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RESUMEN CON EL OBJETO Y LA FINALIDAD DE LA INVENCION

Suministrar un proceso mejorado para el aliyio de la ansiedad mediante el
tratamiento con una cantidad asioliticamente efectiya de 6-hidroxi-8-

(4-(4-(2-pirimidinil)-piperazinil)-but11)-8-azaspiro(4.5)-7.9-diona.
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METODO PARA ALIVIAR LA ANSIEDAD
CAMPO DE LA INVENCION

La presehte invencién involucra un proceso
mejorado para el ali&io de la ansiedad mediante el
tratamiento con una cantidad ansioliticamente efectiva
de 6-hidroxi—8—[4-[4—(2—pirimidinil)-piperazinil]-
butil])-8-azaspiro[4.5]-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 nmetabolitos del farmaco anslolitico,
clinicamente dtil, la buspirona. La confirmacién de la
estructura de este metabolito se consiguidé mediante la

comparacién con una muestra auténtica del compuesto

preparado sintéticamente. Este compuesto metabolito ha

sido designado BMY 28674, y también es conocido como
BMY 28674. \ )

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El farmaco original, la buspirona, tiene

la siguiente estructura quimica.
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La buspirona, quimicamente} 8-[4-[4-({2-
pirimidinil)l-piperazinil]lbutil-8-azaspiro(4,5)-decan-
7,9-diona, es un compuesto farmacéutlicamente activo, el
cual, seglin se ha encontrado, es efectivo para el
tratamiento de trastornos de ansiedad y de 1la
depresién. Es aceptado que la buspirona ejerce sus
efectos a través del receptor de la serotonina 1A (5-
HT1A). Sin embargo, la buspirona muestra un metabolismo
de primer paso muy elevado, y en general, uUnicamente
aproximadamente el 4% de una dosis terapéutica de
buspirona llega a la circulacién sistémica, en forma no
metabolizada,-aespués de la administraciénm oral (Mayol,

et al., Clin. Pharmacol. Ther., 37, p. 210, 1985).

También se han observado grandes diferencias en 1la
absorcién de 1la buspirona, entre individuos. Esto ha
sido demostrado por las variaciones de la concentracién
plasmética méxima del féarmaco, en indlviduos, por
diferencias de hasta 10 veces (Gammans, et al.,

American J. Med., 80, Suppl. 3B, pp. 41-51, 1986).
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La sintesis de 1la buspirona y analogos
relacionados, y 1la descripcién de sus propiedades
psicotropicas son descritas por Wu, et al., en la
patente norteamericana 3,717,634, El uso del
clorhidrato de buspirona, como un égente novedoso
contra la ansiedad, para el tratamiento de pac;entes
neurdticos, es descrito por Casten, et al., en 1la
patente norteamericana 4,182,763. .

Previamente se analizaron las propiedades
contra la ansiedad del BMY 28674, usando métodos de
laboratorio desarrollados especificamente para la
medicién de las propiedades contra la ansiedad, en
compuestos de azapirona, tales como 1la busplrona,
gepirona y anédlogos estructurales. En este analisis
nunca se detecté actividad significativa alguna contra
la ansiedad, para el BMY 28674. Para este compuesto
nunca se ha descrito actividad bioldégica alguna
significativa de cualquier tipo. En efecto, con 1la
excepclién de la l-pirimidinilpiperazina (1-PP), no =se
ha descrito actividad significativa alguna contra 1la
ansiedad, para algquno de los metabolismos de buspirona

conocldos. Ver: Gammans, et al., JAMA, (Marzo de 1986),

Vol.. 80, Supp. 3B, pp. 43-44. Como una consecuencia,
se ha creido que la dogsificacién oral de buspirona para

el tratamiento de la ansiedad, se optimiza cuando se
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realiza en una manera tal que maximice la concentracién
del farmaco sin cambios, a expensas de los metabolitos.

En la patente norteamericana No. 5,431,922
se describidé una formulaciédn de liberaciédn prolongada,
de buspirona para proporcionar una mejora en la
administracién oral del farmaco, en base a que 1los
niveles sanguineos de 1la buspirona sin cambios se
incrementaron, mientras que los niveles del metabolito
se redujeron, cuando s8se midié 1la relacidn de los
niveles plasméticos de buspirona respecto al metabolito
1-PP. Sin embargo nunca se describilieron datos de
eficacla para estas formulaciones y tampoco se
comercializaron.

La patente norteamericana No. 5,633,009
describidé y reivind}cb un parche transdérmico para
suministrar buspirona. El suministro transdérmico, como
se esperd, dio confiablementﬁ mayores niveles
sanguineos de buspirona (drea bajo la curva (abc)) con
niveles del metabolito mucho mis reducidos, al medirlos
por el 1-PP. Se disefio 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 que no pudo distinguirse del placebo.

Mas recientemente, un método mejorado para
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la administracién oral de buspirona fue reivindicado en
la patente norteamericana No. 6,008,222 en donde se
incrementa 1la biodisponibilidad de la buspircona sin
cambios, y se reduce la formacién del metabolito. El
método descrito involucraba la administracién conjunta
de buspirona, con el farmaco nefazodona, un inhibidor
del citocromo P4503A4 (CYP3A4). En base a la evaluacién
de datos clinicos preliminares, no se ha planeado un
desarrollo ulterior de esta formulacién farmacéutica de
combinacién de farmacos.

En resumen, aunque se ha descubierto que
el BMY 28674 es uno de varios metabolitos humanos que
resultan de 1la administracién oral del farmaco
ansiolitico, la buspirona, no se ha asoclado
previamente actividad bioclégica Gtil, con el compuesto
mismo, antes de la presente invencién. En particular,
en andlisis previos no ge detectéd actividad
ansiolitica. Se han realizado recomendaciénes de
dosificacién para 1la buspirona, de acuerdo con la
expectativa de que la inhibicién del metabolismo de la
buspirona generaria una respuesta en contra de 1la
ansiedad, méds robusta. La observacién clinica de que
clerto porcentaje de pacientes con ansiedad no obtiénen
alivio con 1la administracién de buspirona, ha sido

atribuida a 1los niveles insuficlentes del farmaco

A

A
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original, que se consiguen en estos no respondedores.
Una segunda observacién clinica respecto a un periodo
de demora de slete a dlez dias, antes de la observacién
de un efééto ansiolitico, ha sido atribuido a la
necesidad de un cambio en la dinamica del sitio del
receptor, como un resultado de la administracién
crébnica de buspirona. El descubrimiento inesperado de
los efectos ansiocliticos del BMY 28674, sugiere otras

explicaciones para estas observacliones.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

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

Figura 2. Efecto de la buspirona en la
vocalizacién ultrasdnica inducida por aislamiento y en
la actividad locomotora, en la 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, segulido de la dosificacién oral de
buspirona en sujetos humanos.

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

Filgura 6. Estudio del metabol;smo In
Vitro: Hetabolismo.nicrosbmico en Higado Humano (HLM)

de la buspirona, para producir BMY 28674.

BREVE DESCRIPCION Y DESCRIPCION DETALLADA DE LA

INVENCION

Se ha descubierto en la presente, que la
6-hidroxl-8-[4~[4-(2-pirimidinil)-piperazinil]-butil]-
8-azaspiro{4.5]-7,9-diona (I) es 1dtil como un agente
para tratar la ansiedad y en la presente se hace
referencla al ‘mismo como BMY 28674. El1 compuesto tiene

la siguiente f6rmula estructural:

0D

OH © BMY 28674

Y Se cree que es el metabolito activo de la buspirona.

Como un resultado del anadlisis previo con
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instalaciones y recursos propios, del agente

ansiolitico clinicamente wUtil, la buspirona y varios de

sus metabolitos reales y Dputativos, 1la visidn

prevaleciente ha sido que' la accién ansiolitica era
proporclonada principalmente por la buspirona misma con
una pequefla, si la hay, contribucién hecha por 1los
metabolitos de la buspirona. Por ejemplo, la
administracién sistémica (intravenosa e intragéstrica)
de ciertos metabolitos putativos, a ratas, dio por
resultado una poca o ninguna inhibicién del disparo de
impﬁlsos 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,
O
H—-N N
\__/—<
1-PP

exhiblé una inhibicié4n débil del disparo de impulsos en

el rafé dorsal, a la vez que produjo clerta actividad
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en contra de la ansiedad en clertos otros andalisis
preclinicos (Ver: Patente Norteamericana 4,409,223),
también exhibié propiedades 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 mecanismo alfa 2 adrenérgico ya que el 1-PP no
demuestra enlazamiento al recepteor 5-HT1A. Actualmente,
el efecto clinlco del 1-PP no esta claro.

Con la aceptacién general de que el agente
ansiolitico activo es la buspirona misma, cominmente se
proporcionan instrucciones de dosificacién de acuerdo
con la obtenciétn madxima de niveles sanguineos de
buspirona sin cambios, en pacientes con ansiedad. En
paclentes en donde se inhibe el metabolismo de 1la
buspirona, ya sea debido a los niveles de actividad
enzimadtica, hepdatica, en el paclente, o debido a 1la
ingestién de substancias que tengan efectos
inhibitorios en el metabolismo hepadtico,
particularmente el CYP3A4; se recomienda a los
pacientes reducir la cantidad de buspirona tomada. Es
interesante que no se ha establecido una correlacién
especifica de los efectos adversos relacionada con

mayores niveles sanqguineos de buspirona. Con el
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descubrimiento del metabolito activo de la presente, la
direccién de esas instrucciones de dosificacién
deberian cambiarse a condiciones que favorezcan 1la
produccién enzimética de BMY 28674. En efecto, la dosis
de buspirona deberia incrementarse, no reducirse, en
paclientes caracterizados por un metabolismo inhibido de
la 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, aunque 1los
niveles sanguineos de buspirona sean muy bajos en todos
los paclientes. Se carece de la confirmacién cientifica
de esta explicacidén de la falla del tratamiento. Una
explicacioén alternativa surge: a la luz del
descubrimiento del metabolito activo BMY 28674 y su
efecto ansiolitico. Una explicacién mids probable para
la falla del tratamiento en ciertos pacientes,
conclierne a la relacidén de 1la eficacia ansiolitica
respecto a los niveles sanguineos de BMY 28B674. Los no
respondedores son vistos como aquellos pacientes cuya
conversién metabdlica de buspirona a BMY 28674 es

insuficiente para consequir niveles eficaces de BMY
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28674. Con relaciébn a esta explicacién se encuentra la
observaciédn de una amplia variabilidad de los niveles
sanguineos de la buspirona, observados en el mismo
paciente Y entre pacientes, después de la
administracién oral. Esta variabilidad puede ser un
resultade de variaciones conocidas que ocurren en los
niveles de actividad del metabolismo hepatice humano
durante el transcurso de la vida diaria. Sin embargo,
dado que los niveles sanguineos de buspirona misma son
muy bajos, las diferencias en los niveles sanguineos de
buspirona son generaimente pequeflas en comparacidédn con
las diferencias en los niveles sanguineos observados
para los metabolitos mas abundantes.

De manera similar, la demora de tiempo
observada para el inicio de 1la accién ansiolitica
después del inicio del tratamiento con buspirona, puede
involucrar el tiempo requerido para la acumulacién del
metabolito asi como para la re-regulacién de 1la
dinadmica del sitio del receptor. En general, la
dependenclia de la accién ansiolitica en la aparicién
del metabolito BMY 28674 se correlaciona bien con las
observaciones clinicas realizadas con respecto a la
administracién oral de buspirona a pacientes. con
ansiedad.

En base a los razonamientos aceptados de
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que la buspirona intacta proporcionaba la actividad
dtil contra la ansiedad, observada clinicamente, se
desarrollé un sistema de suministro a base de parche
transdérmiéo, para la Dbuspirona (ver la 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 farmaco dio por resultado un metabolismo minimizado
de la buspirona, proporcionando por lo tanto cantidades
significativamente mayores del farmaco original, con
niveles de metabolitos mucho mds reducidos. De manera
sorprendente, clinicamente se observdé poca © ninguna
actividad ansiolitica con el uso del parche
transdérmico de buspirona. Este resultado inesperadoc ha
conducido a la reevaluacidén de los metabolitos de 1la
buspirona y al descubrimiento de la potente accién en
contra‘de la ansigdad del BMY 28674.

El siguignte esquema metabdlico (Esquema
l) para la buspirona se tomd de Jajoo, et al.,

Xenobiotica, 1990, Vol.20, No. 8, PP. 779-1786,

“Metabolismo In vitrc del fArmaco contra la ansiedad,
buspirona, como un predictor de su metabolismo in

vivo~.

2

[
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Esquema 1

Esquema para el metabolismo de la buspirona por los

microsomas y hepatocitos del higado de rata

[}

| |
0P — o0

wr
oG~C0 -

1 o0

2ot o
b """.C.‘):‘PQE:NQQ

El nuevo trabajo inicié con la evaluacién

O — O~ OO

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-OH-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
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experimentos se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1

Compuesto ICso [MM] | STDEV | valor N

Ky
8-OH-DPAT (referencia) 2.5 0.9 1 B
) Buspirona (MJ 9022) 30 18 15 8
6-OH-buspirona (BMY 28674) 114 85 57 7
5-0H~-buspirona (BMY 14131) 928 176 464 7
3—6H-buspirona (BMY 14295) 652 402 326 7
1-PP (BMY 13653) >1000 - - 3

Como puede observarse, la Tabla 1 resume
la nueva accién in wvitro del MJ 9022 (buspirona) y sus
metabolitos BMY 13653 (1-PP), BMY 14131 (5-OH-
buspirona), ByY 14295 (3-OH-buspirona) y BMY 28674 (6-
OH-buspirona) en el receptor de la serotonina 1A humana
(5-HT1A). La buspirona presenta una gran afinidad por
el receptor de la 5-HT1A humano (K;=15nM). E1 BMY 28674
tiene una afinidad de enlazamiento que se aproxima a la
de la buspirona (K;=57 nM). Los otros metabolitos
analizados tienen una afinidad relativamente débil por
el receptor 5-HT1A humano comparado con la buspirona.

El BMY 28674 parece ser el metabolito
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activo de 1la bhuspirona. No tnicamente es el segundo
metabolitoc mas abundante obtenido en estudios del
metabolismo a partir de orina humana (en donde el 5-

hidroxi-1PP es el m&s abundante); sino que, de manera

A O-LD-on
S-hidroxi-1PP

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 lntacta en el BMY
28674. Ademés, los datos de enlazamiento en el receptor
5-HT1A indican que el BMY 28674 tiene una afinidad de
enlazamiento m&s cercana a la de 1la buspirona, en
contraste con los otros metabolitos, lo cual demuestra
inicamente una interaccién mAs débil en el sitio del 5-
HT1A. El receptor 5-HT1A es aceptado cominmente como el
receptor serotonérgico involucrado intimamente en 1la
regulacidn de la ansiedad. El enfoque de la presente
investigacién ha sido en los metabolitos de buspirona

que mantienen la estructura del esqueleto de buspirona



10

15

20

25

16

Yy que no tienen mas de un grupo hidroxi hidrofilico
incorporado en la molécula. Es probable que 1la
presencia de mids de un grupo hidroxi hidrofilico
reduzca la distribucién y transporte de esos productos
metabdélicos polihidroxilados en 1las regiones del
Sistema Nervioso Central del cuerpo, por 1lo tanto
haciendo que 1las interacciones necesarias de los
receptores probablemente no ocurran en las regiones
objetivo.

Los primeros anédlisis funcionales, con
instalaciones y recursos propios, del BMY 28674,
utilizaron un método de andlisis in vivo en base a la
modificacién del analisis de Conflicto de Vogel, un
simple procedimiento de conflicto, confiable, para
anallzar agentes en contra de la ansiedad (ver: Vogel,

et al., Psychopharmacologia, (Berl.)- 21, pp. 1-7,

1971). Sin embargo, el BMY 28@74 no produjo una
respuesta contra la ansiedad, en el anilisis de Vogel.
Previamente no se ha atribuido al BMY 28674 actividad
Gtil contra la ansiedad.

Las vocalizaciones ultrasdnicas emitidas
por crias de ratas, después del aislamiento de su madre
Yy de sus compafieros de camada, Yy sometidos a una
variedad de estimulos ambientales {(por ejenmplo,

temperatura fria) ha probado ser un método sensible
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para la evaluaciétn de compuestos ansioliticos vy
ansiogénicos potenciales (Winslow and Insel, 1991,

Pyschopharmaceology, 105:513-520). Los compuestos

psicoactivos que se supone gque son ansioliticos,
suprimen la frecuencia de las llamadas ultrasdénicas,
mientras que las llamadas se incrementan con farmacos
que tengan ‘propiedades ansiogénicas. De manera méas
importante, el paradigma de la vocalizacidédn ultrasénica
inducida por el aislamiento, parece ser el mis sensible
para detectar propledades ansioliticas a través de un
amplio espectro de clases de farmacos, tales como las
benzodlazepinas, los inhibidores de la recaptacién del
5-HT, los agonistas del 5-HT1A asi como los
antagonistas NMDA. En la presente investigacién, el
metabolito 6-hidroxilado de la buspirona, BMY 28674,
que tlene afinidad por el receptor 5-HT1A humano (K;=57
nM) se evalud respecto a su actividad ansiolitica
potencial usando crias de rata de 9 a 11 dias de edad
que habian sido separadas de su madre y compafleros Yy
puestos en una placa fria (18-20°C) para producir
vocalizaciones ultrasénicas inducidas por la afliccién.
Ver la figura 1. La fiqura 2 muestra los resultados
obtenidos por la buspirona en este método de analisls.
La administracién de BMY 28674 (0.03-1

mg/kg, subcutdneamente; figura 1) 30 minutos antes del

a

2
¢

|
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andlisis, produjo una eliminacién dependiente de 1la
dosis, de la vocalizacién ultrasdédnica de las crias de
rata sobre la placa fria (F(4,45)=19.27,p=0.0001]. La
dosis de ﬁMY 280674 predicha para reducir el ntimero de
llamadas en un 50% (IDsg) fue de 0.13 mg/kg. La
actividad locomotora se deterioré significativamente
seguido de la administracién de BMY 28674
[F(4,45)=5.85, p=0.007]. Sin embargo, 1la dosis IDso
{0.41 mg/kg) de BMY 28674 estimada para reducir 1la
actividad locomotora fue de aproximadamente 3 veces
mayor que la dosis IDse (0.13 mg/kg) observada para
eliminar las llamadas ultrasénicas, sugiriendec que, al
igual que la buspirona, las propiedades ansioliticas
del BMY 28674 ocurren a menores dosis.

La admlnistracién de buaspirocna (0.03-1
mg/kg, subcutdneamente; Figura 2) 30 minutos antes del
andlisis, produjo una eliminacién dependiente de 1la
dosis de la 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 ntmero de
llamadas en un 508 (IDsg) 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 que aquellas que eliminan las llamadas

ultrasénicas.
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Los presentes resultados demuestran que,
al igual que 1la buspirona, el metabolito BMY- 2B674
produce una actividad similar a la ansiolitica en el
modelo de ansiedad con vocalizacién ultrasénica
inducida por el aislamiento de crias de rata. La
actividad ansiolitica asociada con el BMY 28674 (y la
buspirona) ocurrié a dosis mucho menores que las
requeridas para eliminar 1la actividad motora. En
resumen, los andlisis in vitro e in vivo, precedentes,
demuestran resultados del andlisis en contra de 1la
ansiedad, positivos, tanto para la buspirona como para
el BMY 28674; sin embargo, las concentraciones a nivel
sanguineo de buspirona son pequeflisimas seguidas a la
administracién oral a sujetos humanos. Antes del
presente trabajo no existia informacién concerniente a
las concentraciones @ nivel sanguineo, clinicas, de BMY
28674,

Se han realizado estudios farmacocinéticos
en humanos y han producido resultados sorprendentes que
respaldan ademd&s el papel del BMY 28674 como el
metabolito ansiolitico activo.

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 dividid en intervalos de

- =
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dosificacién de 5 dias, incrementando la dosificacién

BID en cada intervalo. Se realizaron mediciones

2~
A

farmacocinéticas en el dia 5 de cada intervalo y estos

datos se usaron para evaluér la farﬁacocinética de 1la
buspirona, del 1-PP, y del BMY 28674. El esquema de

dosificacié4n en humanos se presenta a continuacién.

Intervalo de Dosis BID (mgq) 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 los niveles de 5 dosis eran seguras ¥
en general bien toleradas por los adultos saludables
que participaron en el estudio de 25 dias.

Las figuras 3, 4 y 5 muestran
concentraciones promedio del nivel sanguineé, de
buspirona, 1-PP y BMY 28674, respectivamente, a través
de un periodo de dosificaciédn de 12 horas en el dltimo
dia de cada intervalo de dosificacién. Los niveles de

buspirona (figura 3) son en general muy bajos (de
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aproximadamente 1-2 ng/mL a las dosis mayores) vy
descienden hasta niveles de menos de 1 ng/mL dos horas
después de la dosls. En contraste, los niveles de 1-PP
(figura 4) y los niveles de BMY 28674 (figura 5) son
mucho mayores y son sostenidos en compafacibn a los de
buspirona. El1 BMY 28674 tiene concentraciones 'qafias
veces mayores que el 1-PP y concentraciones de
aproximadamente 30 a 40 veces mayores que la buspirona.

Hasta ahora, los estudios indican que
después de la administraciédn 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.
Aunque se ha demostrado que la buspirona misma tiene
propledades ansioliticas, en modelos de andlisis tales
como el modelo VUS en cria de rata descrito en 1la
presente, las bajas concentraciones a nivel sanguineo,
observadas en humanos, conducen a la conclusién de que
es el abundante metabolito BMY 28674 el que media el
efecto contra la ansiedad observado clinicamente. Antes
de esta presente evaluaciétn de los metabolitos de 1la
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, la administraciédn 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 metabelismo in vitro para
estudiar el metabolismo Microsétmico del Higado Humano
(HLM), de la buspirona. Se seleccionaron preparaciones
de HIM de miltiples donadores, seleccionadas en base a
sus actividades enzimaticas del CYP3R4. Las
preparaciones HLM se compraron a Gentest Corporation
(Woburn, MA: Numeros de catdlogo H023, H056, HO070, HD93
Yy H11l2), quienes caracterizaron las preparaciones HLM
utilizando procedimientos esténdares. Ademds de la
medicién de la pérdida del compuestoc original en las
incubaciones, también se midieran los niveles del
metabolito BMY 28674, -

El primer conjunto de experimentos midié
la correlacién observada en la figura 6 entre la
actividad especifica del CYP3A4 en preparaciones HIM y
el metabolismo de la buspirona y la produccién del
metabolito. Una sola concentracién de buspirona-C!* 10
uM) se incubbé con 5 preparaciones HLM de higados de

cinco donadores. Las incubaciones se realizaron por 15
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minutos con 0.5 mg/ml de proteina microsémica y se
utilizaron como un sistema generador NADPH. Los niveles
de buspirona-C!® y BMY 26674, en las muestras de
incubaclén, fueron determinados mediante HPLC de fase
inversa, utilizando deteccién de radlactividad en linea
y por comparaclén con esténdares auténticos. Se obtuvo
la recuperacién cuantitativa de C!*. La relacién de la
concentracién de BMY 28674 respecto a buspirona, contra
la actividad especifica del CYP3A4  medida en
preparaciones HLM de higados de c¢inco donadores, se
presenta en la figura 6 (media de dos determinaciones
separadas). Estos resultados mueatran que la relacién
de BMY 28674 a buspirona, se incrementa a medida que se
incrementa la actividad especifica del CYP3A4 en HLM.
El cambioc en la relacitn a medida que se incrementa la
actividad del CYP3Ad, 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 HIM. Una éola
concentracién de buspirona-C'* (10 uM) se incubé con HLM

de fondo (reunida a través de la combinacién de
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volimenes igquales de los higados de cinco donadores,

descrito anteriormente). A las incubaciones sé

adiclond, a diferentes concentraciones, Ketoconazeol, un
inhibidor del CYP3A4 bien caracterizado. Todas 1las
otras condiciones de incubacién, asi como el an4lisis
de las munestras, fueron como se describieron
anteriormente. En la ausencia de Ketoconazol, después
de la incubacién de buspirona por 15 minutos, con el
HILIM recolectado, la proporcién de BMY 28674 respecto a
la buspirona, fue de 0.42 (Tabla 2). No se observd
efecto algquno en el metabolismo de la buspirona, a
concentracliones de Ketoconazol de hasta 0.125 uyM. A
razones de Ketoconazol de 0.25 puM, la proporcién de 6’
hidroxi-buspirona respecto a la buspirona, se redujo
hasta 0.32. A las mayores concentraciones de
Ketoconazol, de 1.25 uyM y 2.5 puM, la proporcién de BMY
28674 respecto a la buspirona se redujo adicionalmente
hasta 0.06 y 0.01, rgspectivamente. Estos resultados
muestran que cuando el Ketoconazol 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 Ketoconazol, se incrementa. El1 cambio en 1la
proporcidén . cuando se incrementa la concentraclédn de

Ketoconazol, se observa tanto por una reduccidédn en los

'

?H
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niveles de BMY 28674 como un incremento en las

concentraciones de buspirona sin cambios.

Tabla 2
Inhibicién del metabolismo de la

Buspirona por el Ketoconazol

[Ketoconazol] [buspirona) [BMY 28674]) [BMY 28674/

buspirona]l

(uM) {CPM relativa) (Proporcién)
0 20054 8400 0.42
0.025 18645 7884 0.42
0.125 ) 19648 8201 0.42
0.25 21957 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 comoc de la apariciétn 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 ansiedad. Este
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objeto se consigue proporcionando niveles sanguineos,

efectivos contra la ansiedad, de BMY 28674 en pacientes

con ansledad. El medio mis evidente para conseguir esto_

20

serla a través de la administracién sistémica del BMY

28674 como tal, al paciente. Por lo tanto, un aspecto
de la presente invencién 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 28674,
efectiva contra la ansiedad.

. Una dosis efectlva deberd, en general,
proporcionar concentraciones minimas a nivel sanguineo
(CMIN) de BMY 28674, que sSean al menos de 1 a 2 ng/mL.
Generalmente, el punto de medicién para los niveles
CMIN es a las 12 horas después de la dosis; es decir,
justo antes de la préxima dosis BID. El1 BMY 28674 se
puede administ;ar a través de una variedad de rutas gue
incluyen, aunque no se limitan a, la oral, sublinglial,
bucal, transnasal o parenteral, por ejemplo
intramuscular, intravenosa, subcuténea, etc.

Terapéuticamente, el BMY 28674 ©puede
proporcionarse por una de estas rutas, como una
formulacién compuesta de una cantidad de BMY 28674
efectiva contra la ansiedad o una de Bsus sales de

adicién de 4&cido o un hidrato, farmacéuticamente
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aceptables, en un portador farmacéuticamente aceptable.
Se prefieren las composiciones farmacéuticas que
proporcionan desde aproximadamente 5 a 50 mg del
ingrediente activo por dosis unitaria y se pueden
preparar convencionalmente como soluciﬁnes acuosas Yy
como suspensiones acuosas o aceitosas. E1 BMY 28674
puede darse también oralmente cuando se componé en una
formulacidén para dosificacién oral, tal como una
tableta, pildora, capsula, jarabe, elixir, solucién
acuosa o suspenslioén.

Las sales de adicién de dcido,
farmacéuticamente aceptables, del BMY 28674, se
consideran también 1dtiles como agentes ansioliticos.
Por definicién, estas son aquellas sales en las que el
anién no contribuye significativamente a la toxicidad o
actividad farmacoldgica de la forma basica del BMY
28674.

Las sales de adicidn de &cido se obtienen,
ya sea por reacciédn del BMY 28674 con un &cido orgénico
o inorg&nico, preferentemente por contacto en solucién,
0 a través de cualesquiera de los métodos estandares
detallados en la literatura y disponibles para
cualquier experimentado en la técnica. Ejemplos de
dcidos orgénicos f(tiles son los A4&cidos carboxilicos

tales como el A&cido maleico, A&cido acético, A&cido
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tartarico, Aacido propidnico, 4acido fumadrico, &cido
isetidnico, &cido succinico, acido pamoico y similares;
los &cidos inorganicos dGtiles son los Acidos hidracidos
tales como el HCLl, HBr, HI; A&cido sulfuirico, acido
fosférico, y similares.

Las composiciones orales preferidas se
encuentran en la forma de tabletas o cépsulas y ademas
del BMY 28674 puede contener excipientes convencionales
tales como agentes aglutinantes (por ejemplo, Jarabe,
goma arabiga, gelatina, sorbitol, tragacanto, o
polivinilpirrolidona), materiales de rellenc (por
ejemplo, lactosa, azitcar, almidén de maiz, fosfato
calcico, sorbitol o glicina), lubricantes (por ejemplo,
estearato de magnesio, talco, polietilenglicol o
silice), desintegrantes (por ejemplo, almidén) Y
agentes humectantes (por ejemplo, 1lauril sulfato de
sodio). Las soluciones o suspensioﬁes de BMY 28674 con
los vehiculos farmacéuticos convencionales, se emplean
para composiciones parenterales tales como una solucién
acuosa para inyeccién intravenosa o© una suspensién
aceitosa para inyeccién intramuscular. Esas
composiciones gque tienen la claridad, establlidad vy
adaptablilidad 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

el

72T
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dcido o hidrato, farmacéuticamente aceptable, del
mismo) en agua o un vehiculo que consista de un alcohol
alifatico 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 orgédnicos y que tienen pesos moleculares desde
aproximadamente 200 hasta 1500.

El BMY 28674 se puede sintetizar mediante
métodos fAcilmente disponibles en la literatura gquimica
y conocidos por los experimentados en la quimica de
sintesis orgdnica. Un método de preparacién utiliza la
buspirona como un material de partida y el proceso se

muestra en el Esquema 2.

23
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Esquema 2

Preparacién del BMY 28674

C.>'C'i‘“:::..C.f.:@’

_ '[u.-... ?'f".li e
oD oD
o-g.nen,—«n »—q %2 w“"‘

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

Deberad apreclarse también que el BMY 28674
se puede obtener mediante la conversiédn enzimatica (por
los microsomas del higado de humano o rata) de 1la

buspirona, in vitro. (Ver: Jajoo, et al., Xenobiotica,

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

La administracién sistémica puede también
consequirse a través de un segundo método para
conseguir .niveles sangulineos efectivos contra 1la

ansledad, de BMY 28674, el cual consiste en administrar

55
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cralmente 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 conseguirs; mediante la administracién oral
de un precursor o forma de profarmaco del BMY 28674,
por ejemplo la busplrona, a mamiferos.

Sin embargo, este método de introduccién
Ssistémica del BMY 28674 es mejor y difiere del método
estandar conocido de administracién oral de 1la
buspirona. El1 profarmaco de buspirona se utiliza en un
método mejorado para efectuar la ansiélisis en 1la
presente invencién. De esta manera, otro aspecto de
esta invencién esta enfocado a aliviar la ansiedad en
un mamifero, a través de un método mejorado de
administracién oral de buspirona. La mejora involucra
la administraci6tn oral de buspirona en una manefa tal
que la produccién metabbdlica del BMY 28674 sea
favorecida, proporcionando por lo tanto al paciente,
cantidades de BMY 28674 efectivas contra la ansiedad.
Esto est4d en contradiccién con 1los métodos de
administracién cominmente aceptados, que estan
enfocados a maximizar los niveles sanguineos de

buspirona sin cambios. Como un ejemplo, la gquia de

Y
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dosificacién ha descrifo en el pasado que si la
buspirona se administra bajo condiciones que favorezcan
la inhibicién de su metabolismo, es decir, en donde
resultarin mayores niveles de buspifona sin cambios y-
menores niveles del metabolito, debersd reducirse la
dosis de buspirona. El método mejorado estéa
directamente en contra al método del pasado de
administrar oralmente la buspirona. En lugar de reducir
la dosis de buspirona cuando se inhibe su metabolismo,
la doslis de Dbuspirona deberd incrementarse para
conéeguir niveles apropiados del BMY 28674. No exlste
correlacién especifica de efectos adversos serios con
cantidades crecientes de la busplrona ingerida.

En resumen, el segundo aspecto de la
presente invencién concierne a un procesc mejorado para
aliviar un estado de ansiedad indeseable, en un
mamifero, mediante la administraciénm oral de buspirona,
o de una sai de adicién de &cido farmacéuticamente
aceptable de la misma, en una manera que favorezca la
produccién metabdlica de BMY 28674 en el mamifero. En
general, 1la cantidad de buspirona, que se va a
proporcionar, es una dosis que da por resultado una
concentracién sanguinea minima (CMIN) de 1 a 2 ng/mL de
BMY 28674. Las determinaciones de CMIN en pacientes son

realizadas usualmente dos horas después de una dosis
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del farmaco y justo antes de la préxima dosis.

Un ejemplo de un factor que afecta 1la
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 BUSPARM™
{tabletas orales de Clorhidrato de buspirona), se hace
la sugerencia implicita de que se tome la buspirona con
alimentos, para incrementar la concentracién plasmé?ica
de buspirona sin camblos.

Un segundo ejemplo de una modificaciétn de
dosificacién descrita en el instructivo de uso del
BUSPAR"™® es la recomendacidén de disminuir la
dosificacién de buspirona cuando se administre en
combinacién con un inhibidor del CYP3Ad4.

Para propdsitos 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 1lugar de

dosificar buspirona en las comidas, la dosificacién

debera ocurrir aproximadamente dos horas o m&s, 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 deberd incrementarse y

no reducirse, tal como los déscribe el instructivo de

7
39
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uso del BUSPAR™.

Otras modificaciones de la dosificacién,
contempladas por el método ansiolitico mejorado,
involucran la introduccién sistémica del BMY 28674 a
través de la administracién oral de buspirona, ¥

comprenden las sigquientes.

e Administrar buspirona oral coincidiendo
con periodos diurnos de la actividad méxima del CYP3A4
en el mamifero.

® Descontinuar los medicamentos o}
productos alimenticios, concomitantes, que inhiban 1la
actividad del CYP3Ad4.

e Incrementar la dosis de buspirona para
ajustar la actividad reducida del CYP3A4, cuando la
suspensién del medicamento concomitante que inhiba 1la

actividad del citocromo.sea médicaﬁente impréactica.

En resumen, la administracién oral de
buspirona a un paciente con ansiedad, se modifica en
cierta manera y hasta cierto punto, de conformidad con
la buena préactica médica, de manera tal que se
favorezca 1la produccién metabblica del BMY 28674.
Manteniendo la buena préactica clinica, es preferente

administrar el BMY 28674, o una forma precursora, a
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niveles de concentraciones que produzcan efectos
ansioliticos efectivos sin causar efectos secundarios

dafilinos o adversos.

DESCRIPCION DE MODALIDADES ESPECIFICAS

"El compuesto cuyo uso constituye esta
invencién, y su método de preparacién, serédn evidentes
de manera mads completa a la luz de los sigulentes
ejemplos que s8e presentan con el propésito de
ilustracién dGnicamente y no deben considerarse como
limitantes de la invencién en su esfera de aplicacién o

alcance.

Ejemplo 1: Preparacién del BMY 28674 (I)

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

Se prepar® peroxidicarbonato de di-4-
nitrobencilo, usando una modificacién del procedimiento
de la literatura'. De esta manera, a una solucién
enfriada con hielo de cloroformiato de 4-nitrobencilo

(10.11 gramos, 4.7 milimoles) en acetona (20

F. Strain, et al., J. Am. Chem. Soc., 1950, 72, 1254

2
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mililitros) se adiciondé, gota a gota, en 30 minutos,
una mezcla enfriada con hielo de H20, al 30% (2.7
mililitros, 24 milimoles) y NaOH 2.35 N (20 mililitros,
47 milimolés). La mezcla se agité vigorosamente durante
15 minutos y luego se filtrdé y la torta del filtro se
lavd con agua y luego con hexano. El1 sélido mojado
resultante se recogié en diclorometano, la solucién se
secd (NazS04) y luego se diluyd con un volumen igual de
hexano. La concentracién de esta solucién, a 20 °C, en
un evaporador giratorio, dio un precipitado cristalino
que se filtrd, se lavdé con hexano y se secd in vacuo
para dar el compuesto III (6.82 gramos, 74%) como
microcristales de color amarillo pdlido, punto de
fusién de 104 °C (con descomposicién).

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

para punto de fusién.

*cf. M.P. Gore, J.C. Vederas, J. Org. Chem., 1986, 51, 3700
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B. 6-(4-Nitrobencil peroxidicarbonatil)-8-[4-[4-(2-

pirimidinil)-piperazinil]-butil]-8-azaspiro[4.5]~7, 8-

diona (II)

A una solucién de 8-[4-[4-(2-pirimidinil)-
piperazinil]-8-azaspiro[4.5]1-7,9-diona (buspirona: 10
gramos, 26 milimoles) en THF seco (250 mililitros) se
adicionéd LiN(Mes3Si); (28.5 mililitros de una solucién
1 M de THF) a -78 °C y se agitd durante 3 horas y luego
se adicliond un solucidén 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 bailo de enfriamiento se retiré y 1la
solucién de reaccidn se vertid en una mezcla de HzO0 Y
EtOAc. La fase orgdnica se separd y se lavd con gﬂ) Y
luego con salmuera. La base orgdnica se secd y luego se
evapord hasta producir un aceite - viscoso. La
cromatografia instantidnea de este aceite, eluyendo 1la
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 sélido blanco (46%) del producto (II).

ol
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C. 6-Hidroxi-8-[4-[4-(2-pirimidinlil)-piperazinil]-

butilo}j-8-azaspiro[4.5]-7,9-diona (I; BMY 28674)

Se hidrogend uha mezcla ae IT (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 filtré a través de una almohadilla de
celita la cual se lavdé luego con EtOAc. El filtrado se
evapord hasta producir una goma d9que se purificé
mediante cromatografia instantédnea a través de una
columna de gel de silice eluyendo con EtOAc para dar

0.41 gramos de un sb6lido blanquecino (I).

Analisis calculado para Cz21HaiNsOa: C,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-HT1A humano
expresado en células HEK293. Las células se
recolectaron y rompieron usando un homogeneizador

Dounce. Las células se centrifugan a 18000xg durante 10

A
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A2

minutos y la masa pelotiforme se vuelve a suspender en
una solucién reguladora para ensayo, Se congela en
nitrégeno liquide y se mantiene a -80 °C hasta el dia
del ensayo.

Se usa un total de 30 ugrémos de proteina
por pozo. El analisis 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 preparacién de membrana se incuba a 25 °C durante 60
minutos con una cantidad de 0.1 nM a 1000 nM, del
compuesto de analisis y 1 nM de 3H-8~OH-DPAT. La
serotonina 10 mM sirve como agente bloqueador para
determinar el enlazamiento no especifico. La reaccldn
se finaliza mediante la adicién de 1 mililitro de
solucién reguladora de HEPES 50 mM enfriada con hielo y
la filtracién réapida a través de un Recolector de
Células Brandel wusando filtros Whatman GF/B. Las
almohadillas del filtro se cuentan en un contador de
escintilacién de liquidos LKB Trilux. Los valores ICsp
se determinan usando regresién no lineal mediante el

ajuste con Excel.

Ejemplo 3: Andlisis de la Vocalizacién Ultrasénica

Inducida por el Alislamiento, de Crias de Rata
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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 anélisis se retiraron
las crias de la madre, se colocaron en una nueva jaula
con una pequefia cantidad de trapos caseros y se
llevaron al laboratorio y se pusieron bajo una luz para
mantener la temperatura corporal a 37 °C. Luego se
pesaron las <crias, se les determind el sexo, se
marcaron y se regresaron al grupo de la camada hasta la

evaluacién del comportamliento. El andlisis se llevd a

»
A%

cabo en una cémara de registro Plexiglas que contenia

una placa metdlica mantenida a una temperatura de 18 a
20 °C, con una cuadricula de 5x5 centimetros dibujada
sobre la placa. Se suspendié un micréfono 10
centimetros por encima de la placa para registrar las
vocalizaciones ultrasénicas. Las ilamadas ultrasénicas
se registraron usando el sistema UltraVox de Noldus
proporcionando andlisis en linea de la frecuencla vy
duracién de las llamadas. El1 nGmero de celdas de la
cuadricula por las gque cruzaron las crias, se recavd
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 la evaluacién farmacolégica. Inmediatamente después
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de la reuniédn de las medicionés de 1linea base se
inyectaron 1las «crias con el vehiculo o fArmaco,
subcutineamente, 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 dependientes (vocalizacién y cruces por
celdas de la cuadricula) para evaluar los efectos del
farmaco. Al menos que se especifique de otra manera,
cada cria se usd Unicamente una vez. Las diferencias de
linea base y el cambio porcentual respecto a .la linea
base, para la frecuencia de vocalizaciones ultrasénicas
Yy los cruces por las celdas de la cuadricula, se
analizaron usando un andlisis de varianza (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 las vocalizaciones
nltrasénicas inducidas por el aislamiento, en un 50%
(IDso) . Todas las comparaciones se realizaron con una taza
de error tipo I experimental (ax) ajustado a 0.05.

Las dosis para cada farmaco se
administraron en un orden irregular a través de varias
camadas. E1 BMY 28674 y la buspirona se disolvieron en

solucién salina fisiolégica (NaCl al 0.9%; vehiculo).
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Todas las inyecciones se administraron subcutdneamente en
un volumen de 10 ml/kg. Las dosis de los farmacos se

refieren al peso de la sal.

Ejemplo 4: Estudios del Metabolismo In Vitro: Conversién

de la Buspirona en BMY 28674

e las preparaciones de HILM de 5 donadores se
seleccionaron en base a sus actividades de la enzima P450
en el citocromo CYP3A4,

e La buspirona-c'* (10 pM) se incubsé con
preparaciones de HIM de higados de cinco donadores (15
minutos con 0.5 mg/ml de proteina microsémica).

¢ Los niveles de buspirona-C!* y BMY 28674
en las muestras de incubacién se determinaron mediante
HPLC de fase inversa, utilizando deteccidén de
radiactividad en 1linea y por 1la comparacién con
estidndares auténticos.

e Se realizé un segundo conjunto de
incubaciones para determinar el potencial del ketoconazol
(un inhibidor del CYP3A4) para alterar la proporcién de
BMY 28674 respecto al BUSPAR™ en incubaciones con HLM.

e La buspirona-C!* (10 pmoles) 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 proceso para aliviar un egtado de
ansiedad, indeseable, en un mamifero, caracterizado
porque comprende ;a 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 4&cido o hidrato, farmacéuticamente

aceptable, de la misma.

4

A

u
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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 y sus

5 8ales e hidratos farmacéuticamente aceptables, son'

Gtlles en el alivio de la ansiedad.



Figura 1
Efecto del BMY-28874 en | vocallzacién ultrasénica inducida

por el alsiamiento y en Ia activdad locomotora, en la cria de rata.
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Figura 2
Efecto de la Buspirona en la vocallzacion ultrasénica Inducida
por el alslamiento y en la actividad locomotora, en cria de rata
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FIGURA ¢ .
Estudio del Metabolismo in Vitro: 1
Metabolismo por HLM, de Buspirona en BMY28874
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REIVINDICACIONES

l. Un proceso para aliviar un egtado de
ansiedad, indeseable, en un mamifero, caracterizado
porque comprende ;a 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 adicion de 4&cido o hidrato, farmacéuticamente

aceptable, de la misma.

S s




Industria y Comercio
INFORME DE PROTOCOLOSUPERINTENDENCIA

Expediente__ 01-3177
Fecha:_27 de Marzo del 2001 .

Se certifica que:

Desde fecha 7 de mayo de 1999 ,
del folio _106.177 al folio _106,186 del libro
de Protocolo N°_370 , obra el poder N"_19358

conferido por _HRISTOL-MYERS SOUIBB COMPANY

domiciliado{(a) en _ Princeton, New Jersey.
E.U.A.

al doctor __Ramiro Castro Dugue y/o Hector
Gomez Mejia

Facultad para desistir y sustituir _gl .

Revisado

Carmrera 13 No. 27-00 Plsos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mall: info@sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombla



L ¥

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

2020

Bogots, D.C.

Doctor

RAMIRO CASTRO DUQUE

Apoderado

REFERENCIA: Radicacién No. 01-3177
Trémite 002
Evento 001
Actuacién 430
Oficio No. 0953
Follos 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién
486 de la Comisitn de la Comunidad Andina, se le comunica que:

- Debe allegar copla del documento en que consta la ceslén del derecho a la patente otorgado por el Inventar
al solickante o a su causante (art. 26-k,Dec 486/2000).

- El Interesado debe informar la direccién del solicitante, debido a que en |a solicitud no aparece la misma.
{Art. 27-b, D 488/00).

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 4868 de la Comigién de la Comunidad Andina, se
le requiere para que dentro del término de dos (2) meses siguientes a la fecha de notificacién del
presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se conslderard abandonada y perderd su
prelacion.

Notifilquese el presente oficio _conforme a lo dispuesto en el articulo 8 de la Resolucién
Reglamentaria No. 21@ del 1 enero del 2001.

ALIX CARME CESPEPES DE VERGEL

Jefe de la Divi
E 4 79 MaR. 21
El anteri uerimiento fue notificado por fijacién en lista de fecha .

Se recuarnds al interesads que debe presentar, dentro de los decisdls meses sigulentes contedos » partir de la fecha de pressentacidn
da ias sclicitudes cuys prioridad sa invoca, copis de as mismas castificades por la suinrids d que 1as expidiéd, un cartificads de ia fecha
de presarincidn v, on los casos enh que haya lugar, Ia teducdén simple del capltulo relvindicatorio. El Incumplimiento de ésts plazo,
scareard la pérdida da la prioridad invocads.

2020277202022

Carrera 13 No. 27-00 Pisos 5, 7y 10
Conmutador: 382 0840
Fax: 382 2695
E-mall: info@sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombla



