenteral route, e.g. intramuscular,
intravenous, subcutaneous, efc. Systemic administration may also be
achieved by oral adminiatration of a prodrug, a precursor form of BMY
28674. In this case the precursor form minimizes destructive metabolism
of BMY 28874 but functions physiologically to release it into the
mammal’s systam. In accordance with good clinical practice, t Is
preferable to administer BMY 28874, or a precursor form, at

/'/%;

1
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concentration levels that will produce effective anxiolytic effects without
causing hamful or untowand side-effects.

Therapeutically, BMY 28674 can be given in a parenteral
formulation comprised of an effactive anxiolytic amount of BMY 28874, or
one of its pharmaceutically acceptabia ackd addition salts or a hydmte, in
a pharmaceuticailly acceptable carrier. Pharmaceutical compositions
which provide from about 5 to 50 mg of the active ingredient per unit dose
are preferred and are conventionally preperad as aqueous solutions snd
aqueous or olly suspensions. BMY 28674 can also be given orally when
compounded in a precursor or prodrug form in an oral dosing formulation
such as s tablat, lozenge, capsule, syrup, elbdr, aqueous solution or
suspansion.

The phamaceutically acceptable acld addition saits of BMY 28674
are also considered useful as anxolytic agents. By definition, these are
thosa aalts In which the anion does not contribute significartly to toxdcity
or pharmacological activity of the base form of BMY 28674.

Acid addition salts are obtained elther by reaction of BMY 28674
with an organic or inorganic acid, preferably by contact in solution, or by
any of the standard methods detalled in the lisrature and avallable to any
practitioner skilled In the art. Examples of useful organic ackis are
carboxyllc acikis such as maleic acid, acetic ackl, tartaric acid, propionic
acid, fumaric acld, isathionic acid, succinic acid, pamolc acid, and the
like; useful Inorganic acids are hydrohaliie aciis such as HCI, HBr, Hi;
suffuric acid; phosphoric acid; and the ike.

Preferred oral compositions are In the form of tablets or capsules
and in addition to a precursor form of BMY 28674 may contain
conventional excipients such as binding agents (e.g., syrup, acacla,
gelatin, sorbitol, tragecanth, or polyvinyl pyrrolidone), filers (e.g., lactoss,
sugar, maize-starch, calcium phosphate, sorbitol or glycine), lubricants
(e.g.. magnesium stearate, talc, polysthyleneglycol or sllica),
disintegranta (e.g., starch), and wetling agents (e.g., sodium lauryl
suffats). Solutions or suspensions of BMY 28674 with conventional
pharmaceutical vehicles are employed for parenteral compositions such

7
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as an aqueous solution for intravenous injection or an oily suspension for
intramuscular injection. Such compoeitions having the desired clarity, '
stability and adaptabliity for parentsral use are obtained by dissolving
from 0.1% to 10% by weight of the active ingredient (BMY 28674 or a
5 phamaceutically acceptable acid addition sak or hydrate thereof) in water

or a vehicle consisting of a polyhydric aliphatic alcohol such as glycerine,
propylene glycol, and polyethylane glycols or mixtures thereof. The
polyethylene glycols consist of a mixture of non-volatile, normally liquid,
polyethylene glycols which are soluble in both water and organic liquids

10 and which have molecular weights from about 200 to 1500.

BMY 286874 may be synthesizrad by methods readily avallabls in
the chemical Rersture and known to one sidilad in synthetic organic
chemistry. One method of preparation utiizes buspirone as a starting
material and the process is shown in Scheme 2.

15 . Scheme 2

Preparation of BMY 28874

0P

O huspirone (bam)

)

0D o0
g 90 DAY 20674

. [u.m? B oo

This method of preperation Is provided as a heipful example and
illustrates a convenient synthesls of BMY 28674.
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it shquid aiso be_appreciated that BMY 28674 can be obtained by
enzymatic (human or rat liver microsomes) conversion of buspirane in
vitro, which aiso results in the formation of inactive metabalites of
buspirone. (See: Jajoo, et al., Xenobiotica, 1990, Val. 20, No. 8,
pp. 779-788.) Systemic administration may ba accomplished by oral
administration of a precursor or prodrug form of BMY 28674, o g.
buspirone, to mammals resulting in systemic introduction of BMY 28674.

jon of Embodiments

The compound whose use constitutes this invention and ite
method of preparation will appear more fully In light of the following
axamples which are given for the purpose of Hlustration only and are not
to be construad as limiting the invention In sphere or scope.

Example 1: Preparation of BMY 28874 (1)
A.  Dh4-nitrobenzyl peroxydicarbonate (i)

Di-4-nitrobenzyt peroxydicarbonats was prepared using a
modification of the literature procedure!. Thus, to an ice-cold solution of

_ 4-nitrobenzyl chioroformate (10.11 g, 4.7 mmol) In acetone (20 mL) was

added dropwise over 30 min an ice-cold mixture of 30% H,0, (2.7 mL,
24 mmol) and 2.35 N NaOH (20 mL, 47 mmal). The mixture was
vigarously stimed for 15 min and then it was fitered and the filter-cake *
was washed with water and then with hexana. The resulting damp solid
was taken up in dichioromethane, the solution was dried (Na,S0,) and
then it was dilutad with an equal volume of hexane. Concentration of this
solution at 20 “C on a rotary evaporator gave a crystaliine precipitate
which was filterad, washed with haxane and dried in vacuo to give
compound il (6.82 g, 74%) as pale ysllow microcrystals, mp 104 °C
(dec).

Di-4-nitrobenzyl peroxydicarbonate was found to be a relatively
stable material which decomposed as its meiting polint with siow gas

1F. Strain, et 2l., . Am, Chem, Soc., 1850, 72, 1254
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evolution. In comparison, dibenzyl peroxydicarbonate? decomposed with
a sudden vigorous expulsion of material from the meiting point capillary.

B. 4-Nitrobe

To a solution of 8-{4-{4-{2-pyrimidinyl)-piperazinyi}-8-azaspiroj4.5]-
7.9-dione (buspirone: 10 g, 286 mmole) in dry THF (250 mL) was added
LIN (Me,SI), (28.5 mL of a 1 M THF solution) at —78 *C and stirred for 3 h
and then a solution of di-4-nitrobenzy] peroxydicarbonats (11.2 g) in diry
THF (150 mL) was added dropwisa over 1 h. Stirring was continued at
-78°Cfor1h.

The cooling bath was ramoved and the reaction solution was
poured into a mbdure of H,O and EtQAc. The organic phase was
separatad and washed with H,0 and then brine. The organic base was
dried and then evaporated to a viscous oll. Flash chromatography of this
oll, eluting the sliica column with MeCN-EtOAc (1:2) gave crude product
which was washed with acetone, to remove unreacted buspirone, leaving
6.23 g of a white solld (46%) product (H).

C. . 8-Hydrony-8{4-14-{2-pyrimidinyi)-piperaziny}-butyl}-8-
azaspirof4.5)-7,8-dione (I;: BMY 28874)

A mbxture of Il {4.0 g; 6.9 mmole) and 10% Pd/C (sbout 1 g) in
MeOH {100 mL) was hydrogenatsd in a Parr shaker at 40-45 psi for 1 h.
The hydrogenation mbdure was filtered through a Ceilte pad which was
then washed with EtOAc. The fitrate was evaporated to a gum which
was purified by flash chromatography through a sliica gel columnn eluting
with EtOAc to give 0.41 g of an off-white solld (1).

Anal. Caled. for CHyNeOs: C, 62.82; H, 7.78; N, 17.44.

Found: C, 62.84; H, 7.81: N, 17.33.

1 Cf. M.P. Gore, J.C. Vegderna, J. O Chem,, 1908, 81, 3700

10
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Example 2:, 5-HT1A Binding Assay

Thia binding assay utilized HEK 283 cells that have been
transfected with the human 5-HT1A receptor. HEK 293 cells with the
human 5-HT1A receptor are incubated for 1 h at 25 °C in 50 mM Hepes
buffer In the presence of 1 nM 3H-8-OH-DPAT and teat compound. 10
uM 5-HT serves to define non-specific binding. The assay is terminated
by rapid filtration through Whatman GF/8 filter pads using a Brandel cell
harvester. Samples are counted in a Wallac micro-bata liquki scintiiation
counter.

1"
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Claims

1. A process for amellorating an undesirable anxiety state in a
mammal comprising systemic adminiatration to the mammal of an
effective but non-toxic andolytic doss of 6-hydroxy-8-{4-{4-(2-pyrimidinyf)-
piperazinyf]-butyl}-8-azaspiro{4.5}-7,9-dlone or a pharmaceutically
acceptable acid addition salt, prodrug, or hydrate thereof.

12
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Abstract
6-Hydroxy-B{4-{4-2-pyrimidinyi)-piperazinyll-butyf} 8-

azaspiroj4.5}-7,9-dione and its pharmaceutically acceptable salts and
hydrates are useful in the alleviation of andety.

13
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As the below-named inventor, I hereby declare that:

My residence, post office address and citizenship is as stated below next to my
name.

I believe that I am the original, first and joint inventor of the subject matter which is
claimed anxi for which a patent is sought, on the invention entitled

ANTIANXIETY AGENT
the specification of which
—X__ isattached hereto
e wasfiledon as
Application Sexial No.

I hereby state that I have reviewed and understand the contents of the above-

identified specification, including the claima, as amended by any amendment
referred to above.

And ] hereby appoint Aldo A. Algierl, Reg. No. 31,697, Samuel ]. DuBoff, Reg. No.
25,969, David M. Morse, Reg. No. 25,742, and Richard P. Ryan, Reg. No. 30491, Post
Office Box 5100, Wallingford, CT 06492-7660; all of Bristal-Myers Squibb Campany,
my agents and/or attorneys to prosecute this application and to transact all business
in the Patent and Trademark Office connected therewith. Please address

this application to: David M. Morse, Bristol-Myers

correspondence concerning
Squibb Company, P.O. Box 5100, Wallingford, CT 06492-7560.

1 acknowledge the duty to disclose information which is material to the examination
of this application in accordance with Title 37, Code of Federal Regulations, Section
1.56(n).

1 hereby claim foreign priority benefits under Title 35, United States Code,
Section 119, of any foreign application(s) for patent or inventor's certificate listed
below and have also identified below any foreign application for patent or
inventor's certificate having a filing date before that of the application on which

priority is claimed:
Prior Foreign Application{s) .
Priority
. Claimed
None

(Number) (Country) (Day/Month/ Yr. Filed) . YBES/NO
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I hereby claim the benefit under Title 35, United States Code, Section 120, of a
United States application(s) listed below and, insofar as the subject matter of each of
the claims of this application is not disclosed in the prior United States application in
the manner provided by the first paragraph of Title 35, United States Code, Section
112, I acknowledge the duty to disclose material information as defined in Title 37,
Code of Federal Regulations, Section 1.56{a), which occurred between the filing date
of the prior application ardl the national or PCT international filing date of this
application:

(Application (Filing Date) (Status)

Serial No.) (patented, pending, abandoned)
(Application (Filing Date) (Status) .
Serial No.) (patented, pending, abandoned)

I hereby declare that all staternents made herein of my own knowledge are true and
that all statements made on information and belief are believed to be true; and
further that these statements were made with the knowledge that willful false
statements and the like so made are punishable by fine or imprisonument, or both,
under Section 1001 of Titl2 18 of the United States Code and that such willful false

statements may jeopardize the validity of the application or any patent issued
thereon.

Full name of st inventor: _Eobert F. Mayol

Iventorssignature _ Lobed 2 Mayel Date Ay ST 1997
F Residence: _Dugham, CI

Gitizenship: __USA, Occupation: _Chemist

Post Office Address: ____56 Green Lane

— Durham, CT 06422
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LA OFICINA DE MARCAS Y PATENTES DE LOS ESTADOS UNIDOS

Solicitantes Robert F Mayol Unidad Axt 1614
Serie No A ser asignada Examinador S Rose
Prasentado A ser asignado

Para Agente antiansiedad

Honorable Comisionado de
Marcas y Patentes
Washington DC 20231 L

Estimado sefior

ENMIENDA PRELIMINAR

Por favor enmendar la solicitud objeto como sigue .
Enmendar la especificacién en la pagina 1 insertando antes de

la pramera linea

~REFERENCIA ENCONTRADA PARA LA SOLICITUD RELACIONADA

Esta es una divisién de la solicitud codependiente 09/368 842
presentada el B/5/99 - .

Por favor enmendar la reivindicacién 1

-1 Un proceso para aliviar un estado de ansiedad
indeseable en un mamifexo que comprende la
administracién sistémica al mamifero de una dosis

ansiolitica efectiva pero no téxica de 6-hidroxi-8-{4- :
[4-(2-pirimidinil)-piperazinil)-butil]-B-azaspiro[4d 5]-

7 9-diona o una sal de adicién de A4cido[profdrmaco ] o
hidrato farmacéuticamente aceptable de la misma
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Robert F. Mayol LT

Fecha. 18 Junio 2000 . (rGbrica)
Richard P. Ryan
Registro No. 30,491
Bristol-Myers Squibb Company
P.0. Box 5100
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AGENTE ANTIANSIEDAD
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencién involucra el alivio
de la ansiedad mediante el tratamiento con 6-
hidroxi-8-[4-[4-(2-pirimidinil)-piperazinil]-
butil]-8-azaspiro{4.5]1-7,9-diona. Este compuesto
fue por vez primera descrito por Jajoo, et al.,
Drug Metab. and Disposition, 17/6, pp. 634-640,
1989, como uno de varios metabolitos del f&rmaco
ansiolitico, clinicamente dtil, la buspirona. La
confirmacién de la estructura de este metabolito
se consiguié mediante 1la comparacién con una
muestra auténtica del compuesto preparado
sintéticamente. Este compuesto metabolito ha sido
designado BMY 28674, y también es conocido como
6’ ~hidroxi-buspirona.

El farmaco original, la buspirona, tiene

la sigulente estructura quimica.

of\/\/ NCN—(D

buspirona
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La Dbuspirona, quimicamente: 8-[4-[4-(2-
pirimidinil)l-piperazinil]butil-8-azaspiro(4,5)-

decan-7,9-diona, es un compuesto farmacéuticamente

activo, el cual se ha encontrado que es efectivo-

éara el tratamiento de trastornos de ansiedad y de
la depresién. Sin embargo, la buspirona muestra un
metabolismo de primer paso muy eleva&o, y 86lo
aproximadamente el 4% de una dosis terapéutica
llega a la circulaciédn sistémica, en forma no
metabolizada, después de la administracién oral
(Mayol, et al., Clin. Pharmacol. Ther., 37, p.
210, 1985). También se han observado grandes
diferencias en la absorcién de la buspirona, entre
individuos como se demuestra por las variaciones
de la condentraciédn plasmética méxima del farmaco

por hasta 10 veces {(Gammans, et al., American J.

Med., 680, Suppl. 3B, pp. 41-51, 1986).

La siﬂtesis de la buspirona y analogos
relacionados, y la descripciétn de sus propliedades
pasicotrépicas son descritas pdr Wu, et al., en la
patente norteamericana 3,717,634. El uso del
clorhidrato de buspirona, como un agente novedoso

contra la ansiedad, para el tratamiento de

paclientes neuréticos, es descrito por Casten, et

al., en la patente norteamericana 4,182,763.

an's
Y

iw ™
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Previamente se analizaron las propiedades
contra la ansledad del BMY 28674, usando un método

de laboratorio desarrollado especificamente para

la'medicién de las propledades contra la ansiedad, -

aen compuestos de azapirona, tales como la-

buspirona, gepirona y andlogos estructurales. En
este procedimiento de prueba nunca se detectd
actividad significativa alguna contra la ansiedad,
para el BMY 28674. Para este compuesto nunca se ha
descrito actividad blolégica alguna significativa.
En resumen, aungue se ha descubierto gque
el BMY 28674 es uno de varios metabolitos humanos
que resultan de la administraciédn del farmaco
ansiolitico, 1la buspirona, no se ha asociado
previamente actividad bilolégica dtil, con el
compuesto mismo, antes de la preseénte invencién.

DESCRIPCION BREVE ¥ DETALLADA DE LA INVENCION

SE ha encontrado ahora que la 6~hidroxi-8-
(4-[4~-(2-pirimidinil)-piperazinil]-butil}]-8-
azasplro[4.5]-7,9-diona (I) es Gtil como un agente
para tratar la ansiedad y en la presente se hace
referencia al mismo como BMY 28674. El compuesato

tiene la siguiente férmula estructural:

L4

.ﬁ;'
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Como un resultado del andlisis
comparativo, con instalaciones y recursos propios,
del agente ansioclitico <clinicamente Gtil, la
buspirona, y varios de sus metabolitos reales Yy
putativos, la visién prevaleciente ha sido que la
accidn ansiolitica era proporcionada
principalmente por 1la buspirona misma con una
pequefia, si la hay, contribucién hecha por los
metabolitos de la busplirona. Por ejemplo, la
administracién sistémica (intravenosa e
intragidstrica) de ciertos metabolitos putativos, a
ratas, dio por resultado una: poca © ninguha
inhibicidén del disparo de impulsos neuronales en
el rafé dorsal. En contraste, la buspirona misma
inhibe potencialmente el disparo de impulsos en
las neuronas del rafé dorsal. Ver: VanderMaelen,

et al., Eur. J. Pharmacol., 129, pp. 123-130,

1986. Aungque un metabolito, el fragmento

estructural 1-(2-pirimidinil)piperazina, también

s

A% .

[] Wl
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conocido como 1-PP,
/~ \
H-N N
1'PP -

exhibié wuna inhibicién débil del disparo de
impulsos QP el rafé dorsal, a la vez gque produjo
cierta actividad en contra de la ansiedad en otros
anidlisis preclinicos (véase: Patente
Norteamericana 4,409,223), también exhiblé
propledades ansiogénicas en otros paradigmas de
andlisis de comportamiento. Ver: Cervo, et al.,

Life Sciences, 43, pp. 2095-2102, 1988; Martin,

Psychopharmacology, 104, pp. 275-278, 1991. Es
probable que el efecto biolégico del 1-PP sea

mediado a través de un mecanilismo alfa 2
adrenérgico Ya que al 1-2P no demuestra
enlazamiento al receptor 5-HT1A. Actualmente, el
efecto clinico del 1-PP no estd claro.

En la base de los razonamlientos aceptados
de que la buspirona intacta proporciona la
actividad Wtil contra la ansiedad, observada

clinicamente, se desarraolld un sistema de

[}
iy -

™
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suministro por medio de un parche transdérmico,
para la buspirona (véase la patente norteamericana

5,633,009). Se predijo gue un parche transdérmico

. de buspirong era un tratamiento superior para la-

ansiedad dado que el suministro transdérmico del
fdrmaco dio por resultado un metabolismo
minimizado de la buspirona, proporcionando por 1lo
tanto cantidades significativamente mayores del
farmaco original, con niveles de metabolitos mucho
mas reducidos. De manera sorprendente,
clinicamente sSe observd poca o ninguna actividad
ansiolitica con el uso del parche transdérmico de
buspirona. Este resultado inesperado ha conducido
a la reevaluaclién del BMY 28674.

El BMY 28674 parece ser el metabolito
activo de 1la buspirona. No dnicamente es el
segundo metabolito mé&s abundante obtenido en los
estudios del metabolismo a partir de orina humana

(en donde el S-hidroxi-1PP es el més

H-CN-(D—OH

S-hidroxi-1PP

lh.\.
“q

ll"-
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abundante) ; pero la estructura esquelética de 1la
buspirona permanece intacta en el BMY 28674. En

forma mAs importante, los datos de enlazamiento en

el receptor 5-HT1A K indican que el BMY 28674 .tiene.

una afinidad de enlazamiento més cercana a la de
la buspirona misma. Esto est4 en contraste con los
otros metabolitos, lo cual demuestra, en el mejor
de los casos, Gnicamente una interaccién més débil
en el sitio del 5-HT1A. El receptor 5-HT1lA es
aceptado cominmente como el receptor serotonérgico
involucrado intimamente en la regulacién de la
ansiedad. El1 enfoque primario de 1la presente
investligaciétn ha s8ido en 1los metabolitos de
buspirona gue mantienen la estructura del
esqueleto de 5uspirona Y que no tienen méds de un

grupo hidroxi hidrofilico incorporado en la

molécula. Es probable gque la presencia de mis de °

un grupo hidroxi hidrofilico reduzca . la
distribucién de esos productos metabdlicos en las
regiones del Sistema Nervioso Central del cuerpo,
por lo tanto haciliendo gque las interacciones
necesarias de los receptores probablemente no
ocurran en las regiones objetivo.

El siguiente esquema metabdlico (Esquema

l) para la buspirona se tomdé de Jajoo, et al.,

-

-.“l'I .
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Xenobiotlca, 1990, Vol. 20, No. 8, pp. 779-786,
*In vitro metabolism of the antianxiety drug
buspirona as a predictor of 1its metabolism in

vivof.

Esquema 1

Esgquema para el metabolismo de la buspirona por

los microsomas y hepatocitos del higado de rata

| |
o ) e Q(:frvv"\_,"-‘b
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La Tabla 1 presenta los datos de enlace
para buspirona Y los otros metabolitos

monohldroxilados de interés. Estos datos se

obfuvieron de células HEK 293 transfectadas con el

receptor humano 5-HTI1A. -

Tabla 1

Datos de Enlazamiento de 5-HT1A

Compuesto valores Ki ICso (nM)*
(; SEM)
Serotonina (referencia) 2
Buspirona
P 15(+ 3.5) 30
6’ -OH-buspirona (BMY
30 (+ 4.8) 61
28674)
5-OH-buspirona
—— > 1000
3’-0OH-buspirona
191 (+ 48) > 80O
1-(2-
- > 1000
pirimidinil)piperazina

*valor promedio ICs¢ de 3 determinaciones

Al principio la prueba con instalaciones y
recursos propios de BMY 28674 utiliza un método de
prueba basado en la modificacién de la prueba de
Conflicto de Vogel, un procedimiento de conflicto

fiable, simple, para el an&lisis de agentes contra

CIL"-
T
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la ansiedad (ver: Vogel, et al.,

Psychopharmacologia, (Berl.) 21, pp. 1-7, 1971).

La dosificacién fue por la wvia oral para este

método de prueba y es probable que el metabolismo -

del primer paso extensivo de .BMY 28674 oral
podria egstimar 1la falla del compuesto para
producir una respuesta ansiolitica en este
paradigma.

La presente invencidédn se refiere entonces
al proceso para mejorar un estado de ansiedad en
un mamifero con necesidad de tal trifamiengo, el
cual comprende introducir al sistema del mamifero
de una dosis de antiansiedad efectiva de BMY
28674._ Unf, dosls efectiva deber+ia, en general,
estar en el rango de aproximadamente 0.1 a 2 mg
por kg de peso corporal. E1 BMS 28674 también se
puede administrar via sublingual, rutas bucal o
transnasal, por lo gue se minimiza el metabolismo
del primero paso destructivoe. La administracién
sistémica de BMY 20674 puede ser una ruta
parénterica, por ejemplo, intramuscular,
intravenosa, subcuténea, etc. La administracién
sistémica tamblén 86 puede lograr por la

administracién oral de un profadrmaco, una forma

de precursor de BMY 28674. En este caso la forma

]
l"'
»
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de precursor minimiza el metabolismo destructivo
de BMY 28674 pero funciona fisidlogicamente para
liberarlo en el sistema del mamifero. De acuerdo
con la buena practica clinica, se prefiere
administrar BMY 28674, o una forma de precursor,
a niveles de concentracién que produciran efectos
ansiol%ticos efectivos sin causar daflo o efectos
colaterales desfavorables.

Terapéuticamente, el BMY 28674 se puede
proporcionar en una formulacién parentérica
comprendida de una cantidad ansiolitica efectiva
de BMY 28674, o una de sus sales de adicién de
dcidos farmacéuticamente aceptables o un hidrato,
en un portador farmacéuticamente aceptable. Las
composiciones farmacéuticas las cuales
proporcionan desde aproximadamente 5. a 50 mg del
ingrediente . activo por dosis unitaria son
preferidas y se preparan convencionalmente como
soluciones acuosas y suspensiones acuosas o©
aceitosas. El BMY 28674 también se puede
proporcionar oralmente cuando est& compuesto de
una forma de precursor o profdrmaco en una
formulacidén de dosificacién oral tal como una
tableta, pastilla, cépsula, jarabe, eli#ir,

solucidédn acuosa o suspensién.

o,
'll.\'c
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Las sales de adicién de 4cido
farmacéuticamente aceptables del BMY 28674 también

son consideradas (Gtiles como agentes ansioliticos.

Por definicién, estas son aquellas sales en las.

cuales el anién no contribuye significativamente a
la toxicidad o actividad farmacolégica de la forma
de base de BMY 28674.

Las sales de adicién de &cido se obtienen
ya sea por la reaccién de BMY 28674 con un Aacido
orgdnico o inorgé&nico, preferiblemente por el
contacto en solucién, o por cualquiera de 1 s
métodos estindares detallados en la literatura vy
disponibles para cualquiei profesional experto en
la técnica. Ejemplos de 4&cidos organicos dGtiles
son los 4&cidos carboxilicos tales como el &cido
maleico, 4dcido acético, &cido tartdrico, 4&cido
propliénico, dcido fumédrico, dcido isetiénico,
dcido sasuccinico, adcido pamoico y similares; 1los
&cidos inorgénicos - dtiles son los dcidos
hidridcidos tales como el HCl, HBr, HI; &cido
sulfirico, &cido fosférico, y simllares.

Las compoaiciones orales-preferidas se
encuentran en lla forma de tabletas o c¢dpsulas y
ademds una forma de precursor del BMY 28674 puede

contener ;excipientes convencionales tales como

o
=
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agentes aglutinantea (por ejemplo, jarabe, goma
ardpilga, gelatina, sorbitol, tragacanto, o

polivinilpirrolidona), materiales de relleno " (por

ejemplo, lactosa, azicar, almidén de maiz, fosfato-

célcico, sorbitol o glicina), lubricantes (por
ejemplo, estearato de magnesio, talco,
polietilenglicol o silice), desintegrantes (por
ejemplo, .almidén), y agentes humectantes (por
ejemplo, lauril sulfato de sodio). Las soluciones
0 suspensiones de BMY 28674 con los vehichlos
farmacéuticos convencionales, se emplean para
composiciones parentéricas tales como una solucién
acuosa para 1lnyeccién intravenosa o una suspensiédn
aceitosa para inyeccién intramuscular. Esas
composiciones.que tienen la claridad, estabilidad
y adaptabilidad deseadas para el uso parenteral,
se obtienen disolviendo de 0.1% a 10% en peso del
ingrediente activo (BMY 28674 o una sal de adicién
de acido o hidrato, farmacéuticamente aceptable,
del mismo) en agua o un vehiculo que'consista de
un alcohol alif&tico polihidrico tal como 1la
glicerina, propilenglicol y polietilenglicoles o
mezclas de 1l1los8 mismos. Los poliletilenglicoles
consisten de una mezcla de polietilenglicoles,

normalmente liquidos, no volétiles, que son
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solubles tanto en agua como en liquidos organicos

Y que tienen pesos

aproximadamente 200 hasta 1500.

El BMY 28674 se puede - sintetizar.

moleculares

ﬁediante métodos facilmente disponibles

literatura quimica Y conocidos

desde

en la

por los

experimentados en la quimica de sintes{s organica.

Un método de preparacién utiliza la buspirona como

un material de partida y el proceso se muestra en

el Esgquema 2. -

Esquema 2

Preparacién del BMY 28674

*

o P
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Este método de preparaciédn se proporciona

como un ejemplo auxiliar e ilustra una

sintesis
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conveniente de BMY 28674.
Deberi apreciarse también gque el BMY 28674
se puede obtener mediante la conversién enzimédtica

(ﬁor los microsomas del higado de humano © rata)

de la buspirona, in vitro. (Ver: dJdajoo, et al.,:

Xenobiotica, 1990, Vel. 20, No. B, pp. 779-786).

La administracién slstémica también puede
conseguirse a través administracién oral de una
forma de precursor o profidrmaco del BMY 28674. Por
ejemplo, la buspirona, a mamiferos resultando en

la introducclén asistémica de BMY 28674.

DESCRIPCION DE MODALIDADES ESPECIFICAS

———eee—

El compuesto cuyo usc constituye esta
invencién, y su método de prepafacibn, serén
evidentes de manera mas completa a la luz de 1los
siguientes ejemplos gque se presentan con el
propésito de ilustracién Gnicamente y no deben
considerarse como limitantes de la invencidén en su

esfera de aplicacién o alcance.

Ejemplo 1: Preparacidédn del BMY 28674 (7T)

)
i T
L
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A. Peroxidicarbonato de di-4-nitrobencilo (III)

Se prepard peroxidicarbonato de di-4-
nitrobencilo, usando una modificaclén del
procedimiento de 1la literatural. De esta manera, a
una solucién enfriada con hielo de cloroformiato

de 4-nitrobencilo (10.11 gramos, 4.7 milimoles) en

acetona (20 mL) se adicioné, gota a gota, en 30

minutos, una mezcla enfriada con hielo de H202 al
30% (2.7 mililitros, 24 milimoles) y NaOH 2.35 N
{20 mililitros, 47 milimoles). La mezcla se agité
vigorosamente durante 15 minutos y luego se filtré
y la torta del filtro se lavé con agua y luego con
hexano. El s86lido mojado resultante se recogld en
diclorometano, la solucién se secd (Naz2504) y luego
se diluyé con un volumen igual de hexano. La
concentracién de esta solucién, a 20°C, en un
evaporador giratorio, dio  un precipitado
cristalino gque se filtrédé, se lavdé con hexano y se
secdé 1in vacuno para dar el compuesto IXI (6.82
gramos, 74%) como microcristales de ¢olor amarillo
palido, punto de fusién de 104°C (con

descomposicién).

' F. Straid, et al., J. Am., Chem. Soc., 1950, 72, 1254
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Se encontrd gque el peroxidicarbonato de
di-4-nitrobencilo era un material relativamente

estable que se descomponfia al alcanzar su punto de

fuslén, con lenta emanaclién de gas. En .

comparacién, el peroxidicarbonato de dibencilo?® se
descompuso con una vigorosa expulsidn repentina de
material, del capilar para punto de fusién.

-

B. 6-{4-Nitrobencil peroxidicarbonatil)-8-[4-[4-

(2-pirimidinil)-piperazinil)-butil]-B8-
azaspirof[4.5]-7,9-diona(II)

A una solucidn de 8-[4-[4-(2-pirimidinil)~-
plperazinil]-8-azaspiro[4.5]-7,9~-diona (buspirona:
10 gramos, 26 milimoles) en THF seco (250
mililitros) se adicioné LiN (Me3Si)2 {28.5
mililitros de una solucién 1 M de THF) a =-78°C y
se agité durante 3 horas y luego se adicioné una
polucidédn de peroxidicarbonato de di-4-nitrobencilo
{(11.2 gramos) en THF seco (150 mililitros), gota a
gota, durante 1 hora. Se continud la agitacién a

-78°C por una hora.

2 ¢f. M.P. Gore, J.C. Vederas, J. Org. Chem., 1986, 51,

3700

m
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El bafio de enfriamiento se retiré y la
solucién de reaccidédn se vertidé en una mezcla de

Hz0 y EtOAc. La fase orgdnica se separé y se lavéd

.con H20 y luego con salmuera. La base orgénica se .

secdé y luego se evapord hasta producir un aceite
viscoso. La cromatografia instantdnea de este
aceite, eluyendo la columna de silice con MeCN-
EtOAc (1:2) dio el producto crudo el cual se lavé
con acetona, para eliminar la buspirona que no
habia reaccionado, dejando 6.23 gramos de un

s6lido blanco {(46%) del producto (II).

C. 6-Hidroxi-8-[4-[4-(2~-pirimidinil)-

Eigerazinii]—butilo]-B-azasgiroLﬁ.5]-7,ng;ona (I
BMY 28674)

Se hidrogené una mezcla de II (4.0 gramos;
6.9 milimoles) y Pd al 10%/C (aproximadamente 1
gramo) en MeOH (100 .mililitros) en un agitador
Parr a 2.81-3.16 kg/cm® (40-45 psi) durante 1
hora. La mezcla de hidrogenacién se £iltré a
través de una almohadilla de celita la cual ae
lavé luego con EtOAc. E1l filtrado se evapord hasta
producir una goma gque se purificé mediante

cromatografia instantianea a través de una columna

wm
L]

o
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de gel de silice eluyendo con EtOAc para dar 0.41
gramos de un sélido blanquecino (I).

Andlisis calculado para C21H31Ns03:
c,62.82; H,7.78; N, 17.44.

Encontrado: C, 62.84; H, 7.61; N, 17.33

Ejemplo 2: Ensayo de Enlazamiento al 5-HTI1A

Este ensayo de enlazamiento usé células HEK 293
que han sido transfectadas con el receptor 5-HTI1A
humanpno. Las células HEK 293 con el receptor 5-HT1A
humano son incubadas por 1 hora a 25°C en una
solucién reguladora de HEPES 50 mM en la presencla
de 3H-8-OH-DPAT 1 nM y el compuesto de prueba. El
5~-HT 10 uM sifve para definir el enlazamlento no
especifico. El ensayo se determiné par filtracidn
rdpida a través de almohadillas de filtro Whatman
GF/B usando un recolector de células Brandel. Las
muestras _ son contadas en un contador de

escintilacién de liquidos micro-beta Wallac.

<
0
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REIVINDICACIONES

-

1. Un proceso para aliviar un estado de

ansiedad, indeseable, en un qamifero, que .

éomprende la administracién sistémica al mamifero,
de una dosis ansiolitica, efectiva pero no téxica,
de 6-h1drox1-8—[4-[4-(z—pirimidinil)-piberazinil]-
butil)-8-azaspiro[4.5]-7,9-diona o una sal de
adicién de &cido o hidrato, farmacéuticamente

aceptable, de la misma.

l“‘
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RESUMEN DE LA INVENCION

La 6-hidroxi~8-[4~[4~(2-pirimidinil)-

piperazinil]-butil]~8-azaspiro(4.5]-7,9-diona Yy

sus sales e hidratos farmacéuticamente aceptablea,_

son itlles en el aliviec de la ansiedad.
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CT2534 (MB33)

Como el inventor nombrado abajo, yo declaro que:
Mi residencia, direccién de oficina postal y ciudadania son como se establece abajo enseguida a mi nombre,

Y yo creo que soy el ariginal, primero y finico inventor de ia materia objeto Ia cual se reclama y para la cual se busca una
patente en la invencién titulada:

AGENTE ANTIANSIEDAD
|a especificacién de la cual

[x] sc anexa a la mizma

[] fue presentada en como Solicitud SerieNo. ,

Yo declaro que he revisado y entendido los contenidos de la especificacién arriba [dentificads, incluyendo las
reivindicaciones, como se enmendaron mediante cualquier enmienda referida arriba.

Y yo designo a Aldo A. Algieri, Reg. No. 31,697, Samuel J. DuBoff, Reg. No. 25,969, David M. Morse, Reg. No. 25,742, y
Richard P. Ryan, Reg. No. 30,491, Post Office Box 5100, Wallingford, CT 06492-7660; todos de Bristol-Myers Squibb
Company, mis agentes y/o apoderados para continuar con esta solicitud y para negociar todos los negocios en la Oficina de
Marcas y Patentes conectadas con esta. Por favor dirigir la correspondencis concerniente a esta solicitud a: David M. Morse,
Bristol-Myers Squibb Company, P.O. Box 5100, Wallingford, CT 06492-7660.

Yo conozco las obligaciones en relacién a la descripcién de la informacién que es niaterial para el examen de esta solicitud
de acuerdo con el Titulo 37 C.F.R. seccién 1.56(s).

Yo reclamo los beneficios de la priorided extranjera bajo el Titulo 35, U.S.C. seccién 119, de cualquier solicitud(es)
extranjera(s) para el certificado de inventor o patente dictade abejo y también identificado abajo para cualquier solicitud
extranjera para certificade de inventor o patente tenga una fecha de presentacion antes que Ia solicitud en la cual se reclama
prioridad:

SOLICITUDES EXTRANJERAS ANTERIORES Prioridad Reclamada
Ninguno
Ntimero Pals Dis/MES/Afo Presentado SIUNO

e
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Yo reclamo medizante el beneficio del Titulo 35, U.S.C. seccidn 120 de todas las solicitudes de los Estados Unidos listadss
abajo y, hasta también cusiquier materia objeto de cada una de las relvindicaciones de esta solicitudque no este descrita en
Ia solicitud de Estados Unidos previa de la manera provista por el primer pirmafo del Tiulo 35 U.S.C. seccién 112, Yo
reconozco la obligacion de describir la informacion del material como se definié en el Titwlo 37 C.F.R. seccidn 1.56(a) que
ocurrid entre la fecha de presentacion de la solicitud anterior y la fecha de presentacién de la solicitud internacional del PCT
o nacional de esta solicitud:

»
- "

1.
l!\‘
(Soficitud Serie No.) (Fecha de presentacién) (Estadg)
] pendicnte, sbandonada, patentada
s
(Solicitud Serie No.) (Fecha de presentaciém) (Estado) "’
pendiente, abandonads, patentads '
Yo declaro mediante esto que todas las declaraciones hechas aquf de mi propio conocimiento son verdaderss y que todas las
declaraciones hechas sobre la informacian y creencias se cree que son verdaderas; y ademds de que estas declaraciones
fueron hechas con ¢l conocimiento que las declaraciones efectuadas en falsedad o similares son perseguibles mediante
multas o prisién, o ambos, bajo la Scccion 1001 del Titulo 18 del Codigo de los Estados Unidos y que tales declaraciones
falsas por voluntad pueden poner en riesgo la validez de Ia solicitud o cualquier patente expedida en relacién a la misma
. e
Nombre completo del primer inventor: _ Robert F, Mayol '
Firma del Inventor: Fecha: Agosto 5, [999
Residencia: _Durtham. CT
Ciudadania: _USA Ocupacidn: Ouimicp
Direccién de In Oficina Postal : 56 Green lLane 2 s
LDurham, CT 06422 Wt
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