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SOLICITUD DE :

Patente de Invencién Patente de Modelo de Utilidad

[I] Capitulo . [ ] Capltuloll
@ Nombre: WYETH
SOLICITANTE IDENTIFICACION
71) Direccion:  Five Glrakda Farms, Macison, NJ 07940, Estados Unidos de
América
® cc. [ ] i ]
Naclonalidad o Domicllio:  Nusva Jersay, Estados Unidos de América
Lugar de Constitucién:  Delaware, Estados Unidos de América C.E. |:| Otro |:|
Teléfono: Fax: Cual
E-Mall Ndimero
_@ Nombre:  ALVARO CORREA ORDOREZ IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | Djrecritn: Avanida &2 No.10-62 Piso 6 ce. [x] w~r []
O APODERADO ‘ CE. D O D
Teléfono: 634 1500 Fax 376 2211 Cual
i 79.143368d0 -
E-Mall: affice. bogetafihakamat.com Nome _Usaguén P 20281

5

. INVENTOR (ES)

Nombre:  BACH I, Avin C.; RAMAMOORTHY, P. Sivarsmalaishnan; TONG, Zaan; WANG, Jim; DEMAIO, Willlam;

JORDAN, Ronald A.; STACK, Gary Paul y WANG, Youchu

Direccion: 213 Cinnaminson Street, Riverton, New Jersay 08077, Estados Unidos de América; 1805 Aspen Drive, Plalnsboro, New
Jersay 08536, Estados Unidoa de América; 3829 Vincant Drive, Collegevile, Pennsylvania 19428, Estados Unidos de
Amirica; 133 Margaret Lane, Malvern, Pennsylvanla 18355, Estados Unidos de América; 4 Wynnwood Drive, Collegevile,
Penngylvania 18428, Estados Unidos de América; 51 Carol Lane, Richboro, Pennsytvania 18554, Estedos Unidos da

Saint-Laurent, Quaebac H4R 2C8, Canada, respectivamente.

. Estadounidense, indis, estadounidense, china, astadounidanse, estadounidense, estadounkianse y
Naclonalidad o Domidilio: chine, respectvaments.

América; 525 Broaidield Lane, Ambler, Pannsylvenia 18002, Estados Unkios de América y 1100 rue Goulet, Apt. 101, Ville

PCTAJS2005/040289
WO 2008/052886

Fecha 04-NOV-05
Fecha 18-MAY-08

Publicacién intemaclional No.

@ Titulo (54) METABOLITOS DE CIERTOS DERIVADOS DE [1,4]DIAZEPINO[B,7,1-LJQUINOLINA Y METQDOS DE
PREPARACION Y USO DE LOS MISMOS

(@ Clasificacién Intermacional (51)  COTD 471106, ABTK 31551, ABIK 31704 , AB1K 31/704, COTH 15728

(®) Prioridad (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Namero de Sollcitud
us 05-NOV-04 80825335
sif x| wno
E Comprobante de pago No.  O7-27513 Fecha 04-ABR-07

L Instrucciones para el diligenclamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina
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[[X7] comprobante de pago de la tasa de presentacion de ka solicltud

G Documento que acredita la existencla y representacion lagal cuando el solicitante sea persona juridica
[x] Poderes, si fuere el caso

m Documento de cesidn del inventor al solicitante o a su causante

] peciaraciones

E Copla de Ia solicliud Intemnacional. (Resumen, descripcién, retvindicaciones, dibujos)

[[X7] Traduccién de la solicitud intemacional sl casteliano. (Resumen, descripcidn, retvindicacionss, dibujos)

D Copla del examen prellminar Internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen preliminar (IPEA)
D Traduccion del examan prefiminar Intemacional efectuado por la IPEA

D De ser el caso, copla del contrato de acceso

D De ser el caso, documenio que acredits la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las comunidades
indigenas

De ser el caso, certificado de depdsito del material bloldgico

Dmnnanznz

D De ser ol caso, Informacitn asobre otras solicliudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por et miamo titular o su
causanis, relaclonadas parcial o totalmente con la invencidn de esta solicitud
De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud Intemacional.

m Otros:  Exiracios, "PCT Request.y: notificatidén de documento de pridridad

(1) FIGURA CARATERISTICA

(19 sSolicito la concesisn de Ia patsnts,

NOMBRE: _ALV. RREA ORDOREZ

 ——

RMA:
T.C. 79.143.386 de Usaquén TP. 20281
-

Fi

Instrucciones para ia presentacién de los anaxos, ver reverso de esta paglna
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FIGURA 1

PROPOSED METABOLIC PATHWAYS FOR DCDQ FOR IN VITRO STUDY
AND IN VIVO ESTUDIES IN RATS AND DOGS — TRAYECTORIAS
METABOLICAS PROPUESTAS PARA LA DCDQ PARA EL ESTUDIO IN
VITRO Y LOS ESTUDIOS IN VIVO EN RATAS Y PERROS

N-ACETYL HIDROXI (M11) RAT- N-ACETIL HIDROXI (M11) RATA

SULFATE (M8) RAT — SULFATO (M8) RATA

SULFATE (M13) RAT — SULFATO (M13) RATA

KETO (M7) HH, RAT AND DOG — CETO (M7) HH, RATA Y PERRO
GLUCURONIDE (M7) RAT AND DOG — gLUCURONIDO (M7) RATA Y
PERRO

HYDROXY M1: HM, HH, RAT AND DOG, M10, DOG — HIDROX! M1: HM, HH,
RATA Y PERRO, M10, PERRO

HYDROXY (M2) MM, HM, MM, RAT AND DOG — HIDROXI (M2) MM, HM,
MM, RATA Y PERRO

HYDROXY M3: HM, HH, RAT AND DOG, M4: HM, HH AND RAT — HIDROXI
M3: HM, HH, RATA Y PERRO, M4: HM, HH Y RATA

CARBAMOYL GLUCURONIDE (M8) HM, HH AND DOG — CARBAMOIL
GLUCURONIDO (M8) HM, HH Y PERRO

N-OXIDE (M5) HM AND HH — N-OXIDO (M5) HM Y HH

IMINE (P3) MM, HM AND HH — IMINA (P3) MM, HM Y HH

DIAZEPINYL CARBOXYLIC ACID (M17) DOG - ACIDO DIACEPINIL
CARBOXILICO (M17) PERRO
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HYDROXY IMINE (M15) DOG — HIDROXI IMINA (M15) PERRO

HYDROXY (M18) DOG - HIDROXi (M19) PERRO

SULFAMATE (M12) RAT - SULFAMATO (M12) RATA

SULFAMATE (M14) RAT - SULFAMATO (M14) RATA

SULFAMATE (M18) DOG — SULFAMATO (M16) PERRO

(NOT DETECTED) - NO DETECTADO

MM: MOUSE LIVER MICROSOMES -~ MM: MICROSOMAS DE HIGADO DE
RATON

HM: HUMAN LIVER MICROSOMES — HM: MICROSOMAS DE HIGADO DE
HUMANO

HH: HUMAN HEPATOCYTES — HEPATOCITOS HUMANOS

BOLD ARROWS INDICATE MAJOR PATHWAYS - LAS FLECHAS EN
NEGRILLAS INDICAN LAS PRINCIPALES TRAYECTORIAS



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

No. 07-044403- -00000-0000

Fecha: 2007-05-04 18:03:04  Dep. 2020 NUECREACIONE
Tm. 11 PATENTEIYII Eve: 378 FASENACIONAL!
Act. 411 PRESENTACION Folios: 391

e A -

SUPERIWTEMIERCIA BE INDUSTRIR Y CINERCIO

RIT : BOCI7 2

RECIRO DFICIAL CE CASK & 07 - 27,313
FECHA

1 ABRIL 4 3 2007

DEPOS] TAXTE TIPO PRSD BANCD CUENTA Wo. PABD  FECHA P30 vr. q\_gf
RAISBECK LARA ROSRISUEI CONGISHACICH POPILAR  £50-00110-6 84322757  04/04/2007  42,090,000.00
L C O N CEPT O shans
CAMT. RONTISTICD CONCEPTD TOTAL SINCEPTO
1 500050101 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE G0L. DE PATENTE LE IX 242,000,

TOTAL s $ 482,900,
SO8:  CUATROCIENTCS DCMENTA Y BOS MIL PESOS
RESPONSABLE 1

exncanemimmn |




Traduccion oficial del ingles por Marlén Neira Castro, resolucién 2117 del Min-Justicia
Colombia. nonny
APOSTILLA EN PODER DE WYETH
APOSTILLA -
(Convencién De La Haya del 5 octubre de 1961)
2. Pais: Estados Unidos de América
5. Este documento Publico ha sido fimado por Michelle L. MC Gowan
6. Quien ejerce funciones de notario publico de Nueva Jersey
7. Lieva el sello del Michelle L. MC Gowan, notario
CERTIFICADO
5 En Trenton, Nueva York,
6. El 21 de marzo 2007.
7 Por Bradley Abelow- tesorero de Nueva Jersey
8. Bajo el No. A286433
11. Sello en reiieve del estado de Nueva Jersey.
12.Firma de Bradely Abelow-
PODER DE ABOGADO

Bilinglie inglés y espafiol de Wyeth en relacibn a solicitudes de paiente
PCT/US2005/040289 titulada “Metabolitos de ciertos [1,4] diazepino[6,71-1J] derivados
de quinolina y métodos de preparacion y uso de los mismos”.
Firmado el 19 de marzo de 2007
por William H. Calnan ~ sub-Secretario.

CERTIFICADO NOTARIAL

Bilinglie inglés y espaiiol de William H. Cainan como subsecretario de Wyeth.
Firma de Michelle L. McGowan-
Sello de Michelle L. Mc. Gowan- notario publico, de estado de Nueva Jersey. No.
2108903, calificada en el condado Morris. Su cargo vence el 8 de febrero de 2011.

Es traduccion conforme con copia para confrontar- Bogota, Abril 18, 2007. H
. MARLEN NEJRA CAS a Q

TRO
" I-ldor“ @ Intérprgig Oficial
| Q4s - Easpoig) . Inglés
Oludidn No, 2117 g/ 7 Oct 198;
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APOSTILLE

!
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(CONVENTION DE LA HAYE DU 5 OCTOBRE 1961)

i

COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA

THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
MICHELLE L MC GOWAN

ACTING IN THE CAPACITY OF:
NOTARY PUBLIC OF NEW JERSEY

e —— ]

[l

BEARS THE SEAL/STAMP OF:
MICHELLE L MC GOWAN, NOTARY

T

CERTIFIED

aoia

AT TRENTON, NEW JERSEY

eg

e_

THE 21ST DAY OF MARCH 2007

é‘s /

BY: Bradley Abelow, NEW JERSEY TREASURER

A
A

NO. A286433

i

SEAL/STAMP: 10. SIGNATURE

i

|
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POWER OF ATTORNEY

The undersigned.

WYETH

with offices at

Five Giralda Farms, Meadison, NJ 07940,
United States of America

declares that it hereby grants to

ALVARO CORREA-ORDONEZ and/or

OLGA GEORGETTE OTERO and/or

RICARDO METKE and/or

JUAN PABLO CONCHA
all members of the law firm Raisbeck, Lara, Rodriguez & Rueda,
with domicile at Av. 82 No. 10 — 62, 6Th floor, of Bogotd D. C.,
Colombia, and for so long as they remain members of the law
firm, a full and eufficient power of attorney with respect to
Colombian patent application(s) based on PCT/US2005/040289
and entitled “METABOLITES OF CERTAIN [1,4]DIAZEPINO(6,7,1-
JJQUINOLINE DERIVATIVES AND METHODS OF PREPARATION
AND USE THEREOF™ and to obtain patent protection thereof, for
which purpose I (we) authorize the said attomeys to represent me
{us) before any authorities or persons, with or without jurisdiction,
specially those administrative, administrative contentious and
judicial, as well as before Arbitration Court, in all matters
concerning the following: a) Obtainment of a patent(s) based upon
said patent spplication{s), including filing of assignments, change
of name or address, voluntary cancellation; and defending
oppositions, cancellations, nullity, writ mandamus, and in general
the civil, penal, an adminisirative processes relsting to those
rights.

I hereby rutify all lawful actions previcusly taken on behalf of this

company by the aforementioned attomneys with respect to the
mentioned matters.

Done and subscribed in

On the \O\\L dayofMarch, 2007

Signature of the person issuing the Power
WYETH

Y/ R77 7 S

William H. Calnan
Assistant Secretary

RV 101897 Coldinbid

PODER DE ABOGADO
La sbajo firmada,
WYETH

con oficinas en

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
Estados Unidos de América

declara por el presente que otorga a

ALVARO CORREA-ORDONEZ y/o

OLGA GEORGETTE OTERO y/o

RICARDO METKE y/o

JUAN PABLO CONCHA
Todos miembros dé la firma de abogados Raisbeck, Lara,
Rodriguez & Ruedn, con domicilio en 1a Av. 82 No. 10 — 62
Piso 6 en Bogotd D. C., Colombia, y hasta tanto ellos continien
siendo miembros de la firma, poder especial amplio y suficiente
con respecto a la solicitud(es) de patente en Colombia basada(s)
en PCT/US2005/040289 y titulada

y para obtener la proteccién de patente de Ia misma, a cuyo
efecto autorizo (amos) a los dichos apodersdos pama que me
(nos) representen ante cualesquicra autoridadea o personas,
gjerzan o no jurisdiccitn, especizlmente ante las del orden
administrativo, contencicso-administrativo y judicial, asi como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
siguientes asuntos: a) Obtencién de In(s) patente(s) de invencién
basada(s) en la mencionada solicitud de patente, incluyendo
presenfacién de traspasos, cambio de nombre o direcciém,
cancelacidn voluntaris; y defensa en oposiciones, cancelaciones,
nulidades, la tutela, y en general procesos civiles, penales,
administrativos relacionados con estos derechos.

Igualmente, matifico todo lo actuado en derecho hasta el
momento en nombre de esta compaiifa por cualquiera de los
mencionados apoderados en los casos mencionados.

Dado y firmado en

Alos 19 diasdel mesde marzo de2007

Firma de Ia persona gue firma el Poder
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N CATION CERTIFICACION NOTARIAL
On this ‘q h\ dayof March Alos 19 dias del mesde marzo
2007 , the undersigned Notary de 2007 , el suscrito Notario
CERTIFIES DA FE

1. That William H. Calnan 1 Qlﬂ william H. Calnan
set his hand on the foregoing document. suscribid de su puilo y letra el documento que antecede.

2. That the grantor is to me personally known and that he/she has 2. Que conozco al otorgante y que éste tiene capacidad legal
legal capacity to execute the instrument. para ¢l otorgamiento.

3. That the grantor has executed the foregoing document as 3  Que el otorgante ha suscrito el referido documento en su

cariicter de
Assistant Secretary Subsecretario
of the judicial person  WYETH de la persona juridica WYETH

4. That the judicial person = WYETH 4 Que la persona juridica @WYETH
having its home office in con sede en

Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940, Five Giralda Farms, Madison, NJ 07940,
United States of America Estados Unidos de América
is duly organized, hag present legal cxistence and that the csti legalmente constituida, que tiene existencia legal
purposes for which the power of attorney is granted are within actual y que ¢l acto pam ¢l cual se otorga el poder esth
the scope of its corporate purposes. comprendido entre los que constituyen su ohjeto social.

5. That the grantor has in fact the referred to authority and that 5 Que el otorgante tiene efectivaments la representacién que
his/her representation is legal, ostenta y que ésta es legitima,

?That I have based certifications 3, 4 and 5 above on the 6. Que he basado las certificaciones 3, 4 y 5 anteriores en los
following authentic documents for such purpose exhibited to me sipuientes documentos auténticos que al efecto se me
and which I mention epecifically, giving their dates and their exhibieron y que menciono especificamente con expregidén
origin or source: de sus fechas y de su origen o procedencia:

Minutes of the Borrad of Directors Meeting held on April Actas de la reunifn de Junta Directiva
26, 2006. celebrada el 26 de abril de 2006!

mém(' ™ o El Notarlo Pablico

.- : L. MeQOWAN
T~ _ huﬁd‘hh
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Traduccidn oficial del ingles por Marién Neira Castro, resolucion 2117 del Min-Justicia Colombia.
APOSTILLA EN TRASPASO DE PATENTE DE LOS ESTADOS UNIDOS AWYETH

APOSTILLA nnAnyi

(Convencién De La Haya del 5 octubre de 1961)
1. Pals: Estados Unidos de América
2. Este documento Publico ha sido fimado por P. Swain

3. Quien ejerce funciones de oficial de certificaciones

Lieva el sello de la oficina de marcas registradas y patentes de los Estados

Unidos
CERTIFICADO
5 En Washington, D.C:
6. El 28 de marzo 2007.

7 Por el oficial de autenticaciones asistente, departamento de Estado de los

Estados Unidos
8. Bajo el No. 07017765-7

8. Sello en relieve del departamento de estado.

10.Firma de Patrick O. Hatchett-

DEPARTAMENTOQ DE COMERCIO DE LOS ESTADOS UNIDOS

A QUIEN PUEDA INTERESAR
Oficina de marcas registradas y patentes de los Estados Unidos
23 de marzo de 2007.
Por el presente certifico que anexo se encuentra una copia verdadera de los registros de

esta oficina de un documento registrado el 16 de mayo de 2005.

Por autoridad de

Sub-secretario de Comercio para la Propiedad intelectual

Y Director de la Oficina de marcas registradas y patentes de los Estados Unidos.

Firma y nombre de P. Swain-
Oficial certificador...

TRASPASO DE PATENTE

Version electronica v1.1. Version de hoja de estilo v1.1

Tipo de entrega

Traspaso nuevo

Naturaleza de la transferencia

Traspaso / Cesién

DATOS DE LA PARTE CEDENTE

Nombre Fecha de suscripcién- mes-DIA-afio
Zeen Tong 4-14- 2005

Jim Wang 4-12- 2005

William DeMaio 4-13- 2005

Alvin C. Bach, || 4-18- 2005

Ronald A. Jordan 4-13- 2005

Youchu Wang

P. Sivaramakrishnan Ramamoorthy
Gary P. Stack

5-03- 2005
4-20-2005 pipniin Holludrva (

4-18- 20055, NEIRA

Inglds - Espanoi
- Ingl
Resolucisn No. 2117 got ;“0‘:- 1007
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DATOS DE LA CESIONARIA

Nombre Wyeth

Direccién- calle Five Giralda Farms
Ciudad Madison

Estado - pais Nueva Jersey
Cédigo postal 07940

Total nimero de propiedades : 1
Tipo de propiedades Numero

Numero de solicitud 60625335

DATOS DE CORRESPONDENCIA

Ndmero de fax (215) 665-2013
Debe enviar por comeo de EEUU cuando falla el fax
Teléfono 215-865-2000
Correo electrénico jjulianti@cozen.com
Nombre del corresponsal Cozen O’Connor
Direccion linea 1 1900 Market St.
Direccién Linea 2 Filadetffia, Pensilvania 19103.
Nombre de quien presenta Michael P. Straher

5000314456
Total anexos: 6

Rollo: 016017 Cuadro: 0264

Fuente= 60625335 traspaso#paginal.tif Fuente=680625335 traspaso#pagina2.tif
Fuente= 60625335 traspaso#paginal.tif Fuente= 60625335 traspaso#pagina4.tif
Fuente= 60625335 traspaso#paginabtif Fuente= 80625335 traspaso#pagina6.tif

Patente-Rollo: 016017 Cuadro: 0265

Casillero No. WYTH0113-001 (AM101887L1) Patente

Traspaso de [nvencién
Considerando el pago de la Cesionaria a la Cedente de una contraprestacién buena y

valiosa, cuyo recibo se reconoce por el presente

CEDENTE
(1) Nombre completo de inventor. Zeen Tong

Residencia: 3829 Vincent Drive, Collegeville, Pensilvania 19426

Ciudadania: estadounidense
(2) Nombre completo: Jim Wang

Residencia: 133 Margaret Lane, Malvern, Pensilvania 18355

Ciudadanfa: R.P. China
(3) Nombre completo: William DeMaio

Residencia: 4 Wynnewood Drive, Collegeville, Pensilvania 18426
Ciudadanla: estadounidense
(4) Nombre completo de inventor; Alvin C. Bach, I
Residencia: 213 Cinnaminson St, Riverton, Nueva Jersey 08077
Ciudadanla: estadounidense
(5) Nombre completo de inventor; Ronald A. Jordan
Residencia: 51 Carol Lane, Richboro, Pensilvania 18954

Ciudadania: estadounidense

olwden €

MARLEN NEIRA CASTRO

Trnductor e Intérprete Oficial
Inglés - Espadiol - Inglés
Resolucidn No. 2117 del 7 Oct 1987
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(6) Nombre completo de inventor: Youchu Wang nnny3
Residencia: 1100 rue Goulet Apt. 101 Cille Saint Laurent- Québec H4R 2C6 Canada
Ciudadania: R.P. China
(7) Nombre completo de inventor: P. Silvaramakrishnan Ramamoorthy
Residencia: 1605 Aspen Drive, Plainsboro, Pensilvania 19002
Ciudadania: India
(8) Nombre completo de inventor: Gary P. Stack
Residencia: 525 Brookfield lane, Ambler, Pensilvania 19002
Ciudadania: estadounidense

P4gina 1 de 6 Traspaso de invencion Solicitud provisional Patente Rollo: 0168017 Cuadro: 0266
Casillero No. WYTHO0113-001 (AM101867L1) Patente

Por el presente vende, traspasa y transfiere a la CESIONARIA

WYETH

Five Giralda Farms

Madison, Nueva Jersey 07840

Y a sus sucesores, cesionarios y representantes legales de la cesionaria la totalidad de
los derechos, titulo e interés para los Estados Unidos y sus posesiones territoriales y en
todos los paises extranjeros, que incluye todos los derechos a reclamar prioridad, en y
sobre la invencion titulada: "Metabolitos de ciertos [1,4] diazepino[6,71-J] derivados de
quinolina y métodos de preparacion y uso de los mismos”.

E inventada por los Cedentes y los inventores adicionales siguientes, si los hay:

Y que se encuenira en la Solicitud provisional US No. 80/625/335 presentada el 5 de
noviembre de 2004.

[También verifique si las solicitudes extranjeras también estén siendo traspasadas]

[x] y cualquier equivalente legal de los mismos en un pais extranjero.

Si se conoce la fecha de presentacién y el nimero de solicitud de dicha solicitud US, debe
insertarse arriba, inciuyendo el derecho a reclamar prioridad, que inciuye todas y cada
una de las mejoras reveladas alll, y todas y cada una de las Patentes de Invencién que
se obtendran para dicha invencion por la solicitud anterior o en una presentacion
provisional presentada posteriormente, no provisional, continuacion, division, renovacién
o sustituto de la misma, y en cuanto a Patentes de invencion toda reexpedicién o re-
examinacién de las mismas.

Por el presente, la Cedente declara que ninguna cesion, venta, contrato o gravamen han
sido hechos o se hardn y que puedan entrar en conflicto con este traspaso.

La Cedente autoriza a la Cesionaria a presentar solicitudes y a recibir Patentes de
invencién para dicha invencién en cualquiera de los paises mencionados en su propio
nombre, o0 en el nombre de ia Cesionario, por eleccién propia.

La Cedente acuerda y se compromete a ejecutar 0 a presentar cualquier garantia
adicional del titulo de tal invencién y cualquier Patente de Invencién que pueda expedir
sobre ella y, en cualquier momento por solicitud y a expensas de la Cesionaria, entregar
un testimonio en alguna interferencia, litigio o proceso referente a la misma y a suscribir
todos los papeles que puedan ser necesarios o deseables para perfeccionar el titulo de tal

nhérprete Oficia)
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invencion o cualquier Patente de Invencién que se pueda otorgar en conseécyencia a la
Cesionario, a sus sucesores, cesionarios u ofros representantes legales, y para ello, en
cualquier momento, por solicitud y a expensas de la Cesionaria suscribira cualquier
continuacion, continuacién parcial, de division, renovacién o sustitucion de la misma, y de
Patentes de Invencion y re-expedira o volvera a examinar las mismas, o cualquier otra
solicitud adicional de patentes de invencion para dicha invencion o para una parte de ella,
y todas las solicitudes y patentes de invencién expedidas referentes a la misma quedan
por el presente traspasadas a la Cesionaria, y hara todas las declaraciones juradas
legales y todos los actos legales requeridos para procurar las mismas, sin ofra
contraprestacién adicional, pero a expensas de la Cesionaria, sus sucesores, cesionarios
u otros representantes legales.

La Cedente autoriza y solicita al Comisionado de Patentes que expida todas y cada una
de las Patentes de Invencidén de los Estados Unidos para tal invencién, resultante de
alguna de las solicitudes mencionadas a su Cesionaria.

Pagina 2 de 6 Traspaso de invencién Solicitud provisional Patente Rollo: 016017 Cuadro: 0267
Casillero No. WYTH0113-001 (AM101867L1) Patente

Firma ilegible de Zen Tong Fecha: 14 abril 2005.

Reconocimiento
Estado Pensilvania- Condado Montgomery
E! 14 de abril de 2005, Zeen Tong, comparecié personalmente ante mi, conocido por mi
como la misma persona descrita y quien suscribié el instrumento anterior, y reconocié que
el mismo lo suscribié, por su propia voluntad y para los fines establecidos.
Fimna y sello de Notario plblico Roxanne L. Kelly- Upper Province. Condado Monigomery
Su cargo vence el 23-11- 20086.
Firma ilegible de Jim_Wang Fecha: 12 de abril 2005.
Reconocimiento
Estado Pensilvania- Condado Montgomery

El 12 de abril de 2005, Jim Wang, comparecié personalmente ante mi, conocido por mi
como la misma persona descrita y quien suscribio el instrumento anterior, y reconocié que
el mismo lo suscribié, por su propia voluntad y para los fines establecidos.

Fima y sello de Notario pablico Bubinea D. Owens- Upper Province. Condado

Montgomery Su cargo vence el 17-4- 2007.

Pagina 3 de 6 Traspaso de invencion Solicitud provisional Patente Rollo: 018017 Cuadro: 0268
Casillero No. WYTH0113-001 (AM101867L1) Patente

Firma ilegible de William DeMaio Fecha: 13 de abril 2005.
Reconocimiento

Estado Pensilvania- Condado Montgomery
El 13 de abril de 2005, William Demaio, comparecid personalmente ante mi, conocido por
mi como la misma persona descrita y quien suscribid el instrumento anterior, y reconocié
que el mismo lo suscribid, por su propia voluntad y para los fines establecidos.
Fima y sello de Notario plblico Bubinea D. Owens- Upper Prt\(m\:onda

RUEN NEI %TR

Montgomery Su cargo vence el 17- 4- 2007. MA
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Firma ilegible de William Alvin C. Bach Fecha: 18 de abril 2005.
Reconocimiento

Estado Pensilvania- Condado Montgomery

El 18 de abril de 2005, Albin C. Bach comparecié personalmente ante mi, conocido por
ml como la misma persona descrita y quien suscribié el instrumento anterior, y reconocié
que el mismo lo suscribid, por su propia voluntad y para los fines establecidos.

Firma y sello de Notario piblico Barbara L. Lences- notario de Nueva Jersey Su cargo

vence el 14-12- 2007

P4gina 4 de 6 Tragpaso de invencidn Solicitud provisional Patente Rollo: 016017 Cuadro: 0269
Casillero No. WYTHO0113-001 (AM101887L1) Patente

Fira ilegible de Ronald A. Jordan Fecha: 13 de abril 2005.
Reconocimiento

Estado Pensilvania- Condado Montgomery

El 13 de abril de 2005, Ronald A. Jordan comparecié personaimente ante mi, conocido por mi

como la misma persona descrita y quien suscribié el instrumento anterior, y reconocié que el

mismo lo suscribié, por su propia voluntad y para los fines establecidos.

Firma y sello de Notario ptblico Nubinea Owens- Upper Providence condado Montgomery. Su

cargo vence el 7 abril- 2007

Firma ilegible de Youchu WANG Fecha: 3 de mayo 2005.
Reconocimiento

Estado de Canadé- Provincia de Québec

El 3 de mayo de 2005, Youchu WANG comparecié personalmente ante mi, conocido por mi como

la misma persona descrita y quien suscribié el instrumento anterior, y reconocié que el mismo lo

suscribié, por su propia voluntad y para los fines establecidos.
Firma y sello de Notario publico Line Martin- Canada- Provincia de Québec. Su cargo es vitalicio.
Pé4gina 5 de 6 Traspaso de invencién Solicitud provisional Patente Rollo: 016017 Cuadro: 0270

Casillero No. WYTHO0113-001 (AM101867L1) Patente

Firma ilegible de P. Sivaramakrishnan Ramamoorthy Fecha: 20- 4- 2005.
Reconocimiento

Estado Nueva Jersey- Condado Middlesex- localidad Monmouth
El 20 de abril de 2005, P. Sivaramakrishnan Ramamoorthy comparecié personalmente ante mi,
conocido por mi como la misma persona descrita y quien suscribié el instrumento anterior, y
reconocié que el mismo lo suscribid, por su propia voluntad y para los fines establecidos.
Firma y sello de Notario publico Barbara Lences- de Nueva Jersey. Su cargo vence el 14
diciembre 2007
Firma ilegible de Gary P. Stack Fecha; 18 — 4- 2005.

Reconocimiento
Estado de Nueva Jersey- Condado Middlesex- Localidad Monmouth
El 18 de abril de 2005, Gary P. Stack compareci6 personaimente ante mi, conocido por ml como
la misma persona descrita y quien suscribié el instrumento anterior, y reconocié que el mismo lo
suscribié, por su propia voluntad y para los fines establecidos.

Firma y sello de Notario publico Barbara Lences. Notario publico de Nueva Jersey Su cargo va

hasta el 14 diciembre 2007. Pagina 6 de 6 Traspaso de invencién Solicitud provisional Patente

Rolio: 016017 Cuadro: 0271. Registrado el 5- 16- 2008. MARLEN NEIRA CASTRO
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Docket No: WYTHO113-001(AM401887L1)

Patent

Assignment of invention

In conelderation of the payment by ASSIGNEE to AGSIGNOR of good and valuable
consideration, the racaipt of which ia heraby acknowledged,
ASSIGNOR:

(1) Full Name of Invenior: Zeen TONG
Residence: 3829 Vincent Drive, Collegevilie, Pennaylvania 19426
Citzenship; United States of America

(2) Full Name of Inventor: Jim WANG
Rasidence: 133 Margaret Lane, Malvern, Pennsyivania 18355
Cltizenship: PR China

(3) Full Name of Inventor: William DeMAIO
Residence: 4 Wynnewood Drive, Collegeville, Pennsylvania 18426
Citlzenship: United States of America

(4) Full Name of Inventor: Alvin C. BACH, Il
Residence: 213 Clnnaminson Streat, Riverton, New Jersey 08077
Citizenship: United States of America

(5) Full Name of inventor: Ronald A. JORDAN
Reesldence: 51 Carol Lane, Richboro, Pennayivania 16854
Cliizenship: United States of America

(8) Full Name of Inventor: Youchu WANG
Residence. 1100 rue Goulet, Apt..101, Ville Saint-Laurent, Quebec H4R 2C8,
Canada
Citizenship: PR China

(1) Full Name of Inventor: P. Sivaramakrishnan RAMAMOORTHY
Residence: 1805 Aspen Drive, Plainsboro, New Jersey 08538
Cliizanship: Indla

(8) Full Name of Inventor: Gary P. STACK
Residence: 525 Brookfield Lane, Ambler, Pennayivania 19002
Clitzenship: Unlted States of America

AssignmeniNewApp-Provisional dol — Rev 8/04 Page 1 of 6 Assignment of Invention
Provisional Application
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Docket No: WYTHO113-001(AM101887L1)
Patent

hereby by sells, asaigns and tranafera to ASSIGNEE:

Wyeth
Five Giralda Farms
Madison, New Jersey 07040

and the successors, assigns and legal representatives of the ASSIGNEE the entire right, title
and interest for the United States and Its territorial possessions and In all foreign countries,
including all rights to claim priority, in and to the invention antitied:

METABOLITES OF CERTAIN [1,4]DIAZEPINO[S,7,1-WJJQUINOLINE DERIVATIVES AND
METHODS OF PREPARATION AND USE THEREOF

and invented by ASSIGNOR and the following additional inventors, if any:

and which s found in U.S. Provisional Application No. mzs.sas filed on: November 5,
2004 :

[also chack If foreign application(s) Ia(are} also being assigned]
BJ and any legal squivalent thereof in a foreign country,

the date of filing and application number of sald U.S. application when known, fo be insertad

" above, including the right to claim priority, including any and all Improvements disclosed
therein, and In and to all Letters Patent to be obtained for sald Invention by the above
application or any subsequently filed provisional, nonprovisional, continuation, divisional,
renewal, or eubstitute thevsof, and as to Lsitare Patent any relssue or re-examination
therecf.

ASSIGNOR hereby covenants that no sssignment, sale, agreement or encumbrance
has bsen or will be made or entared Into which would conflict with this asaignment,

ASSIGNOR authorizes ASSIGNEE to make applications for and to recelve Letiers
patent for sald Invention In any of saki countries In ts own name, or in ASSIGNOR's namae,
at s election.

ASSIGNOR covenants and agrees to axecute or procure any further necessary
assurance of the titie to said invention and any Lettars Patent which may issus therefore and
to, at any time, upon the request and at the axpanae of ABSIGNEE defiver any teatimony in
any interferencs, Iitigafion or proceeding related thereto and execute all papers that may be
necessary or dellnbla to perfect the title to said invention or any Letters Patent which may
be grantad therefora In ASSIGNEE, its successors, assigns or other legal representatives,
ard that to, at any time, upon the request and at the expense of ASSIGNEE execute any
continuation, continuation-in-part, divisional, renewal or substitute thereof, and as to Letters
Patent and reissue or re-examination thereof, or any other additional applications of Lotters
Paient for sald Invention or any part thereol, all of which applications and any Letters Patent
issuing thereon are hereby assigned to ASSIGNEE, and will make all rightful oatha or
deciarations, and do all lawful acts requisite for procuring the same therein, without further
compansation, but at the expense of ASSIGNEE, its successors, assigna or other legal
represantatives.

ASSIGNOR authorizes and requests the Commissioner of Patents to lssue any and all
Lettera Patent of the United States for sald Invention, resulting from any of the eforesaid
applications to its ASSIGNEE.

AssigrmenitievApp-Proviional.dot — Rev 604 Page20of 8 Assignment of Invention
Provisional Application
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" Docket No: WYTHO113-001(AM101887L1)
Patant
3?\ ' /fﬂ-/ r-2004
“Zeen TONG Date/
ACKNOW]. EDGMENT
State of ", verig }
as;
County of }
' On the I'I”day of ﬂ'F-We 2005, Zeen TONG personally appeared before
me, known by me to be the same perason desciibed in and who executed the foregoing

instrumaent, and acknowledged that he/she executed the same, of his/her own free will and
for the purposes seat forth.

Usper Proviiency Tup., Msityorasry
G vy Mmtepamies
Date

Jim WANG

Statts of .ﬁza.g&&&glw
County of _SEMEézmggF__}

Onthe A/"“dayof ﬂcw/ 2006, Jim WANG personally appeared before
me, known by me to be the same peraon desacribed In and who exacuted the foregoing
instrument, and acknowledged that he/she executed the same, of histher own free will and
for the purposes sst forth.

H'-—

ape T R
iy m‘b-lﬂ 7, 2007"
Notary Pu
AsalgrrnentNewApp-Provisional.dot — Rev 804 Page 30f B Assignment of Invention
Provisional Application
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Dockat No: WYTHO113-001(AM101867L1)
Patent

_QJ_JL._ Q e o 11 fAp, Joog
William DeMAIO Dato

State of _ﬁuu;-@lw
Countyof  _endsemesy }

Onthe /5% dayot (Jor/ 2005, William DeMAIO personally appeared
before me, known by me to be the same parson described In and who exacuted the
foregoing instrument, and acknowiedged that he/she axecuted the same, of hia/her own free
will and for the purposes set forth.

NOTARIaL SEAL

EA D. OWENE Notary Public
W::‘-r e 2 _@
m&-m‘ 1. !% Y :
Notary Public

Al <. [;4.(1\ .
ANin C. BACH, 1 _I%J_H;_Lo_oi

ACKNOWLEDGMENT
State of )
) Momansc il Dl
County of }
onthe /¢ aeyor A 2005, Aivin C. BACH, i personally appeared

befora me, known by me bemuamapemndolcnbednandwhomeuhdtm
foregoing Instrument, and acknowledged that ha/she exacutad the same, of his/her own frea

will and for the purposes set forth.

otary Publlc

Asa\ghmantNewApp-Provisionaliol ~ Rev 6/04 Page 4 of@ Assignment of Invantion
Provisional Application
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Docket No: WYTHO113-001(AM101B87L1)

Patent
V22Ol Aperl '3 20es
Duto -

Onthe /3 dayof 2005, Ronald A. Jordan personally appesred
before me, known by me to be the same perscn deacribed In and who exacuted the
foregoing Instrument, and acknowledgad that he/she sxecuted the samae, of hiasher own free
will and for the purposes set forth.

' — Notary Pdblic
Mo | Urt”
u WANG Date J

ACKNOWLEDGMENT

bﬂs%nuf CALA DA }

- ab

& Comys-PROUVEE OF )
Onthe 3/ dayof [Lfa.,. 2005, Youchu WANG perscnally appeared
befors me, known by me to esame peraon deacribed in and who executed the
foregoing Instrument, and acknowladged that he/she exacuted the same, of his/her own free
will and for the purposes sat forth.

-Lina MARTIN . .notesy..
for the Province of Quebec, Canada
My commission Ig for life

AssignmantNevwApp-Provisional det - Rev 804 Page 50f 6 Assignment of Invention
Provislonal Application
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.' Docket No: WYTHO113-001(AM1018871.1)
Patent

P Covoramnbisionan Ran , y 2 / 2e05”

P. Sivaramakrishnan RAMAMOORTHY Date

State of ;;I/Mﬂ“%m__

County of

7
onthe LCswyot Asrs 2008, P. Sivaramalaishnan
RAMAMOORTHY) ally appaarad before me, known by me to be the same person
deacribed in and who executsd the foregoing instrument, and acknowledged that he/she
executed the same, of hia/her own free wiil and for the purposes set forth.

Sl

——

£ o R o e

’% /#‘ _ 4’/”%}’
Gary P. STACK Date

ACKNOWLEDGMENT
St of - s Mﬂhwﬂm
County of
On the IQRWMM 2005, Gary P, STAGKmonaIIynppearod
before me, known by m¢ to be the same person described In and who exacuted the

forsgoing Instrument, and acknowledged that ha/shs exscuted the same, of his/her own fres

will and for the purposss set forth.

mcua
WOTARY PUBLIC OF NEWJERSEY

AsaignmantNewApp-Provisional.dot — Rev 604 PageBof8 Assignment of Invention
Provisional Application
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METABOLITES OF CERTAIN [1,4]DIAZEPINO[6,7,1-4J/]JQUINOLINE
DERIVATIVES AND METHODS OF PREPARATION AND USE THEREOF

FIELD OF THE INVENTION

The present Invention relates to metabolites of certaln [1,4)diazepino(8,7,1-
{lquinoline derivatives, which are useful as antipsychotic and antiobeslty agents, to
processes for their preparation, to pharmaceutical compositions containing them, and
o methods of using them.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Schizophrenla affects approximately 5 million paople. At preeent, the most
widespread treatments for schizophrenia are the 'atyplcal’ antipsychotics, which
combine dopamine (D2) receptor antagonism with serotonin (5-HT3,) receptor
antagonism. Despite the reported advances In efficacy and slde-effect liabillty of
atypical antipsychotics over typical antipsychofics, these compounds do not
adequatsly treat all of the aymptoms of schizophrenia and are accompanied by
problematic side effects Including welght gain (Alllson, D. B., et. al., Am. J.
Peychiatry, 156: 16866-1698, 1899, Masand, P. S., Exp. Opin. Pharmacother. I: 377-
389, 2000; Whitaker, R., Spectrum Life Sclences. Declsion Resources. 2:1-8, 2000).
Novel antipsychotics which are effective in treating the mood disordere or the
cognitive impairments In schizophrenia without producing welght gain would
represent a significant advance In the treatment of schizophrenla.

5-HT3¢ agonists and partial agonists represent a novel therapeutic approach '
toward the treatment of schizophrenia. Several lines of evidence support a role for 5-
HTc recaptor agonism as a treatmant for schixophrenla. Studles with 5-HTy
antagoniets suggest that theee compounds Increase synaptic levels of dopamine and
may be effective In animal models of Parkinson's disease (DI Matteo, V., et. al.,
Neuropharmacology 37: 265-272, 1898; Fox, S. H., et. al., Experimental Neurology
151: 3548, 1998). Since the positive symptoms of achizophrenia are assoclated
with Increased levels of dopamine, compounda with actions opposlte those of 5-HTyc

1



nnnog
W 2006052886 PCT/US2005/040289

antagonists such as 5-HT2c agonists and partial agonists should reduce levels of
synaptic dopamine. Recent studies have demonatrated that 5-HTsc agonists
decrease levals of dopamine In the prefrontal cortex and nucleus accumbens (Millan,
M. J., et al.,, Neurophamacology 37 853-855, 1898; DI Matteo, V., et. al.,
Neuropharmacology 38: 1185-1205, 1809; D! Glovannl, G., et. al., Synapse 35: 53-
61, 2000), brain reglons that are thought to mediata critical antipsychotic effects of
druge like clozapine. In conirast, 5-HTac agonists do not decrease dopamine levels
in the striatum, the brain region most closely assoclated with exirapyramidal aide
effects. In addltlon, a recent study demonstrates that 5-HTyc agoniete decrease
firlng In the ventral tegmental area (VTA), but not In substantla nigra. The differantial
effects of 5-HTac agonists In the mesolimbic pathway relative to the nigrosiriatal
pathway suggeets that 5-HT ¢ agonists will have limbic selectivity and will be less
likely to produce extrapyramidal alde effects assoclated with typical antipsychotics.

Alypical antipsychotics bind with high affinity to 5-HT;c receptors and function
5-HTxc receptor antagonists or inverse agonists. Weight gain Is a problematic
side effect associated with atypical antipsychotics such as clozapine and olanzapine
and It has besn suggestad that 5-HT,c antagonism Is responsible for the increased
weight gain. Converaely, stimulation of the 5-HT, receptor ls known {o result n
decreased food intake and body weight (Walsh et. al., Psychopharmacology 124: 57-
73, 1898; Cowean, P. J., et. al., Human Psychopharmmecology 10: 385-381, 1885;
Rosenzwelg-Lipeon, S., et. al., ASPET aebstract, 2000). As a result, 5-HTy; agonists
and pariial agonists will be less likely to produce the body welight Increases
assoclated with currant atypical antipsychotics. Indeed, 5-HTac agoniats and partial
agonists are of great Interest for the treatment of abesity, a medical disorder
characterized by an excess of body fat or adipose tissue and associated with such
comorbidities as Type || dlabetes, cardiovascuiar disease, hypertension, _
hyperiipidemia, stroke, oateocarthrils, sleep apnea, gell biadder disease, gout, some
cancers, soms Infertliity, and early mortallty.

The compound (BaR,12a5)-4,5,6,7,8,9a,10,11,12,12a-decahydro-
cyclopentafc)[1,4]diazepine[8,7,1-jlquincline (hereafter DCDQ):
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BCDQ
is a potent 5-HT a0 agoniat. See related published applications WO03/091250 and

US2004/0008970, each of which Is incorporated by reference herein In its entirety.
DCDAQ can also be effective in treating the mood disorders or the cognitive
impairments aasociated with aschizophrenia. DCDQ }a converted, In eseveral in vitro
and In vivo models, Into several metabollies. It can be seen that these metabolites
are of interest In treating those diseases, disorders, or conditions treatable by DCDQ,
iteelf a@s is or as a prodrug which converts to DCDQ. These metabolites could aleo
be useful for further studying the effects of DCDQ. This invention Is directad to
these, as well as other, important ends.

SUMMARY OF THE INVENTION

Some embodiments of the Invention Include compounds formula 1

wherein:
for each R" and R”, where n ls 1 through 8:

each R" and R Is Independently hydrogen, hydroxy, CH;C(0)-O-, -OSOaH,
or -0-G; or

R" and the cormeaponding R™, where n is 2, 3, 4, 8, 7, or 8, taken together with
the carbon to which they are attached, form C=0; or
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R" along with the comesponding R™', where n is 1, 2, 3, 4, 5, or 7, taken
togsther form a double bond betwean the carbons to which they are attached, and
each comesponding R” and R™ " Is Independently hydrogen, hydroxy, GHsC(0)-0,

-08S04H, or -0-G;
G has the formula:
OH
H
whereln the nitrogen dencied with the symbol * can optionally form an N-

oxide;
' X-Y Is CH=N, CH=N(0), CH3N(O), C{O)NH or CR*"HNR";

R" Is hydrogen, hydroxyl, or -OSQsH;

R'? Is hydrogen, acetyl, -SO4H, -G, or -C(0)-0G;

Z e hydrogan, hydroxy, -OSO;H, or -O-G;

with the provisa thet when Z ls hydroxy, then either (a) one of R*, R%, R, R,
R%, R®, R’, R%, R®, and R™ Is not hydrogen; or (b) X-Y Is not CR®HNR™; and

with the further proviso that when X-Y Is CHR’NR™, then at least one of Z, R,
R% R, RY R R% R".R" R", and R"Is not H.

In some embodiments, the Invention provides compounds according to
Formula |, whereln et least one of Z and R through R® Is -OH.

In some embodiments, the Invention provides compounds according to
Formula [ whereln at least one of R! thraugh R®, R, R™, and Z Is -C(0)-0-G, -0-G,
or -G,

In some smbodiments, the Invention provides compounds according to
Formula [, whereln at least one of R? through R®, and Z Is -OSOaH.

In some embodiments, the invention provides compounds according to
Formula |, whereln X-Y le CR®HNR'™, where R® I H and R* Is -SO;H.

In some ambodiments, the Invention provides compounds according to
Formula 1, whereln R” and comesponding R™ taken together with the carbon to which
they are attached form C=0,
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in some embodiments, the Invention providas compounds according to
Formula |, wherein X-Y s C(O)NH.

in some embodiments, the Invention provides compounds according to
Formula I, wherein X-Y is CH=N.

In some embodiments, the inventlon providee compounds a'ccordlng to
Formula ], whereln &t least one of R" and its corresponding R™!, where n = 1-5,
together form a double bond between the carbona to which they are atteched and
each R™ and R™" |s Independently hydrogen, hydraxy, CHyC(0)-0, -OSO,H, or -O-
G.

In some embodiments, the invention provides lsolated or substantially pure
forma of compounds of Formula |, having at least 75% purity. In other embodiments,
the Invention provides compounds of Formula | having at lsast 80% purity. In other
embadiments, the invention provides compounda of Formula | having et least 85%
purity. In other embodiments, the Invention provides compounds of Formula | having
at least 80% purity. In other embodiments, the Invention provides compounds of
Formula | having at least 85% purity.

In some embodiments, the Invention provides pharmaceutical composlions
including compounds of formula I. ’

In some embodiments, the invention provides methods of treating conditions,
diseases, or disorders assoclated with 5HTxc by administering compounds of
Formula [ or pharmaceutical compositions comprielng compounds of Formula | to &

patient in need thereof. :
In some embodiments, the Invention provides a method of prepasing a
compound of formula M8:
M8
comprising:
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reacting Compound 8a:
1
LI. 1 6a
where each L, L', and L? Is a leaving group;
with DCDQ:

)

" He1
In the presence of a coupling reagent under conditions sufficient to
yiald compound 7:

and removing sald leaving groups L' and L2 to form compound M6.
In some embodiments, the invention provides methoda wherein L has the

s o

In some embodiments, the invention provides methods wherein L' and L2 are
Independently selected from lower alkyl and acstyl, such as when L' Is methyl and
each L2 Is acstyl.

Preferred coupling reagents are (Benzotriazol-1-
yioxy)tria(dimethylamino)phosphonium hexafiuorophosphate (BOP), N,N"-
Dicyciohexyicarbodiimide (DCC), and 1-(3-dimethylaminoprapyl)-3-ethyicarbodiimide
hydrochloride (EDC).
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In some embodiments, the invention provides a method further comprising
deprotecting compound 7 by removing the L' and L2 pratecting groups of the
glucuronyl moiety of compound 7, thereby forming the M8 metaboilte. In some
embadiments, the deprotecting step s performed In alcohol, preferably a lower alkyl
alcohol, in the presence of a base, preferably NaOH, LIOH, or KOH. In some
preferred embodiments, LIOH«H;0 In MeOH/H2O/THF 15 used in & preferred retio of
approximately 2.5:1.0:0.5. In some embodiments, the deprotection reaction Is
catled out at 0 °C for 1 hour.

in some embodimente, the reaction of compound 8 with the coupling reagent
and DCDQ is carried out In the presence of an amine, preferably Hlnig's base. Thie
reaction ls preferably performed In a solvent, such as CH.Cl.

In some embodineants, compound 7 s subjected to column chromatography
purification prior to deprotection.

In some embodiments, the Invention further provides for purlfying the M8
metabollite.

In some embodiments, the Invention provides methods where compound 8a
Is prepared by removing the allyl protecting group of compound 5:

O\/\\

oL NH
° oo

2
'-I_ oz g

using a catalyst and a nucleophlie, preferably morpholine. In some embodiments,
the catalyst la Pd(PPhy)s.
in some embodiments, the Invention provides methode wherein compound 5

Is prepared by reacting carboxytic acid 2:

with DPPA under conditions sufficlent to yleld an ecy! azide Intermediate;
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heating resuitant acyl ezide intermediate under conditions sufficlent to yield
lsocyanate 3:

treafing result of sald heating atep with 2,3,4,-trlacetyl-1-hydroxyglucoronic

aster 4:
o’=.(>_l é
AcO QMOH
AcO
4

under conditions sufficlent to yleld compound 5. In some embodiments, the reacting
step Is carriad out In the presence of a base, preferably Et;N.
In some embodiments, the Invention provides methods wherain compound 2
Is prepared by reacting diphenic anhydride with excess allyl alcohol, preferably prop-
2-en-1-0l, in the presence of a catalyst , preferably DMAP.,
Theas and other embodimente of the invention will be apparent o those of
skill in the art upon reading this dlsclosure.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

FIG. 1 Is a fiowchart of propossd metabolic pathways of DCDQ Identifled In
the In vitro and In vivo studles.

FIG. 2 Is a further flowchart of proposed metabolic pathways of DCDQ
identified In rat billary excretion studies.

FIG. 3 Is a further flowchart of proposed metabolic pathways of DCDQ
Identifiad In mice.

FIG. 4 Is a further flowchart of proposed metabolic pathways of DCDQ
identifled In human piasma.

FIG. 5 deplcts structures and NMR numbering schemes for DCDQ, M7, M0
and M13 as ldentifled in the rat bliiary excretion atudies.
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DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

In some aspects, this Invention relatss to metabolites of DCDQ, methods of
preparing them, and methods of using them fo treat various disorders.
In some aspects, the present invention providea compounds of formula (1)

wherein.
for each R" and R", where n s 1 through 8:
each R" and R™ is Independently hydrogen, hydroxy, CH.C(O)-O
~“0SO0sH, or-0-G; or
R" and the comesponding R”, where n s 2, 3, 4, 8, 7, or 8, taken
together with the carbon to which they are attached, form C=0; or
R" slong with the corresponding R™!, wherenis8 1, 2,3, 4, 5,0r 7,
taken together form a double bond between the carbons to which they are attached,
and each commesponding R" and R™! is Independently hydrogen, hydroxy, CH,C(O)-
0, -OSQ4H, or -0-G; )
wherein the nifrogen denoted with the symbol * can optionally form an N-
oxide;
G has the formula:
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OH

CoH

X-Y Is CH=N, CH=N(O), CHzN(O), C(O)NH or CR"HNR™;

R® Is hydrogen, hydroxyl, or -OS0,H; and

R |s hydrogen, acetyl, -SO3H, -G. or -C{0)-0G;

Z Is hydrogen, hydroxy, -OSO,H, or -O-G, with the proviso that when Z ls
hydroxy, then either (a) one of R, R?, R?, R4, R%, R*, R’, R®, R?, and R"° la not
hydrogen; or (b) X-Y Is not CR°'HNR'®;

with the further proviso that when X-Y Is CHR*’NR™, then at least one of Z, R,
R% R, R% R4, RS, R, RY, R®, and R |s not H.

Methods for the preparation of DCDQ (J.e., the compound of Formula | where
X-Y Is CHR°NR" and each of Z, and R* through R* Is H) Is disclosed In U.S. Patent
Application Publication No. US2004/0008970, hareby Incorporated by reference
herein In its entirety. DCDQ itself ls not intendad to be within the compounds of
Formula | disclosed hareln.

In some embodiments, the Invention providea hydroxy compounds of formula
I. Preferably, at least one of Z and R' through R® Is hydroxy.

In some embodiments, the invention further provides hydroxy compounds of
formula | where X-Y Is CR®HNR™. Some examples of such hydroxy compounds
include those where:

R® and R are each H;

at least one of R” and R® Is -OH;

Ris -OH;

at least one of R® and R* Is —-OH; or

at least one of R', R®, R®%, R, and Z |s -OH.

in other embodiments, the Invention provides hydroxy compounds of formula |
where X-Y Is CR®HNR™ and R" Is acetyl. Some prefermed examples of such
hydroxyl compounds Include those where:

at Jeast one of R” and R? s —OH;

10
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In other embodiments, the Invention provides hydroxy compounds of formula |
wherein X-Y I8 C=N. In some preferred embodiments, at least onae of R' through R®
Is -OH. In other prefamed embodiments, at least one of R® through R* is -OH.

In other embodiments, the Invention provides glucuronyl compounds
according to formula |, wherein at laast one of R! through R®, R®, R, and Z Is
-C(0)-0-G, -0-G, or-G,

in some preferred embodiments, the invention provides glucuronyl
compounds where X-Y is CR®HNR', In some prefermed embodiments, R® and R™
are H. In other preferred embodiments, at least one of Z, R?, and R* Is -O-G. In
other preferred embodiments, at least one of R through R®, R®, and Z ls -0-G.

In etill further embodiments, the Invention provides glucuromnyl compounds of
formula | where R? along with R? taken together form a double bond between the
carbons to which they are attached, and at least one of R* and R* Is -O-G.

in other embodiments, the invention provides glucuronyl compounds of
formula | where R™ I8 -C(0)O-G or -G. In some embodiments, such compounds are
further provided where R* and R* together with the carbon to which they are attached
form C=0.

In some embodiments, the invantion provides glucuronyl compounds where
X-Y la -CHR*NR" where R" Is -C(0)-0-G.

In some prefermed embodiments, the invention provides compounds of
formula | whereln Z, each R" and R™ Is H, X-Y ls -CHR’NR™. In some such
embodiments, R® Is H. In preferred embodiments, R? Is H and R' ks -C(0)-0-G.

In other smbodiments, the invention provides glucuronyl compounds; of
formuia |, where R Is acetyl. In a preferred embodiment, such derivatives are
further provided whera at least one of R through R®, R", and Z la -O-G. In stil! other
embodiments, at least one of R” and R* s -O-G.

In some embodiments, the invention provikies suifaie compounds according
to formula | where et least one of R through R®, and Z is -OSO,H.

in some preferrad embodiments, the invention provides such sulfete
compounds where X-Y Is -CHR*NR™. In some such embodiments, R® and R* each
are H. In some such embodiments, at least one of R! through R® I8 -OSO,H. In
further embodiments, at least one of R? and R® Is -OSO,H. In some embodiments,
R? ls ~OSO,H.

11
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In some embodiments, the invention provides sulfate compounds of formuia |,
where at least one of R® and Z Is -OSO,H.

In some embodiments, the Invention proviies sulfamats compounds
according to formula |, [n some embodiments, the Invention provides such sulfamate
compounds where X-Y s CR*™HNR™, and R™ ls -SO,H. In other embodiments, the
invention provides such sulfamate compounds whers at least iwo of R" and its
corresponding R™!, where n = 1-5, form a double bond between the carbons to
which they are atiached.

In some embodiments, the invention provides keio compounds according to
formula |, where R" and Its corresponding R taken together with the carbon to which
they are attached form C=0. In some preferred embodiments, n = 4. In further
preferred embodiments, X-Y Is CR®HNR™ and preferably R" is -G. In other
embodiments, R® and R" are H.

Other embodiments of keto compounds according to formula | provide
compounds where X-Y Is C(O)NH.

In some ambodiments, the invention provides Imine compounds according to
formula |. In some embodiments, X-Y s CH=N. In some auch embodiments, at least
one of R! through R® Is -OH. In other such embadiments, et least one of R? through
R*is -OH. In stlll other such embodiments, the compound may be an N-oxide,
wherein the nitrogen between the carbons to which R® and R? ere attached forms an
N-oxide. .
In still further embodiments, the invention provides dehydro compounds of
formula |, containing one or more double bonds. In thase embodiments, such
compounds are provided wherein at least one of R and Its corresponding R™,
where n = 1-5, together form a double bond between the carbons to which they are
attached end each R™ and R™" Is independently hydrogen, hydroxy, CH.C(0)-O,
-0S05H, or -0-G. In some preferred ambodiments, n = 2. In further preferred
ambodiments, n=2, R* = H, and R* or R* ls -0-G. In stilt further embodiments, X-Y Is
CHR®NR'™, whera R® and R* are preferably H.

In other embodiments, di-dehydro compounds of formula | are provided,
where for at least two R", each said R" and [ts cormesponding R™!, where n = 1-5,
together form a double bond beiween the carbons to which they are atiached. In
some preferred embodiments, the invention further provides that X-Y = CHR*'NR™.

12
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In further embodiments, R* Is H; and Z or R® Is —OSO,H. In still other embodiments,
X-Y = CHR'NR" and R"= R =H,

In some embodiments, the Invention provides auch di-dehydro compounds of
formula | where R Is -SO,H, or acetyl.

In some aspecis of tha Invention, the compounda of formula | are provided in
isolated form.

In other aspects of the invantions, the compounds of formula | are provided Is
substantially pure fonn of at least 75% purity. In other aapects, the compounds are
at least 80% pure. In other aspecis, the compounds are at least 85% pure. In other
aspects, the compounds are at least 80% pure. In other aspects, the compounds are
at least 85% pure.

Acetyl, ae used hereln, refera to CHy-C(=0)-.

Alkyl, as uaed harein, refers to an aliphatic hydrocarbon chain, e.g.,of 10 8
carbon atoms, and includes, bitt ls not iimited to, straight and branched chains such
as methyl, ethyl, n-propyl, lsopropyl, n-butyi, lsobutyl, sec-butyl, t-butyl, n-pentyi,
isopentyl, neo-pentyl, n-hexyl, and lsohexyl. Lower alky! refers to alkyl having 1 to 3
carbon atoms.

BOP refers fo (Benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phosphonium
hexafiuorophosphate.

Carbamoyl, as used herein, refars to the group, -C(=O)N<.

DCC refers to N,N'-Dicyclohexyicarbodiimide.

DIBAH and DIBAL refer, inlerchangeably, to dllacbutylaluminum hydride.

DMAP refera to 4-dimethylaminopyridine. '

DPPA refers to diphenyiphosphoryt azids.

EDC refers to 1-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethyicarbodlimide hydrochioride.

Glucuronyl, as used herein, refere to the group:
H

OH

13
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Halogen (or halo) as used herein refere fo chiorine, bromine, fluorine and
lodine. Hanlg'e Base ls N,N-dlisopropylethylamine, alao Indicated herein as HPr,NEL.

PyBOP refers to (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrmolidinophosphonium
hexafluorophosphate.

The compounds of this invention contain asymmetric carbon atoms and thus
give rise to optical lsomers and diasteracleomers. The present invention Includes
such optical lsomers and diastersclsomers; as well aa the racemic and resolved,
enantiomerically pure R and S sterecisomers; as well aa other mixturea of the R and
8 sterecisomers and pharmacsiutically acceptable salts thereof.

Where an enantiomer ls prefamad, it may, in some embodiments be provided
substantially free of the cormasponding enantiomer. Thus, an enantiomer
substantially free of the cormesponding enantiomer refers to a compound which [a
Isolated or separated via separation tachniques or prepared free of the
comeeponding enantiomer. "Substantially free," as usad hereain, means that the
compound ls made up of a significantly greater proportion of one enantiomer. In
preferred embodiments, the compound le made up of at least about 80% by welght of
a preferred enantiomer. in other embodiments of the invention, the compound le
made up of et laast about 89% bywalght_ofa preferred enantiomer. Preferred
enantiomers may be lsolated from racemic mixtures by any method known to those
skilled In the art, Including high performance liquid chromatography (HPLC) and the
formation and crystalilzation of chiral salis or prepared by methods described herein.
See, for exampie, Jacquee, &t al., Enantiomers, Racamatas and Resolutions (Wlley
Intersclence, New York, 1981); Wilen, S.H., ot al., Tetrahedron 33:2725 (1677); Ellel,

EL Stereochemistry of Carbon Compounds (McGraw-HIll, NY, 1662); Wilen, S.H.
Tables of Reaolving Agenis and Optical Reeolutions p. 268 (E.L. Ellel, Ed., Univ. of
Notre Dame Press, Notre Dame, IN 1872).

One skilled in the art will also recogniza that It s possible for tautomers to
exist of formula (i). The preaent Invention Includes all such tautomers even though
not shown In formuta (1).

The compounds useful in the presant invention also Include pharmaceutically
acceptable salts of the compounds of formula (/). By “pharmeceutically ecceptable
salt”, It s meant any compound formed by the addition of a pharmacsutically
acceptable base and a compound of formula (i) to form the coresponding sait. By

14
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the term "pharmaceutically acceptable” It s meant a substance that is acceptable for
use in pharmacseutical applications from a toxicological perspective and does not
adversely interact with the active Ingredient. Pharmacautically acceptable salts,
inciuding mono- and bl- salts, include, but are not limited to, those derived from such
organic and Inorganic ackis such as, but not limited to, acetic, lactic, cliric, cinnamic,
tartaric, succinic, fumaric, malelc, malonic, mandelic, malic, oxalic, proplonic,
hydrochioric, hydrobromic, phosphoric, nitric, sulfuric, glycolic, pyruvic,
methanesulfonic, ethanesulfonic, toluenesulfonic, salicylic, benzoic, and simllarly
known acceptable acids.

Non-imiting, examples of compounds of Formula | Include those Kentifled
through the In vitro and in vivo studies detailed hereln, and shown In the metabolic
pathways depicted In Figs. 1-4. Such axamples include those shown below. Where
the attachment of a given substiuents ls described by a box, Kt is intended that the
Indicated substituent can be attached to any one or more avsilable carbon atoms
within the box.

Hydroxy metabuollies
ﬁ ﬁ- 5 N-acetyl é
MM  Hewyd)  comike ey B411) by bk (19)

A

Hydraxy (M19) Hydrax imine (M29) Hydrax lmine (M30, M31)

156
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P args

Clonwonide (M9)

F o

dakyden,

Glucuronyl metabolites

Sulfate compounds

¥ 7K

Suifte (ME) it (M17) e (M1

Sulfamate compotinde

ikl

Sullrmie (M12)  Sulfemiate (M14)
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Keto Compounds
!55 Keoto (M10)
Imine compounds
Tl (P5) Necuide (b15) Hydrey imiso (M15)  Hydrox imine (M29) Hydyo lmine (M30, M31)
Dshydra compounds
13 : )
uh—mo A-lllnm) M2 - Clecaminds of pdruy delgpirn Dkl QAE)

EXEMPLARY SYNTHESES

Proposed Syntheels For Hydroxy Metaboalite M1

0P 2z W = o

2.CuGN, quinolie LN N

17
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Proposed Synthesls Of Hydroxy Metabolite M2

]
T

18
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Synthesla For Carabamoyl Glucuronyl Metabolite M8

% 2:“":’:" resgent, L N—>
CHyClz o o/ﬁo

L OLI

DCDQ

L', L2 are lsaving groups

18
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Proposed Synthesis Of Additional Component Of Sulfate Metabolite M8

- 569_\ e
L
R
gD

hydrolysla
with atrong base when

or
with Pd/CH; when
R=08n

LS

M3/M4 component
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Proposed Synthesls Of Glucuronyl Metabolite M9
L e
OAc

H
1A0,CO/CHICN No e,
2.NaOHMeOHH0 —)N

OJ it

Proposed Syntheals Of Hydroxy Metabollte M10 And N-Acetyl Hydroxy Metabollte
M11

T
=R =

M11 M10

Proposed Synthesls Of Sulfamate Metabolite M12

() :;i“;

-4

M12
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Proposed Syntheses For Sulfamate Metabolite M12, DI-Dehydro Sulfamate M14,
And N-Acstyl DI-Dehydro Metabolite M21

HJ%%?M "

>,
'

(5"5 o

&

M21

Proposed Synthesis Of Ksto Metabollte M18
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Proposed Syntheses For Hydroxy Imine Metabotlites M15, And M20-M31

MnO3
M2, M3 or M4 —— M15, M29-M31

Proposed Synthesls For Sulfamate Metabolite M16

DIBAH 1. im3B80;

2. NaOH N
H } HO»S0
HN 0:5 HN—)

M18
Proposed Synthesls Of Imine Metabollte P3

Fe =

Nllmnl

These proposad syntheses are exemplary only. Thoee of ekill In the art will
recognize that other eyntheses may be used to make the various compounds of the
invantion. Additionaily, those of skill in the art will recognize that an Intermediate in
any the schemes desacribed above may be a compound according to Formula | and
may be collected and purified, if neceasary, without going to the next step. For
example, the niirone above may be Isolated and purified. Furthermore, those of skill
in the art will recognize that these syntheses mey be madified to yieid related
compounds which are described by Formula I, hereln. These and other variations or
modifications of these methods, compounds, and intermediates are conskiered with
the scope and spinit of the invention discloaed hereln.

METHODS OF TREATMENT

The binding affinity of DCDQ, and related compounds, Ie well-documented in
the related published applications W003/081250 and US2004/0008970, each of
which Is incorporated by reference. Accordingly, the metabolites, which form after
administration of DCDQ, can also be used similarly to DCDQ In treating psychotic
and other disorders.
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The compounds of this invention are agonists and partial agonists at the 2C
sublype of brain sarotonin receptors and are thus of interest for the treatment of
mental dieordars, including peychotic disorders such aa schizophrenia including
paranold type, disorganizad type, catatonic type, and undifferentiated type,
schizophrenlform disorder, schizoaffective disorder, delusional disorder, substance-
Induced peycholic disorder, and peychotic disorder not otharwise apecified; L-DOPA-
induced psychosis; psychosia associated with Alzhelmer’s dementia; psychosls
associated with Parkineon's disease; peychosls associatad with Lewy body disease;
bipolar disordera such as bipolar | dieorder, bipolar i disorder, and cyclothymic
disorder; depressive disorders auch as major depressive disorder, dysthymic
disorder, substance-Induced mood disordar, and dapresaive disorder not otherwise
specified; mood eplsodes such as major depressive episode, manic eplsode, mixed
eplsode, and hypomanic eplsode; anxlety disorders such as panic attack,
egoraphabia, panic disorder, spacific phobla, soclal phobia, obsessive compulaive
disorder, postiraumatic atreas disorder, acute streas disorder, generalized anxiety
disorder, separation ardety disorder, substance-induced amnxdety disorder, and
anxdety disorder not otherwiee specified; adjustment disorders such as adjustment
dieorders with anxiety and/or depressaed mood; Inteliectual deficit disorders such as
dementia, Alzhelmer's disease, and memory defick; eating disorders (e.g.,
hyperphagia, bulimia or anorexia nervosa) and combinations of theas mental
disorders that may be present h a mammal, For example, mood disorders such as
depreasive dlsorders or bipolar disorders often accompany psychotic disorders such
as schizophrenia. A more complete desacription of the aforementioned mental
dieordars can be found in the Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders,
4th edition, Washington, DC, Amarican Psychilatric Assoclation (1964).

The compounds of the present Invantion are alao of Intereat for the treetment
of epllepsy; migraines; sexual dysfunction; sleep disorders; gastrointestinal disorders,
such aa malfunction of gastrointestinal motility; and obesity, with its consaquent
comorbidiies including Type i diabetes, cardiovascular disease, hypertensian,
hyperiipidemia, siroke, osteoarthritis, sleep apnea, gall bladder disease, gout, some
cancers, some Inferifiity, and early mortallty. The compounds of the preaant
Invention can also be used to treat central nervous aystemn deficlencles assaclated,
for exmmple, with trauma, etroke, and spinal cord injuries. The compounds of the
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present invention can therefore be used fo Improve or inhibit further degradation of
centrai nervoua system activity during or following the malady or trauma In question.
Included In these improvements are maintenance or Improvement in motorand
motility skills, control, coordination and strength.

Thus the present invention provides methods of treating each of the maladies
listed above In a mammal, preferably in a human, the methods compriaing providing
therapetdtically effective amount of a compound of this invention to the mammal In
need thereof. By “treating”, as ussd herein, it Is meant partially or completely
alieviating, Inhibiting, preventing, amellorating and/or refieving the disorder. For
example, "treating” as used hereln includes partially or completely alleviating,
Inhibiting or relleving the candition In question. *"Mammals" as used hereln refers to
warm blooded vertebrate animals, such as humans. “Provide”, as used hereln,
meanas elther directly administering a compound or composition of the present
Invention, or administering a derivative or analog which will form an equivalent
amount of the active compound or substance within the body.

PHARMACEUTICAL COMPOSITIONS

Also sncompassad by the present invention are pharmaceutical compositions
for treating or controlling disease siates or conditions of the central nervous system
comprising at least one compound of Formula |, mbxtures thereof, and or
phamaceutical salts thereof, and a pharmaceutically acceptable carrier therefore.
Such compositlons are prepared In accordance with acceptable pharmacsutical
procedures, such as described In Remingtons Pharmaceutical Sclences, 17th
adition, ed. Alfonoao R. Gennaro, Mack Publlshing Company, Easton, PA (1685).
Pharmaceutically acceptable carriors are those thet are compatible with the other
ingrediients in the formulation and bioiogicaily acceptable.

The compounds of this Invention may be administered orelly or parenterally,
neet or In combination with conventional pharmaceutical carrlers, the proportion of
which is determined by the solubliity and chemical nature of the compound, chosen
route of administration and standard pharmacological practice. The pharmaceutical
camier may be solld or liquid.

Applicable solid carrlers can include one or more substances which mey also
act as flavoring agents, lubricants, solublliizers, suspending agents, fillers, glidants,
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compression aids, binders or tablst-disintegrating agents or an encapaulating
material. In powders, the carler I8 a finely divided solld which Is In admixture with
the finely divided active Ingredient. In tablets, the active Ingredient is mixed with a
carrier having the necessary comprsasion praperties in sultable proportions and
compacted In the shape and stze desired. The powdere and tablets preferably
coniain up fo 89% of the active ingredient. Sultable solkd carriers include, for
axample, calclum phosphate, magnesium stearats, taic, sugers, lactnsa, daxtrin,
atarch, gelatin, cellulose, methyl celiuiose, sodium carboxymethyl cellulose,
polyvinyipyrrolidine, low melting waxes and ion exchange resins.

Liquid carrlera may be used in preparing solutions, suspansiona, emulslons,
ayrups and elixirs. The active Ingredient of this Invention can be dlasolved or
suspended In a pharmacautically acceptable liquid carrier such as water, an organic
solvent, a mbdure of both or pharmaceutically acceptable olis or fat. The liquid
carrier can contain other sultable pharmaceutical additives such as solubiitzers,
emulsifiers, buffars, preservatives, eweeteners, flavoring agents, suspending agents,
thickening agents, colors, viacosity regulators, atabllizers or osmo-regulators,
Suliable examples of liquid carriers for oral and parenteral administration include
water (particularly contalning additives as above, e.g. cellulose derivativea, preferably
sodium carboxymethyl cellulose solution), alcohols {including monohydric alcohols
and polyhydric aicohols e.g. glycols) and thelr derivatives, and olis (e.g. fractionated
coconut oll and arachia oll), For parenteral adminlatration the camier can also be an
olly sater such as athyl olesate and Isopropyl myristate. Sterile liquid carriers are used
in sterile liquid form composiions for parenteral administration. The liquid cander for
pressurized compositions can be hajiogenated hydrocarbon or other phamaceutically
acceptable propellant.

Liquid pharmacsutical composiions which are sterile solutions or
suspenslons can ba administered by, for axample, Intremuscular, intraperitoneal or
subcutaneous Injection. Sterle sokitions can also be administered Intravenously.
Onral administration may be either lquid or solld composition form.

The compounds of this Invention may be administared rectally or vaginally in
the form of a conventional suppository. For adminietration by Intranasal or
intrabronchial Inhalation or iInsuffiation, the compounds of thia invantion may be .
formuleted Into an aqueocus or partially aqueous solution, which can then be utilized
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In the form of an aerosol. The compounds of this invention may aleo be administered
tranedermally through the use of a transdermal patch containing the active
compound and a carrier that Is Inert to the active compound, Is non toxic to the skin,
and allows dellvery of the agent for systemic absorption Into the blood stream via the
ekin. The carrier may take any number of forms such as creams and ointments,
pastas, gels, and occluelve devices. The creams and ointments may be viscous
liquid or semisolld emulsions of either the oll-in-water or water-in-oll type. Pastes
compriased of absorptive powders dispersed in petroleum or hydrophllic petroleum
contalning the active ingrediont may also be sultable. A variety of occlusive devices
may be used to release the active ingredient into the blood stream such as a
semipermeable membrane covering a reservoir contalning the active Ingredient with
or without a carrier, or a matrix containing the active ingredient. Other occlusive
devices are known In the lliterature.

Preferably the pharmaceutical composition Is in unit dosage form, e.g. as
tablets, capsules, powders, solutions, suspensions, emulalons, granules, or
suppositories. In such form, the compoeltion Is sub-divided In unit dose contalning
appropriate quantities of the active Ingredient; the unit dosage forms can be
packaged compositions, for example packeted powders, vials, ampoules, prefilled
syringes or sachets containing liquids. The unit dosage form can be, for axample, a
capsule or tabiet Itself, or It can be the appropriate number of any such compositions
In package form.

The dosage requiremenis vary with the particular composiiions employed, the
route of administration, the severtty of the symptoms presented and the particular
subject being treated. Basad on the reaults obtained In the standard
pharmacological test procedures, projected estimated dally dosages of active
compound would be approximately 0.02 pg/kg — approximately 4000 ug/kg, or up to
approximately 500mg/day. It [s to be understood that these dosage renges are
merely eelimates and thoee of skill In the art will be able to ascertaln appropriate
doses depending on many factors, inciuding patient weight, severity of symptoma,
and other factore. Treatment will ganerally be inltlated with small dosages leas than
the optimum dose of the compound. Thereafter the dosage Is Increasad until the
optimum sffect under the circumstances Is reached; preclse dosages for oral,

20



_w ADNRKRT

WO 2006/052886 PCT/US2008/040289

paranteral, nasal, or Intrabronchlal adminkstration will be determined by the
administering physician based on experience with the Individual sublect treated.

EXAMPLES
Matabolite Compounds

The metabollem of DCDQ was Investigated In several in viiro and In vivo
models by using a radio-labeled version of DCDQ, ['C]DCDQ. The studias revealad
several metabolic pathways and several significant metabolltes. These studies are
explained In further detall in the Experimental section, below.

The metabolism of [“CIDCDQ was Investigated by incubation with liver
microsomes from male and female CD-1 mice, Sprague Dawley rats, beagle dogs
and human liver microsomee pooled acroses sexes, and cryopreserved male human
hepatocytes. DCDQ was converiad to axidetive metabolites, including M1, M2, M3,
M4, M5, and a carbamoyl glucuronide (M8) in microsomal Incubations and human
hepatocytes.

The In vivo metabolism of [**CIDCDQ was further Investigated In four mele
beagle doge following a single adminlstration of 14.1 to 16.7 mg/kg of [“C]DCDQ
hydrochioride in an enteric coated capsule. The major metabolites observed In
plasma Included hydraxy DCDQ (M1, M2 and M3), an N-oxide DCDQ (M5), a keto
DCDQ (M7), a hydroxy DCDQ Imine (M15), a hydroxy DCDQ giucuronide (M8) and
the carbamoyl glucuronide of DCDQ (M8). A sulfate conjugate of hydroxy DCDQ
(M16) and a diazepinyl DCDQ carbaxylk acld (M17), which were not detected in
plasma, were observed In urine samples. Hydroxy DCDQ metabolites (M2, M3 and
M18), a keto DCDQ (M18) and the hydroxy DCDQ Imine (M15) were detacted in
fecal extracts. DCDQ was exianeively metabollzed In dogs, with the axidative
metabollsm as the mejor metabolic pathway, although formation of a DCDQ
carbamoyl glucuronide (M8) wae also cbserved.

The In vivo metabolism of [*C}DCDQ was further studied In male and female
Sprague-Dawley rats after a single oral administration (6 mg/kg). Meiabolties
detacted in plasma Included hydroxy DCDQ metabolites (M1, M2, M3, M4 and M10),
ksto DCDQ (M7), and the phase Il metabolltes DCDQ sulfamate (M12), di-dehydro
DCDQ suifamate (M14), hydroxy DCDQ sulfates (M8 and M13), hydroxy DCDQ
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glucuronide (M8) and acetylated hydroxy DCDQ (M11). DCDQ was extensively
metabolized In rats to predominantly cxidative metabolites.

Thus, metabolltes of DCDQ are creeted through several metabolic pathways,
some of which are common across several gpecies. Such metebolitss can be uaeful
in treating disorders and dissases affected by the 5HT ¢ receptor and/or those that
can be treated by administration of DCDQ.

SYNTHESIS OF THE CARBAMOYL GLUCURONYL METABOLITE (M8)

|_ " HGI
DCDQ

Metabolite M8 can be obtained by coupling DCDQ with a glucuronyl carter 8
in the presence of & coupling reegent and an amine in CH;C}; 0 yleld compound 7.
The product, compound 7 can be purified eccording to methods known In the art, and
preferably by column chromatography purification, preferably with EtOAc/heptane as
an eluent. The coupling reagent can be selectaed from any sultable coupling
reagent, including but not limited to BOP, DCC, and EDC. BOPF Is the preferred
coupling agent. Sultable amines Include, but are not limited to E&N, pyridine, and
Honig's base. HOnig's base is preferred. The glucuronyl carrier 8 can be prepared
by methods known to those of skill In the art. L' is an eliphatic lsaving group, such
as, but nat limited to, C, to Cq alkyl, methyl, ethyl, and propyl, preferably methyl.
Each L? is a leaving group which Ie Independently selected from an acstyl group and
a benzyllic group. Acetyl groups are preferred. The glucuronyl carrier 8 Is preferably
a secondary amine glucuronyl carbamate 8 such as those that can be designed on
the basls of the Scheeren's protocol discussed In Ruben G. G. Leaeders, Hans W.
Scheeren, Tetrahedron Leiters 2000, 41, 8173-8175.
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Giucuronyl Carbamoyl Metabailte M8
' ié o §
L |
t M8 Meiabolits

Compound 7 Is then subjected to basic hydrolysls resulting [n deprotection of all
leaving groups, L, on 2,34-position of sugar molety es weli es L' to yleld the final
product M8 metabolite, Baslc hydrolysis ls camried out using base, sauch as NaOH,
LIOH, and KOH in C-C; aliphatic aicohol. LIOH Is the preferred base and MsOH la
the preferred aicohol. . Removal of organic soivents and lyophiiization can be used
fo yleld crude product M8 in a quantitative yiald. Purification of the cruda M3 can then
be camied out by methods known to those of ekill In the art.

Glucuronyl Carrier, Compound 8

Pd{PPha) X
morpholine
D LA ¢
o o o
LL oL? s LL 012 '

Compound 8 can be prepared by deprotection of the allyl group in compound
5 catalyzed preferably by using Pd(PPh,)s, and morpholine as a nucleophile. Fresh
catalyst Is prefemred. Additionally N; may optionally be bubbled through the reaction
solution before adding catalyst. In this way, the crude glucuronyl carrier 6 Is obtained
In a quantitetive yleld without further purification.
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Compound 5
DPPA, Exgl [ L]
Phada, —
Ny Phile y
2 . 10 I s
+
1
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Uy 1 5 4

Compound 5 can be prepared in high yleld In a one-pot reaction. Treatment of
compound 2 with one of DPPA, NaNs, or TMSN, in the presence of EtyN in toluene in
situ produces an acyl azide 10, which Is heated, preferably to 80 °C for 1.5 hour, to
yleld Isocyanate 3. The compound 3 need not be Isolated and ls aubsequently
freated with a 1-hydroxygiucuronic ester 4, preferably at room temperature ovemight
fo obtein the title compound 5 (Scheme 3). Compound 4 can be prepared by
following the procedure deacribed US$8,380,166B1, which Is hereby Incorporated by
reference. ‘H NMR at 30°C shows thet all signals are double due to restricted
rotation around the Ar-Ar bond.

In compound 4, L! ls an aliphetic lsaving group, such as, but not limited to, C; -
to C, alkyl, meathyl, ethyl, and propyl, preferably methyl. Each L? Is a leaving group
which Is independently selected from an acetyl group and a benzyllic group. Acetyt
groups are prefemed.

Compound 2

In order to prepare monoallyl ester 2, diphenic enhydride was chosen as a
starting material and treated with axcess of allyl alcohol in the presence of catalyst
Sutlable catalysts include Et,N, HOnig's base, pyridine, amines, NaCH, LIOH, KPH,
and ather inorganic basss. Quantitative ytelds for compound 2 can be achleved.
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Compound 5 can be prepared In high vield in a one-pot reaction. Trestment of
compound 2 with ona of DPPA, NaN,, or TMEN, In the presance of EisN In toluene in
altu produces an acyl azide 10, which Is heated, preferably to 80 “C for 1.5 hour, to
ylald lsocyanate 3. The compound 3 need not be lsolated and ls subsequently
treated with a 1-hydroxyglucuronic ester 4, preferably at room temperature ovemight
to obialn the tite compound 5 (Scheme 3). Compound 4 can be prepared by
following the procedure described US6,380,1668B1, which Is hereby incorporated by
referance. 'H NMR at 30'C shows that all aignals are double dus to reetricted
rotation around the Ar-Ar bond.

Compound &

In compound 4, L' Is an allphatic leaving group, such as, but not fimited to, C,

to Ce afkyl, methyl, ethyl, and propyi, preferably methyl. Each 1? Is a leaving group
which Is independently eelected from an acetyl group and a benzyllic group. Acetyl
groups are prefemed.

EXEMPLARY SYNTHESIS OF THE CARBAMOYL GLUCURONYL METABOLITE
(M8)
An exemplary synthesls of DCDQ carbamoyl glucuronide metabolite (M8) ie
shown In Scheme 1:
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General

NMR specira were recorded on a Varian inova 300 at 300 MHz ("H and 1*C) and
chemical shifts were identifled In ppm relative to TMS Internal etandard. Analytical
and prepanative TLCs were parformed on Sliica Gel 80 F-254 pre-coated plates
obtained from EM Sclence. Compounde were visualized using UV at 254 nm or 10%
aq. KMnO, indicator. HPLC analysis was determined on a Waters Alllance 2605
HPLC Instrument equipped with a PDA (Model 2808) UV detector. Mass apech'a
were recorded on a Finnigan mass spectrometer.

BIPHENYL-2,2'-DICARBOXYLIC ACID 2'-ALLYL ESTER 2

Ho’v

1
To a 1-L flask was charged diphenic anhydride (40 g, 178 mmol), altyl alcohol
{300 mL) and DMAP (2.18 g, 17.8 mmol, 10 mol%). The reaction mixiure was stimed
for 12 h. The excess of allyl alcohol was evaporated under reduced pressure at 40
*C. The residue was redissoived in EtOAs (400 mi) and washed with aq. NaHSO,
(0.5 N, 200 mL), brine (200 mL x 3) and water (200 mL x 3). The organic layer was
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dried with anhydrous Na;SO,, passad through a sllica gel pad (500 g), washed the
pad with EtOAc (1 L), concentrated under reduced pressure to dryness. Traces of
sllyl alcohol were removed by distilation with heptane to give the mono allyl ester 2
(50 g, 100%) as a coloriess oll. 'H NMR (300 MHz, CDCh): 8.03-7.98 (m, 2H), 7.56-
7.38 (m, 4H), 7.16-7.18 (m, 2H), 6.74-5.81 (m, 1H), 5.17-6.08 (m, 2H), 4.52-4.48 (m,
2H).

3,4,5-TRIACETOXY-8-2"-ALLYLOXYCARBONYLBIPHENY1.-2-
YLCARBAMOYLOXY)
TETRAHYDRO-PYRAN-2-CARBOXYLIC ACID METHYL ESTER &6

~ -~ ~
R0 =2 0% o ]

2 3

To a 500 mL-flask was charged biphenyl-2,2'-dlcarboxylic acld 2'-allyl ester 2
(5.2 g, 18.4 mmol), toluene (100 mL), DPPA (4.8 mL., 22.1 mmol, 1.2 eq) and EtsN
(3.1 mL, 22.1 mmol, 1.2 eq) under nitrogen atmosphere. The reaction mbdure was
stimed ovemight at room termperature, then heated to 85 °C for 1.5 h to generate in
situ Intermed!ate Isocyanate 3. The mbcture was cooled to room temperature. To thie
mbdure was added methyl 2,3,4-trlacetyl-1-hydroxygiucuronic ester 4 (3.7 g, 11
mmol, 0.8 eq) and stimad ovemight. The mbdure was diiuted with EtOAc (500 mL),
washed subsequently with aq. NaHSO, (0.5 N, 200 mL), saturated NaHCO, (200
mL), brine (200 mL x 2) and water (200 mL). The organic layer was driad over
anhydrous NaSO, and concantrated under reduced pressure. The residue (11 g),
mbead with sllica gel (22 g), was loaded on a column (4.5 x 60 em) which was packed
with ellica gel (500 g). The column was washed with EtOAc/heptane (2:8, 6 L; 3:7, 4
L; 4:6, 4 L). Fractions (80 mL/fraction) were collected and solvent was evaporated to
give compound 5 (5.5 g, 82%). HPLC, RT=7.73 min, purity: 81.44%. "HNMR (300
MHz, CDCl,), all signales are double due to restricted rotation around the Ar-Ar bond,
8.03-7.83 (m, 2H), 7.64-7 48 (m, 2H), 7.40-7.23 (m, 2H), 7.18-7.05 (m, 2H), 6.49,
0.42 (29, 'H, NH), 5.74, 5.73 (2d, J = 8.1 Hz, 'H, p-anomer), 5.70-5.57 (m, 'H), 5.33-
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5.01 (m, 5H), 4.54-4.48 (m, 2H), 4.18 (d, J = 9.9 Hz, 'H), 3.73, 3.72 (2s, 3H), 2.04-
1.85 (3s, 9H). MS: m/z[638 M+Na]'.

3,4,5-TRIACETOXY-8-(2-CARBOXYLBIPHENYL-2-YLCARBAMOYLOXY)
TETRAHYDROPYRAN-2-CARBOXYLIC ACID METHYL ESTER 68

O, OH
N THF .
o o’go °§%:rn
g & g 8

To a 500-mL flask was charged 3,4,5-Triacetoxy-8-(2-allyloxycarbonylbiphenyl-2-
yicarbamoyloxy)tetrahydro-pyran-2-carboxylic acld methyl eater 5 (5.3 g, 8.65 mmoi),
THF (400 mL) and morpholine (3.8 mL, 43.3 mmol, 5 eq). The reaction mixture was
stired for 2 h &t room temperature while bubbling nitrogen through the solution.
After that, Pd(PPhy)4 (300 mg, 0.268 mmol, 3 mol%) was added. The reaction mixture
was further stimed for 15 min, diluted with Et;O (1L), and washed with NaHSO, (0.5
N, 300 mL), brine (300 mL x 2), water (400 mL x 2). The organic layer was dried aver
MgS0, and evaporated to obtaln compound 6 (5.3 g, 100%, HPLC: 84% purity). Thie
compound was used without further purification In the next step. "THNMR (300 MHz,
CDChL): all signals are double due to restricted rotation around the Ar-Ar bond, 8.05-
7.16 (m, 8H), 5.72, 5.70 (2d, J = 8.1 Hz,'H), 5.38-5.02 (m, 2H), 4.18,4.13 (2d, J = 8.9
Hz, 'H), 3.77-3.73 (m, 'H), 3.72 (s, 3H), 2.03-1.98 (3s, 8H). MS: m/z: 572 [M-H].

COMPOUND 7

S~ = o
e vl

6 DCcopaQ 7

To a 500-mL flask was charged 3,4,5-Triacetoxy-8- (2'carboxylblphenyl-2-ylcar-
bamoyloxy) tetrahydropyran-2-carboxylic acld methyl ester 8 (5.0 g, 8.7 mmol),
CH,Cl; (200 mL) and BOP (4.2 g, 9.6 mmol, 1.1 eq). The mixture was stimed at room
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temperature under nitrogen atmosphere to become a solution. To this aclution was
added dropwiae a solution of DCDQ (2.5 g, 8.6 mmaol, 1.1 eq) and N,N-dlisopropyl-N-
ethyl amine (7.6 mL, 43.5 mmol, 5 eq) in CH,Cl; (200 mL) in 10 min. The reaction
mixture was stirmed ovemight and filtered through calite. The organic layer was
washed with water (200 mL), dried over MgSO, and evaporated. The residue was
purified by column chromatography (column: 4.5 x 50 cm, sllica gel: 500 g, solvent
EtOAc/heptane (2/8, 4 L), (3/7, 8 L), 50 mL/fraction) to obtain compound 7 (4.0 g,
HPLC: 74%), further slurry in CH;Cl; to give compound 7 (3.52 g, 68.8%, HPLC:
96%). "HNMR (300 MHz, DMS0-d6): 7.12-7.08 (m, 'H), 6.88-8.98 (m, 'H), 8.86-8.77
(m, 'H), 5.81, 5.70 (2d, J = 8.1 Hz, 'H, p-anomer ), 5.10-4.80 (m, 2H), 4.63-4.38 (m,
2H), 4.17-4.12 (m, 'H), 3.88-3.68 (m, 'H), 3.84, 3.50 (28, 3H), 3.40-3.21 (m, H),
3.04-2.58 (m, 4H), 2.30-2.14 (m, 'H), 2.05-1.85 (38, 8H), 1.70- 1.20 (m, SH). MS:
miz 588 [M + HJ".

M6 Metabolite of DCDQ

Y
o= o —~§§)=

7

A solutlon of compound 7 (5.0 g, 8.5 mmol) In THF (84 mL) was added MeOH

(319 mL) and H,O (70 mL). The solution was cooled to 0-5 °C (ice-water bath). And a
_golution of LIOHsH;0 (2.1 g, 51 mmol, 8 eq) in H;O (58 mL) [0.1 N

LIOHMeOH/THF/H;0) was added dropwise In 20 min. The reaction mixture was
stimad at 0-5 *C for 2 hours under N; atmosphere. Progress of the deprotection was
monlitored on reversed-phese TLC (SIOCys MeCN/H2O, 3/7). The reaction mixture
was diluted with HyO (500 mL) and neutrafized by adding HOAc (3.1 g, 51 mmol) at
20 °C. The solvent was concentrated under reduced pressure at 22 *C and the
resultant aqueous suspansion was lyophllized fo give crude M8 metabolite (6.2 g,
100%). Further purification of the crude compound (1.2 g) ueing Blotage slilica gel
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column chromatography (Horizon),2 CHClL/MeOH/H;O as an eluent provided M8
(400 mg) with 85% purity (HPLC). "HNMR (300 MHz, DMS0-d8, D;O exchange):
7.13-8.99 (m, 2H), 6.87-8.80 (m, *H), 5.08 (d, J = 7.8 Hz, *H, B-anomer), 4.77-4.58
(m, H), 4.18-4.12 (m, 'H), 3.93 (m, 'H), 3.40-2.87 (9m, 8H), 2.68-2,60 (m, 'H), 2.24-
1.80 (m, 3H), 1.83-1.20 (m, 4H); 13C (75 MHz, DMS0-d6): 173.3, 173.1, 154.6,
154.0, 147.3, 132.5, 132.4, 130.9, 130.8, 130.1, 127.9, 127.7, 121.4,121.1,98.8,
86.3,77.1,76.9,75.3,73.2, 72.9, 72.8, 56.9, 56.1, 55.6, 50.9, 50.4, 48.7, 41.7, 35.0,
34,8, 32.5, 32.3, 20.8, 24.1; LC/MS (ESI), m/z 448 [M+H]".

REFERENCES
1. HPLC equipment: Waters 2680
Sample preparation: add 2-3 drops of the reaction mbdure to 2 mL of acetonitrile,
shake well to a solution end subject to HPLC analysls.
HPLC conditions:
Column: Alliima Cys 3pm 7 x 53 mm
Calumn tempenrature: 25 °C
Moblle phases: Solvent A = 1800 mL H;O, 100 mL CHJCN, 1 mL HiPO,;
Solvent B = 1800 mL CHsCN, 100 mL HzO, 1 mL HsPO,

TABLE 1. W2680 Gradient table

Time Flow % A %B curve

(min.) Rale

(mL/min)

2.50 100 0
2 2.50 100 0 6
0 2.50 0 100 6
11 2.50 0 100 6
12 2.50 100 0 6
16 2.50 100 0 6
UV: 215 nm

Injection volume: 10 puL
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2. Blotage Flash-12 (Horizon) Method for the Final Purification of M8
Mobile phases:
A: CHCI3 : MeOH : HO (8:2:0.2)
B: CHCh : MeOH : H;O (7:3:0.5)
Gradient by Column Volume (CV, 120 mL/CV):
2 (CV): A 100%
5{CV):A 100% — B 100%
3(CV): B 100%
Sample lcading: Dissolve 1.2 g of the crude M6 In 8 mL of moblie phase A and
pour into the samplet.
Flow rate: 40 mL/min
UV. 254 nm
Fraction: 12 mL/fraction, fotal 96 fractions

IN VITRO / IN VIVO METABOLITE STUDIES

DCDAQ is a potent 5-HT2c agonist and is effective in several animal models
predictive of antipsychotic activity, with an atypical antipsychotic profile. The
behavioral profile of DCDQ In thase modaels Is consistant with atypical antipsychotic-
like activity with diminished axtrapyramidal slde-effect liabflity. The 5-HTxc agonist
DCDQ may also be effective In treating the mcod disorders or the cognitive
Impaiments assoclated with schizophrenia.

Several metabolltes of DCDQ were Identified through In vivo and In viiro
models. Without being bound to the theory behind the pathways, FIGS. 1-4 show

proposed metabolic pathways leading 1o these compounda.

IN VITRO METABOLISM OF [CJDCDAQ IN LIVER MICROSOMES OF MICE, RATS,
DOGS AND HUMANS, AND IN CRYOPRESERVED HUMAN HEPATOCYTES
The metabollem of ['“CIDCDQ was Investigated by incubation with lvar

microsomes from male and female CD-1 mice, Sprague Dawley rats, beagle dogs
and human liver microsomes pooled across sexas, and cryopreserved male human
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hepatocytes. Using human Ever microsomes, the K, values for the formation of the
major oxidative metabolite M1 and the carbamoyl glucuronide M8 were 10.8 and 56.1
MM, respectively.

Spacies differences ware observed In DCDQ metabolism, Oxidative
metabolism was the major metabolic pathway for DCDQ In hepatic microsomal
incubationa. Several hydroxy metabolites (M1, M2, M3 and M4) of DCDQ were
detected with human liver microeomes in the presance of NADPH. Metabolite M1
was not detected [n other species. Metabolites M2 and M3 were also abserved with
dog and rat. Metabolite M4 was aleo detected In rat, but not In mouss or dop.
Mouse appeared to have lass extensive meatabolism than other species, and M2 was
the only metaboilte detacted with mouse [lver micrcsomea. An N-oxide of DCDQ
Imine (M5) was detectad with dog and human, but not with mouse or rat liver
microsomes. Formation of DCDQ Imine (P3) and currently unidentified products P1
and P2 In liver microsomes from all specles was not NADPH-dependent, and
requires further Investigation. Sex differances were not obeerved In microsomal
incubations for mice, rata and dogs.

In the presence of UDPGA, the carbamoyl glucuronide of DCDQ (M6) was
detectsd with dog and human, but not with mouse or rat liver microsomes. While
formation of the hydroxy metabolites was the major metabolic pathway with human
liver microsomes In the presence of both NADPH and UDPGA, the carbamoyl
glucuronide was the major metabofite in human hepatocytes at 50 pM DCDQ
concentration.

In summary, DCDQ was convertad to oxidative metabolites and a carbamoyl
glucuronida In microsomal Incubations and human hepatocytes.

INTRODUCTION
This study investigeted the In vitro blotraneformation of DCDAQ In Iiver
microsomes and human hepatocytes. Cytochrome P450 and
UDP-glucurcnosyliransfarase dependent pathwaya were axamined and DCDQ
metabolites were characterized by LC/MS.
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MATERIALS AND METHODS

MATERIALS

[“CIDCDQ hydrochloride (Lot L25073-42) was synthestzed by the radio-
synthesle group of Wyeth Reeearch (Peerl River, NY). The radiochemical purity of
[“CIDCDQ was 88.8% and the chemical purity wae 88.8% by UV detection. The
specific activity of the [“C)DCDQ was 222.9 pClVmg as a hydrochloride salt. The
chemical structure of ['*C]DCDQ la shown with the position of the *C label. The non-
labeled DCDQ hydrochioride (Lot PB3312) with a chemical purity of 88.6% was
synthesized by Wyeth Research (Peari River, NY). Unless otherwise indicated,
when referring to DCDQ or [“CIDCDAQ, the hydrochioride salt Is assumed.

DCDQ
Ci1sHxN;
. Monolsotopic MW of

uniabelaed free base = 228.2
*gite of *C label

Cryopreserved humen hepatocytes, hepatocyte suspension media and
hepatocyte cuiture media were obiained from In Vitro Technologies (Baltimore, MD).

The hepatocytes were from two mals Individuals (Lot 070, 57 year old and Lot DRL,
44 year old) with testosterone 8p-hydroxylase activity of 55 and 43 pmol/108
cells/min, respectively, as determined by In Viiro Technologles. Liver microsomes
listed In the following Table 2 from CD-1 mice, Sprague Dawley rate and beagle dogs
were also obtained from in Vitro Technologies.

TABLE 2
Characteristics Of Mouss, Rat And Dog Liver Microsomes
Number of Animals for P450 Contart
Species  Sex Lot No. Poal (nmol/mg
protein)

Mouse Male "100005 20 0.40
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TABLE 2
Characteristics Of Mouse, Rat And Dog Liver Microgomes
~P450 Content
ber of Animals fo .
Specles Sax Lot No. :::; of ms for (nmol/mg
protein)

Femesle 100005 18 0.54
Rat Male 111 23 0.78
Female 108 50 0.55
Dog Male M100008 5 0.57
Female 108 4 0.43

Human Ever microsomes from subjects 3, 6, 15, 17, 18 and 19 were prepared
from livers recelved from lIAM (Exton, PA). Thess microsomes were prepared and
cheracterized by Dr. Andrew Parkineon and are described In Parkinson A.
Preparation and characterization of human liver microsomes. Wyeth-Ayeret
Ressarch GTR-25817, 1884, which Is hereby Incorporated by reference. Microsomal
preparationa were stored at approximately -70°C in aliquots of 250-500 L untll use.
The following Table llats the characteristics of the human Iliver microsomes uqad fn

this study.
TABLE 3 ]
Characteristics Of The individual Human Liver Microsomes
Individual P450 Content
Date Prepared  Sex
Number : (nmo¥mp protein)
3 31203 F 0.52
e 3/15/93 M 0.56
15 3/18/83 F 0.53
17 3/20/83 F 0.38
18 3/26/93 M 0.38
10 3/29/03 F 0.71
Mean value of pooled microsomes (N=8) 0.51
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Ultima Gold, Ulima Flo, Permafiuor E+-ecintillation cocktalls, and Carbo-Sorb
E carbon dioxide absorber were purchased from Perkin Eimer (Wellesley, MA). High
performances liquid chromatography (HPLC) grade water and acetonitrile were
obtained from EMD Chemicale (Gibbstown, NJ). Uridine 5'-diphosphoglucuronic acid
triammonium sait (UDPGA) and EDTA were obtained from Sigma Chemical Co. (St.
Louls, MO). Ammonium acetate and magnesium chioride were obtained from
Mallinckrodt Baker Inc. (Phillipsburg, NJ). All other reagents were analytical grade or
better.

METHODS
INCUBATION OF [“C]DCDQ WITH LIVER MICROSOMES OF MICE,
RATS, DOGS AND HUMANS

[*CIOCDQ was mixed with non-radiolabeled DCDQ (1:3 ar 1:5) In the
Incubations. Microsomal incubations consleted of [*C]DCDQ, magnesium chioride
(10 mM) and liver microsomes incubated In 0.5 mL of 0.1 M potassium phosphate
buffer, pH 7.4. [*C]DCDQ (20 uL) in water wae added to the incubation tubes
containing buffer, magnesium chioride solution and microsomes. After mixing, the
tubes wera pre-incubeted for 2 minutes In @ shaking water bath at 37°C. The
reactions wers Initiatad by the addition of UDPQA or the NADPH regenerating
aystam. UDPGA was added to Incubations ae a 50 uL aliquot of @ 20 mM solution in
water, to give a final concentration of 2 mM. An NADPH regenerating system (30 ul)
was added {o incubations to evaluate CYP450-mediated metabolism. The NADPH
regenerating system conslisted of glucose-8-phosphate (2 mg/mL), glucose-8-
phosphate dehydrogenase (0.8 units/mL) and NADP* (2 mg/mL). Control
incubations were conducted under the eame condifions, but without the NADPH
genarating system, UDPGA or microsomes. All incubations were performed In
duplicate. Incubations were stopped by the addition of 0.5 mL lce-cold methanol.
Samples were vortex-mixed. Denetured proteine were separated by centrifugation at
4300 rpm and 4°C for 10 minutes (Model T21 super centrifuge, Sorvall). The pratain
pellets were extracted with 0.5 mL of methanol. The supamatant was combined for
each sample, mixed and evaporated to a volume of about 0.3 mL under a nitrogen
stream n a Zymark TurboVap LV evaporator (Caliper Life Sclence, Hopkinton, MA).
The concentrated sample was centrifuged and alkquots were radivessaysd and
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analyzed by HPLC. This method recovered an average of 82.1% of the radioactivity
from the reaction mbdure.

inttial rate conditions were determined for DCDQ metabollem In incubations
wih human liver microsomes in the presence of NADPH or UDPGA. Incubations for
the time course study contalned 20 uM of [*CIDCDQ and 0.5 mg/mL of microsomal
proteina, and were Incubated at 37°C with miid shaking for 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50
&nd 80 minutes. The protsin dependence study was conducted with 20 uM of
[“cIDCDAQ Incubated for 20 minutes with 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0 mg/mL of
microsomal proteins.

The K, vaiues were deiermined with 0.5 mg/mL of human fiver microsomes
Incubated with ['“CJDCDQ for 20 minutes with the NADPH regenerating system or for
10 minutes with UDPGA. [“C]DCDQ concentrations used were 0.5, 1, 5, 10, 25, 50,
76 and 100 pM.

To svaluate specles differences In cytochrome P450- and UGT-med!ated
metabolism, [*CIDCDQ was Incubated for 20 minutes with 0.5 mg/mL Iiver
microsomal protelns from mice, rate, doge or humane In the presence of the NADPH
regenerating systam or UDPGA. The assay conditions wera the same as described
above, and DCDQ concentrations were 12 pM and 56 pM for cytochrome P450- and
UGT-mediated metabolism, respectively.

Sampies were analyzed for metabolites by redioactivity flow detection and by
LCMS. )

PREPARATION OF HUMAN HEPATOCYTES

Vials contalning cryopreserved human hepatocytes were thawed In a 37°C
water bath with gentle shaking untll the lce was almoet melted. The vials were
removed from the water bath and gentle shaking continued at room temperaiure for
30-60 seconds untll compietsly thawed. The hepatocyte suapensioneg from each vial
wera immediately iransferred {0 pre-cooled 50 mL beakers on ice, To each beeker,
12 mL of kce-cold hepatocyte suspension media was added dropwise over one
minute, with occasional, gentie shaking by hand to prevent the cells from settling.
The celi suspensions were transfered to a 15 mL tube and centrifuged at 100 g force
for 3 min at 4°C (Model T21 super centrifuge, Sorvall). The supematant was
discarded and the peliets were re-suspended in 4 mL of kce-cokd hepatocyte culture
media. The cell suspensions contained approximately 3.1 x 108 viable
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hepatocytea/mL. The average viabliity wae 76.0% as determined using Trypan Blue
exciusion and a hemacytometer.

INCUBATION OF ["C]DCDQ WITH HUMAN HEPATOCYTES

The cell suepsnsions were distributed into 12-well plates at 1.0 mL per well.
Incubations were performad using pooled hepatocytas from two donors. [“CJDCDQ
in water was added to the hepatocyte suspension at a final concentration of 10 or
50 uM. Incubations were carmried out at 37°C for 4 hours In an incubator supplied
with 5% CO;. At the and of the Incubation, the reaction was stopped by the addition
of 200 pL cold methanol to each well. The content of each well was transferred to a
15 mL centrifuge tube and sonicated for 30 seconds. After vortex mhbdng with 6 mL
methanol and then centrifugation, the supematant was fransferred to a ciean tube
and evaporated to about 0.5 mL In a TuwrboVap evaporaior. The residus was
analyzed by HPL.C and LC/MS.

HPLC ANALYSIS

A Waters model 2600 HPLC systam (Waters Corp., Milford, MA) with a bulli-
in autosampler was used for analysis. Separations ware accomplished on a
Phenomenex Luna C1x(2) column (2c150 mm, 5 um) (Phenomenex, Tomance, CA)
coupled with a filter (4x2 mm) cariridge. A variable wavelength UV detector set to
monttor 250 nm and Flo-One § Model A525 redloactivity flow datector {Perkin Elmer)
with a 250 uL. LQTR flow cell were usad for date acquisition. The flow rate of Ultima
Fiow M scintillation fluld was 1 mL/min, providing a mixing ratio of scintilation cocktall
to mobile phase of 5:1. The sample chamber in the autosampler was maintained at
4°C, while the column was at amblent temperature of about 20°C. The moblie phase
conaslated of 10 mM ammonium acstate, pH 4.6 (A) and methano! (B) and was
dalivered at 0.2 mL/min. The lnear gradient conditions were as follows:

TABLE 4

“Time (min) A(%) "B (%)
0 90 10
3 90 10
25 80 40
45 16 85
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60 16 85

LiQUID CHROMATOGRAPHY/MASS SPECTROMETRY

An Agllent Model 1100 HPLC system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA)
Including an autosampler and diode array UV detector wae used for LC/MS analysls.
The UV detector was aet to monitor 200 to 400 nm. For selected LC/MS analysls,
radiochromatograms were acquired using a p-Ram model 3 radioactivity flow
detector (IN/US Systems inc., Tampa, FL) equipped with a solld scintiliant flow cell.
Separations were accomplished on a Phenomenex Luna C18(2) column (2x160 mm,
5 um) under the same condlitions as described above.

The mass spectrometer used for metabolite characterization was a
Micromass Q-TOF-2 quadrupole ime-of-flight hybrid mass spectrometer (Nature
Corp.). The mass spectrometer was equipped with an electrospray lonlzation (ESI)
Interface and operated In the poeltive lonization mode. Collision energy settings of 5
and 30 eV were used for full MS and MS/MS scans, respectively. Settings for the
masg spectrometer are llatad below.

TABLE &
Micromaes G-TOF-2 Mass Spectrometar Settings
“Capliary Voliage 3.0kV
Cone vV
Source Block Temperature 100°C
Desolvation Gas Temperature 250°C

Desolvation Gas Flow 550 Lmr
Cone Gas Flow 50 Lhr
CID Gas Inlet Pressure 13-14 palg

TOF-MS resolution (m/Am) 8000

DATA ANALYSES
Flo-One analytical software (Perkin Elmer, version 3.6) was utilized to
Integraie the radioactive peaks. The computer program Microsoft Excel® 87 was
used to calculate means and standard deviations and to perform the Student t-test.
Micromass MassLynx sofiware (VWaters, version 4.0) was used for collection and
analysis of LC/MS data.
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RESULTS
DETERMINATION OF Ky VALUES WITH HUMAN LIVER MICROSOMES

Initial rate canditions and K., values for metabolite formation from [“CIDCDQ
were detarmined for human liver microsomes. |n the ime-dependency atudles,
NADPH-dependent formation of the major oxidative metabolites (M1, M2, M3 and
M4) was linear for 20 minutes and formation of the carbamoyl glucuronide (M6) was
lineer for 10 minutes (data not shown). in the protein-dependency studies, oxidative
metabollsm and carbamoyl glucuronkie formation were linear up to 0.5 mg/mL
microsomal proteln. The K., values for the formation of the mejor oxidative
metabolite M4 and the carbamoyi glucuronide M8 In human liver microsomes were
10.8 and 56.1 uM, respectively. The K values for formation of metaboliites M2, M3
and M4 in human liver microsomee ranged from 8.9 to 13.8 uM. The K, value for
metabollte M5 formation In human fiver microsomeas was 36.2 pM.

["*C]DCDQ METABOLISM BY LIVER MICROSOMES OF
MICE, RATS, DOGS, AND HUMANS

For species comparison In microsomal Incubations, DCDQ concentrations for
P450- and UGT-mediated metabolism ware 12 and 58 uM, respectively, which were
about the K, valuea. In the presenca of the NADPH regenerating system, four
hydroxy metabolites (M1, M2, M3 and M4) were detected with human microsomes.
Metabollie M1 was not detectad In other specles. Metabolltes M2 and M3 were
observed with dog and rat. Metabolits M4 was aleo detacted In rat, but not In mouse
or dog. Mouse appeared to have less extensive metabollsm than other apecles, and
M2 wae the only metabolite detected with mouse liver microsomes. An N-oxide of
DCDQ Imine (M5) was detacted with dog and human, but not mouse or rat. Three
other peaka (P1, P2 and a DCDQ imine P3) were also oheerved in microsomal
incubations. Formation of P4, P2 and P3 were not NADPH-dependent. Since these
products were not formed In the control Incubations without microsomes {data not
shown), their formation may be catalyzed by non-P450 enzymes.

In the presance of UDPGA, formation of carbamovi glucuronide of DCDQ
(M6) was detected with liver microsomes of dog and human, but not mouse or rat.
When DCDQ (20 pM) was Incubated with human iver microsomes In the preaence of
both NADPH and UDPGA, formation of the hydroxy metabolltes was the major
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matabolic patiway, and only minor amounts of the carbarmoyl glucuronide were
detected. Gender differences were not observed In microsomal Incubations for
mouse, rat and dog.

[“CIDCDQ METABOLISM BY HUMAN HEPATOCYTES

When DCDQ was incubated with human hepatocytes, the carbamoyl
glucuronide (M8) was the moet prominent metabollte at 50 uM DCDQ concentration.
Oxidative metabolltes were aleo observed at 50 uM DCDQ concentration, although
less abundant relative to the carbamoyl glucuronide. incubations containing 10 uM
DCDQ with human hepatocytes produced oxidative metabolites at lavels
approaching those of the carbamoyl glucuronide. In addition to the metaboliies
formed In human microsomal incubations; ancther metabolite (M7) was detected.
The DCDQ Imine (P3), which was formed In microsomes, was also observed In the
hepatocyte Incubations.

METABOLITE CHARACTERIZATION BY LC/MS ANALYSIS
Mass spectra were obtalned by LC/MS and LC/MS/MS analyels for DCDQ
and its metabolites. Structural characterization of these compounds is summarized
in Table 6.

TABLE 8
Metabolites Of Dcdq Generated By Liver
Microsomes And Hepatocytes
“Producis ~ [M*HFF _ Sie of Metsbolem  Source
M1, hydroxy DCDQ 246  Dlazepane ring HM, HH
M2, hydroxy DCDQ 245 Pyridine ring MM, RM, DM, HM, HH
M3, hydroxy DCDQ 245 Cyclopentansring MM, RM, DM, HM, HH
M4, hydroxy DCDQ 245 Cyclopentanering MM, RM, DM, HM, HH
M5, DCDQ Imine oxide 243 Dlazepene ring DM, HM, HH

M8, carbamoyl glucuronide 449 Diazepane ring DM, HM, HH
of DCDQ

M7, keto DCDQ 243 Pyidneor HH
cyclopentane ring
P3, DCDQ Imine 227 Diezepane ring MM, RM, DM, HM, HH

48

s/



- NAN77

W 2006/052886 PCT/US2005/010289
TABLE 6
Metabolltes Of Dcdq Generated By Liver
Microsomes And Hepatocytes
“Products [M+HT _ She of Metabolism  Source
DCDQ 220 ~ MM, RM,DM, HM, HH

MM:  Mouse liver microsomes
RM: Ratliver microsomea
DM:  Dog iver microsomes
HM:  Human liver microsomes
HH: Human hepatocytss

The mass spectral characterization of DCDQ and Its metabolites identified In

each of the siudles are discussed further balow.
DISCUSSION

Speciss differences ware observed in DCDQ metabollsm. Oxidative
metabollam was the major metabolic pathway for DCDQ in hepatic microsomal
incubations. Several hydroxy metabofites (M1, M2, M3 and M4) of DCDQ were
detactad with human liver microeomes in the presence of NADPH (Figure 1).
Metabolites M2 and M3 were also cbaerved with dog and rat Iiver microsomea.
Mouse had less extsnsive metabolism than other specles, and M2 was the only
metabolite detected with mouse liver microsomes. An N-axide of DCDQ imine (M5)
was detected in microsomal incubations for dog and human, but not mouse or rat
liver microsomes. In the presaence of UDPGA, the carbamoy! glucyronide of DCDQ
(M8) was detected with dog and humnan, but not mouse or rat. While formation of the
hydroxy matabolites was the major metabolic pathway with human liver microsomes
In the presence of both NADPH and UDPGA, the carbamoyl glucuronide M8 was the
major metabolite In hyman hepetocytes at 50 uM DCDQ concentration. Enzyme
systema other than P450 may slso contribute to DCDQ metabolism by formation of a
DCDQ Imine (P3) and other products (P1 and P2). Formation of products P14, P2
and P3 was not NADPH-dependent, and requires further investigation since they
were generally present In all incubations with liver microsomes and hepatocytes.
Sex differences weare not cbasrved for mice, rats or dogs In microsomal incubations,

In summary, DCDQ was converted to oxidative metabolitee and a carbemoyl
glucuronide In microsomal incubations and human hepatocytes.
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IN VIVO METABOLISM OF [“CIDCDQ IN MALE AND FEMALE SPRAGUE-
DAWLEY RATS FOLLOWING A S8INGLE (5 MG/KG) ORAL GAVAGE
ADMINISTRATION

SYNOPSIS _

The present study investigated the In vivo metabollsm of [“CJDCDQ In male
and female Sprague-Dawley rats after a single oral administration (6 mg/kg). Blood,
plasma and brain wers collected at 2, 4, 8 and 24 hour post-dose from male rats and
at 2 and 8 hour post-dose from female rats. Urine and feces ware collected from
male rats at intervals of 0-8 and 8-24 hours post-dose.

In male rats, plasma radioactivity concentrations were 832 + 144, 859 + 16.5,
465 + 43,1, and 46.9 1 8.30 ng equivalenta/mL at 2, 4, 8 and 24 hour posi-dose,
respectively. For female rats, the mean piasma radioactivity concentration of 858 +
180 ng equivalents/mL at 2 hour post-dose was similar to male rate, but the average
radicactivity concentration of 338 + 80.7 ng equivalents/mL at 8 hour poat-dose was
lower than male rets. The average blood-to-plasma ratio was about 1.1 between 2
and 8 hour posi-dose, indicating limited peartiioning of DCDQ and ita metabolites into
blood cells.

DCDQ represented an average of 13% to 20% of plasma radloactivity
between 2 and 8 hour post-dose. The 24 hour plasma eamples were not analyzed
for proflles due to low radloactivity concentretions. Changea In metabolits profiles
were not apparent over ime. Metabolites detected In plasma included hydroxy
DCDQ metabolites (M1, M2, M3, M4 and M10), keto DCDQ (M7), and the phase |l
metabolites DCDQ sulfamate (M12), di-dehydro DCDQ sulfamate (M14), hydroxy
DCDQ sulfates (M8 and M13), hydroxy DCDQ glucuronide (M8) and acetylated
hydroxy DCDQ (M11). Plasma metabolite profilas exhiblied sex-related differences.
While the hydroxy DCDQ metaboiltes (M1, M2 and M3), the keto DCDQ (M7) and the
hydroxy DCDQ glucuronide (M8) were the major metabolites In male rat plasma, the
hydroxy DCDQ metabolita (M3), the hydraxy DCDQ sulfate (M8), the hydroxy DCDQ
glucuronide {(M8) and DCDQ sulfamate (M12) were the major mstabolltes in female
rats. The primary sex difference was In the formation of sulfates or sulfamates.
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Urinary excration wae a major route of elimination of orally administered
DCDQ and accountad for 88.7% of the doss. Tha msjor metabolltes cbeerved In
plasma samples were alao detacted In urine, where DCDQ eccounted for [eas than
1% of the dosa. The hydroxy metabolites (M1 and M3), the keto DCDQ (M7) and the
glucuronide (Mg) were the major metabolites In urine. An average of 21.1% of the
dosed radioactivity was recovered In feces. Mstabolites M3, M8, M8, M10, M11 and
only frace amounts of DCDQ were detscted in male rat faces.

Radloactivity In brain tissue was significantly higher then in plesma at 2, 4 and
8 hour post-dose. Brain radioactivity concantrations were 5.12 & 1.28, 4.64 1 0.44,
3.25 3 0.99 and 0.037 + 0,002 pg equivalents/g tiesue at 2, 4, 8 and 24 hour post-
doae for male rate, reapectively, while concentrations were 8.38 + 2.22 and 2.85 +
0.68 ug equivalents/g tissue at 2 and 8 hour post-doge for female rais, respectively.
The average brain-to-plasmea radioactivity ratios between 2 and 8 hour post-dose
ranged from 6.9 to 9.8, indicating significant uptake by brain tissue. By 24 hour post-
dose, the average brain-to-plasma radloactivity ratio decreased to 0.8. DCDQ
accounted for an average of greater than 80% of brain radicactivity for male and
fomale rats between 2 and 8 hour poat-dosa. Based on the radicactivity
concentrations and chromatographic distribution of brain radloactivity, t was
estimated that the average brain-to-plasma DCDQ ratios ranged from 498.9 to 56.1.
There were no significant gender differences or changes over time between 2 and 8
hour post-dogs. Only minor amounts of metabolites M1, M3, M7, M10 and M11 were
detected in male or femeale rat braln. These data Indicated that DCDQ readily
crossad the blood brain barrier, while uptake of metabolltes Into brain tissue was
limited. The brain-to-plasma radicactivity ratice aleo suggestad thet clearance from
brain occurred rapidly after 8 hour post-dose, since the ratics decreasad from 6.8 to
0.8 by 24 hour post-dose.

In summary, DCDQ was extensively metaboltzed In rats fo pradominantly
oxidative metabolltes. Plasma profiles for male and famale rats differed In sulfate
and sulfamate conjugates of DCDQ and lie oxidative metabolites. DCDQ was the
predominant drug related component in brain while only minor amounts of
metabofites were observed, end gender difference was not apparent. DCDQ readily
croased the blood brain barrier while uptake of metabolites was limited to minor
amounts of oxidative metabollies.
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INTRODUCTION

A previous mass balance study showed that urine was the mejor route of
excretion in rats, with an average of 84.3% of the dosed madlcactivity recovered In
urine. An In vitro study with liver microsomes showed thet oxidative metabollsm wae
the major metabollc pathway for DCDQ In rats. (lwasaki K, Shiraga T, Taeda K, Noda
K, Noguchi H. Age- and sex-related changes In amine suiphoconjugation In
Sprague-Dawley strain rats. Comparison with phenol and alcohol
sulphoconjugations. Xenoblotica. 1886;16:747-723.) The present study
investigated the metabollsm of ['“CIDCDAQ In rats following a single 5 mg/kg oral
dose.

MATERIALS AND METHODS
MATERIALS
{**CIDCDQ hydrochloride was synthesized by the radiosyntheals group of
Wyeth Research (Peart River, NY) as described In the In vitro study discussed
above. Ultima Gold, Utima Flo, Permafiuor E+-scintillation cocktalls, and Carbo-
Sorb E carbon dloxide absorber were purchased from Perkin Eimer (Wellasley, MA).
Polysorbate 80 was obtained from Mallinckrodt Baker (Phillipaburg, NJ) and
methyicellulose was from Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI). Solvents used for
extraction and for chromastographic analysis were HPLC or ACS reagent grade from
EMD Chemicals (Glbbstown, NJ).

METHODS
DRUG ADMINISTRATION AND SPECIMEN COLLECTION

Doss preparation, animal dosing, and specimen collection were performed at
Wyeth Research, Collegeville, PA. The dose vehicle contalned 2% (w/w) Tween 80
and 0.5% methylicellulose In water. On the day of dosing, [“C]DCDQ (12.2 mg) and
non-abeled DCDAQ (36.5 mg) were dissolved In the vehicle to a final concentration of
approximataly 2 mg/mL.

Male rats welghing from 318 to 345 grams and female rats welghing from 227
to 255 grame et the time of dosing were purchased from Charles River Laboratories,
Wiimington, MA. Non-fested rats were given a singie 5 mg/kg (~300 nCikg) dose of
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DCDQ at a volume of 2.5 mL/kg via Intregastric gavage. Animals were provided
Purina rat chow and water ad libltum, and were kept Individually in metabolism
cages. Male rats were eacrificed at 2, 4, 8 and 24 hour after dose administration.
Female rats were eacrificed at 2 and 8 hour afisr dose administration.

At sacrifice, blood samples were callected by cardiec puncture into tubes
containing EDTA ea the anticoagulant and piacing them on ke. Allquots of 50 pl
were removed for combustion and determination of radioectivity content. Plasma
was Immediately obtained from the remalning blood by centrifugation at 4°C. Brains
wera exclsed after perfusion with 50 mL of chilied sterile saline. Urine samples were
collected on dry ice at Intervala of 0-8 and 8-24 hour post-dosing. Feces were
collected at intervale of 0-8 and 8-24 hr poat-desing at room temperature and were
homogenizad as described previously. The biological specimens and allquots of the
dosing solution &t pre- and post-dose were stored &t approximately -70°C untll

analyzed.

RADIOACTIVITY DETERMINATIONS

Plaama (20 pl) and urine (S0 pL) allquots were analyzed for radloactivity
concentrations. Radloactivity detarminationa of dose, plasma and urine were made
with a Tri-Carb Model 3100 TRAL liquid scintlliation counter {(LSC) (Perkin Elmer)
using 10 mL of Uliime Gold as the scintiliation fluid.

Braln and fecal samples were welghed and homogenized In water at volume-
to-weight ratios of about 1:1 and 5:1, respectively. Blood aliquots (50 L), brain
homogenates (0.1 gram) and fecal homogenates (0.2 gram) were placed on
Combusto-cones with Combusto-pacis and combustad. A modal 307 Tr-Carb
Sample Oxidizer, equipped with an Oximate-80 Robotic Automatic Sampler (Perkin
Elmer), was used for combustion. The liberated “CO; was trapped with Carbo-Sorb
E carbon dioxide absorber, mixed with PermaFluor® E+ liquid scintlliation cocktal,
and counted in a Tri-Carb Model 3100 TR/LL liquid scintillation counter (Perkin
Eimer). The axidation efficlency of the oxidizer was 98.2%.

A Flo-One p Model A525 radioactivity detector {Perkin Eimer) with a 250 ul
LQTR fiow cell was usad for in-Ine radioactivity detection for HPLC. The flow rate of
Ultima Flow M scintfllation fluld was 1 mL/min, providing a mbdng ratio of scintillation
cocktall to moblle phaee of 5:1. The limiis of detection were approximately 1 ng.

54



sY

WO 2006/052886 I‘CTIUSZO‘Il)gllm

equivalent/g for brain, 2 ng equivalents/mL for plasma, 5 ng equivalents/q for feces
and 10 ng equivalents/mL for urine.

DOSE ANALYSIS

Aliquots of the pre- and post-dose solutions were diluted with 25% methanol
in water and analyzed for radioactivity concentrations as described above.
Approxdmately 100,000 DPM In 10 uL of the diluted solution wase analyzed by HPLC
for radiochemical purity and chemical purity. To determine the specific redloactivity
of the dose suspension, non-radiclabeled DCDQ was digsclved In methanol, diluted
with 25% mathanol In weter, and concumently analyzed by HPLC to generats a
standard curve. Allquots (10 ul) of the dliuted dose solution were injected onto the
HPLC column and fractions were coflected at 1 minute intervals after UV detection.
Radicaciivity in each fraction was determined. Fractions were also collected from a
blank Injection to obtain the background leve! of radioactivity.

PLASMA METABOLITE PROFILES

Plasma samples were analyzed for metabolite profiles by HPLC. Aliquots of
1.5 mL plasmea were mixed with 3.0 mL methanol, placed on Ice for about
10 minutss, and then cantrifuged. The supematant was transferred to a clean tube.
The protein pellats were extracted once with 3.0 mL methanol. Tha supematants
from precipitation and extraction of each sample wera pooled, mixed, and evaporated
at 22°C under nitrogen in a Zymark TurbaVap LV (Callper Life Sciences,
Hopkinton, MA) to about 0.3 mL. The concentrated extract was centrifuged, the
supematant volume measured and extraction efficlency was determined by analyzing
duplicate 10 pL aliquots for radioactivity. An allquot of the supematant (50-200 uL)
was analyzed by HPLC with redioactivity flow detection. Plasma exiracts were aiso
analyzed by L.C/MS.

ANALYSIS OF FECES AND URINE
Fecal homogenates were analyzed for metabolite profiles. Aliquots of 1 gram
of fecal homogenates were mixed with 2 mL methanol, placed on ice for about
10 minutes and centrifuged. The supematant was transferred to a clean tube. The
realdue was extracted threa times with 2 mL of a water:methanol (3.7) mixture. The

55



= NANR3

WO 2006/052886 PCT/US2005/040289

supematants of sach sampie were combined, evaporated to about 1 mL, and
centrifuged. Exiraction efficiency was determined by analyzing aliquots of 10 pl of
the supematant for radioactivity. An aliquot (50-200 L) of the supematant wes
analyzed by HPLC with radicactivity flow detection for profiling. Samples were also
analyzed by LC/MS to characterize the radloactive peaks.

Urine was analyzed for radloactivity concentration ae and analyzed for
metabolite profiles by direct injection onto the HPLC column. LC/MS analyses for
maetabollte identification were alao carried out with urine samplea.

METABOLITE PROFILES IN BRAIN

Braln homogenatas were analyzad for metabollte profiles. Aliqtiots of 1 gram
of braln homogenatas were mixed with an equal volume of methanol, placed on ice
for about 10 minutes and centrifuged. The supernatant was transferred to a clsan
tube. The residus was extracted three times with 1 mL methanoi. The supematants
of aach sample were combined, evaporated to about 0.5 mL, and centrifuged.
Exiraction efficlency was determined by analyzing allquots of 10 pl of the
supematant for radloactivity. An aliquot (100-200 L) of the supematant wae
analyzed by HPLC with radioactivily flow detection for profiling. Samples were aleo
analyzed by LC/MS to characterize the radioactive peaks.

HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

A Waters model 2600 HPLC systam (Watere Corp., Milford, MA) with a bullt-
in autosampler was used for analysls. Separations were accompiished on a
Phenomenex Luna Cs(2) column (150 x 2.0 mm, 5um) (Phenomenax, Torrancs,
CA). The sample chamber of the autosampler was maintained at 4°C, while the
column was at amblent temperature of about 20°C. A variable wavelength UV
detector set to monltor 250 nm and a Flo-One p Model A525 radicactivity detactor
describad ahove were used for data acquisiion. The HPLC moblie phase conslsted
of 10 mM ammonium acetate, pH 4.5 (A) and methanol (B), and wes dellverad at
0.2 mL/min. Chromatographic condition A was used for dose analysis, while
condltion B was uaad for analyals of urine and plasma, brain and fecal exiracis.

TABLE 7
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CONDITION A

Time (min) A (%) "B (%)
0 90 10
3 80 10
25 80 40
CONDITION B
Time (min) A (%) B (%)
0 90 10
8 90 10
35 80 40
a5 15 85
70 15 85

LC/MS ANALYSES

An Aglient Model 1100 HPLC systern (Agllent Technologles, Wiimington, DE)
Including an autosampler and diode amay UV detector wes used for LC/MS analysis
of plasma and urine samples. The UV detector was set 1o monitor 200 to 400 nm.
For selacted L C/MS anatyses, radiochromatograms were acquired using @ p-Ram
model! 3 radicactivily flow detector (IN/US Systems Inc., Tampe, FL) equipped with a
solid scintllant flow cell. Fecal samples were also analyzed using a Waters Alllance
model 2600 HPLC system. It wes equipped with a bullt-in autosampler and a model
866 diode amay UV detector set io 210-350 nm. The HPLC flow wae spiit between a
Radiomatic model 150TR fiow scintiliation analyzer (Perkin Eimer) and the mass
spectrometsr. Other HPLC condltions were the same as condition B described
above.

The mass spectrometer used for metabolite characterization for plasma and
urine was a Micromass Q-TOF-2 quadrupole time-of-flight hybrid masa specirometer
(Waters). The mass spectrometer was equipped with an electrospray lonization
(ES!) interface and opemted in the poaitive lontzation mode. Calllslon energy
settinge of 5 and 30 eV were used for full MS and MS/MS scans, respectively.
Settinga for the masa epectrometer are listed below.
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TABLE 8 _

"MICROMASS Q-TOF-2 MASS SPECTROMETER SETTINGS

Capllilary Voltage 30Ky

Cone oV

Source Block Temperature 100°C

Desolvation Gas Temperature 250°C

Desolvation Gas Flow 660 L/hr

Cone Gas Flow 50 L/mr

CID Gas Inlet Pressure 13-14 psig

TOF-MS reaolution (m/Am) 8000

A Micromess Quatiro Micro mass apecirometer (Waters) wae also usad o
analyze the fecal samples. It was equipped with an electrospray lonlzation (ESI)
Interfece and operated In the positive lonization mode. Settings for the maes

spectrometer are listed below.

TABLE
"MICROMASS TRIPLE QUADRUPLE MASS SPECTROMETER SETTINGS
ES1 spray 2.75 KV
Cone AT
MS1 Mass Reaclution 1-1.5 Da width at half height
MS2 Mass Resolution 0.7 Da x 0.2 Da width at haif height
Desolvation gas flow 875-850 Lmr
Cone Gas flow 20-35 Lihr
Source block temp. 80°C
Desolvation gas temp. 250 °C
Collislon gas pressure 1.3-1.6 x 10-3 mBar
Collislon energy 25 eV

"LC/MSMS In the selected reaction-monttoring (SRM) mode (LC/SRM) was
conducted with the triple quadruple masa spectrometer to monitor DCDQ and s
metabolites In fecal samples. The transitions monitored are liated below.

TABLE 10

“Precursar lon (m/z)

Product fon (m/z)

Compound
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229 186 DCDQ

243 200 M7

245 144 M3, M4, and M10
245 184 M3, M4, and M10
287 168 M11

325 245 Ma, M13

424 245 M9

DATA ANALYSIS AND STATISTICAL EVALUATION

Flo-One analytical software (Packard, version 3.6) was utllized to Integrate
the radloactive peaks. The computer program Microsoft Excel® 87 was used to
calculate means and standard deviations and to perform the student t-test.
Micromass MasaLynx software (Waters, version 4.0) was used for callection and
analysis of LC/MS date.

RESULTS
DOSE ANALYSIS

The radlochemical purity and eatimated chemical purity (by ultraviolet
datection) of [“*CIDCDAQ in the does aclution were 99.0 + 0.3% and 09.8 + 0.1%,
respectively. The pre- and post-dose aliquots had the same purity. The specific
activity of [“CJDCDQ In the dosing solution was 48.2 uC¥mg as the hydrochloride
salt. The average drug concentration was 2.48 mg/mL as the hydrochioride salt or
2.14 mg/ml as the free base. The actual dose of DCDQ administered ranged from
5.2 to 5.4 mg/kg as the fres base, or 6.1 to 6.3 mg/kg as the hydrochioride sait.

PLASMA RADIOACTIVITY CONCENTRATIONS AND METABOLITE PROFILES

The concentrations of radicactivity in blood and plasma efter a single oral
dose of [C)DCDQ are summarized in Table 11.
TABLE 11
Rat Blood And Plasma Concentrationa (ng equivalents/mL) Of Radiocactivity Following A
Single Oral 5 Mg/Kg Administration Of ['*C]DCDQ

Time Blood Plasma
(hr) Individuale Mean £SD Individuals Mean * SD
Male
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2 606 624 888 706 +158 567 531 797 632+ 144
4 608 725 689 704+ 18.7 678 0652 647 856+ 18.5
8 538 475 582 625+456.3 447 416 482 485 1 43.1
24 885 580 787 680+100 505 374 528 4691830
Female
2 68681 932 489 697+219 635 857 481 658 + 188
8 413 202 408 307 +68.4* 382 269 383 338 + 60.7*

Significantly lower than male at 8 hour, p<0.05

in male rate, the average plasma radlioactivity concentrations were 632, 656,
485 and 48.9 ng equivalents/mL at 2, 4, 8 and 24 hour post-dose, respectively. In
famale rats, the average plasma radloactivity concentration of 658 ng equivalents/mL
at 2 hour was similar to male raia, but the average plasma concentration of 338 ng
equivalanta/mL at 8 hour post-dose was significantly lower than in mele rats. Blood
samples had slightly higher radloactivity concentrations than plasma at all time
points. The average biood-to-plasma radioactivity ratios rangad from about 1.1 for
male and female rate at 2, 4 and 8 hour post-dose 1o about 1.5 for male rats at
24 hour post-dose, indicating imited partitioning of DCDQ or its metabolitas into
blood cells (Table 12).

TABLE 12
Rat Blood-To-Plasma Radloactivity Ratioa Following A Single Onal 5§ Mg/Kg
Administraion Of [“C]DCDQ
Time Blood/Plasma Ratios
(hr) Individuals Mean + SD
Male
2 1.07 1.18 111 1.1210.00
4 1.03 1.1 1.07 1.07 £ 0.04
8 1.10 1.14 1.14 1.13+£0.02
24 1.32 1.58 149 146 £0.13
Female
2 1.04 1.08 1.04 108 :0.03
8 1.14 1.08 1.08 1.00 1 0.04
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Plasma extracts contalned an average of 82 to 86% of total plasma
radloactivity for the 2, 4 and 8 hour samples. Metabollte proflies were not obtalned
from the 24 hour pleema semples due to [ow radloactivity concentrations. DCDQ
was axtensively metaboltzed in rats. The parent drug represented an average of 13
to 20% of totsl radloactivity in plasma extracts with no apparent diffarences between
males and females or over time (Tables 13 and 14). Several hydroxy DCDQ
metabolites (M1, M2, M3, M4 and M10) and keto DCDQ (M7) were detscted in
plasma (Figure 1). Phaee Il metabolites cbserved in plasma Included DCDQ
sulfamate (M12, malor in female plaesma only), di-dehydro DCDQ sulfamate (M14,
mejor in female piasma only), hydroxy DCDQ sulfates (M8 and M13), hydroxy DCDQ
glucuronide (M8) and acetylated hydroxy DCDQ (M11) (Figure 1). Percent
distribution of plasma radioactivity did not change significantly over time, axcept for
metabolite M8, which was markedly lower at 8 hour post-dose. Metabolites M1, M2,
M3, M7 and M9 were the major metabolites in male rats, while M3, M8, M9 and M12
wera the major metabolites In femaie rats, indicating sex differences in metabolite
profitas (Tables 13 and 14). A number of relatively minor metabolites detected in
plasma extracts were not characterized, although when combined representad
18-38% of the plasma radicactivity. Plasma concentrations of the Individual
metabolltes based on thelr parcent distribution are prasented in Table 4. DCDQ
concentrations generally equaled or exceeded the concantrations of each individual
metabolite In male and female rat plasma. In male rats, metabolites M1, M3+M0 and
M7 exhiblted the highest concentrations while in female rats, metaboiites M3+M8 ard
M8 were the more prominent metabolltes.
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Table 13
Chromatographic Distribution (%) of Redioactivity In Rat Plasma Following Oral Administration of [CIDCDQ (5 mg/kg)
Time (hr) M1 M2 M3*M8 M4 M7 M8 M0 M11 M12 MI13 Mi4 DCDQ  Others®
Male
2 14 52 12 44 10 24 36 60 19 14 26
@n® (23) (4.8 (0.85) (1.3) (1.5) (0.83) (22) BQL® (0.85) BAL (4.9) (4.8)
4 9.1 34 16 43 94 48 15 52 22 14 31
(08) (0.81) (3.1) (047) (23) (083) (26) (0.98) BQL (0.38) BQL (3.4) (1.3)
8 89 43 14 25 12 30 38 14 13 38
3) (0.40) (2.0) (24) (45 BaAL (7)) (12 BQL (1.2) BAL (24) (2.6)
Female
2 20" 14 24 54 14 52 81 652 28 40° 20 20
(07 BaAL (27) - (048) (0.50) (22) (0.80) (1.1) (1.8) (24) (0.77) (8.5) ()
8 19 15 18° 27 56 10° 56 49 33 18 49 15 25
(0.55) (1.5) (0.83) (0.84) (49) (0.10) (0.70) (0-10) (1.8) (1.7) (1.6) (24) 62)
3 Inciudas over tan other unidantified minor metabollies d: Significantly different from male, p<0.01
b Standard deviation (=3) « Significantly cdifferent from mala, p<0.05

BQL, Below quantitation imt (2 ng equivelents/mL for plaams)

98850/900T OM

682000/500TSN/LDd
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Tabie 14
Estimated Plasma CONCENTRATIONS (Ng Equivalanta/™i) Of DCDQ And Metaboiites in Rats Following Oral Administration
of f“clpcDa (5 Mg/Kg)*
Time (h) M1 M2 M3+MB M4 M7 M8 M10 M1 M12 Mi3  M14 DCDQ
Male
2 884 323 7684 283 638 154 237 372 116 86.9
(A (121) (31.8) (9.28) (6.12) (8.12) (105) (105) BQL® (366) BQL (352)
4 50.7 2268 105 283 621 303 081 345 142 90.8
(4.88) (501) (18.8) (3.38) (16.7) (4.81) (187) (8.82) BQL (202) BQL) (22.8)
8 419 200 840 124 530 132 163 6.33 58.7
(137) (298) (371D (11.4) (206) BQL (11.7) (3.75) BQL (550) BQL (15.5)
Female
2 12.6° 925 150 356" 914° 352 410 338 166 2519 132
(214) BQL (288) (7.85) (122) (37.5) (162) (17.0) (126) (154) (220) (61.2)
8 852" 440" 618 8686 175 344 188 186 118 562 185 494
(2.16) (415 (8.84) (1.52) (15.3) (B44) (3.68) (2.85) (7.79) (8.75) (6.51) (12.6)
a Concaniraions were sstimated based on the total plasma [ BQL, Balow quantitation iimit (2 ng equivalenis/mL for pleama)
radicactivity concentretions (Teble 14) end the percent distrbution  d: Significantly different from mals, p<0.01
of plasma radioactivity (Table 13). [ Significantly different from male, p<0.05

b Standard deviation (n=3)

988ZS0/900T OM

68TOM/S00ZSN/LDd
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URINARY EXCRETION AND METABOLITE PROFILES

Urine was a major route of axcretion, with 86.7 + 5.0% of the radlicactive dose
recoversad In urine samples In the first 24 hours post-dose, with 32.5% in the 0-8 hour
period and 34.2% in the 8-24 hour period. Most of the major plasma metabolites were
also detected in urine (Table 15). The major metabolites in urine from male rats
included hydroxy DCDQ metabolites (M1, M2, M3 and M4), keto DCDQ (M7) and
hydroxy DCDQ glucuronide (M8) (Table 15). The Individual metabolites In the 0-24 hour
urine represented about 2 to 18% of the administered dose (Table 16), while DCDQ
represented less than 1% of the dose. The distribution of metabolitas was simliar for the
0-8 hour and 8-24 hour collections.

Table 15
Chromatographic Dietribution (%) Of Radloactivity in male Rat Urine Following
Oral Administration of {*C]DCDQ (5§ mg/kg)

Tim M3+
© M1 M2 M4 M7 M8 M10 DCDQ Others"

(hr} mMe

08 268 951 188 373 0968 356 332 120 23.2
(343 (3.88) (0.85) (1.15) (1.08) (0.32) (0.18) (0.12)  (1.28)
824 25 583 188 308 101 438 270 1486 31.2
(2.68) (3.00) (2.13) (1.05) (0.22) (0.80) (0.52) (0.83)  (0.85)

a: At least ten additional minor metabolites
b: Standard deviation (n=3)

Table 18
Percentage of dose for urinary metabolites in Rats Following Oral Administration of
[“cIpchaQ (5 mo/kg)
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“Time
(ho) M1 M2 M3+M8 M4 M7 M8 M10 DCDQ
0-8 8.67 3.18 8.13 1.21 .18 1.15 1.08 0.42
(084 (1.63) (081)  (0.37) (0.57) (0.00) (0.14) (0.02)
824 774 184 845 103 344 147 081 051
(1.87) (0.85) (1.45) (0.28) (0.45) (0.13) (0.0 (0.28)
024 164 509 128 224 680 282 189 083

(245) (235 (1.83) (027) (0.31) (0.13) (015 (0.29)
a: Standard devlation (n=3)

FECAL EXCRETION AND METABOLITE PROFILES

Fecal elimination accounted for 21.1 1 2.1% of the dosed radioactivity recovered
In the first 24 hours post-dosing for male rats. Exiraction efficiency for the 8-24 hour
fecal samples was 64.3%, while an average of 89.5% of the radioactivity was extracted
from incubatlons of [*C]DCDQ in control facal homogenate. Hydroxy DCDQ
metabolites (M3 and M4), the hydroxy DCDQ sulfate (M8), the hydroxy DCDQ
glucuroniie (M8) and the acetylated hydroxy DCDQ (M11) were the major metabolites in
the 8-24 hour fecal extracts, with only trace amounts of parent drug detected. Metabolite
profiles were not obtained from the 0-8 hour fecal samples because of low radioactivity
(leas than 0.1% of dosed radioactivity). Incubstion of [“C]DCDAQ In fecal homogenate at
37°C for 24 hours showed no detectable degradation.

RADIOACTIVITY CONTENT AND METABOLITE PROFILES IN BRAIN

An average of 84.5% of the radioactivity in brain tissue was extracted. Brain
radioactlvity concentrations were higher than plasma through 8 hours post-dose, and
DCDQ was the predominant drug-related component In rat brain. DCDQ accounted for
an average of greater than 80% of the radioactivity in brain extracts for male rats at 2, 4
and 8 hour poet-dose, and greater than 84% at 2 and 8 hour post-doee for female rats

63



W 2006/052886

nnn q 3
PCT/US2005/040289

WYTHO0113-500 (AM101867) PCT

(Table 17). The average radioactivity concentrations In male and female rat braln were
similar and only decreased slightly from 2 hour (5.1 and 6.4 ug equivalenta/g for male
and female, respectively) to 8 hour (3.2 and 2.8 g equivalents/g for male and female

rats, respectively). By 24 hour, the brain concentration, at an average of 0.04 g
equivalenta/g for male rats, was {ower than In plasma. The average brain-to-plasma
radioectivity ratios between 2 and 8 hour post-dosing were 6.9 to 8.2 for male rats and
8.7 to 9.8 for female rats, and dacreased to 0.8 at 24 hour for male rate. There were no
significant differences In brain radloactivity content or brain-to-plasma radioactivity ratios
between male and famale rats. The brain-to-plasma DCDQ ratios were much higher
than the radioactivity ratios (Table 47). The averags braln-to-plesma DCDQ ratio was
between 48.9 and 56.1 indapendent of time or eex. Only minor amounts of metaboiiies
M7, M10 and M11 were detected In male and female rat brain, and each metabollte
represented an average of leasa than 4.5% of brain radlioactivity. Two additional minor
metabolites (M1 and M3) were observed In male rat brain. By 8 hour post-dose, most
metabolites were not detectable and only DCDQ was obeerved.
Tabls 17
Brain Concentrations Of Radloactivity And DCDQ Relative To Plasma Concentrations
Following Oral Administration Of ['YC]DCDQ (5 Mg/Kg) To Rats*

Time  Concentration of Radioactivity % DCDQ of Brain
Brain/Plasma Ratlo

(hr) (ug equivalents/g) Radloactivity

Total DCDQ® Total DCDQ
Male
2 512+£1.28 463118 90409 820+1.95 5641115
4 4941044 4471042 0041056 749+062 50.5+8.88
8 32510060 2031+083 800+1.2 602+162 5051114
24 0.04 1 0.00 NA° NA 0801012 NA
Female
2 838+222 68.08+217 852110 0.57+068 4991143
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Table 17
Braln Concentrations Of Radioactivity And DCDQ Relative To Plasma Concentrations
Following Oral Administration Of [“CJDCDQ (5 Mg/Kg) To Rats*
Time  Concentration of Radioactivity % DCDQ of Brain
(hr) (ng equivalents/g) Radloactivity
8 285+0688 2681088 941107
a: Data are presented as mean i S.D., N=3
b: DCDQ concentrations were estimated on the total radioactivity concentrations in
brain and percent distribution of brain radioactivity.
c Not avallable, concentration below level for profiling

Brain/Plasma Ratio

860+288 58.1+178

METABOLITE CHARACTERIZATION BY LC/MS ANALYSES
Mass spectra were obtained by LC/MS and LC/MS/MS analysis for DCDQ and
Its metabolites. Structural characterization of these compounds Is summarized In
Table 18. The mass spectral characterization of DCDQ and its metabolltes are
discussed below with the characterization from the other studlea described harein.

TABLE 18

Metabolites Of Dcdq Identified In Rats By LC/MS Analysis
Retention Site(s) of Metabollte

Metabollte Time (min)® [M+H]' Metabolism Name Matrix”

M1 248 245 Diazepane ring Hydroxy DCDQ P,UB

M2 28.8 245 Pyridine ring Hydroxy DCDQ P, U

M3 35.3 245 Cyclopentane Hydroxy DCDQ P, U, B,
fAng F

M4 37.1 245 Cyclopentane Hydroxy DCDQ UF
ring

M7 32.2 243 Cyclopentane or  Keto DCDQ P,UB

pyridine ring
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_ TABLE 18
Metabolites Of Dcdq Identified In Rats By LC/MS Analysls
" Retention Shte(s) of Metabolite
Metabolite Time (min)* [M+H]* Metabollem Name Matrb®
M8 220 325 Pyridine ring Hydroxy DCDQ P.UF
Sulfate
M9 354 421 Cyclopentane Hydroxy DCDQ P,U,F
| ring Glucuronide
M10 41.7 245 Diazepane ring Hydroxy DCDQ UBF
M11 48.7 287 Diazepane ring Acetylated hydroxy P,B,F
DCDQ
M12 60.4 309 Dlazepane ring DCDQ Sulfamate P, U
M13 35.6 325 Pyridine ring Hydroxy DCDQ
Sulfate
Mi4 15.8 305 Pyridine and Di-dehydroDCDQ P,U
dlazepane ring Sulfamate
DCDQ 53.8 220 P,UF
8 LC/MS retention imes were nonmalizsd to LC/MS deta file GU_071803_0003, and
GU_081303_0002.
b: P=piasma; U=urine; B=brain; F=faces. Facal mataboliiss were detacied by salsctive reaction
monftoring.
DISCUSSION

DCDQ was axiensively metabolized in rats following a eingle oral 5 mg/kg

administration and oxidative metabollsm was the major metabolic pathway. DCDQ
represanted an average of 13% to 20% of plasma radioactivity between 2 and 8 hour
post-dose and less than 2% of total urinary radloactivity at 0-8 and 8-24 hour post-dose.
Metabolites observed in plasma included hydroxy DCDQ metabolites (M1, M2, M3, M4
and M10), keto DCDQ (M7), and phase |l metabolites such as DCDQ sulfamate (M12),
di-dehydro DCDQ sulfamate (M14), hydroxy DCDQ sulfates (M8 and M13), hydroxy
DCDQ glucuronide (M8) and acetylated hydroxy DCDQ (M11) (Figure 1). Percent
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distribution of radloactlvity in piasma did not change significantly over ime, except for
metabolite M8, which was significantly lower at 8 hour than 2 and 4 hour post-doss.
Plasma metabolite profiles exhibited differences In male and female rats. While the
hydroxy DCDQ metabolites (M1, M2 and M3), the keto DCDQ (M7) and the hydroxy
DCDQ glucuronide (M9) were the major metabolites in male rat plasma, the hydroxy
DCDQ metabolite (M3), the hydroxy DCDXQ suifate (M8), the hydroxy DCDQ glucuronide
(M8) and DCDQ sulfamate (M12) were the major metabolites in female rats. The
primary sex difference wae In the formation of aulfatea or sulfamates. These sax
differences were predictable since sulfotransferase activity toward alcohol and alicyclic
amines has been reported to be markedly higher In female rats than In male rats.
(Naritoml Y, Niwa T, Shiraga T, Iwasakl K, Noda K. Isolation and characterization of an
allcyclic amine N-sulfotransferase from female rat liver. Biological & Pharmaceutical
Bulletin. 10984;7:1008-1011.)

Most of the major plasma metabolites were also detected In urine. Similar
profiles were obtained for the 0-8 hour and the 8-24 hour urine samples. The mejor
metabolites in urine from male rats Included hydroxy DCDQ metabolites (M1, M2, M3
and M4), keto DCDQ (M7) and hydroxy DCDQ giucuronide (M8). Each individual
metabollte In the 0-24 hour urine represented about 2 to 16% of the administered dose,
while DCDQ representsd leas than 1% of the dose. In the 8-24 hour fecal samples, the
hydroxy DCDQ metabolltes (M3 and M4), the hydroxy DCDQ sulfate (M8), the hydroxy
DCDQ glucuronide (M8) and the acetylated hydroxy DCDQ (M11) were the major
metabolites observed, with only trace amounts of parent drug detected.

Radioactivity in brain tissue was significantly higher than in plasma at 2, 4 and 8
hour post-dose. DCDQ accounted for an average of greater than 80% of brain .
radloactivity for male and female rats. The average brain-to-plasma radioactivity ratios
betwsen 2 and 8 hour post-dose ranged from 6.9 to 9.6, indicating uptake by brain
tissue. By 24 hour post-dose, the average braln-to-plasma radioactivily ratio decreased
to 0.8. There were no significant differencses in brain radioactivity content or brain-to-
plasma redloactivity ratios between male and female rats. The average brain-to-plasma
DCDQ ratics ranged from 48.8 to 58.1, with no sex differences or changes over time
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between 2 and 8 hour post-dose. Minor amounts of metabolites M7, M10 and M11 were
detected In male and female rat brain. These data Indicated that DCDQ readily crossed
the blood brain barrier, while uptake of metabolites into brain tissue was limited. The
brain-to-piasma radloactivity ratios also suggeeted that clearance from brain occurred
rapldly after 8 hour post-dose, since the ratios decreased from 8.9 to 0.8 by 24 hour
post-dose. While partitioning of radloactivity Into brain was apparent, partitioning into
blood cells was limited with blood-to-plasma ratios of only about 1.1 between 2 and 8
hour posi-dose.

Metabolism of DCDQ appeared more extensive in the present study compared
with a previous in vitro metabolism study with rat liver microsomes. Only three oxidative
metabolites (M2, M3 and M4) were obeerved with rat liver micresomes and sex
differences were not obeerved. However, sex differencea In formation of sulfates and
eulfamates, which were observed In rat, were not investigated in any in vitro systsm. In
addition to the metabolites M2, M3 and M4 detacted with rat liver microsomes, other
oxidative metabolltes (M1, M7 and M10) and several phase Il metabolites (M8, M11,
M12, M13 and M14) were also obeerved In rats (Figure 1).

In aummary, DCDQ was extensively metabollzed In rats to predominantly
oxidative metabolites. Plasma profiles for male and female rats differed In sulfate and
sulfamate conjugates of DCDQ and some oxidative metabolites. DCDQ was the
predominant drug related component in brain while only minor amounts of metabolites
were observad, and sex differences were not apparent. DCDQ readlly crossed the
blood brain barrier while uptake of metabolites was limited to minor amounts of oxidative
metabolites.

IN VIVO METABOLISM OF [*CIDCDQ IN MALE DOGS FOLLOWING A SINGLE
15 MG/KG ORAL CAPSULE ADMINISTRATION

SYNOPSIS
The present study Investigated metabollsm of [*CJDCDQ In four male beagle
dogs foliowing a aingle adminletration of 14.1 to 16.7 mg/kg of [*C]DCDQ hydrochloride
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in an enteric coated capsule. Plasma samples were collected at 2, 4, 8, 24 and 48 hour
post-dose. Fecea and urine were collected at Intervals of 0-8, 8-24 and 24-48 hour post-
dose. Samples were analyzed for radioactivity content and metabolite profiles.

Plasma concentrations of radioactivity were 422 + 573, 564 + 748, 528 + 5686,
1340 + 508 and 507 + 135 np aquivalents/mL at 2, 4, B, 24 and 48 hour post-dose,
respectively. Large individual variaions were observed in plasma radioactivity
concentrations, ranging from 4 to 16840 ng equivalents/mL at 2, 4 and 8 hour post-dose.
The highest plasma radioactivity concentrations occurred at 24 hour except dog 2,
where concentrations were the highest at 4 hour post-dose. The data are consistent
with variations In excretion of radioactivity observed in the first 24 hours post-dose. The
variabliity may be assoclated with siow and prolonged absorption of DCDQ in some
dogs, and the enteric-coatad capsulea. The average blood-to-plasma radloactivity ratio
for dog was approximately 0.72.

DCDQ was extensively metabolized in doge. Oxidaetive metabolism was the
major metabolic pathway, while formation of a DCDQ carbamoy! glucuronide was also
obeerved. DCDQ represented 1.8% to 21% of plasma radloactivity at 2 and 4 hour, less
than 3% at 8 and 24 hour, and was not detected at 48 hour post-dose. DCDQ
accounied for an average of less than 11% of urinary radioactivity at all time periods. In
fecal extracts, 54% to 97% of the radloactivity was attributed to the parent drug. The
major metabolites observed In the 2 and 4 hour plasma Included hydroxy DCDQ (M1,
M2 and M3), an N-oxide DCDQ (M5), a keto DCDQ (M7), a hydroxy DCDQ Imine (M15),
a hydroxy DCDQ glucuronide (M9) and the carbomoyl giucuronide of DCDQ (M8)
(Figura 1). Metabolites M3 and M9 accounted for the majority of plasma radioactivity at
8, 24 and 48 hour post-dose. Metabolites M2, M3, M5 and M6 were also observed in
the In vitro Incubation of DCDQ with dog liver microsomes In the presence of NADPH.
Metabolites observed in dog plasma were also detected In dog urine except for the
metabollte M7. A sulfate conjugate of hydroxy DCDQ (M18) and a diazepinyl DCDQ
carboxylic acld (M17), which were not detected In plasma, were observed In urine
samples. Hydroxy DCDQ metabolites (M2, M3 and M18), a keto DCDQ (M18) and the
hydroxy DCDQ Imine (M15) were detected In fecal exiracts. Extensive metaboliem and
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prolonged oral abeorption of DCDQ probably accourted for the relatively low oral
bloavaliabllity of approximately 26.4% in dogs.

Metabolism of DCDQ in dog exhiblted aome differences from rats. Some
different oxidative metabolltes were observed In rats and dogs. Oxidative metabolites
M15, M16, M17, M18 and M18 were not ocbserved In rats, while a hydroxy metabolite
M4, which was observed In rats, was not detected In doga. More phase Il metabolites
were observed In rats than In dogs. The sulfatas M8 and M13, and sulfamates M12 and
M14 were observed In rats, but not In dogs. The aulfate M16 was observed in dogs, but
not In rats. The carbamoyl glucuronide of 'DCDQ. which was detected In dog plasma
and urine, was not observed in rat plasma or urine.

In summary, DCDQ was extensively metabolized In dogs, with the axidative
metabollem as the major metabolic pathway, although formation of a DCDQ carbamoyl
glucuronide was also observed.

INTRODUCTION

Mass balance etudies showed that an average of 84.3% of the oral dose was
excreted In rat urine, while 32.7% of the dose was recovered In dog urine following
administration of an enteric-coated capsule. When Incubated with dog liver microsomes
In the presence of NADPH and UDPGA, [''C]DCDQ was converted to several oxidative
metabolites and a carbamoyl glucuranide. A previoua metabolism study rate showed
that DCDQ was axtensively metabolized and oxidative metabollsm was the major
metabolic pathway in rats. The present study inveatigated metabollem of [*C]DCDQ
following a single oral capsule administration to dogs.

MATERIALS AND METHODS
MATERIALS

[“CIDCDQ hydrachloride was synthesized by the radlosynthesls group of Wyeth
Research (Pearl River, NY) as described above in the in vivo studies. Ultima Gold,
Ultima Flo, Permafiuor E+-scintillation cocktalle, and Carbo-Sorb E carbon dioxide
absorber were purchased from Perkin Eimer (Wellesley, MA). EDTA was obtalned from
Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI1). Sclvents used for extraction and for chromatographic
analysle were HPLC or ACS reagent grade from EMD Chemicals (Glbbetown, NJ).
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METHODS
CAPSULE PREPARATION AND ANALYSIS

About 11 mg of [“C]DCDQ hydrochioride and 840 mg of non-abeled DCDQ
hydrochloride were dissolved in methanol and then evaporated under a nitrogen stream
to dryness. Capsules (#2) were fllied with accurate amounts (126.7-138.1 mg) of the
mixed drug substance according to animal weights. The filled gelatin capsulee were
then enteric-coated manually.

The drug substance In an exira capsule was analyzed for radlochemical purity
and specific activity. An aliquot of the drug substance was dissolved in DMSO, dlluted In
water, and analyzed by HPLC with radloactivity flow detection and UV detection at 250
nm. To determine the specific activity, non-labeied DCDQ saoclutions at five different
concentrations wara prepared by dliuting a stock solution in methanol, and analyzed by
HPLC to generate a standard curve. The UV peak of [*C]DCDQ was integrated to
calculate the amount of DCDQ against the standard curve. Fractions around the
[“CIDCDQ peak were collected at 1 minute intervals after UV detection. Radloactivity in
each fraction was determined by liquid scintillation counting (LSC). Fractione were aiso
collectad from a blank injection to obtain the background level of radloactivity.

DRUG ADMINISTRATION AND SPECIMEN COLLECTION

Four male beagle dogs, welghing from 7.6 to 8.8 kg at the time of dosing, were
from an In-house colony. Each dog was given one enteric-coated capsule containing
[“CIDCDAQ as the hydrochloride salt. Animais were fed two hours priar to dosing and
provided Purina dog chow and water ad libitum, and were housed Individually in
metabolic cages.

Blood samples were collected from the Jugular vein &t 2, 4, 8, 24 and 48 hour
after dose administration Into tubes containing potassium EDTA as the anticoagulant
and then placed on Ice. Aliquots of 50 ul were removed for combustion and
determination of radioactivity content. Piasma was immediately obtained from the
remaining biood by centrifugation at 4°C. Urine samples were collacted into fubes on
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dry ice at intervale of 0-8, 8-24 and 24-48 hour post-dose. Fecal samples wers collectad
at infervals of 0-8, 8-24 and 24-48 hour post-dose at room temperature, and were ,
homogenitzed. The blological specimens were stored at approximately -70°C until
analysls.

RADIOACTVITY DETERMINATIONS

Allquots of 50 pl of plasma and 100-200 pl. of urine were analyzed for
radloactivity concentrations. Radloactivity determinations of dose, plasma, and urine
ware made with & Tr-Carb Model 3100 TRA.L LSC using 5-10 mL of Ultima Gold as the
scintlllation fluid.

Feces were weighad and homogenized In water at a volume-to-weight ratio of
about 5:1. Allquots of bload (200 ul) and fecal homogenates (0.25-0.53 gram) were
placed on Combusto-conas with Combusto-pads and combusted. A model 307 Tr-Carb
sample oxidizer, equipped with an Oximate-80 robotic automatic sampler (Perkin Elmer),
was used for combustion of blood and fecal aamples. The liberated *CO, was trapped
with Carbo-Sorb E carbon dioxide absorber, mixed with PermaFluor® E+ liquid
scintillation cocktall, and counted on a Tri-Carb Model 3100 TRALL liquid scintillation
cournter (Perkin Elmer). The efficlency of combustion was 88.8%.

For plasma proflles, a TopCount NXT radlometric microplate reader (Perkin
Eimer) was used fo analyze the radicactivity In collected HPLC fractiona. The iimit of
detection by TopCount was about 1 ng equivalent/mL. A Flo-One p Model A525
radioactivity detactor (Perkin Eimer) with a 250 uL. LQTR flow cell was used to acquire
data for urine and fecal samples. The flow rate of Ulima Flow M scintiliation fluld was
1 mLU/min, providing a mixing ratio of scintillation cockiall to mobfle phase of 5:1. The
limits of detection by Flo-One detector wers about 200 ng equivalenta/mL for urine and
12 ng equivalents/g for feces.

PLASMA METABOLITE PROFILES

Plasma samples were analyzed for metaboilte profiles by HPLC. Aliquots of
plasma were mixed with two volumes of cold methanol contalning 0.1% triflucroacetic

74



64

noioz
WO 2006/052886 PCT/US2005/040289
WYTHO0113-500 (AM101867) " PCT

acid (TFA), placed on ice for about 2 minutes and then centrifuged. The supernatant
fiuid was transferred to a clean tube and evaporated at 22°C under nitrogen in a Zymark
TurboVap LV (Callper Life Sciences, Hopkinton, MA) to a volume of about 0.3 mL. The
residue was centrifuged, the supematant volume measured and extraction efficiency
determined by analysis of duplicate 20 pL aliquots for radioactivity. A 200 pul aliquot of
the supematant was injected onto the HPLC column and the effluent was collected at
20 second Intervals Into 88-well Lumaplates (Perkin Eimer). The plates were dried
ovemight In an oven at 40°C and analyzed by a TopCount. Plasma extracts were also
analyzed by LC/MS.

ANALYSIS OF FECES AND URINE

Fecal homogenates were analyzed for metaboilte profiles. Aliquots of 1 gram of
fecal homogenate were mixed with 2 mL methanol, placed on ice for about 10 minutes
and centrifuged. The supamatant wae transferred to a clean tube. The residue was
extracted three imes with 2 mL of a water.methanol (3:7) mixture. The supematants
from each sample were combined, evaporated to about 1 mL, and centrifuged.
Extraction efficlency was determined by analyzing allquots of 10 uL of the supernatant
for radioactivity. An allquot (50-200 ul) of the supernatant was analyzed by HPLC with
radioactivity flow dstection for metabollte profiles. Samples were also analyzed by
LC/MS to characterize the radloactive peaks.

Urine was analyzed for radioactivity concentration and analyzed by HPLC with
radioactivity flow detaction for metabolite profiles by direct injection to the HPLC column.
LCMS analyses for metabolite identification were alao carried out with urine samples.

HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
A Watere model 2680 HPLC system (Waters Corp., Miford, MA) with a bullt-In
autosampler was used for analysis. Separations were accomplished on a Phenomenex
Luna C4g(2) column {150 x 2.0 mm, 6 um) (Phenomenex, Torrance, CA). The sample
chamber of the autosampler was maintained at 4°C, while the column was at amblent
temperature of about 20°C. A variable wavelength UV detector sst to monitor 250 nm
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and a Flo-One p Model A525 radioactivity dstector were ueed for data acquisition. The
HPLC moblle phase consisted of 10 mM ammonium acetate, pH 4.5 (A) and acetonitrile
(B), and was dalivered at 0.2 mL/min. Chromatographlc condition A was used for dose
analysis, while condition B was uaed for analysle of urine and plasma, brain and fecal
extracts.

TABLE 19
CONDITION A
“Time (min) Moblle Phase A (%) Mobile Phase B (%)
0 80 10
3 90 10
25 60 40
45 15 85
50 15 85
CONDITION B
“Time (min)  Mobile Phase A (%) Moblie Phase B (%)
0 00 10
8 90 10
35 60 40
65 15 85
70 15 85
LC/MS ANALYSIS

An Agllent Mcdel 1100 HPLC eystem (Agilent Technologlea, Palo Alto, CA)
Including an autosampler and diode amay UV detector was used for LC/MS analysie.
The UV detector was set to monitor 200 to 400 nm. For sslected |.C/MS analysis,
radlochromatograms were acquired using a f-Rem model 3 radioactivity flow detector
{IN/US Systams Inc., Tampa, FL) equippad with a solld scintillant flow cell. LC
conditions were the same as the condition B described above.

The mass spectrometer used for metabolite characterization was a Micromass
Q-TOF-2 quadrupole time-of-flight hybrid mass spectrometer (Waters). The mass
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spectrometer was equipped with an electrospray lonlzation (ES!) interface and operated
in the positive lonization mode. Collision energy settings of 5 and 30 eV were used for
full MS and MS/MS scans, respectively. Settings for the mass spectrometer are listed
below.

TABLE 20
Micromass Q-TOF-2 Mass Spectrometer Settings
Capiiiary Voitage 3.0kV
Cone v

Source Block Temperature 100°C
Desolvation Gas Temperature 25Q°C

Dasolvation Gas Flow 550 Lihr
Cone Gas Flow 50 Lihr
CID Gas Inlet Pressure 13-14 psig

TOF-MS resolution (m/Am) 8000

DATA ANALYSIS AND STATISTICAL EVALUATION

Flo-One analytical software (Perkin Elmer, version 3.6) was utllized to integrate
the radioactive peaks. DataFlo Software Utliity (Periin Eimer, beta version 0.55) was
used to convert ASCII files from the TopCount NXT microplate counter into CR format
for processing In Flo-One Analysis software. The computer program Microsoft Excel®
97 was used to caiculate means and standard deviations and to perform the student t-
test. Micromass MassLynx software (Waters, version 4.0) was used for collection and
analysis of LC/MS data.

RESULTS
ANALYSIS OF CAPSULE CONTENT

The ['*C}DCDAQ loaded in capsules had an average radiochemical purity of about
68.9% and a chemical purity (by ultraviolet detection) of greater than 88%. The specific
activity of [“C]DCDQ in the capaules was 2.18 uCl/mg as the hydrochloride salt. The
aciual DCDQ dose administered ranged from 12.2 to 14.4 mg/kg as the free base.
Plasma Radloactivity Concentrations and Metabollte Profiles
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The concentrations of radloactivity In blood and plasma after a single capsule

TABLE 21
Blood And Plasma Concentrations (Ng Equivalents/MI) Of Radioactivity In Dogs
Following A Single 15 Mg/Kg Oral Dose Of [“C]DCDQ In An Enteric-Coated Capsule

“Time Blood Plaema

vy 1* 2 3 4 Meant 1 2 3 4 Mean %
8D SD

2 161 840 486 000 282+ 380 1250 744 4.13 422+
301 573

4 318 1100 687 080 372+ 500 16840 112 4,13 564+
505 748

8 331 878 176 541 347+ 541 1310 256 413 528+
378 500

24 880 782 1380 556 920+ 1630 1110 1940 768 1340 -
341 508

48 333 434 3684 241 23431+ S04 608 517 339 507
79.9 135

a: Dog number

The average plasma radloactivity concentrations ranged from 423 ng
equivalents/mL at 2 hour to 1340 ng equivalents/mL at 24 hour post-dose. The highest
radioactivity concentration generally occurmed at 24 hour post-dose except for dog 2,
where concentrations were the highest at 4 hour post-dose. Large individual variations
were observed In plasma radioactivity concentrations, ranging from 4 {o 1840 ng
equivalents/mL at 2, 4 and 8 hour post-dose. The data are In agresment with the large
variations in excretion of radioactivity observed In the firet 24 houre post-dose. These
variations may be atiributed to slow and prolonged absorption of DCDQ In some doge.
Blood radioactivity concentrations were lower than plasma radioactivity levels, and the
average blood-to-plasma radioactivity ratios ranged betwean 0.68 and 0.79 (Table 22).
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Partitioning of DCDQ and its metabolites into blood calls was Iimited based on these
ratics.
TABLE 22
Blood-To-Plasma Radioactivity Ratios In Dogs Following A Single 15 Mg/Kg Oral
Dose OFf [“C]DCDQ In An Enteric-Coated Capsule

“Time Blood-to-Plasma Ratios

(hr) 1" 2 3 4 Mean + SD
2 0.51 0.77 0.75 NA® 0.68+0.14
4 0.73 0.77 0.69 NA® 0.73:10.04
8 0.70 0.77 0.79 NAP 0.75+0.05
24 0.73 0.81 0.80 0.83 0.78 + 0.04
48 0.76 0.74 0.81 0.82 0.78 = 0.04
a: Dog number -

b: Data not available due to the low radioactivity concentrations.

The exiraction recovery was greater than 71% of the plasma radloactivity.
DCDQ was extensively metabolized in dogs (Tables 23 and 24). At2 and 4 hour post-
dose, DCDQ represented 1.9% to 21% of plasma radiocactivity. DCDQ rapresented less
than 3% of plasma radioactivity at 8 and 24 and was not detectable at 48 hour post-dose
(Tables 23 and 24). The major metabaiites observed in the 2 and 4 hour plasma
included hydroxy DCDQ metabolites (M2 and M3), an N-oxide DCDQ (M5), a keto
DCDQ (MT), an imine of hydroxy DCDQ (M15), a glucuronide of hydroxy DCDQ (M9)
and a carbamoyl glucuronide of DCDQ (M6). Simllar profiles were obtained for the 8, 24
and 48 plasma samples, although the majority of radloactivity at these later ime points
was atiributed to the hydroxy metaboilte M3 and the glucuronide M9, which were not
chromatographically separated. A number of relatively minor metabolites accounted for
6.29% to 42% of plasma radioactivity in the 2 and 4 hour samples. These metabolites
were not characterized due to low concentrations.
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TABLE 23
Chromatographic Distribution (Percentage) Of Radloactivity in Dog Plasma Following A
Single 15 mg/kg Oral Dose Of ['*C]DCDQ In An Enteric-Coated Capsule®

Tme D
% M1 M2 MMMB M5 M8 M7 M15 DCDQ  Others®
(hr) No.
2 1 84 ND* 19 12 ND ND 17 11 41
2 28 80 21 29 18 ND 28 1.9 42
4 1 80 68 28 686 ND 66 85 11 25
2 49 12 20 53 13 78 98 21 8.2
8 1 80 ND 43 40 70 ND 83 27 27
2 47 ND 79 ND ND ND 73 ND 8.8
3 87 ND &85 ND ND ND ND ND 5.1
24 1 68 ND 61 ND 17 13 ND 28 0.0
2 21 50 73 ND 58 67 ND ND 7.7
3 64 70 862 ND ND ND ND 23 22
8 1 12 ND 68 ND ND ND ND ND 22
2 87 ND 85 28 ND ND ND ND 5.8
3 ND ND 65 ND ND ND ND ND 47

a:  Profiles for the 2 and 4 hour seamples for dog 3 and 4, and the 8, 24 and 48 hour
samples for dog 4 were not obtalned.

b: Includes non-characterized metabolites

G Not detected
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TABLE 24

Estimated Piasma Concentrations (ng equivaients/mL} Of DCDQANd Metabolites In Dogs
Foliowing A Single 15 Mg/Kg Oral Dose Of [“CJDCDQ In An Enteric-Coated Capsule®

Time Dog
() No. M1 M2 M3+M9 M5 M8 M7 WM15 DCDQ
2 1 304 BQL® 37.8 431 BaQL BQL 622 396
2 320 995 284 36.4 239 BQL 358 232
4 1 400 331 142 33.1 BQL 345 427 525
2 808 192 335 88.8 215 127 157 345
8 1 433 BQL 234 21.7 3790 BQlL 461 145
2 8618 BQL 1030 BQL BQL BQL 953 BAL
3 248 BQL 218 BQL BQL BQL BQL BaAL
24 1 104 BQL 629 BQL 258 202 BaQL 398
2 230 553 808 BQL 621 738 BQL BAL
3 125 135 1210 BQL BAL BQL BQL 438
48 1 560 BaQL 333 BQL BQL BAQL BQL BaAL

2 447 BQL 568 18.8 BQL BQL BQL BalL
3 BQL BQL 462 BQL BQL BAQL BQL BAQL

Data for the 2 and 4 hour samples for dog 3 and 4, and the 8, 24 and 48 hour
samples for dog 4 were not abtained due to low concentrations of circulating
radloactivity; concentrations were estimated based on the total plasma
radioactivity concentrations (Table 21) and the chromatographic distribution of the
radloactivity (Table 23).

Below quantitation limk (1 ng equivalent/mL for plasma).
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URINARY METABOLITE PROFILES

Urine was a major route of elimination of DCDQ In dog, although fecal excretion
waa greater than urinary excretion. Numerous metabolitas were detected in urine.
DCDQ represented an average of lees than 11% of the urinary radloactivity for all time
points (Table 25). The major metabolites Included hydroxy DCDQ metaboiltes (M2 and
M3), an N-oxide DCDQ (M5), an Imine of hydroxy DCDQ (M15), a hydraxy DCDQ
sulfate (M18), a diazepinyl DCDQ carboxylic acid (M17), a hydroxy DCDAQ glucuronide
(M8) and a carbamoyl glucuronide of DCDQ (M8) (Figure 1).
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TABLE 25 Chromatographic Distribution (Percentage) Of Radioactivity In Dog Urine Following Administration Of An Enteric-
Coated Capsule Containing [“CIDCDQ®

Time Dog
(o) No. M1 M2 M3+M9 M5 M8 M7 M5 M8 M7 DCDQ Others
c

08 ND® 10 10 58 13 ND 1 16 1 ND 24
1 83 21 11 ND 61 ND 92 83 41 95 2
2 47 28 14 ND 78 ND 41 33 28 ND 38

824 3 87 28 18 ND 38 ND 23 37 38 11 28
Mean 66 24 13 NA® 58 NA 52 55 35 NA 20
SO 18 28 23 NA 20 NA 36 33 07 NA 8.4
1 44 25 1 85 58 50 ND B84 ND 38 28
2 76 18 14 40 35 82 ND 50 34 ND 3
3 78 2 14 ND 43 92 ND 32 ND 30 37

2448 4 32 21 13 ND 58 34 35 55 57 68 a2
Mean 57 22 13 NA 47 58 NA 55 NA 34 34
s 23 28 12 NA 12 25 NA 22 NA 28 48

988750/9007 OM

682080/5002SN/LDd
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TABLE 25 Chromatographic Distribution (Percentage) Of Radloactivity In Dog Urine Following Administration Of An Enteric-
Coated Capsule Containing [*C]DCDQ*

Time Dog
(hr) No. M1 M2 M3+M8 M5 M8 M7 M15 Mi6 M17 DCDQ Others

3 “The 0-8 hour sampies for dogs 2, 3 and 4, and the 0-24 hour 3 Itincludes a number of non-characterized metabofites
sampie for dog 4 did not have enough radloactivity for profiling. d Not avallable
b ND, not detected

988IS0/900T OM

68T010/S00ZSN/LDd
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FECAL METABOLITE PROFILES

An average of 70.2% of the fecal radloactivity was extracted, while an average of
88.2% of the radioactivity was extracted from Incubations of [“CJDCDQ In blank fecal
homogenate. In fecal extracts, DCDQ was major radicactlve component, representing
54.4% to 96.7% of the total radioactivily. The metabolites detected in feces Included
hydroxy DCDQ (M2, M3 and M10), a keto DCDQ (M18) and an uncharacterized peak
(M20). The most abundant metabolite M18 represented up to 16.4% of the total
radioactivity in fecal extracts. The glucuronide of hydroxy DCDQ (M9) and the
carbamoyl giucuronide of DCDQ (M8) were not detected In fecee. Incubation of
[“C]DCDAQ In fecal homogenate at 37°C for 24 hours showed no obvious degradation
(data not shown).

METABOLITE CHARACTERIZATION BY LC/MS ANALYSES
Mass spectra were obtalned by LC/MS and LC/MS/MS analysis for DCDQ and
Its metabolites. Structural characterization of these compounda is summarized In
Table 26. The mass spactral characterization of DCDQ and its metabolites, from each
of the studies described herain are discussed further below.

TABLE 26
Metabolltes Of DCDQ Identified In Doge By LC/MS Analysls
Retention Site(e) of Metabolite
Metabolite Time (min)® [M+H]" Matabolism Name Matrix®
M1 26.28 245 Diazepanering  Hydroxy DCDQ P, U
M2 29.46 245 Pyridine ring ~ Hydroxy DCDQ P,UF
M3 35.85 245 Cyclopentane ring Hydroxy DCDQ P.UF
M6 58.80 440 Dlazepane ring Carbamate P,U
glucuronide DCDQ
M7 33.74 243 Cyclopentaneor  Keto DCDQ P.U
pyridine ring

Mo 36.12 421 Cyclopentane ring Hydroxy DCDQ P,U
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TABLE 26
Metabolltes Of DCDQ Identified In Dogs By LC/MS Analysis
" Retention Ste(s) of Metabolite
Metabollte Time (min)® [M+H[' Metabolism Name Matrb®
Glucuronide
M15 42.42 243 Cyclopentane or  Hydroxy DCDQ Imine P, U, F
pyridine ring
M18 4426 325 Pyridine and Hydraxy DCDQ U
diazepane ring Sulfate
M17 48.00 257 Pyridine and DiszepinyiDCDQ U
diazepane ring carboxylic acld
M18 4172 243 Diazepane ring Ksto DCDQ F
M19 4524 245 Pyridine or Hydroxy DCDQ F
Benzena rng
PCDQ 53.84 229 P,UF
a:  LC/MS retention times were normalized to LC/MS data fils GU_072303_0004,
GU_072403_0004, and GU_081403_0005
b: Matrix where mestabolitee were detected and characterized by LCMS, P=plasma;

U=urine; B=brain; F=fecea

DISCUSSION

Large individual variations were observed in plasma radicactivity concentrations,
ranging from 4 to 1640 ng equivalents/mL at 2, 4 and 8 hour post-dose. The data are
consistent with the variations In excretion of radioactivity observed in the first 24 hours
post-dose. Urinary excretion varled from 0 o 25% while fecal excretlon ranged from 0 to
23% of the dosed radloactivity In the firet 24 hours post-dose. The highest plasma
radloactivity concentrations occurred at 24 hour except dog 2, where concentration were
the highest at 4 hour post-dose. The variabllity may be assoclated with siow and
prolonged absorption of DCDQ In some dogs, and posslbly the snteric-coated capsules.
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The average blood-to-plasma radioactivity ratio for dog was approximately 0,72
compared with about 1.1 for rat between 2 and B hour post-dose, indicating less uptake
of DCDQ and its metabolltes into biood cells of dog than of rat.

DCDQ was extensively metabolized in dogs as seen In rats, following
administration of an enteric-coated capsule containing ['*CJDCDQ (Figure 1). Oxidative
metabolism was the major metabolic pathway, while formation of a DCDQ carbamoyl
giucuronide, which was not observed in rats, was also observed. DCDQ represented
1.9% to 21% of plasma radioactivity at 2 and 4 hour, [ess than 3% et 8 and 24 hour, and
was not detected at 48 hour post-dose. DCDQ accounted for an average of less than
11% of urinary radioactivity at all time points. In fecal extracts, 54.4% to 98.7% of the
radioactivity was attributed to the parent drug. Plasma metabolites at 2 and 4 hour post-
dose Included hydroxy DCDQ (M1, M2 and M3), an N-oxide DCDQ (M5}, a keto DCDQ
(MT7), a hydroxy DCDQ Imine (M15), a hydroxy DCDQ glucuronide (M9) and the
carbomoyl glucuronide of DCDQ (M8). The majority of radioactivity at 8, 24 and 48 hour
post-dose was atiributed to the hydroxy metabolite M3 and the glucuronide M9, which
wers not chromatographically separated. Metabolites M2, M3, M5 and M6 were also
observed in the In viiro incubation of DCDQ with dog liver microsomes In the presence of
NADPH. Metabolites observed in dog plasma were also detected in dog urine except for
the metabolitte M7. A sulfate conjugate of hydroxy DCDQ (M16) and a diazepinyl DCDQ
carboxylic acld (M17), which were not detected in plasma, were observed In urine
samples. Hydroxy DCDQ metabolites (M2, M3 and M16), a keto DCDQ (M18) and a
hydroxy DCDQ imine were detacted in fecal extracts. Formation of metabolite M6 may
be underestimated due to possibie hydrolysie in the Gi fract. Extensive metaboliem and
prolonged oral absorption of DCDQ probably accounted for the relatively low oral
bloavailablitty of approximately 25.4% in dogs.

Metabolism of DCDQ in dog exhibited some differences from rats (Figure 1).
Some different oxidative metabolites were observed in rats and dogs. Oxidative
metabolites M15, M16, M17, M18 and M18 were not observed In rata, while a hydroxy
metabollte M4, which was obeerved In rats, was not detected in dogs. More phase i
metabolites were obeerved in rats than In dogs. The sulfates M8 and M13, and
sulfamates M12 and M14 were obeerved In rats, but not in dogs. The sulfate M16 wae
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observed In dogs, but not in rats. The carbamoyl glucuronide of DCDQ, which was
detected in dog plasma and urine, was not observed In rat plasma or urine.

In summary, DCDQ was axtensively metaboilzed in dogs, with the oxidative
metabolism as the major metabolic pathway, although formation of a DCDQ carbamoayl
glucuronide was also observed.

METABOLITE CHARACTERIZATION BY LC/MS ANALYSES

Mass spectra were obiained by LC/MS and LC/MS/MS enalysis for DCDQ and
lts metabolites identified in the studies above. The mass spectral characterization of
DCDQ and lts metaboites, from each of the studles, are discuesed below.

DCDQ

The mass spectral characteristica of DCDQ standard were examined for
comparison with the metabolites. In the LC/MS spectrum of DCDQ, a protonated
molecular lon, [M+H]', was observed at m/z 229. The product ions of m/z 226 mass
spectrum of DCDQ obtained from colilslon-Induced dissoclation (CID), and the proposed
fragmentation scheme indicated loss of methyleneamine, ethylidensamine, and
ethylidene-methyl-amine from the molecular lon generated the product lons at m/z 200,
188, and 171, raspectively. Loss of the propene group from the moleculer ion generated
the fragment at m/z 187 and further loss of methyleneamine and ethylideneamine
generated the fragments ions at m/z 158 and 144. Lass of the cyclopentyl-
methyleneamine group generated the fragment lon at m/z 132.

METABOLITE M1: FROM IN VITRO, AND IN VIVO RAT AND DOG STUDIES

The [M+H]" for M1 was observed at m/z 245. The product ions of m/z 245 mass
spectrum of M1 and the proposed fragmentation acheme Indicated an Increase of 16 Da,
suggesting monohydroxylation. Loes of propene from the molecuiar ion generated the
fragment at m/z 203, which was 18 Da higher than the comesponding ion at m/z 187 for
DCDQ. The fragment lons at m/z 171 and 188 were the same as in the product ion
apectrum of DCDQ, indicating that the hydroxylation occurred in the diazepane portion of
the molecule as shown, Therefors, M1 was proposad to bs hydroxy DCDQ.
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METABOLITE M2: FROM FROM IN VITRO, AND IN VIVO RAT
AND DOG STUDIES

The [M+H]' for M2 wae observed at m/z 245. The product ions of m/z 245 mass
spectrum of M2 and the proposed fragmentation scheme Indicated an Increase of 18 Da,
suggesting monohydroxylation. Loss of propene from the moleculer lon generated the
fragment at m/z 203, which was 16 Da higher than the corresponding ion at m/z 187 for
DCDQ. This indicated that the cyclopentane ring was not the site of biotransformation.
The fragment lon at m/z 132 was the same for DCDQ Indicating that the diazepane
portion was not the site of blotransformation. The fragment lons at m/z 160 and 184
were 2 Da less than the corresponding lons for DCDQ at m/z 171 and 188, respectively,
indicating loes of H,O from the pyridine ring as a resuit of hydroxylation. Therefore, M2
was proposed to be hydroxy DCDQ.

METABOLITE M3: FROM IN VITRO, AND IN VIVO RAT AND DOG STUDIES
The [M+H]" for M3 was observed at m/z 245. The product ions of m/z 245 mass

spectrum of M3 and the proposed fragmentation scheme Indiceted an increase of 16 Da,
suggesting monohydroxylation. Logs of ethylideneamine generated the fragment at
m/z 202, which was 18 Da higher than the cormesponding lon at m/z 188 for SAX-187.
The fragment ions at m/z 158 and 144 were the same as In the product lon spectrum of
DCDQ. This indicated that the hydroxylation occurred in the cyclopentane portion of the
molecule as shown. Therefore, M3 was proposed to be hydroxy DCDQ.

METABOLITE M4: FROM IN VITRO AND IN VIVO RAT STUDIES

The [M+H]' for M4 was observed at m/z 245. The product lons of m/z 245 mass
spectrum of M4 and the proposed fragmentsation scheme Indicated an increase of 18 Da,
suggesting monohydroxylation. Loas of H;O from the molecular lon generated the
fragment at m/z 227. The product ion at m/z 144 was also observed for DCDQ,
Indicating that the hydroxylation occurred in the cyclopentane portion of the molecule as
shown. This was also coneistent with the presence of the m/z 184 product ion,
genaratad by loss of ethylldeneamine and H,O from the corresponding ion at m/z 186 for
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DCDQ. The measured accurate mass for this ion was 184.1120 Da, which was within
3.8 ppm of the theretical mass for CisH:4N. Therefore, M4 was proposed to be hydroxy
DCDAQ.

METABOLITE M5; FROM IN VITRO STUDIES

The [M+H]" for M5 was observed at m/z 243. The measured accurate mass for
M5 was 243.1478 Da, which was within 7.9 ppm of the theoretical mass for C.sHoN2:O.
This corresponded to the addition of one oxygen and loas of two hydrogen atome
compared with the molecular formula for DCDQ. A fragment fon st m/z 130 was 2 Da
less than the corresponding lon for DCDQ, suggesting the formation of the imine.
LC/MS with D;O substituted for H,O in the mobile phase confirmed that no
exchangeable protons exlsted for M5, indicating that M5 was an N-oxide. Therefore, M5
was proposad to be the N-oxide of DCDQ imine.

METABOLITE M6: FROM IN VITRO AND IN VIVO DOG STUDIES
The [M+H]' for MB was observed at m/z 449. The product lons of m/z 448 mass
spectrum of M8 and the proposed fragmentation scheme indicated a loes of 176 Da from
the molecular lon generatad a fragment at m/z 273, Indicating that M5 was a glucuronide
conjugate. Further loss of 44 Da from miz 273 generated m/z 226, which was aleo the
molecular lon for DCDQ. Therefore, M8 was proposed to be the carbamoyl glucuronide
of DCDQ.

METABOLITE M7: FROM IN VITRO AND IN VIVO RAT AND DOG STUDIES

The [M+H]' for M7 was observed at m/z 243. The product ions of m/z 243 mass
spectrum of M7 and the proposed fragmentation scheme indicated loss of
methyleneamine, sthylldeneamine from the molecular lon generated the product ione at
m/z 214 and 200, which were 14 Da more than the cormeaponding lons at m/z 200 and
186, respectively, for DCDQ. This suggested the addition of one axygen atom and loaa
of two hydrogen atoms from DCDQ. The product lons at m/z 132, 144 and 158 were the
same as DCDQ, which indicated that the blotransformation occurred In the pyridine and
cyclopentane rings. LC/MS with D;O substituted for HzO In the moblle phase confimed
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that there was only one exchangeable proton for M7, which was from the NH group in
the dlazepane ring. Therefore, M7 was proposed to be a keto DCDQ.

METABOLITE M8: FROM IN VIVO RAT STUDIES

The [M+H]" for M8 wae observed at m/z 325. The product lone of m/z 326 mass
spectrum of M8 and the proposad fragmentation scheme Indicated a loss of propene
from the molecular ion generated the product ion at m/z 283, Indicating the
biotransformation did not accur on the cyciopentane ring. Logs of methyleneamine,
ethylideneamine from the product ion at m/z 283 and subsequent loss of sulfaie group
generated the product lons at m/z 158 and 144, respectively. Loss of ethylideneamine
from the molecular lon generated the product jon at m/z 282 and subsequent loss of the
sulfonate group and H,O generated the product ions at m/z 202 and 184, respectively.
The fragment ion at m/z 132 was the same as for DCDQ indicating that the dlazepane
portion was not the slte of blotransformation. Therefore, M8 was proposed to be sulfate
conjugate of hydroxy DCDQ.

METABOLITE M9: FROM IN VIVO RAT AND DOG STUDIES

The [M+H]" for MO was observed at m/z 421. The product lons of m/z 421 mass
apectrum of M9 and the proposed fragmentation scheme indicated a loss of 178 Da from
the molecuiar ion generated the fragment fon at m/z 245, which indicated
glucuronidation of hydroxy DCDQ. Loes of ethylidensamine and glucuronic acld
generated the fragment at m/z 202, which was 16 Da higher than the corrasponding ion
at m/z 186 for DCDQ. The fragment ion at m/z 187 suggested that the biotransformation
occurred in the cyclopentane ring. Thersfore, M@ was proposed to be a glucuronide of
hydroxy DCDQ.

METABOLITE M10
The [M+H]* for M10 was observed at m/z 245, The product ions of m/z 245
mass spectrum of M10 and the proposad fragmentation scheme Indlcated an increase of
18 Da, suggesting monohydroxylation. The fragment lons at m/z 171 and 186 were the
same as in the product lon spectrum of DCDQ, Indicating that the hydroxylation occurred
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in the diazepane portion of the molecule as shown. Therefore, M10 was proposed to be
hydroxy DCDQ.

METABOLITE M11: FROM IN VIVO RAT STUDIES

The [M+H]" for M11 was observed st m/z 287. The product ions of m/z 287
mass spectrum of M11 and the proposed fragmentetion scheme indicated a loss of H;O
from the molecular ion generated the fragment lon at m/z 280. Further loss of 42 Da
generated m/z 227, which Indicated acetylation. The fragment ions at m/z 171 and 186
were the aame as In the product ion spacirum of DCDQ, indicating that the
biotransformations occurred In the diazepane portion of the molecule as shown.
Therefore, M11 was proposed to be acstyiated hydroxy DCDAQ.

METABOLITE M12: FROM IN VIVO RAT STUDIES
The [M+H]J' for M12 was observed at m/z 309. The product lons of m/z 309
mass spectrum of M12 indicated a loss of 80 Da generatad the product lon at m/z 229,
which is the molecular lon of DCDQ. This Indicated sulfation. Further loss of
methyleneamine, ethylideneamine generated the product lons at m/z 200 and 188,
which were the same for DCDQ. Therefore, M12 was proposed to be the N-sulfate of
DCDQ.

METABOLITE M13: FROM IN VIVO RAT STUDIES
The [M+H]" for M13 was observed at m/z 326. The product lons of m/z 325
mass spactrum of M13 and the proposed fragmentation acheme Indicated a loss of B0
Da from [M+H]' ylelded m/z 245 which was 18 Da larger than the [M+H]' for DCDQ.
This Indicated that M13 was a sulfate conjugate of hydroxy DCDQ. Therefore, M13 was
proposed to be sulfate conjugate of hydroxy DCDQ.

METABQLITE M14: FROM IN VIVO RAT STUDIES
The [M+H]" for M14 was observed at m/z 305. The product lona of m/z 305
mass spectrum of M14, the product lons of m/z 225 mass spectrum and the proposed
fragmentation scheme for M14 Indicated a lose of 80 Da from the molecular lon



73

WO 2006/052886 PCT/US2005/040289

nnisg

generated the lon at m/z 225, which indlcated that M14 wase a sulfate. Further lose of
ethylideneamine, and ethylidene-methyl-amine generated the product ions st 182 and
187, respectively, which were 4 Da less than the commeeponding ions for DCDQ at m/z
186 and 171, respectively, which indicated metabollem of the cyclopentane group.
Therafore, M14 was proposed to be the sulfate conjugate of di-dehydro DCDAQ.

METABOLITE M15: FROM IN VIVO DOG STUDIES

The [M+H]' for M15 was obeerved at m/z 245. The product lons of m/z 245
mass apactrum of M15 and the proposed fragmentation scheme indicated a fragment
ion at m/z 187 was 18 Da more than the cormresponding lon at m/z 171 for DCDQ,
Indicating hydroxylstion of the cyclopentane or the pyridine ring. The fragment lon at
m/z 130 was 2 Da less than the cormesponding ion for DCDQ Indicating the formation of
Imine. LC/MS with D,0 substituted for H;O in the mobile phase confirmed that there
was only one exchangeable proton for M15. Therefore, M15 was proposed to be
hydroxy DPCDQ Imine.

METABOLITE M16: FROM IN VIVO DOG STUDIES

The [M+H]' for M16 was observed at m/z 325. The product lons of m/z 3256
mass spectrum of M13 and the proposed fragmentation scheme indicated a loss of
80 Da from the molecular lon generated the product ion at m/z 245, indicating sulfation.
Loss of propena from tﬁe molecular ion generated the product ion at m/z 283, indicating
the biotransformation did not occur on.the cyclopentane ring. Losas of ethylideneamine
generated the product ion at m/z 282 and subsequent loss of sulfats group and Hz;O
generated the product lons at m/z 202 and 184 respactively. The product ion at
m/z 148, 16 Da more than the comesponding lon at 132 for DCDQ, and the m/z 282
product lon Indicated that the hydraxylation occurred in the benxyl group of the molecule
as shown. Therefore, M18 was proposed to be sulfate conjugate of hydroxy DCDAQ.

METABOLITE M17: FROM IN VIVO DOG STUDIES
The [M+H]' for M17 was observed at m/z 257. The measured accurate mass of
[M+H]" was 257.1292 Da, which was within 0.8 ppm of the theoretical mass for
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CisHi7N20;. This corresponded to the addition of two oxygen atoms and loss of

4 hydrogen atoms compared to the molecular formula of DCDQ. Loss of 44 Da from the
molecular lon generated the fragment at m/z 213. The measured accurate mass of this
fragment was 213.1376 Da, which was within 7.8 ppm of the theorslical mass for
CyHpNa. This confirmed that the loss of 44 was from the neutral loss of CO;, indicating
that M17 was a carboxylic acid. Further loes of cyclopentene, pentane, propene and
HCN from m/z 213 generated the fragments at m/z 145, 171 and 186 respactively. The
product lon at m/z 130 was 2 Da lesa than the comesponding lon at m/z 132 for DCDQ
indicating the formatlon of an imine. LC/MS with D20 substituted for Hz0 in the moblle
phase confimed that there was only one exchangeable proton for M17, which was from
the carboxylic acid group. Therefora, M17 was proposed to be Banzo-dlezepinyl-
cyclopentanecarboxylic acld (diazepinyl DCDQ carboxyllc acld).

METABOLITE M18: FROM IN VIVO DOG STUDIES

The [M+H]' for M18 was obeervad at m/z 243. The product lons of m/z 243
mass spectrum of M18 and tht_a proposed fragmentation scheme Indicated a loss of
propene and ethylldaneamlné groupa from the molecuiar ion generated the product ion
at m/z 158. Loss of methyleneamine, ethylldeneamine from the molecular ion generatsd
the product ions at m/z 214 and 200, which were 14 Da more than the cormesponding
lons at m/z 200 and 1886, respectively, for DCDQ. This suggested the addition of one
oxygen atom and loss of two hydrogen atome from DCDQ. The product lon at m/z 148,
14 Da more than the corresponding lon at m/z 132 for DCDQ, and the m/z 200 product
lon Indicatad that the modification occurred on the benzyl group. LC/MS with DO
substituted for H;O In the moblle phase confimed that there was only one exchangeable
proton for M14, which was from the NH group In the diazepane ring. Therefore, M18
was propesad ta be a keto DCDQ.

METABOLITE M18: FROM IiN VIVO DOG STUDIES
The [M+H]' for M19 was obaerved at m/z 245. The product lons of m/z 245
maes spectrum of M19 and the proposed fragmerntation acheme indicated an increase of
16 Da, suggesting monchydroxylation. The product Jona at m/z 218, 202 and 187 were



7Y

WO 2006/052886 PCT/US2005/040289
nnv+o.o

18 Da more than the comesponding ions at m/z 200, 188 and 171, respectively, for
DCDQ, Indicating that diazepane group was not the site of modification. Loss of
propene from the molecular ion generated the fragment at m/z 203 and further loss of
methylenaamine and ethylideneamine generated the fragment ions at m/z 174 and 160.
These were 18 Da more than the comesponding lona for DCDQ, Indicating that
hydroxylation occurred at sither the benzene or pyridine group. Therefore, M10 was
propased to be hydroxy DCDQ.

PRODUCT P3: FROM IN VIVO STUDIES
The [M+H]" for P3 was obeerved at m/z 227. The product lons of m/z 227 mass
spectrum of P3 and the proposed fragmentation scheme indicated the molecular weight
for P3 was 2 Da less than DCDQ suggesting the formation of a double bond. The
fragment ion at m/z 130 was 2 Da leas than the corresponding lon for DCDQ, suggesting
the formation of an Imine. Therafore, P3 was proposed to be DCDQ Iimine.

IDENTIFICATION OF METABOLITES M7, M8 AND M13 IN RAT URINE
FOLLOWING A SINGLE ORAL 50 MG/KG ADMINISTRATION OF DCDQ

SYNOPSIS

This study was designed to obtain ret urine for metabolite isolation and to obtain
more epecific structural Identification for selected metabolites of DCDQ. Three male and
three female rats were given a aingle 50 mg/kg dose of DCDQ. Urine was collected at
0-12 and 12-24 hour intervals. DCDQ metabolites M7 (ksto DCDKQ), M9 (hydroxy DCDQ
glucuronide) and M13 (hydroxy DCDQ sulfate) were isolated from the urine by a two
stage semi-preparative HPLC method In low microgram quantitiss sufficient for NMR
spectroscopic analyeis. Based upon MS and NMR epeciroscopic analysis the site of
metaboliam for M7 and M13 was at 17 position 17. The s&ite of metabolism for M9 was at
poeltion 13,
INTRODUCTION

When Incubated with rat liver microsomes In the presence of NADPH and
UDPGA, ['“C]DCDQ was converted to several oxidative metabolites. A previous
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metabolism atudy In rats showed that DCDQ was exisnsively matabolized and oxidative
metaboliem was the major metabolic pathway in rats. Phase Il metabolites Including a
sulfate and a glucuronide of hydroxy DCDQ were also detectsd in rate. The present
study was designed to obtain rat urine for metabolits Isolation and to obtain more
apacific structural ldentification for selected metabolites of DCDQ.

MATERIALS AND METHODS
Materials

DCDQ hydrochioride was synthesized by Wyath Research as described above.
Polysorbate 80 was obtained from Mallinckrodt Baker (Phillipsburg, NJ) and
methylcellulose wae from Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI). Solvents used for extraction
and for chromatographic analysis were HPLC or ACS reagent grade from EMD
Chemicals (Glbbstown, NJ). Deuterated dimsthyl sulfoxide (DMSO-d8) was purchased
from Cambridgs Isotope Laboratorias (Andover, MA). NMR fubes {3mm) were
purchased from Wimad Glass Co. (Buena, NJ).

METHODS

DRUG ADMINISTRATION AND SPECIMEN COLLECTION

Dose preperation, animal dosing and spscimen collection wers performed at
Wyeth Research, Collegevilie, PA. The doss vehicle contalned 2% (vAv) Twean 80 and
0.5% (viv) methylcellulose in water. On the day of dosing, non-labeled DCDQ (205.7
mg) was dissolvad In the vahicle to a final concentration of approximately 10 mg/mL.

Three male rate weighing from 413 to 474 grame and three female rats welighing
from 272 to 200 grame at the time of dosing were purchased from Charies River
Laboratories (Wilmington, MA). Non-fasted rats were given a single 50 mg/kg target
dose of DCDQ at a volume of 5.0 mL/Xkg via Intragastric gavage. Animals were provided
standard rat chow and water ad libitum, and were kept in metabolism cages individually.

Urine was collected into containaers on dry ice at 0-12 and 12-24 hour intervals,
and siored at approximately -70°C until fraction coliection.



7S

WO 2006/052886 PCT/US2005/040289

NNLIEL

ANALYSIS OF RAT URINE BY LIQUID CHROMATOGRAPHY/MASS
SPECTROMETRY

Rat urine samples were analyzed by LC/MS to characterize the DCDQ
metabolites present In the rat urine samples used for metabolite isolation. The HPLC
system used for LC/MS analysis wae an Aglient Model 1100 HPLC system (Agllent
Technologles, Palo Alto, CA) equipped with a binary pump, autosampler and diode array
UV detector. The autosampler temperature was set to 10°C. The UV detector was set
to monitor 190 to 400 nm. Separations were accomplished with a Supelco Discovery
C18 column (250 x 2.1 mm x § ym). The column temperature was 20°C. The mobile
phase gradient program used was a8 described below.
Mobile phase A: 10 mM Ammonium acetate in water, pH 4.5
Mobile phase B: Methanol

Table 27: HPLC Gradient
Mobile Phase A Mobile Phase B

Time (min) %) | %)
0 20 10

6 ) 80 20

35 70 30

a5 15 85

80 15 85

81 80 10
100 80 10

The mass spectrometer used for metaboiltte characterization was a Finnigan LCQ
ion trap mass spectrometer (ThermoElectron Corp., San Jose, CA). It was equipped
with an electrospray lonization (ESI) Interface and operated In the positive ionization
mode. Settings for the maes spectrometer are listed below.

Table 28 Finnigan LCQ ion Trap Mass Spectrometer Settings
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Nebulizer gas 80 arb. units
Auxllary gas 10 arb. units
Spray voliage 35KV

Heated capillary temp. 200°C
Full scan AGC selting 4x10"
Relative collision energy 30%

METABOLITE ISOLATION BY LIQUID CHROMATOGRAPHY

The HPLC system used for metabolite Isolation conslsted of @ Waters Prep LC
4000 pump, a Watere 27687 Sample Manager for sample Injection, Waters 968 diode
array UV detector and a Gllson FC204 fraction collector (Gllson, Inc., Middleton, WI).
The UV detector was sat to moniltor 210450 nm. The fraction collector was set to
collect fractions at 1 min intarvals. The HPLC moblle phase gradient was as described
above for LC/MS analysis empt that the flow rate was 4.7 mL/min. Moblle phases
were as described below for each HPLC Condltion. No mass spectral analysis was
conducted during fraction collection.

Two HPLC Conditions ware used to lsolate metabolites. HPLC Condition 1 was
used to fractionate metabolites from rat urine. HPLC Condition 2 was used to further
purify the DCDQ metabolite fractions collected using HPLC Condition 1. The columns
and moblie phases used for HPLC Conditions 1 and 2 are [lsted below.

HPLC Condition 1

Column: Supelco Discovery C18 semi-preparative column (250 x 10 mm, 5 um)

(Supelco, Bellefonte, PA).

Moblie phase A: 10 mM Ammonium acetate in water, pH 4.5

Mobile phase B: Methanol.

HPLC Condition 2

Column: Zorbax SB-CN semi-preparative column (250 x 8.4 mm, 5 pm) (Agllaﬁt
Technologles)

Moblle phase A: 0.02% Trifluoroacetic acld in water

Moblie phase B: 0.02% Trifluoroacetic acid in methanol
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Fractions contalning metabolltes M7, M8 and M13 from HPLC Condition 2 were
combined and evaporated to dryness under nitrogen using a Zymark TurboVap (Callper
' Lite Sclences, Hopkinton, MA). Dried metabolltes were submitted for NMR
spectroscopic analysis.

NUCLEAR MAGNETIC RESONANCE (NMR) SPECTROSCOPY ANALYSIS OF
ISOLATED M7, M8 AND M13

For NMR speciroacopy, samples of lsolated DCDQ metabolitas M7, M8 and M13
wera each dissolved In 150 pL of 100% DMSO-d6 and transfemred 1o individual 3 mm
NMR tubes under a nitrogen gas atmosphere. One-dimensional (1D) proton NMR and
two-dimensional (2D) NMR (COSY, ROESY) data were collected on a Varian Inova 500
MHz NMR spectrometer (Palo Alto, CA) equipped with a Nalorac 5mm z-gradient
indirect detection probe (Varian).

Data Analysis

ThermoFinnigan Xcalibur software (version 1.3) was used to control the LC/MS
systam and analyze LC/MS data. Micromass MassLynx software (version 4.0) was used
for control of the HPLC equipment used for fraction collection. NMR spectroscopic data
were collected, processed and displayad using the VNMR program (version 6.1C,
Varian).

RESULTS
DCDQ METABOLITE CHARACTERIZATION BY LC/MS AND
NMR SPECTROSCOPY

In this study, DCDQ matabolites M7, M8 and M13 were [solatsed in sufficient
amounts to conduct NMR spectroscopic analysis for more detalled structural
characterizations. The structural identifications for M7 (keto DCDQ), M8 (hydroxy
DCDQ glucuronide) and M13 (hydroxy DCDQ sulfate) presented In this report shall
repiace those praseﬁbd in previous reports. Structures of DCDQ, M7, M8 and M13,
along with their NMR numbering echemes, are summarized in Figure 5. identification of
M7, M@ and M13 by mass and NMR spectroscopy Is discussed below.
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DCDQ

The mass spectral and NMR characteristics of DCDQ etandard were examined
for comparison with the metabolites. In the LC/MS spectrum of DCDQ, a protonated
molecular ion, [M+H]", was observed at m/z 220, The product ions of m/z 220 mass
spectrum of DCDQ obtalned from collision-induced dissaclation (CID), and the proposed
fragmentation scheme Indicated a losa of methylaneamine and ethylideneamine from the
molecular ion generated the product lons at m/z 200 and 188, respectively. Loes of
propene from the molecular ion generatad m/z 187 and further ioss of ethylideneamine
generated m/z 144. Losa of the cyclopentyl-methyleneamine group generated the
m/z 132 product lon.

Table 20 summarizes the THNMR chemical shift data for DCDQ. These data
were used for comparison with the isolated metabollies.

Tabie 28, 'H Chemical Shifts for DCDQ in DMSO-d,

Atom Number &'H
(ppm)™*

2 3.40,3.10
3 3.19,3.13
4 9.88, 8.77 (salt)
5 4.20,4.07
B 2.04

10 2.23

11 3.08, 2.66
12 7.18

13 6.91

14 7.24

15 2.19,1.34
16 1.85, 1.55
17 2.00,1.28

“=Chemical shifts are referenced to resiiual Internal TMS (0.0 ppm) for 'H.
b.Several proton assignments could not be made bacause of overiep In the 3.35 to
3.15 ppm reglon.
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Metabolite M7

The [M+H]+ for M7 was observed at m/z 243. The product ions of m/z 243 mass
spectrum of M7 and the proposed fragmentation scheme indicated a loss of
methyleneamine, ethylidenaamine from the molecular lon generatad the product lons at
m/z 214 and 200, respectively, which were 14 Da larger than the corresponding lona at
m/z 200 and 1886, respectively, for DCDQ. This suggested the addition of one oxygen
atom and loes of two hydrogen atoms from DCDQ. The product lone at m/z 132, 144
and 158 were the same as for DCDQ, which indicated the site of biotransformation as
the cyclopentane ring.

Table 30 lists the chemical shifts and assignments for M7. The metabolite was
assigned using information from the 1D NMR spectrum and the 2D COSY spectrum.
The 1D *H NMRspectrum showed that the aromatic ring was Intact with three aromatic
resonances coupled in series. With the available data, it was not possibie to distinguish
H12 from H14. The protons in the dizaepine ring were assigned from the salt
resonancea (H4) at 8.10 and 8.62 ppm. The 2D COSY data showed that these protons
were coupled to the protons at 3.20 ppm (H3) and 4.18 and 4.15 ppm (H5). The H3
protons were also coupled o protons at 3.34 and 3.08 (H2). Theee results confimed
that the dizaepine ring was intact.

Table 30. 'H Chemical Shifts for Metabolite M7 in DMSO-d,

Atom Number 5H
(ppm)*

2 3.34, 3.08
3 3.20

4 9.10, 8.62
5 4.18,4.15
9 3.47

10 2.59

11 3.18, 3.01
12 7.23

13 7.01

14 7.35°

15 2.53,1.78

16 2.32 2.14
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. “Chemical ehifts are referenced to reskdual internal DMSO-d, et 2.49 ppm for 'H.
"The assignments for H12 and H14 might be Interchanged.

The 1D 'H NMRspecirum also showed a change occurred In the cyclopentyl
region versus DCDQ because there were three resonances upfleld of 2.5 ppm while for
DCDQ, there were sevan resonances. The assignment of the remalning protons began
with the H11 protons. The resonances at 3.168 ppm and 3.01 ppm were assigned to H11
based on comparison to the coupling constants observed for DCDQ. The resonance at
3.01 ppm was a triplet and the resonance at 3.18 ppm was a doublet of doublets. These
were also observed for DCDQ. The H11 protons were both coupled to a resonance at
2.59 ppm (H10). The H10 resonance was coupled to one other resonance at 3.47 ppm
(H8). The H9 resonance was coupled to a methylene palr at 2.53.ppm and 1.76 ppm
{H15). The H15 resonances were coupled to ancther methylena pair at 2.32 ppm and
2.14 ppm (H16). There were no resonances assignable to H17, which indicated the site
of metabolism as the C17 position. The downfield ehlit of the H18 protons would be
consistent with a carbonyl oxygen at C17. Therefore, M7 was Identified as 17-keto
DCDQ.

Metabollte M8

M9 generated @ [M+H]* at m/z 421. The product lons of m/z 421 mass spectrum
of M8 and the proposed fragmentation scheme indicated a loss of 178 Da from the
molecular lon generated m/z 245, 18 Da larger than the DCDQ molecular ion, which
Indicated glucuronidation of hydroxy DCDQ. Loss of ethylideneamine from [M+H]"
yielded m/z 378. This indicated an unchanged ethyleneamine molety. Loss of
glucuronic acid (178 Da) from m/z 378 ylelded m/z 202, which was 18 Da higher than
the corresponding ion at m/z 186 for DCDQ. This eliminated the three methylene groupa
of the cyclopropane ring as sites of metabolism. The product lon at m/z 203 wae 16 Da
larger than the correaponding lon at 187 for DCDQ. These data were consistent with
efther the benzyl or tetrahydropyridine group as the site of metabolism.
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Table 31 lists the NMR chemical shifts and assignments for M9 using the
numbearing acherne In Figure 5. Much of the metabolite could be assigned using
Information from the 1D NMR spectrum and results from 2D COSY analysis, showing
the through-bond comelations in M9, and ROESY analysls, showing through-space NOE
close contacts in M9, experiments. The resonances from the methylene protons on C2
were not assigned because of overlap. Their resonances were located between 3.35
ppm and 3.16 ppm. The upfleld regions of the NMR spectra for M8 DCDQ were
identical. Further analg;sls of this region using a COSY experiment confimed that the
pentyl ring system was Intact. Also visible in the 1D 'H NMR spectrum for M@ were the
resonances from the glucuronic acid. Several of these resonances could not be
unambiguously assigned because of spectral overlap. There was an adequate amount
of metabolite for the unassigned protons to resonate in the 3.35 to 3.15 ppm reglon.

Table 31. 'H Chemical Shifts for Metabollte M8 in DMSO-ds

Aton Number 5H
_(ppm)*"
3 2.18, 3.01
4 9.11, 8.55
5 4.18,4.11
9 2.83
10 2.24
11 3.02, 2.62
12 6.04
14 8.91
15 2.19, 1.32
18 1.63, 1.52
17 2,00, 1.23
18 4.95
19 3.84
20 3.37

“SChemical shifis are referenced to residual intermal DMSO at 2.4 ppm for 'H.
bSeveral proton assignments could not be made because of overlap In the 3.35 to
3.15 ppm reglon.

Inspection of the 500 MHz 1D 'H NMR spectrum showed that the resonances for
the aromatic reglon were changed from the NMR spectrum of DCDQ. Two of these
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aromatic resonances remained from the three for DCDQ. Coupling at 2.5 Hz between
theae aromatic resonances ls characteristic of a mefa orlentation betwean the protons.
This placed the glucuronic acid at the C13 posltloﬁ. The location of the glucuronic acid
was further supported by the results of a ROESY experiment that showed H12 had
NOEs to the H5 proton and H14 had an NOE to H9. These resulta positioned H12 and
H14 at opposlte ends of the aromatic ring. Both aromatic protons also had NOEs to the
anomeric proton of the glucuronic acld ring. All these results were consistent with the
glucuronic acid conjugation being at C13.

Metabolite M13

The [M+H]* for M13 wae observed at m/z 325. The product lons of m/z 325
mass spectrum of M13 and the proposed fragmentation scheme Indicated a loss of 80
Da from [M+H]' ylelded m/z 245, which was 18 Da larger than [M+H]" for DCDQ. This
indicated that M13 was a sulfate conjugate of hydroxy DCDQ. Loss of ethylideneamine
from the molecular lon ylelded m/z 262. The presence of product ione at m/z 144 and
132, aiso observed for DCDQ, indicated that one of the three methyiene positions of the
cyclopentane ring wae the alte of metabollem.

Table 32 lists the chemical shifts and assignments for M13. The metabolite was
assigned using information from the 1D 'H NMR spectrum, 2D COSY spectrum and 2D
ROESY spectrum. The 1D 'H NMR spectrum for M13 showed that the aromatic ring
was ntact with three coupled protons at 7.15 ppm (H12), 6.91 ppm~(H13) and 7.23 ppm
(H14). The assignments were confirmed by observing an ROE from H12 to the
resonances at 4,17 ppm and 4.14 ppm which were Identified as H5. The protons In the
dizaepine ring were assigned from the salt resonances (H4) at 9.04 and 8.57 ppm. The
2D COSY data showed that these protons were coupled to the protons at 3.22 ppm and
3.20 ppm (H3) and 4.17 and 4.14 ppm (H5). The H3 protons were also coupled to
protons at 3.34 and 3.14 (H2). These resauits confimed that the dizaepine ring was
intact

Table 32. 'H Chemical Shifta for Metabolite M13 in DMSO-d,
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Atom Number 5H
{ppm)*
2 3.34, 3.14
3 3.22,3.20
4 8.10, 8.82
5 417,414
9 a.15
10 240
1 3.23, 268
12 7.15
13 6.91
14 7.23
15 2.28,1.33
18 1.7, 1.67
17 4,20

a. Chemical shifts are referenced to residual Intemal DMSO at 2.49 ppm for 'H.

The 1D 'H NMR spectral data (Table 32) showed that a change occuited in the
cyclopentyl region because there were flve resonances upfield of 2.5 ppm for M13 while
in the DCDQ NMR spectrum, there were seven resonances. The protone at position 11
were assigned based on thelr similarity to those for DCDQ. The friplet resonance at
2.68 ppm was unique to DCDQ. This resonance was coupled to a resonance at 3.23
ppm (H11) and another at 2.40 ppm (H10). H10 was coupled to a reaonance at 3.15
ppm (H8) and weakly coupled to 4.28 ppm (H17). HB was coupled to a methylene pair
at 2.26 ppm and 1.33 ppm (both H15). This methylene pair was coupled to a second
methylene pair at 1.87 ppm and 1.67 ppm (both H16). The H16 methylene was coupled
to H17. One proton was missing from the cyclopentane ring and the large downfield
shift of the remalning proton wans indicative of 2 nearby heteroatom. All these data were
conslstent with the sulfate group present at the C17 position. Therefore, M13 was
identified as 17-hydroxy DCDQ suifate.

DISCUSSION

The present study was designed to obtain rat urine for metabolite isolation and {o
obtaln more specific structural identification for sslected metabolites of DCDQ. Three
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male and three female rats were given a single 50 mg/kg dose of DCDQ. Urine was
collected at 0-12 and 12-24 hour Intervals. DCDQ metabolitee M7 (keto DCDQ), M9
(hydroxyl DCDQ glucuronide) and M13 (hydroxyl DCDQ sulfate) were Isolated from the
urine by a two stage semi-preparative HPLC method In low microgram quantities
sufficlent for NMR spectroscopic analysle. Based upon MS and NMR spectroacopic
analysls the alte of metabollsm for M7 and M13 was at 17 position 17. The site of
metabolism for M8 was at position 13. The structural Identifications for M7, M9 and M13
Identified through thia study further refine those of the In vivo rat study discussed above.

IN VIVO METABOLISM OF ['%C] DCDQ IN HEALTHY HUMAN
SUBJECTS FOLLOWING ORAL ADMINISTRATION

The metabolite profiles of DCDQ in plasma and urine of healthy human subjects
recelving a single or multiple oral doses of DCDQ at various dosages were determined.
In addition, relative concentrations of the major DCDQ metabolite (M6, carbarmoyl
glucuronide) were determined In selected samples.

DCDQ and saveral DCDQ metabolites were Identified In plasma and urine.
DCDQ carbamoyl glucuronide (M6) was the predominant drug-related component in
both plasma and urine. DCDQ Imine N-oxide (M5), unchanged DCDQ, DCDQ imine
(P3) and other relatively minor drug-related components were alsc observed In plasma.
Unchanged DCDQ, DCDQ N-oxide glucuronide (M40), hydroxyl DCDQ giucuronide
(M38), hydroxyl DCDQ carbamoyl glucuronide (M37) and a number of other relatively
minor drug-related components were excreted in urine.

The concentrations of M8 In plasma increased with Increased dosage, and large
Individual variations were observed. Plasma M6 concentrations decreased over time
from 6 to 24 hour post-dose. The ratios of M8-to-DCDQ plasma concentrations were
higher at 8 hour than at 12 and 24 hour post-dose. At 8 hour post-doss, the average
ratios ranged from 35.4 to 78.8. There were no statistically significent differences In M8
concentrations and the M6-t0-DCDQ ratica batween fasted and fed subjects recelving
300 mg of DCDQ. The average M6-to-DCDQ ratios ranged from 84 to 1018 in urine.

The results show that DCDQ underwent phase | and phaee Il matabollem in
healthy human subjects recelving DCDQ orally, and carbamoyl glucuronidation was the
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major metabolic pathway. In contrast to animal studies, formation of the carbamay!
glucuronide (M6) was the major metabolic pathway In humans, and M6 was the
predominant drug-related metabolite in human plasma and urine.

MATERIALS AND METHODS
METHODS

DCDQ hydrochioride with a chemical purity of 98.6% was synthesized by Wyeth
Research (Pearl River, NY). DCDQ carbamoyl glucuronide was synthesized by
Chemical Development at Wyeth Research (Montreal, Canada), and had a purity of
85.5%. The intemal standard (d,-DCDQ, lot L27347-140-A) was synthesized by the
Radlosynthesis group at Wyeth Research (Peari River, NY). The reported deuterium
distribution was do-ds 0%, ds 0.1%, d; 2.7%, and dy 87.1%. Solvents used for extraction
and for chromatographic analysis were HPLC or ACS reagent grade from EMD
Chemicals (Gibbstown, NJ). .
METHODS

DRUG ADMINISTRATION AND SPECIMEN COLLECTION

Drug administration and specimen coliection were performed In a randomized,
double-blinded, placebo-controfled, ascending single dose study of the safety,
tolerability, pharmacokinetics, and pharmacodynamics of DCDQ adminiséered orally to
healthy subjects and subjects with schizophrenia and schizoaffective disorder. The
spectmens were stored at approximately —70 °C untll analysis for metabolite profiles and
for ratios of carbamayl glucuronide (M6) to DCDQ.

P RE] TI|ON
Two subjects with medium and high exposure to DCDQ In the 25 mg multiple
ascending dose study were aiso analyzed by LC/MS for metabolite profiles. The 8 hr
plasma samples collected on day 1 and day 14 from subjects 9 and 41 were processed
and analyzed as described below. No Internal standard was added to the samples
analyzed for metabolite profiles.
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Plasma samples from fasted subjects 25, 28 and 30 In the 50 mg single dose
group, fasted subjects 50, 51, 54 in the 200 mg single dose group, fasted subjecis 74,
76, 78 in the 300 mg single doee group, fed subjects 83, 84, 86 in the 300 mg single
dose group and fastad subjects 92, 54, 96 In the 500 mg single dose group were
analyzed for DCDQ carbamoyl glucuronide (M8) concentrations. The Intemal standard
d8-DCDQ (25 pl of 200 ng/mL methanol solutlon) was added to 100 pl. of the plasma
samples, followed by the addltion of 300 L of acetonlirile. The samples were mixed
and centrifuged at 14000 rpm In an Eppendorf 5415C centrifuge (Brinkman (nstruments
Inc., Westbury, NY) for 10 minutes. The supemnatant of each sample was transferred to
a clean fube and evaporated to dryness under a stream of nitrogen in a TurboVap LV
evaporator (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA). The residue was reconstituted with
50 pL of methanol followed by the addition of 150 pL. of water. The sample was mbeed
and centrifuged as described above. The supematant was analyzed by LC/MS/MS
analysis. Samples for standard curves were prepared with control plasma aplked with
synthetic M. The concentrations of M6 used for the standard curve ranged from 0 to
2500 ng/mL plasma.

The 0-4, 4-12 and 12-24 hr urine sampies from the same subjacts in the singie
dose groups were analyzed for ratios of M6 to DCDQ. The Intemal standard was not
used In the analysls of urine samples. The samples were diluted for 20-fold with a
control urine sample and directly analyzed by LC/MS. To estimate M68-to-DCDQ ratios in
human urine, control urine samples were splked with 200 ng/mL of DCDQ and 1000,
5000, or 10000 ng/mL of DCDQ carbamoyl glucuronide, and were analyzed by LC/MS.

LIQUID CHROMATOGRAPHY/MASS SPECTROMETRY
Three LC/MS systems were used In this work. LC/MS System 1 was used for analysls
of plasma and urine samples for metabolite characterization. LC/MS System 2 was
ueed to provide additional MS/MS data for characterization of DCDQ metabolites in
urine. LC/MS System 3 was used for semi-quantitative analysis of metabolite M6
{DCDQ carbamoyl glucuronide) in plasma and urine samples.
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LC/MS SYSTEM 1
LC/MS System 1 was used for analysis of plasma and urine samples for metabolite
characterization. The HPLC equipment used with this LC/MS System consisted of an
Agilent Model 1100 HPLC system (Agllent Technologiea, Palo Alto, CA) Including an
autosampler, binary pump and diods array UV detector. The UV detector wae set to
monitor 210 to 350 nm. The HPLC moblie phase consisted of 10 mM ammonium
acetate, pH 4.5 (A) and methanol (B), and was delivered at 0.2 mL/imin. The linear
mobile phase gradient (HPLC Gradlent 1) Is shown below. During LC/MS sample
analysis, up to 8 min of the Initlal flow was diverted away from the mass spectromester
prior to evaluation of metabolites.

HPLC Gradient 1
Time (min) A (%) B (%)

0 95 5

3 95 5
3.1 80 10
13 80 10
25 80 20
50 70 30
70 5 85
80 5 85

The mass spectrometer used for metabolite characterization with LC/MS System 1 wae
a Finnigan LCQ-Deca ion trap mass spectrometer {Thermo Electron, San Jose, CA).
This mass spectrometsr waa equipped with an elecirospray ionization (ESI) interface
and operated In the positive lonization mode. Seltings for the LCQ mass spectrometer
are listed balow.

Finnigan LCQ Mass Spactrometer Settings

Spray voltage 45kV
Heated capillary tamp. 200 °C
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Nebulizer gas preasure 50 psi
Auwdllary gas setling 80
Full scan AGC setting 5x 10’
Relative collision energy 30%

LC/MS System 2
LC/MS System 2 was used to provide additional MS/MS data for charactertzation of
DCDQ metabolites in urine. The HPLC aquipment used with LC/MS System 2 ¢onsisted
of a Waters model 2885 HPLC system (Waters Corp., Milford, MA). It was equipped
with a bullt-in autosampler and a mode! 9588 diode armay UV detector. The UV detector
was set to monitor 210-400 nm. The HPLC coiumn, moblie phases, flow rate, diversion
of flow away from the mass spectrometer and gradient were as deacribed above for
LC/MS System 1. The column temperature was 25°C.

The mass spectrometer used for metabolite chamacterization with LC/MS System 2 was
a Micromass Quattro Micro triple quadrupole mass spectrometer (Watera Corp.). This
mass spectrometer was equipped with an electrospray Interface and operated In the
positive ionization mode. Settings for this mass spectrometer are listed below.

Micromass Mass Spectrometer Settings

ES| spray 25kV
Cone 45V
Mass resolution (MS1 and MS2) 0.7 Da 1 0.2 Da width &t half height
Desolvation gae flow 800-1100 Lr
Cone gas flow 50-70 Lihr
Sourcea block temp. 80°C
Desolvation gas temp. 200°C
Collision gas preasure 1.0-1.2 x 10° mbar
Collislon offset 22 oV
LC/MS System 3

LC/MS Systemn 3 was used for semi-quantitative analysls of metabolite M6 (DCDQ
carbamoyl glucuronide) In plasma and urine samples. The HPLC equipment for this
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LC/MS System consiated of @ Thermo Surveyor HPLC (Thermo Electron Corp., San
Jose, CA), including a Surveyor MS pump and autosampler. Separations were
accomplished on a 5 micron Phenomenex Luna C18(2) column, 150 x 2 mm
(Phenomenex, Torrance, CA). The autosampler and column temperatures were set at
5°C and 40°C, respectively. The HPLC mobile phase conslsted of 10 mM ammonium
acetate (A) and methanol (B), and wae dellvered at 0.2 mL/min. The linear moblle
phase gradient (HPLC Gradient 2) is shown below. During LC/MS sample analysls, up
to 3 min of the Initial flow was diverted away from the mass spectrometer prior to
evaluation of metabolites.

HPLC Gradlent 2
Time (min) A (%) B (%)
0 80 10
3 90 10
11 10 90
18 10 80
20 a0 10
24 80 10

The mass spectromstsr used for semi-quantitative anslysls with LC/MS System 3 was a
Finnigan TSQ Quantum friple quadrupole mass spectrometer (Thermo Electron Corp.).
This mass spectrometer was equipped with an electrospray interface and operated In
the positive [onization mode. Settings for this mass apectrometer are listed below.

Finnigan TSQ Quantum Mass Spectrometer Settings

Spray voltage 45kV
Capillary temperature 250°C
Q1 mass resolution setting 0.8 Da width at half height
Q3 mass resolution setting 0.6 Da width at half height
Nebulizer gas pressure 30 arb. units
Auxiliary gas setting 50 arb. units

_Collision gas pressure 1.5 mtorr

LC/MS/MS analysia in the selacted reaction monitoring (SRM) mode (LC/SRM) was
conducted for DCDQ and M6 using the following settings.
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LC/SRM Analysls Seitings

Caompound Nominal Mass Collision offset Dwell time
_ Q1 Q3 (eV) (ms)
DCDQ 229 186 22 300
dy-DCDQ 237 164 22 300

(plasma only)
DCDQ carbamoyl 449 273 25 300
glucuronide
(M8)

Data Analysie and Siatistical Evaluation
The computer program Microsoft Excel® 97 was used to calculate means and standard
devlations and to perform the student t-test. Xcalibur (version 1.3) and MassLynx
software (version 4.0) were used for collection and analysis of LC/MS data. Peak area
ratios of M8 to the Intemal standard were used for quantitation of M8 In plasma samples.
RESULTS
Metabolite Profiles and M8 Concertrations in Plasma
DCDQ and eight DCDQ metabollies were Identified in human plasma (Table 33). DCDQ
carbamoyl glucuronide (M6) was the preadominant drug-related component in plasma In
all dose groups in both single and muitiple dose studies. DCDQ Imine N-oxide (M5),
unchanged DCDQ, DCDAQ Imine (P3) and trace amounts of hydroxyl DCDQ, hydroxyl
DCDQ imine, hydroxyl DCDQ glucuronide (M8) and keto DCDQ glucuronide (M22) were
also observed in plasma. Metabolite profiles were qualitatively simlilar In all samples
analyzed.
Plasma M8 concentrations Increased with Increased dosage, and large Individual
variations were cbaerved (Table 34). Of the three time points analyzed, M6
concentrations were the highest at 6 hour post-dose and decreased over ime at 12 and
24 hour post-dose. The ratios of M6 to DCDQ plasma concentrations were aiso the
highest at 8 hour post-dose, and In general decreasad over time. At 8 hour post-doss,
the average ratios ranged from 35.4 to 76.8. There were no staiistically eignificant
differences In M8 concentrations and the M6 to DCDQ ratios batween fasted and fed
subjects recalving 300 mg of DCDAQ.
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Metabolite Profiles and M6 to DCDQ Ratios In Urine
DCDAQ and several DCDQ metaboiltes wers identified in urine. DCDAQ carbamoy!
glucuronide (M8) was the predominant drug-related component in urine, as In plasme.
Unchanged DCDQ, DCDQ N-oxide glucuronide (M40), hydroxyl DCDQ glucuronide
(M38), hydroxyl DCDQ carbamoyl glucuronide (M37) and trace amounts of DCDQ Imine
(P3), hydroxyi DCDQ (M1 and M32), hydroxyl DCDQ Imine (M28), keto DCDQ
glucuronide (M22), hydroxyl DCDQ glucuronide (M8), hydroxyl DCDQ carbamaoyl
glucuronides (M33, M36 and M38), DCDQ Imine glucuronide (M34) and dihydroxyl
DCDQ Imine glucuronide (M35) were also observed In urine.
The carbamoy! glucuronide (M6) was present In urine at much higher concentrations
than the parent drug (Table 35). The average M6 to DCDQ ratics ranged from 84 to
1018; large variations were observed. The ratics appeared to be lower In the 500 mg
dosage group than in the other dose groups.

Metabolite Characterization by Liquid Chromatography/Mass Spectrometry
Mass specira were obtalned by LC/MS and LC/MS/MS analysis for DCDQ and its
metabolites in human plasma and urine. Table 33 summarizes the DCDQ metabolltes
characterized in this study. As M6 (DCDQ carbamoyl glucuronide) was the predominant
DCDQ related component In both plasma and urine, and the relative concentration of
unchanged DCDQ was relatively minor. Therafore, maes spectral characterization only
of DCDQ related components present in approximately equal or greater concentrations
than unchanged DCDQ in plasma or urine are discussed In more detall below.

DCDQ
The mass epectral characteristics of DCDQ authentic standard were examined for
comparison with metabolites. in the LC/MS spectrum of DCDQ, a protonated miolecular
lon, [M+H]", was observed at m/z 226. Loss of NH, from [M+H]' ylelded m/z 212. Loss
of methyleneamine, ethylidensamine and propylideneamine from the molecular lon
generated the product ions at m/z 200, 186 and 171, respectively. Loss of the propene
group from the molecular lon generated m/z 187 and further lbss of methyleneamine and
aethylideneamine ylelded m/z 158 and 144. Loss of cyclopentsne from [M+H]" yielded
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m/z 161. Loss of the cyclopentyl-methyleneamine group generated the product lon at
m/z 132.

Metabolite M5
Metabolite M5 produced a [M+H]" at m/z 243, which wae 14 Da larger than DCDQ and
18 Da larger than P3. These data suggested that M5 was a keto DCDQ metabolite,
hydroxyl DCDQ Imine or DCDQ Imine N-oxide. Loss of NH; and HzO from [M+H]"
ylelded m/z 226 and 225, respectively, which was consistent with addltion of an oxygen
atom. Loss of methyleneamine, from the molecular lon was proposed to generate m/z
213, consistent with addition of oxygen and the presence of a double bond from loas of
two hydrogene. The product lon at m/z 130 was also observed for P3 and was 2 Da
less than the corresponding fon et m/z 132 for DCDQ. These data Indicated that M5
also contained an Imine group, which eliminated keto DCDQ from consideration. The
HPLC retention ime of M5 was longer than both DCDQ and P3 (DCDQ imine), which
was also observed In the In vitro metaboliem study' and consistent with N-oxidation.
Therefore, M5 was [dentified as DCDQ Imine N-oxide.

Metabolite M6
The [M+H]' for M8 was observed at m/z 449, which was 220 Da larger than DCDQ.
Loss of 176 Da from the molecular ion generated m/z 273, indicating that M8 was a
glucuronide. Further loss of 44 Da from m/z 273 yiekled m/z 229, which was aleo the
molecular ion for DCDQ. Product lons at m/z 212 and 186 were also observed for
DCDQ, consistent with M8 being a conjugate of DCDQ. Therefore, M8 was identified as
the carbamoyl glucuronkie of DCDQ.

. Metabolite M38

The [M+H]' for M38 was observed at m/z 421, which was 192 Da larger than DCDQ.
Loss of NH; from [M+H]' ylelded m/z 404, which suggeatad an unchanged amino group
on the diazspane ring. Loss of 176 Da from the molecular ion generated m/z 245, which
was also the molecular ion for hydroxyl DCDQ metabolites. Lossee of NH; and H,0
from m/z 245 generated m/z 228 and 227, respectively. These data indicated that M38
was & glucuronide of a hydraxyl DCDQ. The product ion at m/z 382 was 178 Dea larger
than the corresponding lon at m/z 188 for DCDQ, which Indicated glucuronidation of the
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quinoline-cyclopentane molety. Product lons at m/z 382 and 260 were proposed to
include the glucuronic acld molsty and have been the result of fragmentation of
dlazepine, quinoline and cyclopentane rings as indicated In the fragmentation scheme.
These data were consistent with glucuronidation of the quinoline nitrogen and
hydroxylation of the diazepine ring. Therefore M38 was Identified as & hydroxy! DCDQ
glucuronide.

Metabolite M40
The [M+H]" for M40 was observed at m/z 421, which was 1962 Da larger than DCDQ.
Loss of H,0 from [M+H]' yielded m/z 403. No apparent loss of NH; was observed from
[M+H]*, which suggested a modified amino group on the diazepane ring. Loss of 176 Da
from the molecular ion generated m/z 245, which wae also the molecular lon for hydraxyl
DCDQ metabollies. However, the relative Intensity m/z 245 for M40 was weaker than
was observed for metaboilte M38. Loas of an oxygen atom from m/z 245 yielded m/z
229, also the molacular lon for DCDQ. These data in combination with the presence of
m/z 220 as the base peak In the ion trap mass specirum, rather than m/z 245 as was
observed for metabolite M38, indicated the presence of an N-oxide. Product lons at m/z
228, 227, 212 and 210 respectively were generated by loases of H,O and NH; from m/z
245 and 229 as indicated In the fragmentation scheme. The HPLC retention time of M40
was longer than for M38, which was aleo consistent with M40 balng an N-oxide. Product
jons at m/z 200 and 188 were also observed for DCDQ and were proposed to be the
reault of losa of an oxygen atom from the coresponding N-oxide product lons for M40,
Product lons at m/z 360 and 271 were proposed to inciude the giucuronic acid molety
and have been the result of fragmentation of diazepine, quinoline and cyclopentane
rings as indicated in the fragmentation scheme. These data were consistent with
glucuronidation of the amino group of the dlazepine ring and N-oxidation of the quinoline
nitrogen. Therefore, M40 was proposed to be a DCDQ N-oxide glucuronide.

Discusslon
DCDQ underwent metaboliem in humans. DCDQ carbamoyl glucuronide (M8) was the
predominant drug-related component In both plasma and urine. DCDQ Imine N-oxide
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(M5), unchanged DCDQ, DCDQ Imine (P3) were the other major drug-related
components cbserved In plasma. Unchanged DCDQ, DCDQ N-oxide glucuronide
(M40), hydroxyl DCDQ glucuronide (M38), hydroxyl DCDQ carbamoyl glucuronide (M37)
were axcreted In urine.

Plasma M8 concentrations Increased with increased dosags, and large Individual
variatione were observed. M@ concentrations decreased over time from 8 to 24 hour
post-dose. The ratios of M8 to DCDQ plasma concentrations were higher at 6 hour than
at 12 and 24 hour post-dose. At 8 hour post-dose, the average ratios ranged from 35.4
to 76.6. In contrast, much lower amounta of MG were detected in the previous in vitro
and In vivo studies. There were no statistically significant differences In M6
concentrations and the M6 to DCDQ ratios between fastad and fed subjects recelving
300 mg of DCDQ. The average M8-to-DCDQ ratios ranged from 84 to 1018 In urine.

In summary, DCDQ underwent both phasa | and phase Il metabollem in healthy human
subjects and carbamoyl glucuronidation was the major metabolic pathway. in contrast to
animal studles, formation of the carbamoy! glucuronide (M8) was the mﬁior metabolic
pathway in humans, and M8 was the pradominant drug-related metabollte In human
plasma and urine.
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Table 33. DCDQ metabolitea charactertzed by LC/MS In human plasma and urine
fx' Metabolte [M+HT  She of metabolism Name " Mt
peak
31.7 M32 245 or Hydroxyl DCDQ P,U
Piperidine ring
322 M20 243 Cyclopentane and Hydroxyl DCDQ imine P,U
diazepane rings
36.3 M1 245 Plperidine ring Hydroxyl DCDQ P, U
38.3 M22 410 Diazapine and Keto DCDQ glucuronide P, U
Cyclopentane rings
49.6 MB 421 Benzene ring Hydroxyl DCDQ P,U
Glucuronide
58.0 M33 485 Diazepine ring Hydroxyi DCDQ u
carbamoyl glucuronide
83.3 M34 403 Diazepine ring DCDQ imine glucuronide U
63.6 M35 435 Diazepine and Dihydroxyl DCDQ imine u
cyclopentane rings glucuronide
64.2 M36 465 Diazepine ring and Hydroxyl DCDQ )
quinoline or cyclopenaine carbamoyl glucuronide
ring
65.9 P3 227 Diazepine ring DCDQ imine P,U
671 M37 485 Dlazepine ring and Hydroxyl DCDQ U
quinoline or cyclopenaine carbamoyi glucuronide
rng
6868 DCDQ 229 None DCDQ P,U
70.9 M3s 421 Quinoline nitrogen and Hydroxyl DCDQ U
diazepine ring glucuronide
714 M5 243 Diazepine ring DCDQ Imine N-oxide P
714 M3ag 485 Diazepine ring and Hydroxyl DCDQ U
quincline or cyclopenatne carbamoyl glucuronide
ring
736 M40 421 Diazepine nitrogens DCDQ N-oxide U
glucuronide
76.2 M8 449 Dliazepine secondary  Carbamoyl Glucuronide P,U
amine group of DCDQ

‘a; Retantion imes taken from LC/MS data

b: P = plasma, U= urine
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Table 34. Concentrations (ng/mL) of DCDQ and DCDQ Carbamoyl
Glucuronide (M6) in Plasma from Healthy Sublects ReoeML\g pDcbQ

" Dose  Time Subject pcbQY M6 to DCDQ
(mg) () Ratios
60 ) 25 15 83.1 ~ 654
(fasted) 28 0.8 127 141
30 5.0 132 26.4
Mean £ 8.D 2471221 114 £26.9 7434+ 69.6
12 ~2b — 0.7 — 161 ~ 218
28 0.4 6.60 16.5
30 2.5 154 6.18
Mean £ S.D 1.20 £ 1.14 124 1 6.00 14.817.87
24° 25 0.2 3.1 165
28 NA® NA NA
30 0.8 3.8 8.00
Mean 0.40 3.35 10.8
200 6 50 ~ 27 225 83.3
(fasted) 51 18.0 816 34.2
B84 12.0 218 18.0
Mean £ S.D. 10.0£7.71 352 + 228 452+ 34.0
12 50 12 — 316 31.3
51 0.2 62.0 8.84
54 8.4 30.3 473
Mean & 8.D. 5.80 % 4.08 438174 143+ 14.8
24 50 0.3 4.8 16.0
&1 28 8.8 3.30
54 1.8 0.4 5.88
Mean £ 8.D. 1.50+ 1.18 7872250 8.42+8.68
300 8 74 ~2.00 123 58.0
(fested) 78 427 240 58.3
79 16.0 339 212
Maan & S.D. TA5£7.48 2372108 4611218
12 74 1.50 43.0 28.7
78 3.34 78.0 234
79 7.84 145 18.5
Mean £ 8.D. 4231328 BB.7 £ 51.8 23.645.10
24 T4 0.972 48.5 40.9
78 172 120 6.98
70 1.70 28.3 16.5
Mean £ 8.0. 1.46 £0.43 289+ 18.4 2441227
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Table 34 (Continued). Concentrations {(ng/mL) of DCDQ and DCDQ
Carbamoyl Glucuronide (M6) in Plasma from Healthy Subjects Recelving
DCDQ

Dosa Time Subject DCDQY Mé M8t DCDQ
(mg) (hn) Retios
300 6 83 19.0 860 ~45.3
(fed) 84 15.6 606 44.6
B8 1.30 182 140
Mean 1 §.D. 12,0+ 9.39 679 354 7661549
12 83 10.8 279 25.8
84 8.00 38.1 4T3
88 5.7 540 . 90.5
Mean + 5.D. 8.31+247 280 261 4031447
24 83 2.80 24.8 9.48
84 1.15 6.40 5.57
88 280 148 54.3
Meen & 8.0 2.15%0.88 69.0 £ 76.9 23.4+27.4
~ 500 8 92 45 1324 —20.8
(fasted) 4 31.7 508 18.0
08 20.2 1221 80.4
Mean 1 S.D 3211122 1018 £ 444 364227
12 82 24.5 148 ~ 5.90
94 21.7 181. 8.34
26 12.0 208 17.2
Mean & S.D 19.4 £ 6.68 178 £ 30.1 10.5+ 5.82
24 82 5.53 58.3 10.5
o4 6.88 13.5 1.98
o8 3.85 T7.0 10.5
Mean % S.D. 5.45% 1.47 4981326 10,7 £8.77

a: DCDQ concentrations were determined by Bloenalytical with a validated aseay for human
plasma.* Concentrations of M8 were quantified by anon-validated LC/MS method In
Blotransformation using & standard curve generated with synthestzed M8.

b: Standard devialion was not calculated;

& NA, not analyzed because the plasma DCDQ lavel was below the level of quantitation.
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Table 35. Concentrations (ng/mL) of DCDQ and DCDQ
Carbamoyl Glucuronide (M8) to DCDQ Ratios In Urine from

Healthy Subjects Recelving DCDQ
Dose Time Subject DCcDQ M8 to DCDQ

(mg) (hn) Ratios
60 04 3 137 ~ 671
(fasted) 28 13.7 1739
30 116 214
Mean % S.D. 47.5+68.5 841 £ 798
412 25 31 380
28 182 608
30 126 281
Mean  S.D. 58.4 £ 56,0 419 % 174
12-24 25 17.7 143
28 6.21 250
30 75.3 83.9
Mean 3271374 166 + §8.1
200 04 60 251 ~ 180
(fasted) 61 289 1
54 67 113
Mean 2 8.D. 100 + 124 161+ 32,9
412 60 70.6 87
51 177 240
64 07.3 216
Mean £ 8.D. 118+ 51.9 284 + 98.7
12-24 50 23.1 218
51 181 85.8
54 137 423
Mean + 8.D. 114£81.5 115 £90.4
300 04 74 9.43 1187
(fasted) 78 028 852
' 79 172 440
Mean + 8.D. 81.4 £ 02,9 820 + 385
412 74 21.7 329
78 83.4 1343
78 723 224
Meen = 8.0. 82.6% 36.8 7324702
12-24 74 22,0 488
78 208 127
70 64.1 110
Mean % 8.D, 128 148 2411212
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Table 35 (Continued). Concentrations {ng/mL) of DCDQ and
DCDQ Carbamoyi Glucuronide (M8) to DCDQ Ratios In Urine

_from Healthy Subjects Receiving DCDQ

Dose Time  Subect DCDG*  MetDCDQ@
(mg) (hn) Ratios
300 04 83 569 1182
(fed) 84 1.68 441
86 1.82 1451
Mean £ 8.D. 19.8+ 31.3 1018 £ 520
4-12 83 259 376
84 174 671
88 30.6 1337
Mean i S.D 155 116 761 508
12-24 83 361 148
84 116 926
88 308 184
Mean  S.D 268 £ 125 142 £ 48.0
500 04 92 1560 715
(fasted) 04 835 60.2
98 339 161
Mean £ S.D 914 £ 619 97.8 + 56.2
4-12 02 1683 148
84 612 348
9 1814 69.4
Mean 4 S.D. 1388 £ 658 84.31+ 588
1224 92 180 288
o4 405 38.0
06 273 203
Mean i S.D. 279+ 123 176 2 128

& DCDQ concentrations were determined by Bloanalytical with a validated
assay for human urine.® Concentrations of M8 were quantified by an nan-
valldated LC/MS method In Blotransformation using a standard curve
generated with synthestzed M8.

All references, Including but not limited to articles, texts, patents, patent
applications, publicetions, and books, cited herein are hereby Incorporated by
§ raference In their entirety. This application clalme priority benefit of U.S. Provisional
Application Ser. No. 80/625,335 filed November 5, 2004, the entire content of which
Is Incorparated by reference herein In ite entirety.
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WHAT IS CLAIMED [8:

1. A compound of formula |

whereln:.
for each R" and R*, where n Is 1 through 8:

each R" and R" la independently hydrogen, hydraxy, CH,C(0)-0, -OSOH, or
0-G; ar .

R" end the comresponding R, where n s 2, 3, 4, 8, 7, or 8, taken together with
the carbon to which they are attached, form C=0; or '

R" along with the comesponding R™!, where nis 1, 2, 3, 4, 5, or 7, taken
together form a double bond between the carbons to which they are attached, and
each corresponding R™ and R™Y s independently hydrogen, hydroxy, CH;C(0)-O,
-0804H, or -0-G;

G has the formula:

!

OH

COH .
wherein the nitrogen denated with the symbol * can optionally form an N-
oxide;
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X-Y is CH=N, CH=N(O), CHzN(O), C(O)NH or CR°HNR™;

R* la hydrogen, hydroxyl, or -OSO;H:;

R' Ia hydrogen, acetyl, -SO,H, -G, or -C{0)-0G:;

Z Is hydrogen, hydroxy, -OSQOsgH, or -0-G;

with the proviso that when 2 Is hydraxy, then sither (a) one of R', R, R, R*,
R% R%, R", R%, R®, and R"™ Is not hydrogen; or (b) X-Y Is not CR®"HNR™: and

with the further proviso that when X-Y Is CHR*'NR™, then at least one of Z, R,
R, R, R, R%, R%, R", R*, R", and R"" Is not H;

or a pharmaceutically accepiable sal thereof.

2, A compound or selt according to ¢laim 1, wherein at least one of Z and R'
through R® Is —OH.
3. A compound or salt according to claim 2, wherein X-Y [s CR®"HNR",
4, A compound or aalt according to claim 2, wherein R* =R =H.
5. A compound or salt according to clalm 4, wherein at least one of R” and R ls
=0OH.
6. A compound or salt according to clalm 4, wherein R® ls —OH.
7. A compound or salt according to claim 4, wherein at least one of R* and R* Is
~OH.
8. A compound or salt according to claim 4, wherein at least one of R', R, R®,
R’, and Z |Ja -OH.
9. A compound or salt according to claim 2, where R ls H and R" Is acstyl.
10. A compound or salt according o cialm 8, wherein at least one of R’ and R® is
=OH.
11. A compound or salt according to claim 2, wherain X-Y I8 GH=N.
12. A compound or salt according to claim 11, wherein at least one of R* through
R®Is -OH.
13. A compound or salt according to claim 11, wherein at least one of R® through
R! s -OH.
14. A compound or sal according to clelm 1, whersin

at least one of R! through R%, R®, R, and Z Is ~C(0)-0-G, -O-G, or -G.
15. A compound or salt according to claim 14, wherein X-Y s CR*HNR™.
18. A compound or salt according to clalm 15, where R® and R™® are H.
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17. A compound or salt according to claim 15, wherein at least ane of Z, R?, and
R'ls -0-G.

18. A compound or salt according fo claim 14, wherein at least one of R! through
R% R®, and Z is -0-G.

18. A compound or salt according to claim 14, wherein R? along with R® taken
together form a double bond between the carbona to which they are atiached, and at
laast one of RY and R Is -O-G.

20. A compound or salt according to claim 185, whereln R* and R* together with
the carbon to which they are attached form C=0.

21. A compound or salt according to clalm 20 wherein R'° is -G.

22. A compound or salt according to claim 15, where R is -C(0)O-G.

23. Acompound or salt according to claim 15, where R" Is acetyl.

24. A compound or salt according to claim 23, wherein at least one of R! through
R% R® and 2 Is -O-G.

25. A compound or salt according to clalm 23, whereln at least one of R? and R®
ls -0-G.

28. A compound or salt according to claim 1, whereln at Ieast one of R through
R®, and Z Is -OSO,H. _

27. A compound or sat sccording to claim 26, whereln X-Y ls -CHRONR'™.

28. A compound or sait according to claim 28 or claim 27, where R*=R'' s H,
20. A compound or salt according to claim 28, wherein at lsast one of R' through
R" Is ~OSO;H.

30. A compound or salt eccarding to claim 28, wherein at least one of R? and R
Is -OSO,H,

31. A compound or ealt according to claim 28, wherein R* |s ~OSOsH.

32. A compound or salt according to claim 28 or claim 27, whereln at least one of
R® and Z ls -OSO.H.

33. A compound or salt according to claim 1, whereln X-Y Is CRHNR", where R®
Is H and R I -SO;H.

34. A compound or salt according to claim 33, wherein at least two of R" and the
cormesponding R™?, where n = 1-5, form a double bond between the carbons to
which they are attached.
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35. Acompound or salt according to clalm 1, wherein R" and comeaponding R*
taken together with the carbon to which they are attached form C=0.
36. A compound or salt according to claim 35, whereln R* and R* taken together
with the carbon to which they are attached form C=0.
37. Acompound or salt according to clakm 36, wherein X-Y ls CR°HNR™,
38. A compound or salt according to claim 38 or claim 37, wherein R™ |s Q.
38. A compound or salt according to clalm 36 or ciaim 37, where R° and R* are
H.
40. A compourd or salt according to clalm 1, wherein X-Y ia C(O)NH.
41. A compound or salt according to claim 1, wherein X-Y is CH=N.
42.  Acompound or ealt according to claim 41, whereln at lsast one of R' through
R® Is -OH. _
43.  Acompound or salt according to claim 42, whereln at least one of R? through
R* s -OH.
44, A compound or salt according to clalm 42 wherein the nitrogen between R®
and R’ forms an N-axide.
45. A compound or ealt according to claim 1, wherein at least one of R" and Ite
comesponding R™, where n = 1-5, together form a double bond betiween the
carbons to which they are attached and each R™ and R™" |s Independently
hydrogen, hydroxy, CHsC{O)-O, -OSOsH, or -O-G.
48. A compound or ealt according to claim 45, wherein n=2,
47. A compound or salt according to claim 45, whereln R* = H, and R* or R* Is
0-3.
48. A compound or salt according to clalm 45, wherein X-Y ls CHR*NR™,
49. A compound or salt according to claim 48, whereln R® = R = H.
50. A compound or salt according to claim 45, whereln for at least two R", seach
sald R" and its corresponding R™!, where n = 1-5, fogether form a double bond
between the carbons to which they are attached.
51. A compound or salt according to claim 50, wherein X-Y = CHR’NR".
52. A coimpound or salt according to claim 51, wherein R'Is H; and Z or R® Is —
0OSO,H.
53. A compound or salt according to clalm 50, wherein R* = R¥ = H.
54. A compound or salt of claim 45, wherein R® Is H and R Is -SO,H.
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55. A compound or salt of claim 45, wherein R® is H and R" ls acetyl.
568. A method of preparing a compound of formula M6:

5 comprising:
reacting Compound 8a:

where each L, L!, end L2 [s a leaving group;
with DCDQ:

= Het
10

In the presance of a coupling reagent under conditions sufficient to
yleld compound 7:

removing said leaving groups L' and L*.
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57. The method of claim 56 wherein L has the formula:

'2e)

|

68.  The method fo claim 58 wherin L' and L? are Independently selectad from
lower alkyl and acetyl.
§6.  The method of claim 58 whereln L' Is methyl and each L? la acety).
60. The method of claim 56 further comprising:

deprotecting compound 7 by removing the L' and L? protecting groups of the
glucuronyl molety of compound 7, thereby forming the M8 metabolite.
681.  The method of clain 56 wherein sald coupling reagent ls selected from BOP,
DCC, and EDC.
62.  The method of claim 56 wherein sald coupling reagent Is BOP.
83. The method of clalm 58 wherein said reaction of compound 6 with sald
coupling reagent and DCDQ Is carried out In the presence of an amine.
684. The method of claim 83 wherein sald amine is HOnlg's base.
85. The method of claim 83 whereln sald reaction of compound 6 with said
coupling reagent and DCDQ Is performed In a solvent.
66. The method of claim 85 wherein the solvent s CH,Cl.
67. The method of claim 80, wherein aald compound 7 Is subjected to column
chromatography purification prior to deprotection.
68. The method of claim 60, whersin sald deprotecting Is parformed In alcohol In
the presance of a base.
68. The method of claim 688, wherein said base is selected from NeOH, LIOH, and
KOH.
70.  The method of claim 68 wherein sald alcohol Is a lower alkyl alcohol.
71.  The method of claim 88, whereln aaid deprotecting Is performed with
LIOHeHz0 in MeOH/MH;O/THF.
72,  The method of claim 71, wherein saikd MeOH/H;O/THF retio le approximately
2.5:1.0:0.5.
73.  The method of clakn 71 wherein sakl deprotection Is camed out at 0 °C for 1
hour.
74. The method of claim 80 further comprising purifying said M8 metabofite.
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75.  The method of clalm 57 whereln compound 6a ls prepared by removing the
allyl protecting group of compound 5:

L oL2
using a catalyst and a nucleophille.
§ 78. The method of clakn 75, wherein said catalyat la Pd(PPhy),.
77. The method of claim 75, whereln saki nucieophilia ls morpholine.
78. The method of claim 75, whereln compound & le prepared by:
reacting carboxylic acld 2:
~7

o)

HO” SO
2
10  with DPPA under conditions sufficient to yleld an acyl azide intermediate;
heating resultant acyl azide Intermediate under conditions sufficlent to vield

lsocyanate 3:

N
[ o]

L o i
o 3 - and

treating result of said heating step with 2,34 -triacetyl-1-hydroxyglucoronic

15 ester4:
[ ]
Al OAC
AcO
4

under conditions suifficlent to yleld compound 6.
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79. The method of claim 78, whereln sald reacting step Is carried out In the
presencea of a base.
80. The method of claim 78, whereln sald base ls E;N.
81. The method of claim 78, whereln compound 2 Is prepared by reacting
6 diphenic anhydride with axcess allyl aicohol in the presence of a catalyst.

82, The meathod of claim 81, whereln sajd allyl alcohol s prop-2-en-1-ol.
83. The method of claim 81 wherein sald catalyst Is DMAP.

A compound selected from the group consisting of:

R A

o s iy G411 Hysbrany dnckes (M15)
10 Hydraxy (M19) Hydrox {mine (M29) gnd Hydrax mina (M30, M31); *

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

85. A phammaceutical composition comprising @ compound or ealt of cialm 84.
15 86. A compound selected from the group consisting of:
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WO 2006/052886 PCT/US2005/0-10289
Caxbamayl
glocoranidy (MS)
Clamaubls (M)
o g, 7 Chacombeh s pad M2)
000 and ey 23 i 2 H

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

87. A phamacautical composition comprising & compound or salt of clalm
BB. .

A compound selected from the group conslsting of;

A

10 Ll I
or a pharmeceutically accaptable salt thereof,

89. A phamaceutical composition comprising & compound or salt of claim
8B,
15
80. A compound selected from the group conslsting of:
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Sulfmmin (12) gnd  Sulfkmes (M14)

or a phamaceutically acceptabie salt thereof.

91. A phamaceutical composition comprising & compound or salt of clalm

5 80.
82. A compound aelectad from the group conailsting of:
Keo(Ml¥) aAnd  weNgwemlseon ;
oraphannacauﬂcallyaocaptnblaaaltmaraof. '

10
83. A phamaceutical composition comprieing a compound or salt of claim
92.

A compound selected from the group consisting of:

A

15 e (P3) Hydouxy ki (M15)  Hydrox bmine (M29) @y Hydrax imine (M30, M31);
or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

85. A pharmaceutical composition comprising a compound or salt of claim
4.
20
8. A compound selecled from the group conalsting of:

k]
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-4H
(-—1t—% AyidRl]  MD-Gusihdfioyiivis g0 DHevdo0nn H

or a pharmaceutically acceptable salt thereof.

87. A pharmaceutical composition comprising a compound or salt of clalm
96.

88. A composition comprising a compour or aalt according to any one of
claims 1 to 55, and one or more pharmaceautically acceptable camiere.

88. A method for ireating a patient suffering from schizophrenia,
schizophrentform disorder, schizoaffective disorder, delusional disorder, substance-
inducad psychofic disorder, L-DOPA-induced peychoals, psychosls assaciated with
Alzheimer's dementia, psychosls assoclated with Parkinson's diseass, paychosis
associated with Lewy body dlsease, dementia, memory deficit, or intellectual deficit
disorder assoclated with Alzhelmer's disease comprising adminletering to the patient
a thenapeutically effective amount of a compound or salt according to claim 1 ora
camposition comprising auch a compound or sait.

100. The method of claim 89, wharein the patient is suffering from
schizophrenla,

101. A method for treating a patient suffering from bipolar disorders,
depressive disorders, mood episodes, anxiety disordere, adjustment disorders, or
eating disorders comprising administering to the patient a therapeutically effective
amount of a compound or salt according to claim 1 or a compoeition comprising such
a compound or salt..

102. The msthod of claim 101, wherein the bipolar disorder Ia bipolar |
disorder, bipolar |l disorder, or cycicthymic dlsorder; the depressive disorder is major
depressive disorder, dysthymic disorder, or substance-induced mood disorder; the
mood eplsode le major depressive eplsode, manic episode, mixed eplsode, or
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hypomanic episode; the anxlety disorder Is panic attack, agoraphoble, panic discrder,
speclfic phobia, social phobla, obsesslve compulsive disorder, postiraumatic stress
disorder, acute stress disorder, generalized anxiety disorder, separation arndety
disorder, or substance-induced amdety disorder.

103. The method of claim 102, wherein the condition |s depressive
disorder, bipolar disorder or mood episode.

104. A method for treating a patient suffering from epliepsy, slesp
disorders, migraines, sexual dysfunction, drug addiction, alcohol addiction,
gastrointestinal disorders, or obeslty comprising administering fo the patient a
therapeutically effective amount of a compound or salt according to claim 1 ora
composlition comprising such a compound or salt.

105. A method for treating a patlent suffering from a central nervous
system deficlency associated with trauma, stroke, or spinal cord Injury comprising
administering to the patient a therapeutically effective amount of a compound or salt
according to clalm 1 or a composition comprising such a compound or salt.

108. A compound or ssit according to claim 1, wherein Z, each R", and
each R" is H; and X-Y ls CR®HNR™.

107. A compound or salt according to claim 108, wherein R is H.

108. A compound or sait according fo clalm 106, wherein R® is H and R™ Is
-C(0)00.

108 A composition comprising a compound according to any one of claime
106 to 108, and one ar more pharmaceutically acceptable carrers.
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F1G. 1: PROPOSED METABOLIC PATHWAYS OF DCDQ FOR IN VITRO
STUDY AND IN VIVO STUDIES IN RATS AND DOGS

‘formula |
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FIG. 2: PROPOSED METABOLIC PATHWAYS OF DCDQ IN RAT BILIARY
EXCRETION STUDY
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FIG. 3: PROPOSED METABOLIC PATHWAYS OF DCDQ IN MICE

Sulfiste (M16) Hyrox imine (M30, M31)
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FIG 4: METABOLITES DETECTED IN HUMAN PLASMA
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FIG. 5. Structures and NMR numbering achemes for DCDQ, M7, M8 and M13

Mo : M13
(Hydroxy DCDQ glucuronide) (Hydroxy DCDQ sulfate)
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METABOLITOS DE CIEI-RTOS DERIVADOS DE [1,4]DIAZEPINO[6,7,1-
WJJQUINOLINA Y METODOS DE PREPARACION Y USO DE LOS MISMOS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se relaciona con metabolitos de ciertos
derivados de [1,4]diazepino[6,7,1-ijjquinolina, que son dtiles como agentes
antisicoticos y antiobesidad, con los procedimientos para su preparacion, con
composiciones farmacéuticas que los contienen y con los métodos de uso de

los mismos.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La esquizofrenia afecta a aproximadamente 5 millones de
personas. En la actualidad, los tratamientos méas ampliamente extendidos
para la esquizofrenia son los antisicéticos “atlpicos”, que combinan el
antagonismo del receptor de dopamina (D2) con el antagonismo del receptor
de la serotonina (5-HT2a). A pesar de los avances reportados en la eficacia y
los riesgos de los efectos laterales de ios antisicéticos atlpicos con respecto a
los antisicdticos tipicos, estos compuestos no tratan de manera adecuada
todos los sintomas de la esquizofrenia y estén acompafiados por efectos
laterales problemadticos, que incluyen la ganancia de peso (Allison, D. B., et.

al., Am. J. Psychiatry, 156: 1686-16968, 1989; Masand, P. S., Exp. Opin.
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Phamacother. |: 377-389, 2000; Whitaker, R., Spectrum Life Sciences.
Decision Resources. 2:1-8, 2000). Los antisicéticos novedosos que son
efectivos para tratar los trastomos del &nimo o las disminuciones
cognoscitivas en la esquizofrenia sin producir ganancia de peso,
representarian un avance significativo en el tratamiento de la esquizofrenia.
Los agonistas y agonistas parciales de 5-HT.¢ representan un
procedimiento terapéutico novedoso hacia el tratamiento de la esquizofrenia.
Varias lineas de evidencia apoyan un papel del antagonismo del receptor de
5-HToc como un tratamiento para la esquizofrenia. Los estudios con
antagonistas de 5-HT.c, sugieren que estos compuestos incrementan los
niveles sindpticos de dopamina y pueden ser efectivos en modelos animales
de la enfermedad de Parkinson (Di Matteo, V., et. al., Neuropharmacology 37:
265-272, 1998; Fox, S. H., et. al., Experimental Neurology 151: 35-49, 1988).
Puesto que los sintomas positivos de la esquizofrenia estdn asociados con
niveles incrementados de dopamina, los compuestos con acciones opuestas a
aquéllas de los antagonisias de 5-HTx, tales como los agonistas y los
agonistas parciales de 5-HTac deberlan reducir los niveles de dopamina
sindptica. Los estudios recientes han demostrado que los agonistas de
5-HT2c disminuyen los niveles de dopamina en la corteza prefrontal y en el
ndcleo accumbens (Millan, M. J., et. al., Neuropharmacology 37: 953-955,
1998; Di Mattao, V., et. al., Neuropharmacology 38: 1195-1205, 1999; Di
Giovanni, G., et. al., Synapse 35: 53- 61, 2000), las regiones del cerebro que

se piensa median los efectos antisicéticos criticos de los fArmacos como la
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clozapina. En contraste, ios agonistas de 5-HT.¢ no disminuyen los niveles de
dopamina en el estriato, [a regién del cerebro mas estrechamente asociada
con los efectos laterales extrapiramidales. Ademés, un estudio reciente
demuestra que los agonistas de 5-HTc disminuyen la activacion en el area
tegmental ventral (VTA), pero no en la sustancia negra. Los efectos
diferenciales de los agonistas de 5-HTzc en la trayectoria mesolimbica con
relacion a la trayectoria negroestriatal, sugiere que los agonistas de 5-HTxc
tendran una selectividad limbica y ser& menos probable que produzcan
efectos laterales extrapiramidales asociados con los antisicéoticos tipicos.

Los antisicéticos atipicos se unen con alta afinidad a los
receptores de 5-HT2c y funcionan como antagonistas o agonistas inversos del
receptor de 5-HTzc. La ganancia de peso es un efecto lateral problematico
asociado con los antisicoticos atipicos, tales como la clozapina y la
olanzapina, y se ha sugerido que el antagonista de 5-HT>c es responsable de
la ganancia de peso incrementada. De manera inversa, se sabe que Ila
estimulacion del receptor de 5-HTac resulta en una ingesta de comida y peso
corporal disminuidos (Walsh et. al., Psychopharmacology 124: 57-73, 1996;
Cowen, P. J., et. al, Human Psychopharmacology 10: 385-391, 1985;
Rosenzweig-Lipson, S., et. al., ASPET abstract, 2000). Como resultado, sera
menos probable que los agonistas y agonistas parciales de 5-HTz¢ produzcan
los incrementos de peso corporal asociados con los antisicoticos atipicos
actuales. En realidad, los agonistas y agonistas parciales de 5-HT2¢c son de

gran interés para el tratamiento de la obesidad, un trastomo médico
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caracterizado por un exceso de grasa corporal o tejido adiposo y asociado con
comorbilidades tales como diabetes del Tipo ll, enfermedad cardiovascular,
hipertension, hiperlipidemia, apoplejla, osteoartritis, apnea del! suefio,
enfermedad de la vesicula biliar, gota, algunos cénceres, alguna infertilidad y
mortalidad temprana.

El compuesto (9aR,12aS)-4,5,6,7,9,9a,10,11,12,12a-decahidro-

ciclopenta[c][1,4]diacepin[6,7,1-jjlquinolina (de aqul en adelante DCDQ):

L

DCDQ
es un potente agonista de 5-HTc. Véanse las solicitudes publicadas
relacionadas WO03/081250 y US2004/0009870, cada una de las cuales se
incorpora como referencia en la presente en su totalidad. La DCDQ también
puede ser efectiva para tratar los trastomos del dnimo o las disminuciones
cognoscitivas asociadas con la esquizofrenia. La DCDQ se convierte, en
varios modelos in vitro e in vivo, en varios metabolitos. Puede observarse que
estos metabolitos son de interés para tratar aquellas enfermedades, trastornos
o condiciones tratables mediante la DCDQ misma, como tal o como un

profamaco que se convierte a DCDQ. Estos metabolitos también pueden ser
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Gtiles para estudiar ademas los efectos de la DCDQ. Esta invencion esta

dirigida a estos fines, asl como a otros fines importantes.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Algunas modalidades de la invencion incluyen compuestos de

formula |

en donde:

para cada R" y R™, en donde n es 1 hasta 8:

cada R" y R" es de manera independiente hidrégeno, hidroxi,
CHaC(0)-0-, -OSO3H u -0-G; o

R" y R" correspondiente, en donde n es 2, 3, 4, 6, 7 u 8,
tomadas junto con el carbono al cual estan unidas, forman C=0; o

R" junto con R™' correspondients, endonde nes 1,2, 3, 4,56

7, tomadas juntas forman un enlace doble entre los carbonos a los cuales

4
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estan unidos, y cada R" y R™™"' comrespondiente, es de manera independiente
hidrégeno, hidroxi, CH3C(0)-0O, -0S0sH u -0-G;

G tiens la fbrmula:

5 H OH
OH
O
COH .
10
en donde el nitrdgeno denctado con el simbolo *, puede formar
opcionalmente un N 6xido;
X-Y es CH=N, CH=N(O), CHzN(O), C(O)NH o CR*HNR",
R® es hidrégeno, hidroxilo 0 -OS0aH;
15 R es hidrégeno, acetilo, -SO3H, -G 0 -C(0)-0G;
Z es hidrégeno, hidroxi, -OSOsH u -0O-G;
con la condicién de que cuando Z es hidroxi, entonces (a) uno de
R, R%, R, RY, R% R%, R’, R% R® y R" no es hidrégeno; o (b) X-Y no es
CR*HNR': y
20 con la condicién adicional de que cuando X-Y es CHR®NR',

entonces al menos unode Z, R', R% R}, R, R®, R%, R”, R®, R®y R"® noes H.
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En algunas modalidades, la invencién proporciona compuestos
de acuerdo con la Férmula |, en donde al menos uno de Z y R hasta R® es
-OH.

En algunas modalidades, la invenciéon proporciona compuestos
de acuerdo con la Férmula | en donde al menos uno de R hasta R®, R?, R y
Z es -C(0)-0-G, -O0-G 0 -G.

En algunas modalidades, la invencién proporciona compuestos
de acuerdo con la Férmula |, en donde al menos uno de R' hasta R®, y Z es
-OSO3H.

En algunas modalidades, la invencion proporciona compuestos
de acuerdo con la Férmula |, en donde X-Y es CR®°HNR™, en donde R°es Hy
R'? es -SO3H.

En algunas modalidades, la invenciéon proporciona compuestos
de acuerdo con la Férmula |, en donde R" y R" cormrespondiente, tomadas
junto con el carbono al cual estén unidas, forman C=0.

En algunas modalidades, la invenciéon proporciona compuestos
de acuerdo con ia Férmula |, en donde X-Y es C(O)NH.

En algunas modalidades, ia invencién proporciona compuestos
de acuerdo con la Férmula |, en donde X-Y es CH=N.

En algunas modalidades, la invencién proporciona compuestos
de acuerdo con la Férmula |, en donde al menos uno de R" y R™

comrespondiente, en donde n = 1-5, forman juntas un enlace doble entre los

17
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carbonos a los cuales estdn unidas, y cada R y R™" es de manera
independiente hidrdgeno, hidroxi, CHsC(0)-O, -OSOsH u -O-G.

En algunas modalidades, la invencién proporciona formas
aisladas o sustancialmente puras de los compuestos de Férmula |, que tienen
al menos 75% de pureza. En ofras modalidades, la invencién proporciona
compuesto de Férmula |, que tienen al menos 80% de pureza. En otras
modalidades, la invencién proporciona compuestos de Férmula |, que tienen al
menos 85% de pureza. En otras modalidades, la invencién proporciona
compuestos de Férmula |, que tienen al menos 80% de pureza. En otras
modalidades, la invencién proporciona compuestos de Férmula |, que tienen al
menos 95% de pureza.

En algunas modalidades, la invencibn proporciona
composiciones farmacéuticas que incluyen los compuestos de formula I.

En aigunas modalidades, la invencion proporciona métodos para
tratar condiciones, enfermedades o trastomos asociados con 5HTzc,
administrando los compuestos de Férmula | o composiciones farmacéuticas
que comprenden los compuestos de Formula | a un paciente en necesidad del
mismo.

En algunas modalidades, la invencion proporciona un método

para preparar un compuesto de férmula M6:
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hacer reaccionar el Compuesto 6a:

Lq L
0] o 0&0
L 2
L o Ba

en donde cada L, L' y L2 es un grupo saliente;

con DCDQ:

W= he

N7y

/00
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en la presencia de un reactivo de acoplamiento, bajo condiciones

suficientes para proporcionar el compuesto 7:

,&wj

10 y eliminar los grupos salientes L' y L2 para formar el compuesto
M6.
En algunas modalidades, la invencién proporciona métodos en

donde L tiene la formula:

Oy -OH
15 @
b

En algunas modalidades, la invencion proporciona métodos en
donde L' y L2 se selecciona de manera independiente de alquilo inferior y
20 acetilo, tal como cuando L' es metilo y cada L? es acetilo.
Los reactivos de acoplamiento preferidos son hexafluorofosfato
de (benzotriazol-1-iloxi)tris(dimetilamino)fosfonio (BOP),
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N.N'-Diciclohexilcarbodiimida (DCC) y clorhidrato de 1-{(3-dimetilaminopropil)-
3-etilcarbodiimida (EDC).

En algunas modalidades, la invencién proporciona un método
que comprende ademas desproteger el compuesto 7 eliminando los grupos
protectores L' y L2 de la porcidn glucuronilo del compuesto 7, formando por lo
tanto el metabolito M6. En algunas modalidades, el paso de desproteccion se
realiza en alcohol, de manera preferida, un alcohol alquilico inferior, en la
presencia de una base, de manera preferida NaOH, LiOH o KOH. En algunas
modalidades preferidas, se utiliza LiOHeH;0 en MeOH/H;O/THF en una
relacion preferida de aproximadamente 2.5:1.0:0.5. En algunas modalidades,
la reaccién de desproteccion se lieva a cabo a 0°C durante 1 hora.

En algunas modalidades, la reaccién del compuesto 8 con el
reactivo de acoplamiento y DCDQ se lleva a cabo en la presencia de una
amina, de manera preferida una base de HUnig. Esta reaccién se realiza de
manera preferida en un solvente, tal como CH2Cl.

En algunas modalidades, el compuesto 7 se somete a
purificacion en cromatografia en columna antes de la desproteccion.

En algunas modalidades, la invencion proporciona ademas la
purificaciéon del metabolito MG.

En algunas modalidades, la invencién proporciona métodos en
donde el compuesto 6a se prepara eliminando el grupo protector alilo del

compuesto 5:

(ol
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°L1 NH
o 0 OAO

L:.% oL 5

5
utilizando un catalizador y un nucledfilo, de manera preferida morfolina. En
algunas modalidades, el catalizador es Pd(PPhs)s.
En algunas modalidades, la invencién proporciona métodos en
donde el compuesto 5 se prepara haciendo reaccionar el acido carboxilico 2:
10

15 con DPPA bajo condiciones suficientes para proporcionar un intermediario de

acil azida;
calentar el intermediario de acil azida resultante bajo condiciones

suficientes para proporcionar el isocianato 3:
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tratar el resultado del paso de calentamiento con el éster 2,3,4,-

triacetil-1-hidroxiglucurénico 4:

OMe
O
N:Oéoe’ o
OAc
AcO
4
bajo condiciones suficientes para proporcionar el compuesto 5. En algunas

modalidades, el paso de la reaccion se lleva a cabo en la presencia de una

base, de manera preferida Et3N.

En algunas modalidades, la invencién proporciona métodos en
donde compuesto 2 se prepara haciendo reaccionar el anhidrido difénico con
alcohol alilico en exceso, de manera preferida prop-2-en-1-ol, en la presencia
de un catalizador, de manera preferida DMAP.

Estas y otras modalidades de la invencién seran evidentes para

aquellos con experiencia en la técnica tras la lectura de esta descripcién.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un diagrama de flujo de las trayectorias
metabdélicas propuestas de la DCDQ identificadas en los estudios in vitro e in
vivo.

La Figura 2 es un diagrama de flujo adicional de las trayectorias
metabdlicas propuestas de la DCDQ identificadas en los estudios de

excrecion biliar en ratas.
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La Figura 3 es un diagrama de flujo adicional de las trayectorias
metabdlicas propuestas de la DCDQ identificadas en ratones.

La Figura 4 es un diagrama de flujo adicional de las trayectorias
metabdlicas propuestas de la DCDQ identificadas en plasma humano.

La Figura 5 describe las estructuras y los esquemas de
numeracién de la RMN para DCDQ, M7, M8 y M13, como se identificaron en

los estudios de excrecion biliar en ratas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En algunos aspectos, esta invencidn se relaciona con los
metabolitos de DCDQ, métodos para prepararios y métodos para utilizarios
para tratar varios trastornos.

En algunos aspectos, la presente invencion proporciona

compuestos de férmula (1)
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en donde:

para cada R" y R™, en donde n es 1 hasta 8:

cada R" y R" es de manera independiente hidrégeno, hidroxi,
CH,C(0)-0-, -OSO3H u -0-G; o

5 R" y R" comespondiente, en donde n es 2, 3, 4, 6, 7 u 8,

tomadas junto con el carbono al cual estan unidas, forman C=0; o

R" junto con R™ correspondiente, en donde nes 1, 2, 3, 4,5 6
7, tomadas juntas forman un enlace doble entre los carbonos a los cuales
estén unidos, y cada R” y R™" correspondiente, es de manera independiente

10 hidrégeno, hidroxi, CH;C(0)-O, -OSOsH u -O-G;

en donde el nitrégeno denotado con el simbolo * puede formar

opcionaimente un N Axido;

G tiene la formula:

H OH
15
OH
o)
COH
20 X-Y es CH=N, CH=N(0), CH;N(0Q), C(O)NH o CR°HNR"’,

R? es hidrégeno, hidroxilo 0 -OSO3H; y
R'® es hidrégeno, acetilo, -SO3H, -G o -C(0)-0G;
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Z es hidrégeno, hidroxi, -OSOsH u -O-G; con la condicién de que
cuando Z es hidroxi, entonces (a) uno de R', R%, R, R, R%, R®, R", R%, R®y
R no es hidrégeno; o (b) X-Y no es CR*HNR";

con la condicién adicional de que cuando X-Y es CHR?NR™,
entonces al menos unode Z, R, R, R®, R*, R5, R%, R, R%, R® y R"® no es H.

Los métodos para la preparacibn de la DCDQ (es decir, el
compuesto de Férmula |, en donde X-Y es CHR®°NR' y cada uno de Z, y R!
hasta R es H), se describe en la Publicacién de la Solicitud de Patente de
E.U.A. No. US2004/0009970, incorporada en la presente como referencia en
su totalidad. La DCDQ misma no pretende estar dentro de los compuestos de
Férmula | descritos en la presente.

En algunas modalidades, la invencién proporciona compuestos
de hidroxi de férmula |. De manera preferida, al menos uno de Z y R hasta R®
es hidroxi.

En algunas modalidades, la invencidn proporciona ademas
compuestos de hidroxi de férmula |, en donde X-Y es CR®HNR', Algunos
ejemplos de tales compuestos de hidroxi incluyen aquélios en donde:

R®y R'? son cada uno H;

al menos uno de R’ y R® es -OH;

R® es -OH;

al menos unode R*y R*es -OH; o

al menos uno de R', R%, R®, R”y Z es -OH.
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En otras modalidades, la invencién proporciona compuestos de
hidroxi de formula 1, en donde X-Y es CR?HNR'™ y R'® es acetilo. Algunos
ejemplos preferidos de tales compuestos de hidroxilo incluyen aquéllos en
donde:

al menos uno de R’ y R® es -OH.

En otras modalidades, la invencion proporciona compuestos de
hidroxi de formula |, en donde X-Y es C=N. En algunas modalidades
preferidas, al menos uno de R' hasta R® es -OH. En otras modalidades
preferidas, al menos uno de R? hasta R* es -OH.

En otras modalidades, la invencién proporciona compuestos de
glucuronilo de acuerdo con la férmula |, en donde al menos uno de R' hasta
R®, R® R, y Z es -C(0)-0-G, -0-G 0 -G.

En algunas modalidades preferidas, la invencidon proporciona
compuestos de glucuronilo, en donde X-Y es CRPHNR'. En algunas
modalidades preferidas, R? y R' son H. En otras modalidades preferidas, al
menos uno de Z, R®y R* es -O-G. En otras modalidades preferidas, al menos
uno de R' hasta R®, R’, y Z es -O-G.

En modalidades auin adicionales, la invencién proporciona
compuestos de glucuronilo de fémula 1, en donde R? junto con R® tomadas
juntas, forman un enlace doble entre los carbonos a los cuales estan unidas, y
al menos uno de R* y R* es -O0-G.

En otras modalidades, la invencidon proporciona compuestos de

glucuronilo de férmula |, en donde R es -C(0)O-G o -G. En algunas
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modalidades, tales compuestos se proporcionan ademas, en donde R* y R*
junto con el carbono al cual estan unidas, forman C=0.

En algunas modalidades, la invencion proporciona compuestos
de glucuroniio, en donde X-Y es -CHR*’NR'®, en donde R es -C(0)-0-G.

En algunas modalidades preferidas, la invencién proporciona
compuestos de férmula |, en donde Z, cada R" y R™ es H, X-Y es -CHR*NR".
En algunas de tales modalidades, R® es H. En las modalidades preferidas, R®
es Hy R" es -C(0)-0-G.

En otras modalidades, la invencién proporciona compuestos de
glucuronilo de formula I, en donde R'° es acetilo. En una modalidad preferida,
tales derivados se proporcionan ademés, en donde al menos uno de R' hasta
R%, R®, y Z es -O-G. En aln otras modalidades, al menos uno de R” y R® es
-0-G.

En aigunas modalidades, la invencién proporciona compuestos
de sulfato de acuerdo con la férmula |, en donde al menos uno de R hasta R®,
y Z es -OSO3H.

En algunas modalidades preferidas, la invencién proporciona
tales compuestos de sulfato, en donde X-Y es -CHR®]NR'". En algunas de
tales modalidades, R® y R" son cada uno H. En algunas de tales
modalidades, al menos uno de R' hasta R® es -OSO;H. En modalidades
adicionales, al menos uno de R? y R® es -OSO;H. En algunas modalidades,

R? es -OSOsH.
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En algunas modalidades, la invencién proporciona compuestos
de sulfato de formula |, en donde al menos uno de R® y Z es -OSOsH.

En algunas modalidades, la invencién proporciona compuestos
de sulfamato de acuerdo con la formula |. En algunas modalidades, la
invencién proporciona tales compuestos de sulfamato, en donde X-Y es
CR°HNR', y R es -SO;H. En otras modalidades, la invencién proporciona
tales compuestos de sulfamato, en donde al menos dos de R" y su R™
correspondiente, en donde n = 1-5, forman un enlace doble entre los carbonos
a los cuales estan unidas.

En algunas modalidades, la invencién proporciona compuestos
ceto de acuerdo con la formula |, en donde R" y su R" comespondiente,
tomadas junto con el carbono al cual estan unidas, forman C=0. En algunas
modalidades preferidas, n = 4. En las modalidades preferidas adicionales,
X-Y es CR®HNR" y de manera preferida R" es -G. En otras modalidades, R*
yR" sonH.

Otras modalidades de los compuestos ceto de acuerdo con la
férmula |, proporciona compuestos en donde X-Y es C(O)NH.

En algunas modalidades, la invencidén proporciona compuestos
de imina de acuerdo con la férmula |. En algunas modalidades, X-Y es CH=N.
En algunas de tales modalidades, al menos uno de R' hasta R® es -OH. En
otras de tales modalidades, al menos uno de R? hasta R* es -OH. En adn

otras de tales modalidades, el compuesto puede ser un N éxido, en donde el
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nitrégeno entre los carbonos a los cuales R® y R estan unidos, forman un N
oxido,

En modalidades aln adicionales, la invencién proporciona
compuestos deshidro de férmula |, que contienen uno o més dobles enlaces.
En estas modalidades, tales compuestos se proporcionan en donde al menos
uno de R" y su R™! comespondiente, en donde n = 1-5, juntas foman un
eniace doble entre los carbonos a los cuales estdn unidas y cada R™ y R™"
es de manera independiente hidrégeno, hidroxi, CH3C(0)-0, -OSO3H u -O-G.
En algunas modalidades preferidas, n = 2. En las modalidades preferidas
adicionales, n = 2, R¥ = H, y R¥ o R* es -O-G. En modalidades atn
adicionales, X-Y es CHR®NR'®, en donde R? y R’ son de manera preferida H.

En ofras modalidades, se proporcionan los compuestos
dideshidro de fSrmula |, en donde para al menos dos R", cada R" y su R™!
comrespondiente, en donde n = 1-5, forman juntas un enlace doble entre los
carbonos a los cuales estdn unidas. En algunas modalidades preferidas, la
invencién proporciona ademds que X-Y = CHR®NRY™. En modalidades
adicionales, R'® es H; y Z o R” es -OSO;H. En atin otras modalidades, X-Y =
CHR°NR"yR?=R""=H.

En algunas modalidades, la invencién proporciona tales
compuestos dideshidro de férmula |, en donde R'° es -SOsH, o acetilo.

En algunos aspectos de la invencién, los compuestos de férmula

| se proporcionan en forma aislada.
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En otros aspectos de la invencion, los compuestos de férmula |
se proporcionan en forma sustancialmente pura de al menos 75% de pureza.
En otros aspectos, los compuestos son al menos 80% puros. En otros
aspectos, los compuestos son al menos 85% puros. En otros aspectos, los
compuestos son al menos 80% puros. En otros aspectos, los compuestos son
al menos 95% puros.

Acetilo, como se utiliza en la presente, se refiere a CH3-C(=0)-.

Alquilo, como se utiliza en la presente, se refiere a una cadena
de hidrocarbono alifatica, por ejemplo, de 1 a 6 atomos de carbono, e incluye,
de manera no exclusiva, cadenas lineales y ramificadas tales como metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo, _t-butilo. n-pentilo,
isopentilo, neo-pentilo, n-hexilo e isohexilo. Alquilo inferior se refiere a un
alquilo que tiene de 1 a 3 &tomos de carbono.

BOP se refiere a hexafluorofosfatc de (benzotriazol-1-
iloxi)tris(dimetilamino)fosfonio.

Carbamoilo, como se utiliza en la presente, se refiere al grupo
-C(=O)N<.

DCC se refiere a N,N'-Diciclohexilcarbodiimida.

DIBAH y DIBAL se refieren, de manera indistinta, a hidruro de
diisobutilaluminio.

DMAP se refiere a 4-dimetilaminopiridina.

DPPA se refiere a difenitfosforil azida.
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EDC se refiere al clorhidrato de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodiimida.

Glucuronilo, como se utiliza en la presente, se refiere al grupo:

Halégeno (o halo) como se utiliza en la presente, se refiere a
cloro, bromo, flior y yodo. La base de Hlnig es N,N-diisopropiletilamina,
también indicada en la presente como i-Pr2NEt.

PyBOP se refiere al hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-
iloxi)tripirrolidinofosfonio.

Los compuestos de esta invencién contienen atomos de carbono
asimétricos y por io tanto dan lugar a isdmeros y diastereoisémeros Opticos.
La presente invencion incluye tales isdmeros y diasterecisdémeros opticos; asl
como los estereocisbmeros R y S racémicos y resueltos, enantioméricamente
puros; asl como otras mezclas de los esterecisdmeros R y S y sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos.

En donde se prefiere un enantibmero, puede, en algunas
modalidades, proporcionarse sustanciailmente libre del enantibmero

correspondiente. Asi, un enantiémero sustanciaimente libre del enantiémero



10

15

20

23 nniey

correspondiente se refiere a un compuesto que esta aislado o separado via
técnicas de separacion o preparado libre del enantibmero comespondiente.
“Sustanciaimente libre", como se utiliza en la presente, significa que el
compuesto estd constituido de una proporcion significativamente mayor de
enantibmero. En las modalidades preferidas, el compuesto estd constituido
de al menos aproximadamente 90% en peso de un enantidmero preferido. En
otras modalidades de la invencién, el compuesto esta constituido de al menos
aproximadamente 99% en peso de un enantibmero preferido. Los
enantibmeros preferidos pueden aislarse de mezclas racémicas mediante
cualquier método conocido por aquellos con experiencia en la técnica,
incluyendo cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), y la formacién y
cristalizacion de sales quirales, o prepararse mediante los métodos descritos
en la presente. Véanse, por ejemplo, Jacques, et al., Enantiomers,
Racemates y Resolutions (Wiley Interscience, New York, 1981); Wilen, S.H.,
et al., Tetrahedron 33:2725 (1977); Eliel, E.L. Stereochemistry of Carbon
Compounds (McGraw-Hill, NY, 1862); Wilen, S. H. Tables of Resolving Agents
and Optical Resolutions p. 268 (E.L. Eliel, Ed., Univ. of Notre Dame Press,
Notre Dame, IN 1972).

Alguien con experiencia en la téchica también reconocera que es
posibie que existan tautémeros de férmula (I). La presente invencién incluye
todos de tales tautdmeros aunque no se muestren en la formula (1).

Los compuestos Utiles en la presente invencién también incluyen

sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de formula (I). Por

(07
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“sal farmacéuticaments aceptable®, se pretende cualquier compuesto formado
por la adicion de una base farmacéuticamente aceptable y un compuesto de
formula (I) para formar la sal comespondiente. Por el témmino
“farmacéuticamente aceptable®, se quiere decir una sustancia que es
aceptable para utilizarse en aplicaciones farmacéuticas desde una perspectiva
toxicoldgica vy no interactian de manera adversa con el ingrediente activo.
Las sales farmacéuticamente aceptables, incluyeando las mono y bisales
incluyen, de manera no exclusiva, aquéllas derivadas de acidos orgénicos e
inorganicos tales como, de manera no exclusiva, dcidos acético, lactico,
cltrico, cinamico, tartdrico, succlnico, fumérico, maleico, malénico, mandélico,
malico, oxélico, propiénico, clorhidrico, bromhidrico, fosfdrico, nitrico, sulfirico,
glicdlico, pinivico, metansulfénico, etansulfénico, toluensulfénico, salicllico,
benzoico y acidos similammente conocidos aceptables.

Los ejemplos no limitantes de los compuestos de Formula |
incluyen aquéllos identificados a través de los estudios in vitro e in vivo
detallados en la presente, y mostrados en las trayectorias metabdiicas
descritas en las Figuras 1-4. Tales ejemplos incluyen aquéllos mostrados a
continuacién. En donde la unién de sustituyentes datos se describe mediante
un recuadro, se pretende que el sustituyente indicado pueda unirse a

cualquiera de uno o0 mas atomos de carbono disponibles dentro del recuadro.
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Metabolitos de hidroxi
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M2 - Qhacurdnido de hidronl deshidre, o
oo N-glucurdnido

Glucurénido de N-acetll
hidroxi (M24)

Compuestos de sulfato

e

Sulfato (M8)

Sulfato (M13)

Glucurdnido (23 y W28}

Glucurénido de N-acetll
hidroxi {(M25 y M2T)

Sulfato (M16)
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Compuestos de sulfamato
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Sulfamato (M12) Sulfamato (M14)

Compuestos ceto
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Ceto (M7) Ceto (M18) ceto N-glucurénido (M22)

Compuestos de imina
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nniaj
28

Compuestos deshidro

s ﬁmﬁ@

o (M21) M2 - ﬂlu::.mo hidroxl Dideshidro {M28)

Sullameto (M14)

ntesis eijem 8

Sintesis propuestas para el metabolito de hidroxi M1

Cﬁ 1. Bey, ACOH Na¥, BICHeCN
N

N 2 GuGN, quinolina \

. o
L=

10




10

16

20

110

29

nnra?
Sintesis propuesta del metabolito de hidroxi M2
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2. CH0, TFA
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Sintesis propuesta del metabolito N dxido M5
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Sintesis para el metabolito de carbamoil glucurénido M6

o Lok

Sintesis propuesta para los metabolitos de hidroxi M3 y M4, el

metabolito ceto M7, y los metabolitos de sulfato M8 y M13
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15 Sintesis propuesta del componenta adicional del metabolito de

sulfato M8
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Sintesis propuesta del metabolito de glucuronilo M8
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Sintesis propuesta del metabolito de hidroxi M10 y el metabolito
de N-acetil hidroxi M11
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Sintesis propuesta del metabolito de sulfamato M12
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Sintesis propuestas para el metabolito de sulfamato M12,

dideshidro sulfamato M14 y el metabolito de N-acetil dideshidro M21
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Sintesis propuesta del metabolito ceto M18

st

CO.H

° HN—)N

M18

1.NaH
ar’\ioa

2. KOHEIOHMZ0

NaNy/CHySO3H

CH;Cl/calor

Mi4

PPA



10

15

20

* N0Naqg1

36

Sintesis propuestas para los metabolitos de hidroxi imina M15 y
M29-M31

MnO4
M2, M3o M4 S M15, M29-M31

Sintesis propuesta para el metabolito de sulfamato M16

= Xy =
nn—} “o H,,_/'l. 2M000 o m‘_/"‘

M8
M1

Sintesis propuesta para el metabolito de imina P3

e Y=

Estas sintesis propuestas son ejemplares Gnicamente. Aquellos
con experiencia en la técnica reconoceran que otras sintesis pueden utilizarse
para hacer los varios compuestos de la invenciéon. Ademas, aquellos con
experiencia en la técnica reconocerdn que un intermediario en cualquiera de
los esquemas de reaccién daescritos anterioments, puede ser un compuesto
de acuerdo con la Férmula | y puede recolectarse y purificarse, si es
necesario, sin ir al siguiente paso. Por ejemplo, la nitrona anterior puede

aislarse y purificarse. Ademds, aquellos con experiencia en la técnica
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reconoceran que esta sintesis puede modificarse para proporcionar los

compuestos relacionados que se describen por la Formula |, presente. Estas
y ofras variaciones o modificaciones de estos métodos, compuestos e
intermediarios se consideran dentro dei alcance y espiritu de la invencion

descrita en la presente.

Métodos de tratamiento
La afinidad de unibn de la DCDQ, y los compuestos

relacionados, esta bien documentada en las solicitudes publicadas
relacionadas WO03/091250 y US2004/0009970, cada una de las cuales se
incorpora como referencia. En consecuencia, los metabolitos, que se forman
después de la administracion de la DCDQ, también pueden utilizarse de
manera similar a la DCDQ para tratar los trastomos sicdticos y otros
trastomos_i.

Los compuestos de esta invencién son agonistas y agonistas
parciales del subtipo 2C de los receptores de serotonina del cerebro y por lo
tanto, son de interés para el tratamiento de trastornos mentales, incluyendo
trastornos sicoticos tales como esquizofrenia, incluyendo el tipo paranoide, el
tipo desorganizado, el tipo cataténico y el tipo no diferenciado, trastomo
esquizofreniforme, trastomo esquizoafectivo, trastorno delusional, trastorno
sicético inducido por sustancias y trastomo sicético no especificado de otra
manera; psicosis inducida por L-DOPA,; psicosis asociada con la demencia de

Alzheimer; psicosis asociada con la enfermedad de Parkinson; psicosis
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asociada con la enfermedad del cuerpo de Lewy, trastomos bipolares tales
como el trastorno bipolar |, trastomo bipolar Il y el trastomo ciclotimico;
trastomos depresivos tales como trastomo depresivo mayor, trastomo
distimico, trastomo del animo inducido por sustancias y trastomo depresivo no
especificado de oira manera; episodios del &nimo tales como episodio
depresivo mayor, episodic maniaco, episodio mezclado y episodio
hipomaniaco; trastomos de la ansiedad tales como ataque de pénico,
agorafobia, trastomo del panico, fobia especifica, fobia social, trastorno
obsesivo compulsivo, trastomo por tensiébn postraumética, trastomo por
tension aguda, trastomo de ansiedad generalizado, trastorno de ansiedad
inducida por sustancias y trastorno de ansiedad no especificado de otra
manera; trastornos del ajuste tales como trastornos del ajuste con ansiedad
y/o dnimo deprimido; trastornos del déficit intelectual tales como demencia,
enfermedad de Alzheimer y déficit de la memoria; trastomos de la
alimentacion (por ejemplo, hiperfagia, bulimia o anorexia nerviosa) y
combinaciones de estos trastomos mentales que pueden estar presentes en
un mamifero. Por ejemplo, los trastomos del 4nimo tales como los trastomos
depresivos o los trastornos bipolares con frecuencia acompafian los trastomos
sicoticos tales como la esquizofrenia. Una descripcién mas completa de los
trastonos mentales mencionados anteriormente puede encontrarse en
Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 4a edicion, Washington,
DC, Asociacién Psiquiatrica Americana (1984).
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Los compuestos de la presente invencion también son de interés
para el tratamiento de la epilepsia; migrafias; disfuncion sexual; trastornos del
suefio; trastomos gastrointestinales, tales como el mal funcionamiento de la
motilidad gastrointestinal; y obesidad, con sus comorbilidades consecuentes,
incluyendo diabetes dei Tipo I, enfermedad cardiovascular, hipertension,
hiperlipidemia, apoplejia, osteoartritis, apnea del suefio, enfemedad de la
vesicula biliar, gota, algunos canceres, alguna infertilidad y mortalidad
temprana. Los compuestos de la presente invencién también pueden
utilizarse para tratar las deficiencias del sistema nervioso central asociadas
por ejemplo, con trauma, apoplejla y lesiones de la médula espinal. Los
compuestos de la presente invencion pueden utilizarse por lo tanto, para
mejorar o inhibir la degradacién adicional de la actividad del sistema nervioso
central durante o después de una enfermedad o trauma en cuestién. Incluidas
en estas mejoras, estan el mantenimiento o mejora en las habilidades motoras
y de la motilidad, control, coordinacion y fuerza.

Asl, la presente invencion proporciona métodos para tratar cada
una de las enfermedades listadas anteriormente en un mamifero, de manera
preferida en un humano, los métodos comprenden proporcionar una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de esta invencién a un mamifero
en necesidad del mismo. Por “tratamiento”, como se utiliza en la presente, se
quiere decir aliviar, inhibir, prevenir, aminorar y/o mitigar de manera parcial o
completa el trastomo. Por ejemplo, “tratamiento™ como se utiliza en la

presente, incluye aliviar, inhibir o mitigar parcial o completamente la condicién
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en cuestidbn. “Mamiferos®, como se utiliza en la presente, se refiere a
animales vertebrados de sangre caliente, tales como humanos.
"Proporcionar’, como se utiiza en la presente, significa administrar
directamente un compuesto o composicién de la presents invencién, o
administrar un derivado o anélogo que formara una cantidad equivalente del

compuesto o sustancia activa dentro del cuerpo.

Composiciones farmacéuticas

También abarcadas por la presente invencion estin las
composiciones farmacéuticas para tratar o controlar los estados de
enfermedad o condiciones del sistema nervioso central, que comprenden al
menos un compuesto de Foérmmula |, mezclas del mismo, y/o sales
farmacéuticas del mismo, y un portador farmacéuticamente aceptable del
mismo. Tales composiciones se preparan de acuerdo con los procedimientos
farmacéuticos aceptables, tales como los descritos en Remingtons
Pharmaceutical Sciences, 17a edicién, ed. Alfonso R. Gennaro, Mack
Publishing Company, Easton, PA (1985). Los portadores famacéuticamente
aceptables son aquéllos que son compatibles con los otros ingredientes en la
formulacién y biolégicamente aceptables.

Los compuestos de esta invenciéon pueden administrarse oral o
parenteraimente, puros 0 en combinacién con portadores farmacéuticos
convencionales, la proporcidn de los cuales se determina mediante la

solubilidad y la naturaleza quimica del compuesto, la ruta de administracién y
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la practica farmacolégica estandar. El portador farmacéutico puede ser sdlido
o liquido.

Los portadores soélidos aplicables pueden incluir una o mas
sustancias que también pueden actuar como agentes saborizantes,
lubricantes, solubilizantes, agentes de suspension, rellenos, deslizantes,
adyuvantes de la compresion, aglutinantes o agentes desintegrantes de la
tableta 0 un material encapsulante. En los polvos, el portador es un sélido
dividido finamente que estd en mezcla con el ingrediente activo dividido
finamente. En las tabletas, el ingrediente activo se mezcla con un portador
que tiene las propiedades de compresién necesarias en proporciones
adecuadas, y se compacta en la forma y tamafio deseados. Los polvc-os y
tabletas contienen de manera preferida hasta 89% del ingrediente activo. Los
portadores sélidos adecuados incluyen, por ejemplo, fosfato de calcio,
estearato de magnesio, talco, azicares, lactosa, dextrina, almidén, gelatina,
celulosa, metil celulosa, carboximetil celulosa sddica, polivinilpirrolidina, ceras
de bajo punto de fusién y resinas de intercambio de iones.

Los portadores liquidos pueden utilizarse en la preparacion de
soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes y elixires. El ingrediente activo
de esta invencion puede disolverse o suspenderse en un portador liquido
farmacéuticamente aceptable tal como agua, un solvente organico, una
mezcla de ambos o aceites 0 grasas farmacéuticamente aceptables. El
portador liquido puede contener otros aditivos farmacéuticos adecuados, tales

como solubilizantes, emuisificantes, amortiguadores, conservadores,
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edulcorantes, agentes saborizantes, agentes de suspensién, agentes
espesantes, colores, reguladores de la viscosidad, estabilizantes u
osmorreguladores. Los ejemplos adecuados de portadores liquidos para la
administracién oral y parenteral incluyen agua (particularmente que contiene
aditivos como en lo anterior, por ejemplo, derivados de celulosa, de manera
preferida una solucién de carboximetil celulosa sddica), alcoholes (incluyendo
alcoholes monohldricos y alcoholes polihldricos, por ejemplo, glicoles) y sus
derivados, y aceites (por ejemplo, aceite de coco y aceite de cacahuate
fraccionados). Para la administracién parenteral, el portador también puede
ser un éster olecso, tal como oleato de etilo y miristato de isopropilo. Los
portadores liquidos estériles se utilizan en composiciones en forma liquida
estérii para la administracion parenteral. El portador liquido para las
composiciones presurizadas puede ser un hidrocarbono halogenado u otro
propelente famacéuticamente aceptable.

Las composiciones farmacéuticas liquidas que son soluciones o
suspensiones estériles, pueden administrarse mediante, por ejemplo,
inyeccién intramuscular, intraperitoneal o subcutdnea. Las soluciones
estériles también pueden administrarse intravenosamente. La administracién
puede ser en forma de una compasicién liquida o sélida.

Los compuestos de esta invencion pueden administrarse
rectalmente o vaginaimente en la forma de un supositorio convencional. Para
la administracién mediante inhalacion o insuflacién intranasal o intrabronqguial,

los compuestos de esta invencién pueden formularse en una solucién acuosa
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0 parciaimente acuosa, que puede utilizarse a continuacién en la forma de un
aerosol. Los compuestos de esta invencion también pueden administrarse
transdérmicamente a través del uso de un parche transdérmico que contiene
el compuesto activo y el portador que es inerte al compuesto activo, no es
téxico a la piel y permite el suministro del agente para la absorcién sistémica
en la comriente sanguinea via la piel. El portador puede tomar cualquier
nimero de formas tales como cremas y ungllentos, pastas, geles y
dispositivos oclusores. Las cremas y ungllentos pueden ser emulsiones
liquidas o semisdlidas viscosas del tipo aceite en agua o agua en aceite. Las
pastas comprendidas de polvos absorbentes dispersas en petréleo o petroleo
hidrofllico que contiene el ingrediente activo, también pueden ser adecuadas.
Una variedad de dispositivos oclusores pueden utilizarse para liberar el
ingrediente activo en la corriente sanguinea, tales como una membrana
semipermeable que cubre un depdsito que contiene el ingrediente activo con o
sin un portador, o0 una matriz que contiene el ingrediente activo. Otros
dispositivos oclusores se conocen en la literatura.

De manera preferida, la composicion farmacéutica esta en una
forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, como tabletas, capsulas, polvos,
soluciones, suspensiones, emulsiones, granulos o supositorios. En tal forma,
la composicién se subdivide en una dosis unitaria que contiene las cantidades
apropiadas del ingrediente activo; las formas de dosificacién unitarias pueden
ser composiciones empacadas, por ejemplo, polvos empaquetados, viales,

ampollas, jeringas prellenadas o bolsitas que contienen liquidos. La forma de
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dosificacién unitaria puede ser, por ejemplo, una céapsula o tableta misma, o
puede ser el nimero apropiado de cualquiera de tales composiciones en
forma de paquete.

Los requisitos de la dosificacién varfan con las composiciones
particulares empleadas, la ruta de administracién, la severidad de los
sintomas presentados, y el sujeto particular siendo tratado. Basandose en los
resultados obtenidos en los procedimientos de las pruebas farmacolégicas
estandar, las dosificaciones diarias estimadas proyectadas del compuesto
activo serlan de aproximadamente 0.02 pg/kg-aproximadamente 4000 ug/kg,
o hasta aproximadamente 500 mg/dia. Se entenderd que estos intervalos de
dosificacion son meramente estimados, y aquellos con experiencia en la
tdcnica serédn capaces de determinar las dosis apropiadas dependiendo de
muchos factores, incluyendo el peso del paciente, la severidad de los
sintomas y otroa factores. El tratamiento se iniciardA generaimente con
dosificaciones pequefias menores que la dosis 6ptima del compuesto.
Posteriorments, la dosificacion se incrementa hasta que el efecto éptimo bajo
las circunstancias se alcanza; las dosificaciones precisas para Ia
administracion oral, parenteral, nasal o intrabronquial se determinaran por el
médico que las administra basdndose en la experiencia con el sujeto

individual tratado.
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EJEMPLOS

Compuestos del metabolito

El metabolismo de la DCDQ se investigd en varios modelos in
vitro e in vivo utilizando una version radiomarcada de la DCDQ, [*C]DCDQ.
Los estudios revelaron varias trayectorias metabdlicas y varios metabolitos
significativos. Estos estudios se explican con detalle adicional en la seccién
Experimental, a continuacién.

El metabolismo de la [“C]DCDQ se investig mediante la
incubacién con microsomas de higado de ratones CD-1 machos y hembra,
ratas Sprague Dawley, perros sabuesos y microsomas de higado humano
recolectados a través de los sexos, y hepatocitos humanos masculinos
crioconservados. La DCDQ se convitid a los metabolitos oxidativos,
incluyendo M1, M2, M3, M4, M5 y un carbamoil glucurénido (M6) en las
incubaciones microsomales y los hepatocitos humanos.

El metabolismo in vivo de la [*C]DCDQ se investigé ademas en
cuatro perros sabueso machos, después de una sola administraciéon de 14.1 a
16.7 mg/kg de clorhidrato de [“C]JDCDQ en una capsula con recubrimiento
entérico. Los principales metabolitos observados en el plasma incluyeron
hidroxi DCDQ (M1, M2 y M3), una N 6xido DCDQ (M5), una ceto DCDQ (M7),
una hidroxi DCDQ imina (M15), un hidroxi DCDQ glucurénido (MS) y el
carbamoil glucurénido de DCDQ (M6). Un conjugado de sulfato de hidroxi
DCDQ (M16) y un &cido diacepinii DCDQ carboxllico (M17), que no se



10

15

20

AN214
46

detectaron en plasma, se observaron en las muestras de orina. Los
metabolitos de hidroxi DCDQ (M2, M3 y M19), una ceto DCDQ (M18) y la
hidroxi DCDQ imina (M15) se detectaron en los extractos fecales. La DCDQ
sa metaboliz6 extensamente en los perros, con el metabolismo oxidativo como
la trayectoria metabdlica principal, aunque la formacibn de un DCDQ
carbamoil glucurénido (M6) también se observd.

El metabolismo in vivo de la [“C]DCDQ se estudi® ademas en
ratas Sprague-Dawley machos y hembras después de una sola administracién
oral (5 mg/kg). Los metabolitos detectados en el plasma incluyeron los
metabolitos de hidroxi DCDQ (M1, M2, M3, M4 y M10), ceto DCDQ (M7), y los
metabolitos de la fase |l, sulfamato de DCDQ (M12), dideshidro sulfamato de
DCDQ (M14), sulfatos de hidroxi DCDQ (M8 y M13), hidroxi DCDQ
glucurénido (M8) e hidroxi DCDQ acetilada (M11). La DCDQ se metabolizé
extensamente en ratas a los metabolitos predominantemente oxidativos.

Asi, los metabolitos de la DCDQ se crean a través de varias
frayectorias metabdlicas, algunas de las cuales son comunes a través de
varias especies. Tales metabolitos pueden ser (tiles para tratar trastomos y
enfermedades afectadas por el receptor de 5HT.c y/o aquéllos que pueden
tratarse mediante la administracién de la DCDQ.
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Sintesis del metabolito (M6) d rbamoil glucuronil
OH

Reactive de N
wcoplamisnie, _)

oL NH * " aming o t N

o;é :02 _o’l"’o _) cHih & oL °

'{90 oL? . HOY :.%
¢ DCDQ 7

El metabolito M8 puede obtenerse acoplande la DCDQ con un
portador de glucuronilo 6 en la presencia de un reactivo de acoplamiento y
una amina en CH2CIl para proporcionar el compuesto 7. El producto, el
compuestio 7 puede purificarse de acuerdo con métodos conocidos en la
técnica, y de manera preferida, mediante purificacion con cromatografia en
columna, de manera preferida con EtOAc/heptano como un eluyente. El
reactivo de acoplamiento puede seleccionarse de cualquier reactivo de
acoplamiento adecuado, incluyendo, de manera no exclusiva, BOP, DCC y
EDC. BOP es el agente de acoplamiento preferido. Las aminas adecuadas
incluyen, de manera no exclusiva EtsN, piridina y una base de Hinig. La base
de Hinig es la preferida. E! portador de glucuronilo 8 puede prepararse
mediante métodos conocidos por aquellos con experiencia en la técnica. L'
es un grupo saliente alifatico, tal como de manera no exclusiva, alquilo de C; a
Ce, metilo, etilo y propilo, de manera preferida metilo. Cada L2 es un grupo
saliente que se selecciona de manera independiente de un grupo acetilo y un

grupo bencllico. Los grupos acetilo se prefieren. El portador de glucuronilo 6



10

15

20

nna19

48

es de manera preferida, un carbamato de glucuronilo de amina secundaria 8,
tales como aquéllos que pueden disefiarse basandose en el protocolo de
Scheeren discutido en Ruben G. G. Leeders, Hans W. Scheeren, Tetrahedron
Letters 2000, 41, 9173-9175.

Metaboli 6 de glucuronil carbamaoil

' Ba30/C;CoOHHOMHF &)_k
u

g . Mataboilto M8
El compuesto 7 se somete a continuacién a una hidrolisis basica
que resulta en la desproteccién de todos los grupos salientes, L%, en la
posicién 2, 3, 4 de la porcién de azicar, asi como L', para proporcionar el
producto final, el metabolito M6. La hidrdlisis basica se lleva a cabo utilizando
una base, tal como NaOH, LiOH y KOH en un alcohol alifatico de C4-Cs. LiOH
es la base preferida y MeOH es el alcohol preferido. La eliminacién de los
solventes organicos y la liofilizacién pueden utilizarse para proporcionar el
producto crudo M8 en un rendimiento cuantitativo. La purificacion de M6
crudo puede llevarse a cabo entonces mediante los métodos conocidos por

aquelios con experiencia en ia técnica.
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Portador de glucuronilo, compues
Ox O, O, OH
Pd{PPhy)
morfolina
THF ov! NH

OL' NH - ———
: o={ o o’go i&ﬁ;ﬂw
L oL?
V% ot g L 6

El compuesto 6 puede prepararse mediante la desproteccion del
grupo alilo en el compuesto 5, catalizado de manera preferida utilizando
Pd(PPhs),, y morfolina como un nucledfilo. El catalizador fresco se prefiere.

10 Ademaés, puede burbujearse Nz opcionalmente a través de la solucién de
reaccion antes de agregar el catalizador. De esta manera, el portador de
glucuronilo crudo 6 se obtiene en un rendimiento cuantitativo sin purificacién

adicional.

15 Compuesto

Q
PhMo, —
" N 0 Phila ﬁ

2 - 10 - -§ 3 -
20 +
%
Phio o
1 NH - OH
0 ’ko tsmporsivra amblanto v 4 ot
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El compuesto 5 puede prepararse en un alto rendimiento en una
reaccion de un solo recipiente. El tratamiento del compuesto 2 con uno de
DPPA, NaN; o TMSN; en la presencia de EtsN en tolueno in situ, produce una
acil azida 10, que se calienta, de manera preferida a 80°C durante 1.5 horas,
para proporcionar el isocianato 3. El compuesto 3 no necesita aislarse y se
trata posteriormente con un éster 1-hidroxiglucurénico 4, de manera preferida
a temperatura ambiente durante la noche, para obtener el compuesto del titulo
5 (Esquema de Reaccion 3). El compuesto 4 puede prepararse siguiendo el
procedimiento descrito en la US 6,380,166B1, que se incorpora en la presents
como referencia. La '"H RMN a 30°C muestra que todas las sefiales son
dobles debido a la rotacién restringida alrededor dei enlace Ar-Ar.

En el compuesto 4, L' es un grupo saliente alifatico, tal como, de
manera no exclusiva, alquilo de C; a Cq, metilo, etilo y propilo, de manera
preferida metilo. Cada L2 es un grupo saliente que se selecciona de manera
independiente de un grupo acetilo y un grupo bencllico. Los grupos acetilo

son los preferidos.

Compuesto 2

Con el fin de preparar el éster monoalilico 2, se eligié el
anhldrido difénico como una materia prima y se tratd con un exceso de alcohol
alllico en la presencia de un catalizador. Los catalizadores adecuados

incluyen Et;N, base de Hlning, piridina, aminas, NaOH, LIOH, KPH, y otras
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bases inorganicas. Pueden lograrse rendimientos cuantitativos para el

compuesto 2.
Compusesto 5
040’ I ,J, i 7~
% DPPA, EuN s0c
Phie, e
HO” YO N 0 Phe ﬁ
2 - 10 - "5 3 -
+

1
Phie o
«%"“
L [}
AcD

u! NH
O AO lomperatura ambionte
L% oL3 4
A 5

El compuesto 5 puede prepararse en un alto rendimiento en una
reaccion en un solo recipiente. El tratamiento del compuesto 2 con uno de
DPPA, NaN; o TMSN; en la presencia de EtsN en tolueno in situ, produce una
acil azida 10, que se calienta, de manera preferida a 80°C durante 1.5 horas,
para proporcionar el isocianato 3. El compuesto 3 no necesita aislarse y se
trata posteriormente con un éster 1-hidroxiglucurénico 4, de manera preferida
a temperatura ambiente durante la noche, para obtener el compuesto del titulo
5 (Esquema de Reaccion 3). El compuesto 4 puede prepararse siguiendo el

procedimiento descrito en la US 6,380,166B1, que se incorpora en la presente
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como referencia. La 'H RMN a 30°C muestra que todas las sefiales son
dobles debido a la rotacion restringida alrededor del enlace Ar-Ar.

En el compuesto 4, L' es un grupo saliente alifatico, tal como, de

manera no exclusiva, alquilo de C, a Cs, metilo, etilo y propilo, de manera

5 preferida metilo. Cada L2 es un grupo saliente que se selecciona de manera

independiente de un grupo acetilo y un grupo bencllico. Los grupos acetilo

son los preferidos.

sis ejemplar del m lito (M6) de carbamoil ronilo
10 Una sintesis ejemplar del metabolito (M8) de DCDQ carbamoil

glucurénido se muestra en el Esquema de Reaccién 1:

20 80P, s T




10

16

20

/22

53
nnug

eneral

Los espectros de la RMN se registraron en un Varian Inova 300
a 300 MHz ('H y '3C) y los desplazamientos quimicos se identificaron en ppm
con relaciéon al estdndar intemo de TMS. Se realizaron TLC anallticas y
preparativas sobre placas recubiertas con Gel de Silice 60 F-254 obtenidas de
EM Science. Los compuestos se visualizaron utilizando UV a 254 nm o un
indicador de KMnO, acuoso al 10%. EIl andlisis de la HPLC se determiné en
un instrumento para HPLC Waters Alliance 2695 equipado con un detector UV
PDA (Modelo 2896). Los espectros de masas se registraron en un

espectrometro de masas Finnigan.

Ester 2’-alilico del acido bifenil-2,2'-dicarboxllico 2

En un matraz de 1 L se cargd anhldrido
difénico (40 g, 178 mmoles), alcohol alilico (300 mL) y DMAP (2.18 g, 17.8
mmoles, 10 % en mol). La mezcla de reaccion se agitd durante 12 horas. El
exceso de alcohol alllico se evaporé bajo presion reducida a 40°C. El residuo
se redisolvid en EtOAc (400 mL) y se lavé con NaHSO, acuoso (0.5 N, 200

mL), salmuera (200 mL x 3) y agua (200 mL x 3). La capa organica se seco
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con NazSO, anhidro, se pasé a través de una aimohadilla de gel de sllice (500
g), se lavé la aimohadilla con EtOAc (1 L), se concentrd bajo presion reducida
hasta sequedad. Las trazas del alcohol alllico se eliminaron mediante
destilacién con heptano para proporcionar el éster monoalllico 2 (50 g, 100%)
como un aceite incoloro.

'H RMN (300 MHz, CDCls): 8.03-7.99 (m, 2H), 7.56-7.38 (m, 4H),
7.18-7.16 (m, 2H), 5.74-5.61 (m, 1H), 5.17-5.06 (m, 2H), 4.52-4.49 (m, 2H).

En un matraz de 500 mL se cargd el éster 2’-alilico del acido

bifenil-2,2'-dicarboxllico 2 (5.2 g, 18.4 mmoles), tolueno (100 mL), DPPA (4.8
mL, 22.1 mmoles, 1.2 equivalentes) y Et;N (3.1 mL, 22.1 mmoles, 1.2
equivalentes) bajo atmésfera de nitrégeno. La mezcla de reaccidén se agité
durante la noche a temperatura ambiente, a continuacion se calentdé a 85°C
durante 1.5 horas para generar in situ el intermediario de isocianato 3. La
mezcla se enfrié a temperatura ambiente. A esta mezcla se le agregd6 el éster
2,3 4-triacetil-1-hidroxiglucurénico de metilo 4 (3.7 g, 11 mmoles, 0.6

equivalentes) y se agité durante la noche. La mezcla se diluyd con EtOAc
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(500 mL), se lavé posteriormente con NaHSO, acuoso (0.5 N, 200 mL),
NaHCO, saturado (200 mL), salmuera (200 mL x 2) y agua (200 mL). La capa
organica se sect sobre NaSO, anhidro y se concentrd bajo presion reducida.
El residuo (11 g), mezclado con gel de silice (22 g), se cargé en una columna
(4.5 x 50 cm) que se empacé con gel de sllice (500 g). La columna se lavé
con EtOAc/heptano (2:8, 6 L; 3.7, 4 L; 4.6, 4 L). Las fracciones (80
mlL/Afraccion se recolectaron y el solvente se evaporé para proporcionar el
compuesto 5 (5.5 g, 82%). HPLC, RT=7.73 minutos, pureza: 81.44%.

'H RMN (300 MHz, CDCl3), todas las sefiales son dobles debido
a la rotacion restringida alrededor del enlace Ar-Ar, 8.03-7.93 (m, 2H), 7.64-
7.48 (m, 2H), 7.40-7.23 (m, 2H)1 7.18-7.05 (m, 2H), 6.49, 6.42 (2s, H, NH),
5.74, 5.73 (2d, J = 8.1 Hz, 'H, p-anémero), 5.70-5.57 (m, 1H), 5.33-5.01 (m,
5H), 4.54-4.48 (m, 2H), 4.16 (d, J = 9.9 Hz, 'H), 3.73, 3.72 (2s, 3H), 2.04- 1.85
(3s, 9H). MS: m/z:[636 M+Na]".

ilcarbamoiloxiltetrahidropiran-carboxilico 6

/23
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En un matraz de 500 mlL se cargd el éster metilico del acido
3,4, 5-triacetoxi-8-(2'-aliloxicarbonilbifenil-2-licarbamoiloxi)tetrahidro-piran-2-
carboxllico 5 (5.3 g, 8.65 mmoles), THF (400 mL) y morfolina (3.8 mL, 43.3
mmoles, 5 equivalentes). La mezcla de reaccion se agité durante 2 horas a
temperatura ambiente mientras se burbujea nitrégeno a través de la solucion.
Después de eso, se agregé Pd(PPhs)4 (300 mg, 0.26 mmoles, 3 % en mol).
La mezcla de reaccién se agitdé ademas durante 15 minutos, se diluyd con
Et20O (1L) y se lavé con NaHSO, (0.5 N, 300 mL), salmuera (300 mL x 2), agua
(400 mL x 2). La capa organica se secd sobre MgSO, y se evapord para
obtener el compuesto 6 (5.3 g, 100%, HPLC: 84% de pureza). Este
compuesto se utilizé sin purificacién adicional en el siguiente paso.

'H RMN (300 MHz, CDCl,): todas las sefiales son dobles debido
a la rotacion restringida alrededor del enlace Ar-Ar, 8.05-7.15 (m, 8H), 5.72,
5.70 (2d, J = 8.1 Hz, 1H), 5.38-5.02 (m, 2H), 4.18, 4.13 (2d, J = 9.8 Hz, 1H),
3.77-3.73 (m, 1H), 3.72 (s, 3H), 2.03-1.98 (3s, 8H). MS: m/z: 572 [M-H]".

Compuesto 7
On OM .
% . . J
°§¢;° 0 _} moéék’:""
o H- HC) AcQ
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En un matraz de 500 mL se cargé el éster metilico del acido
3,4 5-triacetoxi-8-(2'-carboxilbifenil-2-ilcarbamoiloxi)tetrahidropiran-2-
carboxilico 8 (5.0 g, 8.7 mmoles), CHxCl; (200 mL) y BOP (4.2 g, 9.6 mmoles,
1.1 equivalente). La mezcla se agité a temperatura ambiente bajo atmoésfera
de nitrégeno para volverse una solucioén. A esta solucién se le agregé gota a
gota una soluciéon de DCDQ (2.5 g, 9.6 mmoles, 1.1 equivalente) y N,N-
diisopropil-N-etil amina (7.6 mL, 43.5 mmoles, 5 equivalentes) en CH;Cl, (200
mL) en 10 minutos. La mezcla de reaccién se agitd durante la noche y se filtrd
a través de celite. La capa organica se lavd con agua (200 mL), se secd
sobre MgSO, y se evapord. El residuo se purificé mediante cromatografia en
columna (columna: 4.5 x 50 cm, ge! de sflice: 500 g, solvente: EtOAc/heptano
(2/8, 4 L), (377, 8 L), 50 mLAraccién) para obtener el compuesto 7 (4.0 g,
HPLC: 74%), se suspendié en CH;Cl; para proporcionar el compuesto 7 (3.52
g, 68.8%, HPLC: 96%).

'H RMN (300 MHz, DMSQ-d6): 7.12-7.08 (m, 1H), 8.98-8.96 (m,
1H), 6.86-6.77 (m, 1H), 5.81, 5.79 (2d, J = 8.1 Hz, 1H, p-andémero), 5.10-4.80
(m, 2H), 4.63-4.36 (m, 2H), 4.17-4.12 (m, 1H), 3.88-3.68 (m, 1H), 3.64, 3.59
(2s, 3H), 3.40-3.21 (m, 1H), 3.04-2.59 (m, 4H), 2.30-2.14 (m, 1H), 2.05-1.95
(3s, 9H), 1.70-1.20 (m, 5H). MS: m/z 589 [M + HJ".
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Metabolito M6 d D

Y Y
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Una solucion del compuesto 7 (5.0 g, 8.5 mmoles) en THF (64

mL) se agregé a MeOH (318 mL) y H20 (70 mL). La solucién se enfrié a 0-
59C (bafio de hielo-agua). Y se agregd gota a gota una solucién de LiOHsH,0
(2.1 g, 51 mmoles, 68 equivalentes) en H20 (58 mL) [LIOHMeOH/THF/H;0 0.1
N] en 20 minutos. La mezcla de reaccién se agitd a 0-5°C durante 2 horas
bajo atmésfera de N2. El progreso de la desproteccién se verificé en la TLC
de fase inversa (SiO2-C1s MeCN/H20, 3/7). La mezcla de reaccion se diluyd
con H20 (500 mL) y se neutraliz6 agregando HOAc (3.1 g, 51 mmoles) a
20°C. El solvente se concentrd bajo presion reducida a 22°C y la suspension
acuosa resultante se liofilizd para proporcionar el metabolito M6 crudo (6.2 g,
100%). La purificacién adicional del compuesto crudo (1.2 g) utilizando
cromatografla en columna sobre gel de sllice Biotage (Horizon), 2
CHCls/MeOH/H20 como un eluyente proporcioné M6 (400 mg) con 95% de
pureza (HPLC).
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'H RMN (300 MHz, DMSO-d8, intercambio de D;O): 7.13-6.99
(m, 2H), 6.87-6.80 (m, 1H), 5.08 (d, J = 7.8 Hz, 1H, p-anémero), 4.77-4.58 (m,
1H), 4.19-4.12 (m, 1H), 3.93 (m, 1H), 3.40-2.87 (Sm, SH), 2.68-2.60 (m, 1H),
2.24-1.99 (m, 3H), 1.63-1.20 (m, 4H); '3C (75 MHz, DMSO-d6): 173.3, 173.1,
154.8, 154.0, 147.3, 132.5, 132.4, 130.9, 130.6, 130.1, 127.9, 127.7, 121.4,
121.1, 96.9, 96.3, 77.1, 76.9, 75.3, 73.2, 72.9, 72.6, 56.9, 56.1, 55.8, 50.9,
50.4, 48.7, 41.7, 35.0, 34.9, 32.5, 32.3, 29.8, 24.1; LC/MS (ESI), m/z 449
[M+H]'.

Referencias

1. Equipo para HPLC: Waters 26980

Preparacién de la muestra: agregar 2-3 gotas de la mezcla de
reaccidén a 2 mL de acetonitrilo, agitar bien hasta una solucién y someter a
andlisis con HPLC.

Condiciones de la HPLC:

Columna: Alitima C¢g 3um 7 x 53 mm

Temperatura de la columna: 25°C

Fases méviles: Solvente A = 1800 mL Hz0, 100 mL CHJCN, 1
mL HsPOy,

Solvente B = 1800 mL CH;CN, 100 mL Hz0, 1 mL H3PO,

/25



10

15

20

» AN295

60
CUADRO 1
Cuadro del lente W2

Tiempo Velocidad de % de A %deB curva

(minutos) Flujo

{(mL/minuto)
2.50 100 0 6
2 2.50 100 0 6
9 2.50 0 100 8
11 2.50 0 100 6
12 2.50 100 0 6
16 2.50 100 0 6

UV: 215 nm

Final de M6

Volumen de inyeccion: 10 pL

2. Biotage Flash-12 (Horizon) Método para la Purificacion

Fases Mdviles:

A: CHCls: MeOH: H20 (8: 2: 0.2)

B:  CHCly MeOH: H;0 (7: 3: 0.5)

Gradiente por el Volumen de la Columna (CV, 120 mL/CV):
2 (GV): A 100%

5 (CV): A 100% — B 100%

3 (CV): B 100%

Carga de la muestra: Disolver 1.2 g de M6 crudo en 8 mil de la

fase movil A y verter en el tomador de muestras.

Velocidad de flujo: 40 mL/minuto
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UV: 254 nm

Fraccién: 12 mLAraccion, tota! 96 fracciones

Estudios in vitro/in vivo del metabolito

La DCDQ es un potente agonista de 5-HT.c y es efectiva en
varios modelos animales que predicen la actividad antisicética, con un perfil
antisicotico atipico. El perfil del comportamiento de la DCDQ en estos
modelos es consistente con la actividad similar a la antisicética atipica con
riesgos de los efectos laterales extrapiramidales disminuidos. El agonista de
5-HTzc DCDQ también puede ser efectivo para tratar los trastomos del &nimo
o las disminuciones cognoscitivas asociadas con la esquizofrenia.

Varios metabolitos de la DCDQ se identificaron a través de los
modelos in vivo e in vitro. Sin estar apegado a la teoria detras de las
trayectorias, las Figuras 1-4 muestran las trayectorias metabdlicas propuestas

que conducen a estos compuestos.

Metabolismo in vitro de la [*C]DCDQ en los microsomas de

higado de ratones, ratas, pe humano en_hepatocitos humanos
crioconservados

El metabolismo de la ['“CJDCDQ se investigd mediante la
incubacién con microsomas de higado de ratones CD-1 machos y hembras,
ratas Sprague Dawley, perros sabuesos y microsomas de higado humano

recolectados a través de los sexos, y hepatocitos humanos masculinos
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crioconservados. Utilizando los microsomas de higado humano, los valores
de Ky para la fomacion del metabolito M1 oxidativo principal y el carbamoil
glucurénido M6 fueron de 10.8 y 56.1 uM, respectivamente.

Se observaron diferencias de las especies en el metabolismo de
la DCDQ. El metabolismo oxidativo fue la trayectoria metabélica principal
para la DCDQ en las incubaciones microsomales hepéaticas. Varios
metabolitos hidroxi (M1, M2, M3 y M4) de DCDQ se detectaron con los
microsomas de higado humano en la presencia de NADPH. El metabolito M1
no se detectdé en otras especies. Los metabolitos M2 y M3 también se
observaron con el perro y la rata. El metabolito M4 también se detectd en la
rata, pero no en el ratén o el perro. El ratdn parecié tener un metabolito
menos extenso que otras especies y M2 fue el tinico metabolito detectado con
los microsomas de higado de ratén. Un N dxido de la DCDQ imina (MS5) se
detectd con el perro y el humano, pero no con microsomas de higado de ratén
o de rata. La formacion de la DCDQ imina (P3) y los productos P1 y P2
actualmente no identificados, del higado de todas las especies, no fue
dependiente de NADPH y requiere investigacion adicional. No se observaron
diferencias por el sexo en las incubaciones microsomales para ratones, ratas
y perros.

En la presencia de UDPGA, el carbamoil glucurénido de DCDQ
(M8) se detecté con el perro y el humano, pero no con microsomas de higado
de ratén o de rata. Aunque la formacién de los metabolitos hidroxi fue la

trayectoria metabdlica principal con los microsomas de higado humano en la
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presencia de NADPH y UDPGA, el carbamoil glucurénido fue el metabolito

principal en los hepatocitos humanos a una concentraciéon de DCDQ 50 uM.
En resumen, la DCDQ se convirtié a los metabolitos oxidativos y

al carbamoil glucurénido en las incubaciones microsomales y los hepatocitos

humanos.

Int ion

Este estudio investigd la biotransformacién in vitro de la DCDQ
en microsomas de higado y hepatocitos humanos. Las trayectorias
dependientes del citocromo P450 y de UDP-glucuronosiltransferasa se

examinaron y los metabolitos de DCDQ se caracterizaron mediante LC/MS.

Materiales y métodos

Materiales

El clorhidrato de ['“CJDCDQ (Lote L25073-42) se sintetiz6
mediante el grupo de radiosintesis de Wyeth Research (Pearl River, NY). La
pureza radioquimica de la ['*C]DCDQ fue del 98.9% y la pureza quimica fue
de 99.9% mediante deteccion UV. La actividad especifica de la ['*C]DCDQ
fue de 222.9 uCi/mg como una sal de clorhidrato, La estructura quimica de la
['“C]DCDQ se muestra con la posicién de la marca de 'C. El clorhidrato de
DCDQ no marcado (Lote PB3312) con una pureza quimica de 98.6% se
sintetizé por Wyeth Research (Pearl River, NY). A menos que se indique de
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otra manera, cuando se hace referencia a la DCDQ o la [“C]DCDQ, se

supone la sal de clorhidrato.

DCDQ
C1sH2oN2
PM monoisotipico de la base
libre sin marcar = 228.2
* sitio de la marca de C
HN
Los hepatocitos humanos crioconservados, el medio de
suspension de los hepatocitos y el medio de cultivo de los hepatocitos se
obtuvieron de In Vitro Technologies (Baltimore, MD). Los hepatocitos fueron
de dos individuos masculinos (Lote 070, 57 afios y Lote DRL, 44 afios) con la
actividad de la testosterona 6p-hidroxilasa de 55 y 43 pmol/108
células/minuto, respectivamente, como se determind por In Vitro
Technologies. Los cromosomas del higado listados en el siguiente Cuadro 2
de ratones CD-1, ratas Sprague Dawley y perros sabueso también se

obtuvieron de In Vitro Technologies.
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CUADRO 2

Caractoristicas de los Microsomas de Higado de Ratén, Rata y Perro

/2§

Especies Sexo Lote No. Nimerode Contenido
Animales de P450
por (nmol/mg de
recoleccion proteina)
Ratén Macho 100005 20 0.40
Hembra 100005 23 0.79
Rata Macho 111 50 0.55
Hembra 108 5 0.57
Perro Macho M100008 4 0.43
Hembra 108

Los microsomas de higado humano de los sujetos 3, 6, 15, 17,
18 y 19 se prepararon de los higados recibidos de |IAM (Exton, PA). Estos
microsomas se prepararon y caracterizaron por el Dr. Andrew Parkinson y se
describen en Parkinson A. Preparation and characterization of human liver
microsomes. Wyeth-Ayerst Research GTR-25617, 1994, que se incorpora en
la presente como referencia. Las preparaciones microsomales se
almacenaron a aproximadamente -70°C en allcuotas de 250-500 uL hasta el
uso. El siguiente Cuadro lista las caracteristicas de los microsomas de higado

humano utilizados en este estudio.
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CUADR
Caracteristicas de los Microsomas Individuales de Higado Humano

Namero de Datos Sexo Contenido de
Individuos preparados P450 (nmol/mg
de proteina
3 3/12/93 F 0.52
6 3/15/93 M 0.58
15 3/19/93 F 0.53
17 3/28/93 F 0.38
18 3/28/93 M 0.36
19 3/29/93 F 0.71
Valor medio de los microsomas recolectados (N = 6) 0.51

Los cocteles de centelleo Ultima Gold, Ultima Flo, Permafiuor
E+, y el absorbente de diéxido de carbono Carbo-Sorb E se compraron de
Perkin Elmer (Wellesley, MA). El agua y el acetonitrilo grado cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) se obtuvieron de EMD Chemicals
(Gibbstown, NJ). La sal de triamonio del Acido uridin 5'-difosfoglucurénico
(UDPGA) y el EDTA se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). El
acetato de amonio y el cloruro de magnesio se obtuvieron de Mallinckrodt
Baker Inc. (Phillipsburg, NJ). Todos los otros reactivos fueron grado analitico o

mejor.
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Métodos
Incubacién de la [**CIDCDQ con microsomas de higado de
ratones, ratas, perros y humanos

La ['*C]DCDQ se mezclé con DCDQ no radiomarcada (1:3 6 1:5)
en las incubaciones. Las incubaciones microsomales consisten de
[““CIDCDAQ, cloruro de magnesio (10 mM) y microsomas de higado incubados
en 0.5 mL de amortiguador de fosfato de potasio 0.1 M, pH 74. La
[“CJDCDQ (20 pL) en agua se agregd a los tubos de incubacién que
contienen el amortiguador, solucién de cloruro de magnesio y los microsomas.
Después de mezclar, los tubos se preincubaron durante 2 minutos en un bafio
de agua con agitacién a 37°C. Las reacciones se iniciaron mediante la adicién
de UDPGA o el sistema de regeneracion de NADPH. La UDPGA se agregé
como una allcuota de 50 yuL de una solucion 20 mM en agua, para
proporcionar una concentracion final de 2 mM. Se agregé un sistema de
regeneracion de NADPH (30 plL) a las incubaciones para evaluar el
metabolismo mediado por CYP450. El sistema de regeneracién de NADPH
consistid de glucosa-6-fosfato (2 mg/mL), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(0.8 unidades/mL) y NADP* (2 mg/mL). Las incubaciones de control se
realizaron bajo las mismas condiciones, pero sin el sistema de regeneracion
de NADPH, UDPGA o microsomas. Todas las incubaciones se realizaron por
duplicado. Las incubaciones se detuvieron mediante la adicién de 0.5 mL de
metanol enfriado con hielo. Las muestras se mezclaron con vortice. Las

protelnas desnaturalizadas se sspararon mediante centrifugacién a 4300 pm
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y 4°C durante 10 minutos (supercentrifuga Modelo T21, Sorvall). Las
pelotillas de la protelna se extrajeron con 0.5 mL de metanol. El sobrenadante
se combind para cada muestra, se mezclé y evapord a un volumen de
aproximadamente 0.3 mL bajo corriente de nitrbgeno en un evaporador
Zymark TurboVap LV (Caliper Life Science, Hopkinton, MA). La muestra
concentrada se centrifugd y las alicuotas se radioprobaron y analizaron
mediante HPLC. Este método recuperé un promedio de 92.1% de |a
radiactividad de la mezcla de reaccion.

Las condiciones de la velocidad inicial se determinaron para el
metabolismo de la DCDQ en incubaciones con microsomas de higado
humano en la presencia de NADPH o UDPGA. Las incubaciones para el
estudio del curso del tiempo contenfan 20 uM de ['“C]DCDQ y 0.5 mg/mL de
las protelnas microsomales, y se incubaron a 37°C con agitacién leve durante
0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 y 80 minutos. El estudio de dependencia de la
proteina se realiz6 con 20 uM de ['*C)DCDQ incubada durante 20 minutos con
0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 y 1.0 mg/mL de proteinas microsomales.

Los valores de K, se determinaron con 0.5 mg/mL de
microsomas de higado humano incubados con ['*C]JDCDQ durante 20 minutos
con el sistema de regeneracién de NADPH o durante 10 minutos con UDPGA.
Las concentraciones de ['*C]DCDQ utilizadas fueron 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 75 y
100 pM.

Para evaluar las diferencias de las especies en el metabolismo

mediado por el citocromo P450 y por UGT, la ['*C]DCDQ se incubd durante 20
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minutos con 0.5 mg/mL de proteinas microsomales de higado de ratones,
ratas, perros y humanos, en la presencia del sistema de regeneracién de
NADPH o UDPGA. Las condiciones dei ensayo fueron las mismas como se
describid anteriormente y las concentraciones de DCDQ fueron 12 yM y 56
MM para el metabolismo mediado por el citocromo P450 y por UGT,
respectivamente.

Las muestras se analizaron para los metabolitos mediante

deteccién del flujo de la radiactividad y mediante LC/MS.

Preparacion de los hepatocitos human

Los viales que contienen Ilos hepatocitos humanos
crioconservados se descongelaron en un bafio de agua a 37°C con agitacion
suave hasta que el hielo casi se fundi6. Los viales se retiraron del bafio de
agua y la agitacibn suave continué a temperatura ambiente durante 30-60
segundos hasta que se descongelaron completamente. Las suspensiones de
hepatocitos de cada vial se transfirieron inmediatamente a vasos de
precipitados de 50 mL preenfriados en hielo. A cada vaso de precipitados, se
les agregd gota a gota 12 mL del medio de suspensién de los hepatocitos
enfriado con hielo durante un minuto, con agitacién suave ocasional con la
mano, para evitar que las células se sedimenten. Las suspensiones celulares
se transfirieron a un tubo de 15 mL y se centrifugaron a 100 g fuerza durante
3 minutos a 4°C (supercentrifuga Modelo T21, Sorvall). El sobrenadante se

desechd y las pelotillas se resuspendieron en 4 mL de medio de cultivo de los

/3D
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hepatocitos enfriado con hielo. Las suspensiones celulares contienen
aproximadamente 3.1 x 106 hepatocitos viables/mL. La viabilidad promedio

fue de 76.0%, como se determiné utilizando la exclusién con Azul de Tripan y

un hemacitometro.
Incubacién de ['*C]IDCDQ con hepatocitos humanos

Las suspensiones celularea se distribuyeron en placas de 12
pozos & 1.0 ml por pozo. Las incubaciones se realizaron utilizando los
hepatocitos recolectados de dos donadores. La [“C]DCDQ en agua se
agregd a la suspension de hepatocitos a una concentracion final de 10 6 50
pM. Las incubaciones se lievaron a cabo a 37°C durante 4 horas en un
incubador suministrado con 5% de CQ.. Al final de la incubacién, la reaccién
se detuvo mediante la adicién de 200 yL de metanol frlo a cada pozo. El
contenido de cada pozo se transfiri¢ a un tubo para centrifuga de 15 mL y se
someti6é a sonicacion durante 30 segundos. Después de mezclar con vértice
con 6 mL de metanol y a continuacion la centrifugacion, el sobrenadante se
transfiri6 a un tubo limpio y se evaporé a aproximadamente 0.5 mL en un

evaporador TurboVap. El residuo se analizé mediante HPLC y LC/MS.

Andlisis con HPLC
Un sistema para HPLC modelo 2680 Waters (Waters Corp.,
Milford, MA) con un tomador de muestras automético integrado se utilizé para

el andlisis. Las separaciones se lograron en una columna Phenomenex Luna
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Cis(2) (2x150 mm, 5 ym) (Phenomenex, Torrance, CA) acoplada con un
cartucho de filtro (4x2 mm). Un detector UV de longitud de onda variable se
ajustd para verificar a 250 nm y un detector del flujo de la radiactividad Flo-
One B Modelo A525 (Perkin Eimer) con una celda de flujo LQTR de 250 plL se
utilizd para la adquisicion de datos. La velocidad de flujo del fluido de
centelleo Ultima Flow M fue de 1 mL/minuto, proporcionando una relacién de
mezclado del coctel de centelleo a la fase mévil de 5:1. La camara de la
muestra en 8l tomador de muestras autométicos se mantuvo a 4°C, mientras
que la columna estaba a una temperatura ambiente de aproximadamente
20°C. La fase movil consistid de acetato de amonio 10 mM, pH 4.5 (A) y
metanol (B) y se suministré a 0.2 mL/minuto. Las condiciones del gradiente

lineal fueron como sigue:

CUADRO 4
Tiempo {minutos) A (%) B (%)
0 a0 10
3 90 10
25 60 40
45 15 85
50 15 85

Cromatografia l[quida/espectrometria de masas
Un sistema para HPLC Modelo 1100 Agilent (Agilent
Technologies, Paio Alto, CA) que incluye un tomador de muestras automatico

y un detector UV de arreglo de diodo se utilizd para el andlisis de LC/MS. El
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detector UV se ajustd para verificar de 200 a 400 nm. Para el andlisis de
LCMS seleccionado, los radiocromatogramas se adquirieron utilizando un
detector de flujo de la radiactividad p-Ram modelo 3 (INUS Systems Inc.,
Tampa, FL) equipado con una celda de flujo de centelleo sélido. Las
separaciones se lograron en una columna Phenomenex Luna C5(2) (2x150
mm, 5 ym) bajo las mismas condiciones como se describié anteriormente.

El espectrémetro de masas utilizado para la caracterizacion del
metabolito fue un espectrdmetro de masas hibrido de tiempo de vuelo con
cuadrupolo Q-TOF-2 Micromass (Nature Corp.). El espectrometro de masas
se equipd con una interconexidn de ionizacidén con electrorrocio (ESI) y se
operd en el modo de ionizacién positiva. Se utilizaron ajustes de la energla de
colision de 5 y 30 eV para las exploraciones completas de MS y MS/MS,
respectivamente. Los ajustes para el espectrémetro de masas se listan a

continuacioén.

CUADRO &

_Ajustes del Espectrémetro de Masas Q-TOF-2 Micromass
Voltaje capilar 3.0kv
Cono 0V
Temperatura del bloque de la fuente  100°C
Temperatura del gas de desolvacion  250°C

Flujo del gas de desolvacién 550 L/hora
Flujo del gas del cono 50 L/hora
Presién de entrada del gas CID 1.947-2.017 kgdem? (13-14 psig)

Resolucién TOF-MS (m/Am) 8000
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Analisis de los datos

Se utilizé el programa analitico Flo-One (Perkin Elmer, versién
3.6) para integrar los picos radiactivos. Se utilizd el programa de computadora
Excel® 97 de Microsoft para calcular las medias y las desviaciones estdndar y
para realizar la prueba t de Student. Se utilizd el programa Micromass

MassLynx software (Waters, version 4.0) para la recoleccién y anélisis de los

datos de LC/MS.

Resultados

Detemminacion de los valores de con_mi mas de higado
humano

‘Las condiciones de la velocidad inicial y los valores de Ky, para la
formacién del metabolito de ['*C]DCDQ se determinaron para los microsomas
de higado humano. En los estudios de dependencia con el tiempo, la
formacion dependiente de NADPH de los metabolitos oxidativos principales
(M1, M2, M3 y M4) fue lineal durante 20 minutos y la formacién del carbamoil
glucurénido (M8) fue lineal durante 10 minutos (datos no mostrados). En los
estudios de dependencia de la protelna, la formacion del metabolismo
oxidativo y el carbamoil glucurénido fue lineal hasta 0.5 mg/mL de la proteina
microsomal. Los valores de K, para la formacién del metabolito oxidativo
principal M1 y el carbamoil glucurébnido M8 en los microsomas de higado
humano fueron de 10.8 y 58.1 uM, respectivamente. Los valores de K, para

la formacién de los metabolitos M2, M3 y M4 en microsomas de higado
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humano variaron de 8.9 a 13.8 pM. El valor de K, para la formaciéon del

metabolito M5 en los microsomas de higado humano fue de 36.2 uyM.

Metabolismo de la ['“CIDCDQ por los microgomas del higado de
ratones, ratas, pefros y humanos

Para la comparacién de las especies en incubaciones
microsomales, las concentraciones de DCDQ para el metabolismo mediado
por P450 y por UGT fueron de 12 y 56 uM, respectivamente, que fueron
aproximadamente los valores de K,. En la presencia del sistema de
regeneracion de NADPH, cuatro metabolitos hidroxi (M1, M2, M3 y M4) se
detectaron con microsomas humanos. El metabolito M1 no se detecté en
otras especies. Los metabolitos M2 y M3 se observaron con el perro y la rata.
El metabolito M4 también se detectd en la rata, pero no en el ratén o el parro.
El ratdn pareci6é tener un metabolismo menos extenso que otrag especies, y
M2 fue el tinico metabolito detectado con los microsomas de higado de ratén.
Un N éxido de DCDAQ imina (M5) se detectd con el perro y el humano, pero no
en el ratén o rata. Tres otros picos (P1, P2 y una DCDQ imina P3) también se
observaron en las incubaciones microsomales. La formacion de P1, P2 y P3
no fue dependiente de NADPH. Puesto que estos productos no se formaron
en las incubaciones de control sin los microsomas (datos no mostrados), su
formacién puede catalizarse mediante enzimas que no son de P450.

En la presencia de UDPGA, la formacién de un carbamoil

glucurénido de DCDQ (MB) se detectd con los microsomas de higado de perro
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y humano, pero no de ratén o rata. Cuando la DCDQ (20 uM) se incubd con
microsomas de higado humano en la presencia de NADPH y UDPGA, la
formacién de los metabolitos hidroxi fue la trayectoria metabélica principal, y
sblo cantidades menores del carbamoil glucurdnido se detectaron. No se
observaron diferencias del género en las incubaciones microsomales para el

raton, rata o perro.

Metabolismo de la [**CIDCDQ por los hepatocitos humanos

Cuando la DCDQ se incubé con hepatocitos humanos, el
carbamoil glucurénido (M6) fue el metabolito mas prominente a una
concentracién de DCDQ 50 yM. Los metabolitos oxidativos también se
observaron a una concentracién de DCDQ 50 uM, aunque menos abundantes
con relacién al carbamoil glucurénido. Las incubaciones que contienen DCDQ
10 uyM con hepatocitos humanos produjeron los metabolitos oxidativos a
niveles que se aproximan a aquéllos del carbamoil glucurénido. Ademas de
los metabolitos foormados en las incubaciones microsomales humanas, se
detecté otro metabolito (M7). La DCDQ imina (P3), que se formé en los

microsomas, también se observd en las incubaciones de hepatocitos.

Caracterizacién del metabolito mediante andlisis de LC/MS

Los espectros de masa se obtuvieron mediante analisis de
LCMS y LC/MS/MS para la DCDQ y sus metabolitos. La caracterizacion

estructural de estos compuestos se resume en el Cuadro 8.
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CUADRO 6
Metabolitos de la DCDQ generados mediante microsomas y hepatocitos
de higado
Productos [M+H]" _Sitio del metabolismo_ Fuente
M1, hidroxi DCDQ 245  Anillo de diazepan HM, HH
M2, hidroxi DCDQ 245  Anillo de piridina MM, RM, DM, HM,
HH
M3, hidroxi DCDQ 245 Anillo de ciclopentano MM, RM, DM, HM,
HH
M4, hidroxi DCDQ 245 Anillo de ciclopentano MM, RM, DM, HM,
HH
M5, 6xido de DCDQ 243  Anillo de diazepan DM, HM, HH
imina
M6, carhamoil 449 Anillo de diazepan DM, HM, HH
glucurénido de
DCDQ
M7, ceto DCDQ 243 Anillo de piridina o HH
ciclopentano
P3, DCDQ imina 227 Anillo de diazepan MM, RM, DM, HM,
HH
DCDQ 229 MM, RM, DM, HM,
HH

MM: Microsomas de higado de raton
RM: Microsomas de higado de rata
DM: Microsomas de higado de perro
HM: Microsomas de higado de humano
HH. Hepatocitos humanos

La caracterizacién de la masa espectral de la DCDQ y sus
metabolitos identificados en cada uno de los estudios se discute ademas a

continuacion.
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Discusion

Las diferencias de las especies se observaron en el metabolismo
de la DCDQ. EI metabolismo oxidativo fue la trayectoria metabdlica principal
para la DCDQ en las incubaciones microsomales hepdticas. Varios
metabolitos hidroxi (M1, M2, M3 y M4) de la DCDQ se detectaron con los
microsomas de higado humano en la presencia de NADPH (Figura 1). Los
metabolitos M2 y M3 también se observaron con los microsomas de higado de
perro y de rata. El ratén tuvo un metabolismoc menos extenso que otras
especies, y M2 fue el (nico metabolito detectado con los microsomas de
higado de raton. Un N oéxido de DCDQ imina (MS5) se detectdé en las
incubaciones microsomales para perro y humano, pero no para los
microsomas de higado de ratén o de rata. En la presencia de UDPGA, el
carbamoil glucurdnido de DCDQ (M8) se detectd con el perro y el humano,
pero no en el ratén o la rata, Aunque la formacién de los metabolitos hidroxi
fue la trayectoria metabdlica principal con los microsomas de higado humano
en la presencia de NADPH y UDPGA, el carbamoil glucurénido M6 fue el
metabolito principal en hepatocitos humanos a una concentracién de DCDQ
50 uM. Los sistemas de enzimas diferentes a P450 también pueden contribuir
al metabolismo de la DCDQ mediante la formacién de una DCDQ imina (P3) y
otros productos (P1 y P2). La formacién de los productos P1, P2 y P3 no fue
dependiente de NADPH, y requiere una investigacion adicional puesto que

estuvieron generaimente presenies en todas las incubaciones con
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microsomas de higado y hepatocitos. No se observaron diferencias por el
sexo para los ratones, ratas o perros en las incubaciones microsomales.

En resumen, la DCDQ se convirtié a los metabolitos oxidativos y
a un carbamoil glucurénido en incubaciones microsomales y hepatocitos

humanos.

Metabolismo_in vivo de la ['*CIDCDQ en ratas Sprague-Dawley

machos y hembras des, na sola inistraci n_sonda o 5
ma/kg)
Sinopsis

El presente estudio investigd el metabolismo in vivo de la
['“CIDCDQ en ratas Sprague-Dawley machos y hembras después de una sola
administracién oral (5 mg/kg). La sangre, el plasma y el cerebro se
recolectaron a 2, 4, 8 y 24 horas postdosis de las ratas machoyalas 2y 8
horas postdosis de las ratas hembra. La orina y las heces se recolectaron de
las ratas macho a intervalos de 0-8 y 8-24 horas postdosis.

En las ratas macho, las concentraciones de la radiactividad en
plasma fueron de 632 + 144, 659 + 16.5, 465 + 43.1 y 46.9 £ 8.30 ng
equivalentes/mL a 2, 4, 8 y 24 horas postdosis, respectivamente. Para las
ratas hembra, la concentracién de la radiactividad en plasma media de 658 +
189 ng equivalentes/mL a las 2 horas postdosis fue similar a las ratas macho,
pero la concentracién de la radiactividad promedio de 338 + 80.7 ng

equivalentes/mL a las 8 horas postdosis fue menor que en las ratas macho.
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La relacién de sangre a plasma promedio fue de aproximadamente 1.1 entre 2
y 8 horas postdosis, indicando la division limitada de la DCDQ y sus
metabolitos en las células sanguineas.

La DCDQ representd un promedio de 13% a 20% de la
radiactividad en plasma entre 2 y 8 horas postdosis. Las muestras del plasma
de 24 horas no se analizaron para los perfiles debido a las bajas
concentraciones de la radiactividad. Los cambios en los perfiles del
metabolito no fueron evidentes con el tiempo. Los metabolitos detectados en
el plasma incluyeron los metabolitos de hidroxi DCDQ (M1, M2, M3, M4 y
M10), ceto DCDQ (M7), y los metabolitos de la fase Il del sulfamato de DCDQ
(M12), el sulfamato de dideshidro DCDQ (M14), los sulfatos de hidroxi DCDQ
(M8 y M13), hidroxi DCDQ glucurénido (M9) e hidroxi DCDQ acetilada (M11).
Los perfiles del metabolito en plasma exhibieron diferencias relacionadas con
el sexo. Aunque los metabolitos de hidroxi DCDQ (M1, M2 y M3), la ceto
DCDQ (M7) y el hidroxi DCDQ glucurénido (M8), fueron los metabolitos
principales en el plasma de rata macho, el metabolito de hidroxi DCDQ (M3),
el sulfato de hidroxi DCDQ (M8), el hidroxi DCDQ glucurdnido (M8) y el
sulfamato de DCDQ (M12), fueron los metabolitos principales en las ratas
hembra. La diferencia por el sexo primaria fue en la formacién de los sulfatos
o suifamatos.

La excrecion urinaria fue una ruta principal de eliminaciéon de la
DCDQ administrada oralmente, y constituyd 66.7% de la dosis. Los

metabolitos principales observados en las muestras de plasma también se
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detectaron en la orina, en donde la DCDQ constituyé menos que 1% de Ia
dosis. Los metabolitos hidroxi (M1 y M3), la ceto DCDQ (M7) y el glucurénido
(M8), fueron los metabolitos principales en la orina. Un promedio de 21.1% de
la radiactividad dosificada se recuperé en las heces. Los metabolitos M3, M8,
M8, M10, M11 y sélo se detectaron cantidades en trazas de DCDQ en las
heces de ratas macho.

La radiactividad en el tejido del cersbro fue significativamente
mas alta que en el plasma a las 2, 4 y 8 horas postdosis. Las concentraciones
de la radiactividad del cerebro fueron 5.12 + 1.28, 4.94 + 0.44, 3.25 + 0.99 y
0.037 + 0.002 pg equivalentes/g de tejido a 2, 4, 8 y 24 horas postdosis para
las ratas macho, respectivaments, mientras que las concentraciones fueron
6.38 +£ 222 y 2.85 + 0.68 ug equivalentes/g de tejido a las 2 y 8 horas
postdosis para las ratas hembra, respectivamente. Las relaciones de la
radiactividad cerebro a plasma promedio entre las 2 y 8 horas postdosis
variaron de 6.9 a 9.8, indicando una captacién significativa por el tejido del
cerebro. Para las 24 horas postdosis, la relacién de la radiactividad de
cerebro a plasma promedio disminuyd a 0.8. La DCDQ constituyd un
promedio de més del 80% de la radiactividad cerebral para las ratas macho y
hembra entre 2 y 8 horas postdosis. Basdndose en las concentraciones de la
radiactividad y la distribucién cromatogréfica de la radiactividad en el cerebro,
se estimé que las relaciones de DCDQ de cerebro a plasma promedio
variaron de 49.9 a 56.1. No hubo diferencias por el género significativas o

cambios con el tiempo entre las 2 y B horas postdosis. Unicamente
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cantidades menores de los metabolitos M1, M3, M7, M10 y M11 se detectaron
en el cerebro de las ratas macho o hembras. Estos datos indican que la
DCDQ cruzd faciimente la barrera sangre-cerebro, mientras que la captacion
de los metabolitos en el tejido del cerebro fue limitada. Las relaciones de la
radiactividad de cerebro a plasma también sugieren que la eliminacion del
cerebro ocumnid rapidamente después de 8 horas postdosis, puesto que las
relaciones disminuyeron de 6.9 a 0.8 a las 24 horas postdosis.

En resumen, la DCDQ se metaboliz6 de manera extensa en las
ratas a los metabolitos predominantemente oxidativos. Los perfiles en plasma
para las ratas macho y hembra difireron en los conjugados de sulfato y
sulfamato de la DCDQ y sus metabolitos oxidativos. La DCDQ fue el
componente relacionado con el farmaco predominante en el cerebro, mientras
que sdlo se observaron cantidades menores de los metabolitos, y la diferencia
por el género no fue evidente. La DCDQ cruzdé faciimente la barrera
sangre-cerebro, mientras que la captacion de los metabolitos fue limitada a

cantidades menores de los metabolitos oxidativos.

Introduccién

Un estudio del balance de masa previo mostr6 que la orina fue la
ruta principal A de excrecién en ratas, con un promedio de 64.3% de la
radiactividad dosificada recuperada en la orina. Un estudio in vitro con
microsomas de higado mostré que el metabolismo oxidativo fue la trayectoria

metabdlica principal para la DCDQ en ratas. (lwasaki K, Shiraga T, Tada K,
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Noda K, Noguchi H. Age- and sex-related changes in amine sulphoconjugation
in Sprague-Dawley strain rats. Comparison with phenol and alcohol
sulphoconjugations. Xenobiotica. 1888; 16:717-723). El presente estudio
investigo el metabolismo de la ['“C]DCDQ en ratas después de una sola dosis

oral de 5 mg/kg.

Materiales y métodos

Materiales

El clorhidrato de [*C]DCDQ se sintetizé mediante el grupo de
radiosintesis de Wyeth Research (Pearl River, NY), como se describe en el
estudio in vitro discutido anteriormente. Los cécteles de centelleo Ultima
Gold, Ultima Flo, Permafluor E+-, y el absorbente de diéxido de carbono
Carbo-Sorb E, se compraron de Perkin Elmer (Wellesley, MA). El Polisorbato
80 se obtuvo de Mallinckrodt Baker (Phillipsburg, NJ), y la metilcelulosa de
Sigma-Aldrich (IMinaukee. WI). Los solventes utilizados para la extraccion y
para el andlisis cromatogréfico fueron grado reactivo para HPLC o ACS de

EMD Chemicals (Gibbstown, N.J).

Métodos
Administracién del farmaco y recoleccién del espécimen

La preparacion de la dosis, la dosificacibn del animal y la

recoleccién del espécimen se realizaron en Wyeth Research, Collegeville, PA.

El vehiculo de la dosis contuvo 2% (peso/peso) de Tween 80 y metilcelulosa

pn2 L1
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al 0.5% en agua. En el dia de la dosificacién, la ['*CIDCDQ (12.2 mg) y la
DCDQ no marcada (36.5 mg), se disolvieron en el vehiculo a una
concentracion final de aproximadamente 2 mg/mL.

Las ratas macho que pesan de 318 a 345 gramos y las ratas
hembra que pesan de 227 a 255 gramos al momento de la dosificacion, se
compraron de Charles River Laboratories, Wilmington, MA. A las ratas sin
ayunar se les dio una sola dosis de 5 mg/kg (~300 puCi/kg) de DCDQ a un
volumen de 2.5 mlL/kg via sonda intragastrica. A los animales se les
proporciond alimento para rata purina y agua ad libitum, y se mantuvieron
individualmente en jaulas para el metabolismo. Las ratas macho se
sacrificaron a las 2, 4, 8 y 24 horas después de la administracién de la dosis.
Las ratas hembra se sacrificaron a las 2 y 8 horas después de [a
administracion de la dosis.

Con el sacrificio, las muestras de sangre se recolectaron
mediante puncién cardiaca en tubos que contienen EDTA como el
anticoagulante y se colocaron en hielo. Se retiraron allcuotas de 50 pL para la
combustién y determinacion del contenido de radiactividad. El plasma se
obtuvo inmediatamente de la sangre restante mediante centrifugacién a 4°C.
Los cerebros se escindieron después de la perfusidn con 50 mL de suero
fisiolégico estéril y enfriado. Las muestras de orina se recolectaron en hielo
seco a intervalos de 0-8 y B8-24 horas postdosificacidon. Las heces se
recolectaron a intervalos de 0-8 y 8-24 horas postdosificacion a temperatura

ambiente, y se homogeneizaron como se describi® previamente. Los
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especimenes biologicos y las alicuotas de la solucién de dosificacién a la pre y

postdosis se aimacenaron a aproximadamente -70°C hasta que se analizaron.

Determinaciones de la radiactividad
Las alicuotas de plasma (20 pL) y orina (50 pL) se analizaron

para las concentraciones de la radiactividlad. Las determinaciones de la
radiactividad de la dosis, el plasma y la orina se hicieron con contador de
centelleo liquido TR/LL Modelo 3100 Tri-Carb (LSC) (Perkin Elmer), utilizando
10 mL de Ultima Gold como el fluido de centelleo.

Las muestras de cerebro y fecales se pesaron y homogeneizaron
en agua a relaciones de volumen a peso de aproximadamente 1:1 y 5:1,
respectivamente. Las allcuotas de sangre (50 uL), homogenados de cerebro
(0.1 gramos) y homogenados fecales (0.2 gramos), se colocaron en conos
Combusto con almohadillas Combusto y se quemaron. Un Oxidante de la
Muestra Tri-Carb modelo 307, equipado con un Tomador de Muestras
Automético Oximate-80 Robotic (Perkin Eimer), se utilizd para la combustion.
El “CO, liberado se atrap con un absorbente de diéxido de carbono
Carbo-Sorb E, se mezclé con el coctel de centelleo liquido PermaFluor® E+ y
se conté en un contador de centelleo liquido TR/LL Modelo 3100 de Tri-Carb
(Perkin Elmer). La eficiencia de la oxidacién del oxidante fue de 98.2%.

Un detector de radiactividad Flo-One B Modelo A525 (Perkin
Elmer) con una celda de flujo LQTR de 250 pL se utilizd para la deteccién de

la radiactividad en linea para la HPLC. La velocidad de flujo del fluido de
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centelleo Ultima Flow M fue de 1 mL/minuto, proporcionando una relacién de
mezclado del céctel de centelleo a la fase movil de 5:1. Los limites de
deteccion fueron de aproximadamente 1 ng equivalente/g para el cerebro, 2
ng equivalentes/mL para el plasma, 5 ng equivalentes/g para las heces y 10

ng equivalentes/ml. para la orina.

Andlisis de |la dosis

Las alicuotas de las soluciones de la pre y postdosis se diluyeron
con metanol al 25% en agua y se analizaron para las concentraciones de la
radiactividad como se describié anteriormente. Aproximadamente 100,000
DPM en 10 pL de la solucién de dilucién se analizaron mediante HPLC para la
pureza radioquimica y la pureza quimica. Para determinar la radiactividad
especifica de la suspensién de la dosis, la DCDQ no radiomarcada se disolvié
en metanol, se diluyé con metanol al 25% en agua, y se analiz6 de manera
concurrente mediante HPLC para generar una curva estandar. Las allcuotas
(10 pL) de la solucion de la dosis diluida se inyectaron en una columna de
HPLC y las fracciones se recolectaron a intervalos de 1 minuto después de la
deteccion UV. La radiactividad en cada fraccién se determiné. Las fracciones
también se recolectaron de una inyeccion blanco para obtener el nivel de

fondo de la radiactividad.
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Perfiles del metabolito en plagsma

Las muestras de plasma se analizaron para los perfiles del
metabolito mediante HPLC. Las alicuotas de 1.5 mL de plasma se mezclaron
con 3.0 mL de metanol, se colocaron en hielo durante aproximadamente 10
minutos, y a continuacién se centrifugaron. El sobrenadante se transfirié a un
tubo limpio. Las pelotillas de la proteina se extrajeron una vez con 3.0 mL de
metanol. Los sobrenadantes de la precipitacion y la extraccion de cada
muestra se recolectaron, mezclaron y evaporaron a 22°C bajo nitrégeno en un
Zymark TurboVap LV (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA) a
aproximadamente 0.3 mL. EIl extracto concentrado se centrifugd, el volumen
del sobrenadante se midid y la eficiencia de la extraccién se determind
analizando por duplicado allcuotas de 10 pUL para la radiactividad. Una
allcuota del sobrenadante (50-200 pL), se analizd mediante HPLC con
deteccion del flujo de la radiactividad. Los exiractos de plasma se analizaron

también mediante LC/MS.

Andlisis de las heces y Ia orina

Los homogenados fecales se analizaron para los perfiles del
metabolito. Las allcuotas de 1 gramo de homogenados fecales se mezclaron
con 2 mL de metanol, se colocaron en hielo durante aproximadamente 10
minutos y se centrifugaron. El sobrenadante se transfirid a un tubo limpio. El
residuo se extrajo tres veces con 2 mL de una mezcla de agua:metanol (3:7).

Los sobrenadantes de cada muestra se combinaron, se evaporaron a
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aproximadamente 1 mL, y se centrifugaron. La eficiencia de la extraccién se
determiné analizando las alicuotas de 10 pL del sobrenadante para la
radiactividad. Una allcuota (50-200 pL) del sobrenadante se analizé6 mediante
HPLC con deteccién del flujo de la radiactividad para el perfilado. Las
muestras se analizaron también mediante LC/MS para caracterizar los picos
radiactivos.

La orina se analizé para la concentracion de la radiactividad y se
analizé para los perfiles del metabolito mediante inyecciébn directa en la
columna de HPLC. Los analisis de LC/MS para la identificacion del metabolito

también se llevaron a cabo con muestras de orina.

Perfiles del m lito en el cerebro

Los homogenados del cerebro se analizaron para los perfiles del
metabolito. Las alicuotas de 1 gramo de homogenados de cerebro se
mezclaron con un volumen igual de metanol, se colocaron en hielo durante
aproximadamente 10 minutos y se centrifugaron. El sobrenadante se
transfiri6 a un tubo limpio. El residuo se extrajo tres veces con 1 mL de
metanol. Los sobrenadantes de cada muestra se combinaron, se evaporaron
a aproximadamente 0.5 mL, y se centrifugaron. La eficiencia de la extraccion
se determind analizando las allcuotas de 10 uL del sobrenadante para la
radiactividad. Una alicuota (100-200 pL) del sobrenadants se analizd

mediante HPLC con deteccién del flujo de la radiactividad para el perfilado.
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Las muestras también se analizaron mediante LC/MS para caracterizar los

picos radiactivos.

Cromatografia liquida de alto rendimiento
Un sistema para HPLC modelo 2690 Waters (Waters Corp.,

Milford, MA), con un tomador de muestras integrado se utilizdé para el anélisis.
Las separaciones se lograron en una columna Phenomenex Luna C1g(2) (150
x 2.0 mm, 5 ym) (Phenomenex, Torrance, CA). La cdmara de la muestra del
tomador de muestras automatico se mantuvo a 4°C, mientras que la columna
estuvo a una temperatura ambiente de aproximadamente 20°C. Un detector
de UV de longitud de onda variable se ajusté para verificar a 250 nm, y un
detector de radiactividad Modelo A525 Flo-One B descrito anteriormente, se
utilizaron para la adquisicion de datos. La fase mévil del HPLC consistié de
acetato de amonio 10 mM, pH 4.5 (A) y metanol (B), y se suministré a 0.2
mL/minuto. La condicibn cromatografica A se utilizd para el andlisis de la
dosis, mientras que la condicién B se utilizd para el andlisis de los extractos

de orina y plasma, cerebro y fecales.




10

156

20

89
nnosi
CUADRO 7
CONDICION A
Tlempo (minutos) A (%) B (%)
0 90 10
3 80 10
25 80 40
CONDICION B
Tiempo (minutos) Tiempo (minutos) Tiempo (minutos)
0 90 10
6 80 10
35 60 40
65 15 85
70 15 85
Analisis de LC/MS

Un sistema para HPLC Modelo 1100 Agilent (Agilent
Technologies, Wilmington, DE), que incluye un tomador de muestras
automatico y un detector de UV con arreglo de diodo, se utilizd para los
analisis de LC/MS de las muestras de plasma y orina. El detector UV se
ajustd para verificar de 200 a 400 nm. Para los andlisis de LC/MS
seleccionados, los radiocromatogramas se adquirieron utilizando un detector
de flujo de la radiactividad modelo 3 p-Ram (IN/US Systems Inc., Tampa, FL),
equipado con una celda de flujo de centelleo sdlido. Las muestras fecales
también se analizaron utilizando un sistema para HPLC Waters Alliance
modelo 2690. Se equipd con un tomador de muestras integrado y un detector
de UV de arreglo de diodo modelo 896 ajustado a 210-350 nm. EI flujo del

HPLC se dividid entre el analizador de centelleo de flujo Radiomatic modelo
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150TR (Perkin Eimer) y el espectrometro de masas. Otras condiciones para
la HPLC fueron las mismas que la condicién B descrita anteriormente.

El espectrdometro de masas utilizado para la caracterizaciéon del
metabolito para el plasma y Ia orina fue un espectrdmetro de masas hibrido de
tiempo de vuelo con cuadrupolo Q-TOF-2 Micromass (Waters). El
espectrometro de masas se equipd con una interconexién de ionizacién de
electrorrocio (ESI), y se operd en el modo de ionizacidn positiva. Los ajustes
de la energla de la colision de 5 y 30 eV se utilizaron para las exploraciones
completas de MS y MS/MS, respectivamente. Los ajustes para el

espectrémetro de masas se listan a continuacién.

CUADRO 8

Alustes del espectrémetro de masas Q-TOF-2 Micromass

Voltaje capilar 3.0 Kv
Cono aovVv

Temperatura del bloque de la fuente  100°C
Temperatura del gas de desolvacion  250°C

Flujo del gas de desolvacién 550 L/hr

Fiujo del gas del cono 50 L/hr

Presion de entrada del gas CID 1.847-2.017 kgdcm? (13-14 psig)
Resolucién TOF-MS (m/Am) 8000

Un espectrometro de masas Micromass Quattro Micro (Waters),
también se utilizé para analizar las muestras fecales. Se equipé con una
interconexién de ionizacion con electrorocio (ESI), y se operd en el modo de
ionizacién positiva. Los ajustes para el espectrometro de masas se listan a

continuacion.
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CUADRO 8

_Ajustes del espectrémetro de masas Cuédruple Triple Micromass

Roclo ESI
Cono

Resolucién de la masa MS1

Resolucién de la masa MS2

Flujo del gas de desolvacion

Flujo del gas del cono

Temperatura del bloque de la fuente
Temperatura del gas de desolvacion

Presién del gas de colision

Energla de colisién

2.75 KV

0V

1-1.5 Da de ancho a la mitad de ia
altura

0.7 Da % 0.2 Da de ancho a la mitad
de la altura

875-850 L/hr

20-35 U/hr

80°C

250°C

1.3-1.5 x 10 mBar

25 eV

La LC/MS/MS en el modo de verificacion de la reaccién (SRM)

seleccionado (LC/SRM), se realizé con el espectrometro de masas cuadruple

triple para verificar la DCDQ y sus metabolitos en las muesiras fecales. Las

transiciones verificadas se listan a continuacion.

CUADRO 10

lon precursor (m/z)

lon del producto (m/z) Compuesto

229
243
245
245
287
325
421

186
200
144
184
186
245
245

DCDQ

M7

M3, M4 y M 10
M3, M4 y M 10
M11

M8, M13

M8
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Analisis de los datos y evaluacion estadlstica
Se utiliz6 el programa analitico Flo-One (Packard, versiéon 3.6),

para integrar los picos radiactivos. Se utilizé el programa de computadora
Excel® 97 de Microsoft para calcular las medias y las desviaciones estdndar y
realizar la prueba t de student. Se utilizd el programa Micromass MassLynx

(Waters, version 4.0) para la recoleccion y andlisis de los datos de la LC/MS.

Resultados
Andlisis de la dosis

La pureza radioquimica y la pureza quimica estimada (mediante
deteccion ultravioleta) de la [“C]DCDQ en la solucién de la dosis fueron 9.0
+ 0.3% y 99.6 £+ 0.1%, respectivamente. Las alicuotas pre y postdosis
tuvieron la misma pureza. La actividad especifica de [*C]DCDQ en la
solucién de dosificacién fue de 48.2 pCi/mg como la sal de clorhidrato. La
concentracién promedio del farmaco fue de 2.48 mg/mL como la sal de
clorhidrato 0 2.14 mg/mL como la base libre. La dosis real de la DCDQ
administrada, varié de 5.2 a 5.4 mg/kg como la base libre, 0 6.1 a 6.3 mg/kg

como la sal de clorhidrato.
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Concentraciones de la radiactividad en plasma y perfiles del
metabolito

Las concentraciones de la radiactividad en la sangre y el plasma

después de una sola dosis oral de [**C]DCDQ, se resumen en el Cuadro 11.

CUADRO 11
Concentraciones en sangre y plasma de rata {(ng equivalentes/mL) de la

mg/kg de ['*CIDCDQ

Tiempo Sangre de los Mediat SD Plasma de los Media+SD

(horas) individuos Individuos

Macho

2 606 624 888 706+ 158 587 531 797 6321144
4 608 725 689 7041187 678 652 647 6591185
8 538 475 6562 5251453 487 415 492 4685+43.1
24 66.5 589 78.7 68.0+10.0 505 374 528 4691830
Hembra

2 661 932 499 6971219 635 857 481 658+ 189
8 413 292 406 3071684 362 269 383 338+1860.7*

*: Significativamente menor que los machas a 8 horas, p<0.05

En las ratas macho, las concentraciones de la radiactividad en
plasma promedio fueron 632, 659, 485 y 46.9 ng equivalentes/mL a 2,4, 8 y
24 horas postdosis, respectivamente. En las ratas hembra, la concentracién
de la radiactividad en plasma promedio de 658 ng equivalentes/mL a las 2
horas fue similar a la de las ratas macho, pero la concentracién en plasma

promedioc de 338 ng equivalentes/mL a las 8 horas postdosis fue
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significativamente menor que en las ratas macho. Las muestras de sangre
tuvieron concentraciones de la radiactividad ligeramente mas aitas que el
plasma en todos los puntos de medicién. Las relaciones de la radiactividad
sangre a plasma promedio variaron de aproximadamente 1.1 para las ratas
macho y hembra a 2, 4 y 8 horas postdosis a aproximadamente 1.5 para las
ratas macho a las 24 horas postdosis, indicando una divisién limitada de la

DCDQ o sus metabolitos en las células sanguineas (Cuadro 12).

CUADRO 12
Relacion la radiactividad sangre a plasma en ratas después de la
administracién de una sola dosis oral de 5 m de ['*CIDC

Tiempo Relaclones sangre/plasma de los
(horas) individuos Media + SD
Machos )
2 1.07 1.18 1.11 1.12+0.06
4 1.03 1.11 1.07 1.07 £ 0.04
8 1.10 1.14 1.14 1.13+0.02
24 1.32 1.58 1.49 1.46 +0.13
Hembras
2 1.04 1.09 1.04 1.06 £ 0.03
8 1.14 1.08 1.06 1.09 + 0.04

Los extractos del plasma contuvieron un promedio de 82 a 96%
de la radiactividad del plasma total para las muestras de 2, 4 y 8 horas. Los
perfiles del metabolito no se obtuvieron de las muestras de plasma de 24
horas debido a las bajas concentraciones de la radiactividad. La DCDQ se
metaboliz6 de manera extensa en las ratas. El farmaco original represent6 un

promedio de 13 a 20% de |la radiactividad total en los extractos de plasma sin
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diferencias evidentes entre los machos y las hembras con el tiempo (Cuadros
13 y 14). Varios metabolitos de hidroxi DCDQ (M1, M2, M3, M4 y M10) y ceto
DCDQ (M7), se detectaron en el plasma (Figura 1). Los metabolitos de Fase
Il observados en el plasma incluyeron el sutfamato de DCDQ (M12, principal
en el plasma de la hembra Gnicamente), sulfamato de dideshidro DCDQ (M14,
principal en el plasma de la hembra unicamente), sulfatos de hidroxi DCDQ
(M8 y M13), hidroxi DCDQ glucurénido (M8) e hidroxi DCDQ acetilada (M11)
(Figura 1). El por ciento de distribucién de la radiactividad en plasma no
cambi6é de manera significativa con el tiempo, excepto para el metabolito M8,
que fue marcadamente inferior a las 8 horas postdosis. Los metabolitos M1,
M2, M3, M7 y M9 fueron los metabolitos principales en las ratas macho,
mientras que M3, M8, M9 y M12 fueron los metabolitos principales en las ratas
hembra, indicando diferencias por el sexo en los perfiles del metabolito
(Cuadros 13 y 14). Un nimero de metabolitos relativamente menores
detectados en los extractos del plasma no se caracterizaron, aunque cuando
se combinan representan 19-38% de la radiactividad en plasma. Las
concentraciones en el plasma de los metabolitos individuales basandose en
su por ciento de distribucion se presentan en el Cuadro 4. Las
concentraciones de la DCDQ generaimente igualaron o excedieron las
concentraciones de cada metabolito individual en el plasma de rata macho y
hembra. En las ratas macho, los metabolitos M1, M3+M9 y M7 exhibieron las
concentraciones mas altas, mientras en que en las ratas hembra, los

metabolitos M3+M8 y M8 fueron los metabolitos mas prominentes.



CUADRO 13

Distribuclén cromatogréfica (%) de la radlactividad en el plasma de rata después de la administracién oral de

r'“cipepa (5 ma/ka)
Tiempo M1 M2 M3+M9 M4 M7 M8 M10 M11 M12 M13 M14 DCDQ Otros’
(horas)
Machos
2 14 5.2 12 44 10 24 38 60 1.9 14 26
27 (2.3) (4.8) (0.85) (1.3) (1.5) (0.83) (22) BQL® (0.65) BQL (4.9) (4.8)
4 9.1 34 16 43 94 46 15 52 22 14 31
(0.8) (0.81) (3.1) (047) (2.3) (0.83) (26) (0.98) BQL (0.36) BQL (34) (1.3)
8 89 43 14 25 12 30 386 14 13 38
(2.3) (0.40) (2.0) (24) @45 BaAL (270 (1.2) BQL (1.2) BQL (24) (28)
Hembras
2 2.0¢ 14 24° 54° 14 52 6.1 52° 26 40° 20 20
(0.77) BAL (2.7) (048) (0.50) (2.2) (0.90) (1.1) (1.8) (24) (0.77) (6.5 (5.7)
8 199 15 18° 27 56 10° 586 49 33 16 499 15 25
(0.55) (1.5) (0.83) (0.84) (4.9) (0.10) (0.70) (0.10) (1.9) (1.7) (1.8) (2.4) (6.2)

a: Incluye més de diez metabolitos menores no identificados  d: Significativamente diferente de los machos, p<0.01

b: Desviacién estandar (n = 3)
c. BQL, Debajo del limite de -cuantificacibn (2 ng

equivalentes/mL para el plasma)

e: Significativamente diferente de los machos, p<0.05

iveuy
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CUADR 14

administracién oral de ['*C]DCDQ (5 mg/kg)®

Tiempo M1 M2 M3+M9 M4 M7 M8 M10 M11 M12 M13 M14 DCDQ
{horas)
Machos
2 88.4 323 76.4 28.3 63.6 15.1 237 37.2 116 86.9
(177" (12.1) (31.6) (9.26) (6.12) (9.12) (10.5) (10.5) BQL® (3.66) BQL (35.2)
4 59.7 226 105 28.3 62.1 30.3 9.81 345 14.2 90.8
(4.88) (5.01) (186) (3.39) (16.7) (4.81) (16.7) (6.82) BQL (202) BQL) (22.8)
8 419 20.0 64.0 124 53.0 13.2 16.3 6.33 58.7
(13.7) (296) (3.77) (114) (20.8) BQL (11.7) (3.75) BaQL (5.50) BQL (15.5)
Hembras
12.6¢ 92.5 15.9 356° 91.1* 352 41.0 33.8° 1686 2519 132
(2.14) BQL (28.6) (765) (12.2) (37.5) (162) (17.0) (126) (154) (2.20) (61.2)
8 8.52° 440° 618 8.96 175 * 344 18.9 16.6 1.8 5.62 16.5° 494
(2.16) (4.15) (8.84) (1.52) (15.3) (6.44) (3.68) (2.85) (7.79) (6.75) (8.51) (12.6)

a: Las concentraciones se estimaron basdndose en las
concentraciones de la radiactividad en plasma totales
(Cuadro 14) y el por ciento de distribucién de la
radiactividad en plasma (Cuadro 13).

b: Desviacién esténdar (n = 3)

c: BQL, Debajo del limite de cuantificacién (2 ng
equivalentes/mL para el plasma)
d: Significativamente diferente de los machos,

p<0.01

e: Significativamente diferente de los machos,

p<0.05

ZLucuy

Vil
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Excrecién urinaria y perfiles del metabolito
La orina fue una ruta de excrecién principal, con 68.7 + 5.0% de

la dosis radiactiva recuperada en las muestras de orina en las primeras 24
horas postdosis, con 32.5% en el periodo de 0-8 horas y 34.2% en el periodo
de 8-24 horas. La mayoria de los principales metabolitos en plasma se
detectaron también en la orina (Cuadro 15). Los metabolitos principales en la
orina de las ratas macho incluyeron los metabolitos de hidroxi DCDQ (M1, M2,
M3 y M4), ceto DCDQ (M7) e hidroxi DCDQ glucurénido (M8) (Cuadro 15).
Los metabolitos individuales en la orina de 0-24 horas representaron
aproximadamente 2 a 18% de la dosis administrada (Cuadro 18), mientras
que la DCDQ representé menos que el 1% de la dosis. La distribucién de los

metabolitos fue similar para las recolecciones de 0-8 horas y 8-24 horas.

CUADRO 15
Distribucidn cromatogréfica (%) de la radlactividad en la orina de las
ratas macho después de la administraclén oral de [!‘C]DCDQ (5 ma/kg)

Tlempo M1 M2 M3+M9 M4 M7 M8 M10 DCDQ Otros*
{horas)

0-8 269 851 188 373 968 356 332 129 23.2
(3.43)° (3.68) (0.85) (1.15) (1.08) (0.32) (0.18) (0.12) (1.28)

8-24 225 583 188 308 101 436 270 146 3.2
(2.06) (3.08) (2.13) (1.05) (0.22) (0.60) (0.52) (0.863) (0.85)

a: Al menos diez metabolitos menores adicionales

b: Desviacién estdndar (n = 3)
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CUADRO 16

Porcentaje de la dosis para los metabolitos urinarios en ratas después
de la administracién oral de ['“CIDCDQ {§ ma/kq)

Tiempo M1 M2 M3+M9® M4 M7 M8 M10 DCDQ

(horas)

0-8 8.67 3.18 8.13 1.21 3.16 1.15 1.08 0.42
(064" (1.53) (0.81) (0.37) (0.57) (0.00) (0.14) (0.02)

8-24 7.74 1.84 8.45 1.03 3.44 147 0.81 0.51
(1.87) (085 (1.45) (0.29) (0.45 (0.13) (0.07) (0.28)

0-24 16.4 5.09 12.6 224 660 2682 199 093
~(2.45) (235 (1.83) (0.27) (0.31} (0.13) (0.15) (0.29)

a: Desviacion estandar (n = 3)

xcrecion fecal y perfiles metabdlicos

La eliminacion fecal constituydé del 211 + 2.1% de Ia
radiactividad dosificada recuperada en las primeras 24 horas postdosificacién
para las ratas macho. La eficiencia de la extraccidén para las muestras fecales
de 8-24 horas fue de 64.3%, mientras que un promedio de 88.5% de la
radiactividad se extrajo de las incubaciones de ['“C]JDCDQ en los
homogenados fecales de control. Los metabolitos de hidroxi DCDQ (M3 y
M4), el sulfato de hidroxi DCDQ (M8), el hidroxi DCDQ glucurénido (M8S) y el
hidroxi DCDQ acetilado (M11), fueron los metabolitos principales en los
extractos fecales de 8-24 horas, con Unicamente cantidades en trazas del
farmaco original detectado. Los perfiles del metabolito no se obtuvieron de las
muestras fecales de 0-8 horas debido a la baja radiactividad (menos que 0.1%

de la radiactividad dosificada). La incubacion de [“CJDCDQ en el.
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homogenado fecal a 37°C durante 24 horas, no mostrd degradacion

detectable.

nid radiactividad y perfiles del metabol; |

Se extrajo un promedio de 84.5% de la radiactividad en el tejido
del cerebro. Las concentraciones de radiactividad del cerebro fueron mas
altas que en el plasma a través de 8 horas postdosis, y la DCDQ fue el
componente relacionado con el farmaco predominante en el cerebro de la
rata. La DCDQ constituyd un promedio de méas del 80% de la radiactividad en
los extractos del cerebro para las ratas macho a 2, 4 y 8 horas postdosis, y
mas del 94% a las 2 y 8 horas postdosis para las ratas hembra (Cuadro 17).
Las concentraciones de las radiactividad promedio en el cerebro de ratas
macho y hembra fueron similares, y Unicamente disminuyeron ligeramente de
2 horas (5.1 y 64 pg equivalentes/g para los machos y hembras,
respectivamente) a 8 horas (3.2 y 2.8 ug equivalentes/g para las ratas macho
y hembra, respectivamente). Para las 24 horas, la concentracién del cerebro,
a un promedio de 0.04 pg equivalentes/g para las ratas macho, fue menor que
en el plasma. Las relaciones de la radiactividad de cerebro a plasma
promedio entre 2 y 8 horas postdosificacion fueron 6.9 a 8.2 para las ratas
macho y 8.7 a 8.6 para las ratas hembra, y disminuyeron a 0.8 a 24 horas
para las ratas macho. No hubo diferencias significativas en el contenido de
radiactividad en el cerebro o las relaciones de la radiactividad de cerebro a

plasma entre las ratas macho y hembra. Las relaciones de DCDQ de cerebro
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a plasma fueron mucho mas altas que las relaciones de radiactividad (Cuadro

17). La relacién de DCDQ de cerebro a plasma promedio fue entre 49.9 y

56.1 de manera independiente al tiempo o el sexo. Unicamente se detectaron

cantidades menores de los metabolitos M7, M10 y M11 en el cerebro de las

ratas macho y hembra, y cada metabolito representd un promedio de menos

del 4.5% de la radiactividad del cerebro.

Dos metabolitos menores

adicionales (M1 y M3), se observaron en el cerebro de las ratas macho. Para

8 horas postdosis, la mayorla de los metabolitos no se detfectaron y

tnicamente se observé la DCDQ.

CUADRO 17

Conceritraciones en el cerebro de la radlactividad y DCDQ con relacién a
lag concentraciones en plasma después de la administracién oral de

‘C1DCDQ (5 mg/kg) a ratas®
Tlempo Concentracién de la % de DCDQ Relaclén
(horas) radiactividad de la cerebro/plasma
(pg equivalentes/g) radlactividad
del cerebro
Total DCDQ® Total DCDQ

Machos
2 512+128 4631118 904108 820+1985 5641115
4 4941044 4471042 904105 749062 5051888
8 325+088 2831+083 800112 6921162 5051114
24 0.04£0.00 NAc NA 0801:0.12 NA
Hembras

2 6381222 6.081+217 ©852+1.0 9.57+068 4998+ 143
8 285+068 268+066 984.1+07 869+286 561+17.8

a: Los datos se representan como lamedia+S.D.,N=3
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b: Las concentraciones de la DCDQ se estimaron en las concentraciones de la
radiactividad total en el cerebro y el por ciento de distribucion de la
radiactividad del cerebro,

¢: No disponible, concentracién debajo del nivel del perfilado

Caracterizacién del metabolito mediante anélisis de LC/MS

Los espectros de masas se obtuvieron mediante andlisis de
LCMS y LCAMSMS para DCDQ y sus metabolitos. La caracterizacién
estructural de estos compuestos se resume en el Cuadro 18. La
caracterizacion espectral de masas de la DCDQ y sus metabolitos se discute
a continuacién con la caracterizacion de los otros estudios descritos en la

presents.
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CUADRO 18
Metabolitos de la DCDQ identificados en ratas medlante anilisis de LC/MS

Metabolito Tiempo de retencién [M+H]' Sitios del metabolismo Nombre del metabolito  Matriz”

(minutos)®

M1 24.9 245 Anillo de diazepan Hidroxi DCDQ P,UB

M2 28.8 245 Anillo de piridina Hidroxi DCDQ P,U

M3 35.3 245 Anillo de ciclopentano Hidroxi DCDQ P,UB,F

M4 371 245 Anillo de ciclopentano Hidroxi DCDQ U F

M7 32.2 243 Anillo de ciclopentano o Ceto DCDQ P,U,B
piridina

M8 22.0 325 Anillo de piridina Sulfato de hidroxiDCDQ P, U, F

M8 354 421 Anillo de ciclopentano Hidroxi pcbQ P,U,F

glucurénido

M10 41.7 245 Anillo de diazepan Hidroxi DCDQ U,B,F

M11 48.7 287 Anillo de diazepan Hidroxi DCDQ acetilada P, B, F

M12 60.4 309 Anillo de diazepan Sulfamato de DCDQ P,U

M13 35.6 325 Anillo de piridina Sulfato de hidroxi DCDQ

M14 15.8 305 Anilo de pirdina y Sulfamato de dideshidro P, U
diazepan DCDQ

DCDQ 53.8 229 P,UF

a: Los tiempos de retencion de LC/MS se normalizaron al archivo de datos de LC/MS GU_071803_0003, y
GU_081303_0002.
b: P = plasma; U = orina; B = cerebro; F = heces. Los metabolitos fecales se detectaron mediante la verificacién de la

reaccion selectiva.

Hreuy
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Discusién

La DCDQ se metabolizé de manera extensa en las ratas
ciespués de una sola administracion oral de 5 mg/kg y el metabolismo
oxidativo fue la trayectoria metabdlica principal. La DCDQ representd un
promadio de 13% a 20% de la radiactividad en plasma entre 2 y 8 horas
postdosis y menos que el 2% de la radiactividad urinaria total a 0-8 y 8-24
horas postdosis. Los metabolitos observados en plasma incluyeron los
metabolitos de hidroxi DCDQ (M1, M2, M3, M4 y M10), ceto DCDQ (M7), y ios
metabolitos de la fase Il tales como sulfamato de DCDQ (M12), sulfamato de
dideshidro DCDQ (M14), sulfatos de hidroxi DCDQ (M8 y M13), hidroxi DCDQ
glucurénido (M8) e hidroxi DCDQ acetilada (M11) (Figura 1). EIl por ciento de
distribucién de la radiactividad en plasma no cambié de manera significativa
con el tiempo, excepto para el metabolito M8, que fue significativamente
menor a las 8 horas que a las 2 y 4 horas postdosis. Los perfiles del
metabolito en plasma, exhibieron diferencias en las ratas macho y hembra.
Aunque los metabolitos de hidroxi DCDQ (M1, M2 y M3), la ceto DCDQ (M7) y
el hidroxi DCDQ glucurénido (M8), fueron los metabolitos principales en el
plasma de ratas macho, el metabolito de hidroxi DCDQ (M3), el sulfato de
hidroxi DCDQ (MB).' el hidroxi DCDQ glucurénido (M9) y el sulfamato de
DCDQ (M12), fueron los metabolitos principales en las ratas hembra. La
diferencia primaria de los sexos fue en la formacién de los sulfatos o los
sulfamatos. Estas diferencias por los sexos fueron predecibles pues'to que la

actividad de la suifotransferasa hacia el alcohol y las aminas aliclclicas se ha
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reportado que es marcadamente mas alta en las ratas hembras que en las
ratas macho. (NaritomiY, Niwa T, Shiraga T, Iwasaki K, Noda K. Isolation and
characterization of an alicyclic amine N-sulfotransferase from female rat liver.
Biological & Phamaceutical Bulletin. 1994; 7:1008-1011).

La mayoria de los metabolitos principales en plasma también se
detectaron en la orina. Se obtuvieron perfiles similares para las muestras de
orina de 0-8 horas y de 8-24 horas. Los metabolitos principales en la orina de
las ratas macho, incluyeron los metabolitos de hidroxi DCDQ (M1, M2, M3 y
M4), ceto DCDQ (M?7) e hidroxi DCDQ glucurénido (M8). Cada metabolito
individual en la orina de 0-24 horas, representé aproximadamente 2 a 16% de
la dosis administrada, mientras que la DCDQ representd menos que el 1% de
la dosis. En las muestras fecales de 8-24 horas, los metabolitos de hidroxi
DCDQ (M3 y M4), el sulfato de hidroxi DCDQ (M8), el hidroxi DCDQ
glucurdnido (M8) y la hidroxi DCDQ acetilada (M11), fueron los metabolitos
principales observados, con Gnicamente cantidades en trazas del farmaco
original detectado.

La radiactividad en el tejido del cerebro fue significativamente
méas alta que en el plasma a las 2, 4 y 8 horas postdosis. La DGDQ constituyé
un promedio de méas del 90% de la radiactividad del cerebro para las ratas
macho y hembra. Las relaciones de la radiactividlad de cerebro a plasma
promedio entre 2 y 8 horas postdosis variaron de 6.9 a 9.8, indicando
captacion por el tejido del cerebro. Para las 24 horas postdosis, la relacién de

la radiactividad de cerebro a plasma promedio disminuyé a 0.8. No hubo
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diferencias significativas en el contenido de radiactividad del cerebro o las
relaciones de radiactividad cerebro a plasma entre las ratas macho y hembra.
Las relaciones de DCDQ cerebro a plasma promedio variaron de 49.9 a 56.1,
sin diferencias por el sexo o cambios con el tiempo entre 2 y 8 horas
postdosis. Se detectaron cantidades menores de los metabolitos M7, M10 y
M11 en el cerebro de las ratas macho y hembra. Estos datos indicaron que la
DCDQ cruzé faciimente la barera sangre-cerebro, mientras que la captacién
de los metabolitos en el tejido del cerebro fue limitada. Las relaciones de la
radiactividad de cerebro a plasma también sugieren que la eliminacién del
cerebro ocurrid rdpidamente después de las 8 horas postdosis, puesto que las
relaciones disminuyeron de 6.9 a 0.8 a las 24 horas postdosis. Aunque la
divisién de la radiactividad en el cerebro fue evidente, la divisién en las células
sangufneas se limitd con las relaciones sangre a plasma de Unicamente
aproximadamente 1.1 entre 2 y 8 horas postdosis.

El metabolismo de la DCDQ parecié mas extenso en el estudio
presente en comparacién con el estudio del metabolismo in vitro previo con
microsomas de higado de rata. Unicamente tres metabolitos oxidativos (M2,
M3 y M4) se observaron con los microsomas de higado de rata y no se
observaron diferencias por el sexo. Sin embargo, las diferencias por el sexo
en la formacion de sulfatos y sulfamatos, que se observaron en la rata, no se
investigaron en ningln sistema in vitro. Ademas de los metabolitos M2, M3 y

M4 detectados con los microsomas de higado de rata, otros metabolitos
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oxidativos (M1, M7 y M10) y varios metabolitos de la fase Il (M8, M11, M12,
M13 y M14), también se observaron en las ratas (Figura 1).

En resumen, la DCDQ se metabolizé de manera extensa en las
ratas a [os metabolitos predominantemente oxidativos. Los perﬁles en plasma
para las ratas macho y hembra difieren en los conjugados de sulfato y
sulfamato de DCDQ y algunos metabolitos oxidativos. La DCDQ fue el
componente relacionado con el fArmaco predominante en el cerebro, mientras
que se observaron unicamente cantidades menores de metabolitos, y las
diferencias por el sexo no fueron evidentes. La DCDQ cruzé faciimente la
barrera sangre-cerebro mientras que la captacion de los metabolitos se limitd

a cantidades menores de metabolitos oxidativos.

Metabolismo in vivo de la ['*C]DCDQ en perros macho después
de una sola administracién de una capsula oral de 15 m

Sinopsis

El presente estudio investigd el metabolismo de la ['“C]DCDQ en
cuatro perros sabueso machos después de una sola administracién de 14.1 a
16.7 mg/kg de clorhidrato de [**C]DCDQ en una cépsula con recubrimiento
entérico. Las muestras en plasma se recolectaron a 2, 4, 8, 24 y 48 horas
postdosis. Las heces y la orina se recolectaron a intervalos de 0-8, 8-24 y
24-48 horas postdosis. Las muestras se analizaron para el contenido de

radiactividad y los perfiles del metabolito.
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Las concentraciones en plasma de la radiactividad fueron 422 +
573, 564 + 748, 528 + 566, 1340 + 508 y 507 + 135 ng equivalentes/mL a 2, 4,
8, 24 y 48 horas postdosis, respectivamente. Se observaron grandes
variaciones individuales en las concentraciones de ia radiactividad en plasma,
que varian de 4 a 1640 ng equivalentes/mL a 2, 4 y 8 horas postdosis. Las
concentraciones de la radiactividad en plasma mas altas ocurrieron a 24
horas, excepto en el perro 2, en donde las concentraciones fueron las més
altas a las 4 horas postdosis. Los datos son consistentes con las variaciones
en la excrecidon de la radiactividad observada en las primeras 24 horas
postdosis. La variabilidad puede asociarse con la absorcion lenta y
prolongada de la DCDQ en algunos perros, y las capsulas con recubrimiento
entérico. La relacion de la radiactividad de sangre a plasma promedio para el
pemo fue de aproximadamente 0.72.

La DCDQ se metaboliz6 de manera extensa en perros. El
metabolismo oxidativo fue la principal trayectoria metabélica, mientras que la
formacion de un DCDQ carbamoil glucurénido también se observé. La DCDQ
representd 1.9% a 21% de la radiactividad en plasma a 2 y 4 horas, menos de
3% a 8 y 24 horas, y no se detect6 a 48 horas postdosis. La DCDQ constituyd
un promedio de menos del 11% de la radiactividad urinaria en todos los
periodos de tiempo. En los extractos fecales, 54% a 97% de la radiactividad
se atribuyé al famaco original. Los metabolitos principales observados en el
plasma a las 2 y 4 horas incluyeron hidroxi DCDQ (M1, M2 y M3), un N éxido
DCDQ (M5), un cero DCDQ (M7), una hidroxi DCDQ imina {(M15), un hidroxi
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DCDQ glucurénido (M9) y el carbamoil glucurénido de la DCDQ (M6) (Figura
1). Los metabolitos M3 y M8 constituyeron la mayoria de la radiactividad en
plasma a las 8, 24 y 48 horas postdosis. Los metabolitos M2, M3, M5 y M6
también se observaron en la incubacion in vitro de DCDQ con microsomas de
higado de perro en la presencia de NADPH. Los metabolitos observados en
el plasma del perro también se detectaron en la orina del pemo, excepto para
el metabolito M7. Un conjugado de sulfato de hidroxi DCDQ (M16) y un 4dcido
diazepinil DCDQ carboxilico (M17), que no se detectaron en el plasma, se
observaron en las muestras de orina. Los metabolitos de hidroxi DCDQ (M2,
M3 y M19), un ceto DCDQ (M18) y la hidroxi DCDQ imina (M15), se
detectaron en los extractos fecales. El metabolismo extenso y la absorcion
oral prolongada de la DCDQ constituyé probablemente la biodisponibilidad
oral relativamente baja de aproximadamente 25.4% en perros.

El metabolismo de la DCDQ en perros exhibié algunas
diferencias de las ratas. Algunos metabolitos oxidativos diferentes se
observaron en las ratas y en los perros. Los metabolitos oxidativos M15, M16,
M17, M18 y M19 no se observaron en ratas, mientras que un metabolito de
hidroxi M4, que se observa en ratas, no se detectd en los perros. Mas
metabolitos de la fase Il se observaron en las ratas que en los perros. Los
sulfatos M8 y M13, y los sulfamatos M12 y M14 se observaron en las ratas,
pero no en los perros. El sulfato M16 se observé en los perros, pero no en.las
ratas. E! carbamoil glucurdénido de DCDQ, que se detectd en el plasma y la

orina del perro, no se observd en el plasma o la orina de la rata.
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En resumen, la DCDQ se metaboliz6 de manera extensa en los
perros, con el metabolismo oxidativo como la principal trayectoria metabdlica,

aunque la formacion de un DCDQ carbamoil glucurénido también se observe.

Introduccion

Los estudios de balance de la masa mostraron que un promedio
de 64.3% de la dosis oral se excretd en la orina de la rata, mientras que
32.7% de la dosis se recuperé en la orina del perro, después de la
administracién de una capsula con recubrimiento entérico. Cuando se incuba
con microsomas de higado de perro en la presencia de NADPH y UDPGA, la
[“C]DCDQ se convirtid a varios metabolitos oxidativos y a un carbamoil
glucurénido. Un estudio de metabolismo previo en ratas, mostré que la DCDQ
se metaboliz6 de manera extensa y el metabolismo oxidativo fue la trayectoria
principal en ias ratas. El presente estudio investigd el metabolismo de Ia
[“CJDCDQ después de una sola administracién de una cépsula oral a los

perros.

Materiales y métodos

Materiales

El clorhidrato de ['C]DCDQ se sintetizé mediante el grupo de
radiosintesis de Wyeth Research (Pearl River, NY), como se describid
anteriormente en los estudios in vivo. Los cdcteles de centelleo Uitima Gold,

Ultima Flo, Permafiuor E+-, y el absorbente de diéxido de carbono Carbo-Sorb
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E se compraron de Perkin Elmer (Wellesley, MA). El EDTA se obtuvo de
Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI). Los solventes utilizados para la extraccién y
para los andlisis cromatogréficos fueron grado reactivo para HPLC o ACS de

EMD Chemicals (Gibbstown, NJ).

Métodos

Preparacion de la capsula y analisis

Aproximadamente 11 mg de clorhidrato de la ['*C]DCDQ y 840
mg de clorhidrato de la DCDQ no marcado, se disolvieron en metanol y a
continuacién se evaporaron bajo una corriente de nitrégeno hasta sequedad.
Las cépsulas (#2), se llenaron con cantidades exactas (126.7-138.1 mg)-de la
sustancia activa mezclada de acuerdo con los pesos de los animales. Las
cépsulas de gelatina llenas se recubrieron a continuacién entéricamente de
manera manual.

La sustancia activa en una cépsula extra se analizé para la
pureza radioquimica y la actividad especifica. Una allcuota de la sustancia
activa se disolvi6 en DMSO, se diluyd en agua, y se analiz6 mediante HPLC
con deteccién del flujo de la radiactividad y deteccion UV a 250 nm. Para
determinar la actividad especlfica, las soluciones de DCDQ no marcadas a
cinco diferentes concentraciones se prepararon diluyendo una solucién patrén
en metanol, y se analizaron mediante HPLC para generar una curva estandar.
El pico de UV de la ['*C]DCDQ se integr6 para calcular la cantidad de DCDQ
contra la curva estandar. Las fracciones alrededor del pico de la ['*C]JDCDQ

[S]
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se recolectaron a intervalos de 1 minuto después de la deteccion UV. La
radiactividad en cada fraccion se determind mediante conteo del centelleo
liquido (LSC). Las fracciones también se recolectaron de una inyeccion

blanco para obtener el nivel de fondo de la radiactividad.

Administracién del fdrmaco y recoleccidn del espécimen
Cuatro pefros sabueso machos, que pesan de 7.6 a 9.8 kg al

tiempo de la dosificacién, fueron de una colonia intema. A cada perro se le
dio una cépsula con recubrimiento entérico que contiene [“C]DCDQ como !a
sal de clorhidrato. Los animales se alimentaron dos horas antes de la
dosificacién y se les proporcioné alimento para perro Purina y agua ad libitum,
y se alojaron individualmente en jaulas metabdlicas.

Las muestras de sangre se recolectaron de la vena yugular a 2,
4, 8, 24 y 48 horas después de la administracion de la dosis en tubos que
contienen EDTA potasico como en anticoagulante y a continuacién se
colocaron en hielo. Se retiraron alicuotas de 50 pL para la combustiéon y la
determinacién del contenido de la radiactividad. El plasma se obtuvo
inmediatamente de la sangre restante medi?nte centrifugacién a 4°C. Las
muestras de orina se recolectaron en tui:xés;'en hielo seco a intervalos de 0-8,
8-24 y 2448 horas postdosis. Las muestras fecales se recolectaron a
intervalos de 0-8, 8-24 y 24-48 horas postdosis a temperatura ambiente, y se
homogeneizaron. Los especimenes biolégicos | se almacenaron a

aproximadamente -70°C hasta el anélisis.
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Determinaciones de |a radiactividad

Las allcuotas de 50 pyL de plasma y 100-200 puL de orina se
analizaron para las concentraciones de la radiactividad. Las determinaciones
de la radiactividad de la dosis, el plasma y la orina se hicieron con un LSC
TR/LL Modelo 3100 Tri-Carb, utilizando 5-10 mL de Ultima Gold como el fluido
de centelleo.

Las heces se pesaron y homogeneizaron en agua a una relacién
de volumen a peso de aproximadamente 5:1. Las allcuotas de sangre (200
pL) v los homogenados fecales (0.25-0.53 gramos), se colocaron en conos
Combusto con aimohadillas Combusto y se quemaron. Un oxidante de las
Muestras Tr-Carb modelo 307, equipado con un tomador de muestras
automatico robético Oximate-80 (Perkin Eimer), se utilizbé para la combustién
de las muestras de sangre y fecales. El 'CO, liberado se atrapé con el
absorbente de diéxido de carbono Carbo-Sorb E, se mezclé con el céctel de
centelleo liquido PermaFluor® E+, y se conté en un contador de centelleo
liquido TR/LL Modelo 3100 de Tri-Carb (Perkin Elmer). La eficiencia de la
combustion fue de 98.9%.

Para los perfiles en plasma, se utilizé un lector de microplacas
radiométrico TopCount NXT (Perkin Eimer), para analizar la radiactividad en
las fracciones de HPLC recolectadas. El limite de deteccién del TopCount fue
de aproximadamente 1 ing equivalente/mL. Un detector de radiactividad
Modelo A525 Flo-One p (Perkin Elmer) con una celda de flujo LQTR de 250

uL, se utilizé6 para adquirir los datos para las muestras de orina y fecales. La
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velocidad de flujo del fluido de centelleo Ultima Flow M fue de 1 mL/minuto,
proporcionando una relacién de mezclado del céctel de centelleo a la fase
mévil de 5:1. Los limites de deteccion por el detector Flo-One fueron de
aproximadamente 200 ng equivalentes/mL para la orina y 12 ng

equivalentes/g para las heces.

Peffiles del metabolismo en plasma

Las muestras de plasma se analizaron para los perfiles del
metabolito mediante HPLC. Las allcuotas de plasma se mezclaron con dos
volimenes de metanol frio que contienen acido trifluoroacético al 0.1% (TFA),
colocado en hielo durante aproximadamente 2 minutos y a continuacién se
centrifugd. El fluido sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se evapord a
22°C bajo nitr6geno en un LV Zymark TurboVap (Caliper Life Sciences,
Hopkinton, MA) a un volumen de aproximadamente 0.3 mL. El residuo se
centrifugd, el volumen del sobrenadante se midid y la eficiencia de la
exiraccién se determiné mediante analisis por duplicado de alicuotas de 20 pL
para la radiactividad. Una alicuota de 200 pL del sobrenadante se inyecté en
la columna de HPLC, y el efluente se recolecté a intervalos de 20 segundos
en Lumaplacas de 86 pozos (Perkin Eimer). Las placas se secaron durants la
noche en un homo a 40°C y se analizaron mediante un TopCount. Los

extractos del plasma se analizaron también mediante LC/MS.
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Andlisis de las h la orina

Los homogenados fecales se analizaron para los perfiles del
metabolito. Las allcuotas de 1 gramo del homogenado fecal se mezclaron con
2 mL de metanol, se colocaron en hielo durante aproximadamente 10 minutos
y se centrifugaron. El sobrenadante se transfirié a un tubo limpio. El residuo
se extrajo tres veces con 2 mi de una mezcla de agua:metanol (3:7). Los
sobrenadantes de cada muestra se combinaron, se evaporaron a
aproximadamente 1 mL, y se centrifugaron. La eficiencia de la extracciéon se
determind analizando alicuotas de 10 upL del sobrenadante para Ila
radiactividad. Una alicuota (50-200 pL) del sobrenadante se analizd mediante
HPLC con deteccién del flujo de la radiactividlad para los perfiles del
metabolito. Las muestras se analizaron también mediante LC/MS para
caracterizar los picos radiactivos.

La orina se analiz6 para la concentracion de la radiactividad y se
analizé mediante HPLC con la deteccién del flujo de la radiactividad para los
perfiles del metabolito mediante la inyeccién directa a la columna de HPLC.
Los analisis de LC/MS para la identificacion del metabolito también se llevaron

a cabo con las muestras de orina.

Cromatografia liquida de alto rendimiento
Un sistema para HPLC modelo 2690 Waters (Waters Corp.,

Milford, MA), con un tomador de muestras automatico integrado, se utilizé

para los analisis. Las separaciones se lograron en una columna Phenomenex
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Luna C1s(2) (150 x 2.0 mm, 5 um) (Phenomenex, Torrance, CA). La camara
de la muestra del tomador de muestras automético se mantuvo a 4°C,
mientras que la columna estaba a una temperatura ambiente de
aproximadamente 20°C. Un detector UV de longitud de onda variable
ajustado para verificar a 250 nm y una detector de radiactividad Modelo A525
Flo-One B, se utilizaron para la adquisicién de los datos. La fase mévil de la
HPLC consistié de acetato de amonio 10 mM, pH 4.5 (A) y acetonitrilo (B), y
8@ suministré a 0.2 mL/minuto. La condicién cromatogréfica A se utilizdé para
el andlisis de la dosis, mientras que la condicién B se utilizd para el anélisis de

los extractos de orina y plasma, cerebro y fecales.

CUADRO 19

CONDICION A

Tiempo {minutos) Fase mévil A (%) Fase mévil B (%)
0 90 10

3 90 10

25 60 40

45 15 85

50 15 85

CONDICION B

Tiempo {minutos) Fase mévil A (%) Fase mévil B (%)
0 90 10

8 90 10

35 60 40

85 15 85

70 15 85
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Andlisis de LC/MS

Un sistema para HPLC Modelo 1100 Agilent (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA), que incluye un tomador de muestras automatico
y un detector de UV de amreglo de diodo se utilizé para el andlisis de LC/MS,
El detector de UV se ajusté para verificar de 200 a 400 nm. Para los analisis
LC/MS seleccionados, los radiocromatogramas se adquirieron utilizando un
detector de flujo de la radiactividad modelo 3 §-Ram (IN/US Systems Inc.,
Tampa, FL), equipado con una celda de flujo de centelleo sélido. Las
condiciones de la LC fueron las mismas que la condicion B descrita
anteriormente.

El espectrémetro de masas utilizado para la caracterizacion del
metabolito fue un espectrometro de masas hibrido de tiempo de vuelo con
cuadrupolo Q-TOF-2 Micromass (Waters). El espectrbmetro de masas se
equipd con una interconexién de ionizaciéon con electrorroclo (ESI), y se operd
en el modo de ionizacién positiva. Los ajustes de la energia de la colisién de
5 y 30 eV se utilizaron para las exploraciones completas de MS y MS/MS,
respectivamente. Los ajustes para el espectrometro de masas se listan a

continuacion.
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CUADRO 20
Ajustes del Espectrémetro de masas Q-TOF-2 Micromass
Voltaje capilar 3.0kV
Cono 30V

Temperatura del bloque de la fuente  100°C
Temperatura del gas de desolvacion  250°C

Flujo del gas de desolvacion 550 L/hr

Fiujo del gas del cono 50 L/hr

Presion de entrada del gas CID 1.947-2.017 kgdem? (13-14 psig)
Resolucién TOF-MS (m/Am) 8000

Analisis de los datos v evaluacién estadisti

Se utilizé el programa analitico Flo-One (Perkin Eimer, version
3.6) para integrar los picos radiactivos. Se utilizd la Utilidad del Programa
DataFlo (Perkin Eimer, beta versién 0.55) para convertir ios archivos ASCI| del
contador de microplacas TopCount NXT en un formato CR para el
procesamiento en el programa de Andlisis Flo-One. Se utilizé el programa de
computadora Excel® 97 de Microsoft para calcular las medias y las
desviaciones estdndar y para realizar la prueba t de estudent. Se utilizd el
programa Micromass MassLynx (Waters, version 4.0) para la recoleccién y el

andlisis de los datos de LC/MS.

Restltados

Analisis del nido de la la

La [CIDCDQ cargada en las cdpsulas tenia una pureza
radioquimica de aproximadamente 98.9% y una pureza quimica (mediante

detecciéon ultravioleta) de mas del 99%. La actividad especlifica de la
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[“CIDCDAQ en las cépsulas fue de 2.18 puCi/mg como la sal de clorhidrato. La
dosis real de DCDQ administrada varié de 12.2 a 14.4 mg/kg como la base

libre.

Concentracion la_radiactividad en el plasma y perfiles del
metabolito

Las concentraciones de la radiactividad en la sangre y el plasma
después de una sola dosis de una capsula de [*C]DCDQ se resumen en el

Cuadro 21.
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Las concentraciones de la radiactividad en plasma promedio
variaron de 423 ng equivalentes/mL a las 2 horas a 1340 ng equivalentes/mL
a las 24 horas postdosis. La concentracion de la radiactividad mas alta
ocurrid generalmente a las 24 horas postdosis, excepto para el perro 2, en
donde las concentraciones fueron las més altas a las 4 horas posidosis. Se
observaron grandes variaciones individuales en las concentraciones de la
radiactividad en plasma, que varfan de 4 a 1640 ng equivalentes/mL a las 2, 4
y 8 horas postdosis. Los datos estan de acuerdo con las grandes variaciones
en la excrecién de la radiactividad, observadas en las primeras 24 horas
postdosis. Estas variaciones pueden atribuirse a una absorcion lenta y
prolongada de la DCDQ en algunos perros. Las concentraciones de la
radiactividad en sangre fueron menores que los niveles de radiactividad en
plasma, y las relaciones de la radiactividad sangre a plasma promedio
variaron entre 0.68 y 0.79 (Cuadro 22).

La division de la DCDQ y sus metabolitos en las células

sangulneas fue limitada, basandose en estas relaciones.
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CUADRO 22

Relaciones de radiactividad de sangre a plasma en perros después de
na dosls oral uini 15 ma/k 4C)DCDQ en un la con

recubrimiento entérico

Tlempo  Relaciones sangre a plasma

(horas) 1" 2 3 4 Media + SD
2 0.51 0.77 0.75 NAP 0.68 £ 0.14
4 0.73 0.77 0.69 NAP 0.73+0.04
8 0.70 0.77 0.79 NA® 0.75+0.05
24 0.73 0.81 0.80 0.83 0.79 + 0.04
48 0.76 0.74 0.81 0.82 0.78 + 0.04

a: Nimero de perro

b: Datos no disponibles debido a las bajas concentraciones de la radiactividad.

La recuperacién de la extraccién fue mayor que el 71 % de la
radiactividad en plasma. La DCDQ se metabolizé de manera extensa en los
perros (Cuadros 23 y 24). A las 2 y 4 horas postdosis, la DCDQ representd
1.8% a 21% de la radiactividad en plasma. La DCDQ representé menos que
el 3% de radiactividad en plasma a las 8 y 24 horas y no fue detectable a las
48 horas postdosis (Cuadros 23 y 24). Los metabolitos principales
observados a las 2 y 4 horas en plasma incluyeron los metabolitos de hidroxi
DCDQ (M2 y M3}, un N éxido de DCDQ (MS5), una ceto DCDQ (M7), una imina
de hidroxi DCDQ (M15), un glucurénido de hidroxi DCDQ (M9) y un carbamoil
glucurénido de DCDQ (M8). Se obtuvieron perfiles similares para las

muestras de plasma de 8, 24 y 48 horas, aunque la mayoria de la
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radiactividad en estos tltimos puntos de medicidn se atribuyd al metabolito de
hidroxi M3 y al glucurbnido M8, que no estaban separados
cromatograficamente. Varios metabolitos menores constituyeron 6.2% a 42%
de la radiactividad en plasma en las muestras y 2 y 4 horas. Estos

metabolitos no se caracterizaron debido a las bajas concentraciones.
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CUADRO 23
Distribucién cromatogréfica (porcentaje) de la radlactividad en el plasma de perros después de una dosis oral

Gnicade 15 m de DCDQ en una cépsula con recubrimiento entérico®

Tiempo No. de M1 M2 M3+M9 M5 M6 M7 M15 DCDQ  Otros®
{(horag) Perro —
2 1 8.4 ND°® 1 12 ND ND 17 1 41
2 28 80 21 29 19 ND 28 1.9 42
4 1 8.0 6.8 28 66 ND 6.9 8.5 11 25
2 49 12 20 53 13 7.8 9.6 21 6.2
8 1 8.0 ND 43 4.0 7.0 ND 8.3 27 27
2 47 ND 79 ND ND ND 73 ND 8.8
3 9.7 ND 85 ND ND ND ND ND 51
24 1 6.8 ND 61 ND 17 13 ND 28 0.0
2 21 5.0 73 ND 5.6 8.7 ND ND 7.7
3 64 7.0 62 ND ND ND ND 23 22
48 1 12 ND 66 ND ND ND ND ND 22
2 6.7 ND 85 28 ND ND ND ND 56
3 ND ND 95 ND ND ND ND ND 4.7

a: Los perfiles para las muestras de 2 y 4 horas para el perro 3 y 4, y las muestras de las 8, 24 y 48 horas para el pemro
4 no se obtuvieron.

b: Incluye los metabolitos no caracterizados

¢: No detectado

Gbouu
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CUADRO 24
Concentraciones estimadas en plasma (ng equivalentes/mL.) de la DCDQ y los metabolitos en perros, después

de una sola dosis oral de 15 mg/kg de DCDQ en una cépsula con recubrimiento entérico®

“Tiempo No. de M1 M2 M3tM9 W5 M6 M7 M15 Dcpba
_{horas) Perro
2 1 30.1 BQl® 378 431 BQL BaL 622 396
2 329 99.5 264 36.4 239 BaL 35.6 232
4 1 400 33.1 142 33.1 BQL 345 427 52.5
2 80.9 182 335 86.6 215 127 157 345
8 1 433 BaL 234 21.7 37.9 BQL 45.1 145
2 61.9 BQL 1030 BOL BQL BQL 95.3 BQL
3 248 BQL 218 BQL BQL BQL BaL BaL
24 1 104 BaL 920 BaL 258 202 BQL 30.6
2 230 55.3 808 BQL 62.1 73.6 BQL BQL
3 125 135 1210 BQL BaL BQL BQL 438
48 1 58.0 BQL 333 BQL BQL BQL BaL BQL
2 447 BQL 568 18.9 BQL BQL BQL BaL
3 BQL BQL 492 BQL BQL BQL BQL BaL

86cuy



nnoat

126

a: Los datos para las muestras de 2 y 4 h ras para el perro 3 y 4, y las muestras de las 8, 24 y 48 h ras para el
perro 4 no se obtuvieron debido a las bajas concentraciones de radiactividad circulante; las concentraciones se
estimaron basdndose en las concentraciones de la radiactividad total en plasma (Cuadro 21) y la distribucion
cromatogréfica de la radiactividad (Cuadro 23).

b: Debajo del limite de cuantificacién (1 ng equivalente/mL para el plasma).
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Perfiles del metabolito urinario

La orina fue una ruta de eliminacién principal de la DCDQ en el
perro, aunque la excrecién fecal fue mayor que la excrecion urinaria.
Numerosos metabolitos se detectaron en la orina. La DCDQ representd un

5 promedio de menos que el 11 % de la radiactividad urinaria para todos los
puntos de medicién (Cuadro 25). Los metabolitos principales incluyeron los
metabolitos de hidroxi DCDQ (M2 y M3), un N 6xido de DCDQ (M5}, una imina
de hidroxi DCDQ (M15), un sulfato de hidroxi DCDQ (M16), un acido diacepinil
DCDAQ carboxilico (M17), un hidroxi DCDQ glucurénido (M8) y un carbamoil

10 glucurénido de DCDQ (M6) (Figura 1).
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CUADRO 25

de una cépsula con recubrimiento entérico gue contiene DCD!

Tiempo No. de M1 M2 M3+M9 M5 M6 M7 M15 M16 M17 DCDQ Otros®
(horas) Perro

08 ND® 10 10 5.9 13 ND 1" 16 1" ND 24
1 8.3 21 11 ND 6.1 ND 9.2 9.3 4.1 9.5 22
2 4.7 26 14 ND 76 ND 4.1 33 2.8 ND 38
8-24 3 6.7 26 16 ND 3.6 ND 23 3.7 3.8 L 28
Media 6.6 24 13 NA? 5.8 NA 5.2 5.5 3.5 NA 29
SD 1.8 28 23 NA 2.0 NA 3.6 33 0.7 NA 8.4
1 44 25 1 8.5 58 5.0 ND 8.4 ND 38 28
2 7.6 18 14 4.0 3.5 6.2 ND 5.0 34 ND 39
3 76 22 14 ND 43 9.2 ND 3.2 ND 3.0 37
2448 4 3.2 21 13 ND 5.9 34 3.5 5.5 57 6.9 32
Media 5.7 22 13 NA 47 5.9 NA 5.5 NA 34 34

SD 23 2.8 1.2 NA 1.2 2.5 NA 2.2 NA 2.8 4.8

a: Las muestras de las 0-8 horas para los permos 2, 3 y 4, y de las 0-24 horas para el perro 4 no tuvieron suficiente
radiactividad para el perfilado.

b: ND, no detectado

¢: Incluye varios metabolitos no caracterizados

d: No disponible

€ocuu
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Perfiles del metabolito fecal

Se extrajo un promedio de 70.2% de la radiactividad fecal,
mientras que se extrajo un promedio de 88.2% de la radiactividad de las
incubaciones de [*C]DCDQ en el homogenado fecal blanco. En ios extractos
fecales, la DCDQ fue un componente radiactivo principal, representando
54.4% a 96.7% de la radiactividad total. Los metabolitos detectados en las
heces incluyen hidroxi DCDQ (M2, M3 y M19), una ceto DCDQ (M18) y un
pico no caracterizado (M20). El metabolito mas abundante M18 reprasent6
hasta 16.4% de la radiactividad total en los extractos fecales. El glucurénido
de hidroxi DCDQ (M9) y el carbamoil glucurdnido de DCDQ (M6) no se
detectaron en las heces. La incubacién de ['*C]JDCDQ en el homogenado
fecal a 37°C durante 24 horas no mostré degradacién obvia (datos no

mostrados).

racterizacién de log metabolitos mediante los andlisis de

LC/MS
Los espectros de masas se obtuvieron mediante analisis de
LC/MS y LC/MS/MS para la DCDQ y sus metabolitos. La caracterizacion
estructural de estos compuestos se resume en el Cuadro 26. La
caracterizacién espectral masica de la DCDQ y sus metabolitos, de cada uno

de los estudios des_crﬁ;qs en la presente se discuten ademas a continuacion.
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CUADRO 26
Metabolitos de la DCDQ identificados en perros mediants andlisis de LC/MS

Metabolito Tiempo 10 retencién [M+H]' Sitios del metabolismo Nombre del metabolito Matriz®
(minutos)

M1 26.26 245 Anillo de diazepan Hidroxi DCDQ P,U

M2 290.46 245 Anillo de piridina Hidroxi DCDQ P,UF

M3 35.95 245 Anillo de ciclopentano Hidroxi DCDQ P,UF

M6 59.80 449 Anillo de diazepan Carbamato  glucurénido P, U

DCDQ

M7 33.74 243 Anillo de ciclopentano o Ceto DCDQ P,U
piridina

M9 36.12 421 Anillo de ciclopentano Hidroxi DCDQ glucurénido P, U

M15 42.42 243 Anillo de ciclopentano o Hidroxi DCDQ imina P.UF
piridina

M16 4426 325 Anillo de piridina y Sulfatode hidroxiDCDQ U
diazepan

M17 48.00 257 Anillo de piridina y Acido diazepini DCDQ U
diazepan carboxllico

M18 41.72 243 Anillo de diazepan Ceto DCDQ F

M19 45.24 245 Anillo de piridina o Hidroxi DCDQ F
benceno

DCDQ 53.84 229 P, UF

a: Los tiempos de retencibn de LC/MS se normalizaron con el archivo de datos de LC/MS GU_072303_0004,
GU_072403_0004 y GU_081403_0005

b: Matriz en donde los metabolitos se detectaron y caracterizaron mediante LC/MS, P = plasma; U = orina; B = cerebro;
F = heces

Yocul
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Se observaron grandes variaciones individuales en las
concentraciones de la radiactividad en plasma, que varian de 4 a 1640 ng
equivalentes/mL a las 2, 4 y 8 horas postdosis. Los datos son consistentes
con las variaciones en la excrecion de la radiactividad observada en las
primeras 24 horas postdosis. La excrecién urinaria varié de 0 a 25%, mientras
que la excrecion fecal varié de 0 a 23% de la radiactividad dosificada en las
primeras 24 horas posidosis. Las concentraciones de la radiactividad mas
altas en plasma ocurrieron a las 24 horas, excepto en el perro 2, en donde la
concentracion fue la mas alta a las 4 horas postdosis. La variabilidad puede
estar asociada con la lenta y prolongada absorcién de la DCDQ en algunos
pemos, y posiblemente a las capsulas con recubrimiento entérico. La relacion
de la radiactividad en sangre a plasma para el perro fue de aproximadamente
0.72 en comparacién con aproximadamente 1.1 para la rata entre 2 y 8 horas
postdosis, indicando menos captacién de la DCDQ y sus metabolitos en las
células sanguineas del perro mas que en las ratas.

La DCDQ se metabolizé6 de manera extensa en los perros como
se observa en las ratas, después de la administracion de una capsula con
recubrimiento entérico que contiene ['*C]DCDQ (Figura 1). El metabolismo
oxidativo fue la ruta metabélica principal, mientras que la formacion de un
DCDQ carbamoil glucurénido, que no se observd en las ratas, también se
observd. La DCDQ representé 1.9% a 21% de la radiactividad en plasma a

las 2 y 4 horas, menos que 3% a las 8 y 24 horas, y no se detectd a las 48
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horas postdosis. La DCDQ constituyé un promedio de menos que 11% de la
radiactividad urinaria en todos los puntos de medicién. En los extractos
fecales, 54.4% a 968.7% de la radiactividad se atribuyd al fArmaco original. Los
metabolitos en plasma a las 2 y 4 horas postdosis incluyeron hidroxi DCDQ
(M1, M2 y M3), un N éxido de DCDQ (MS5), una ceto DCDQ (M7), una hidroxi
DCDQ imina (M15), un hidroxi DCDQ glucurénido (M8) y el carbomoil
glucurénido de DCDQ (MB). La mayoria de la radiactividad a las 8, 24 y 48
horas postdosis se atribuyd a metabolito de hidroxi M3 y al glucurénido M9,
que no estaban separados cromatograficamente. Los metabolitos M2, M3, M5
y M8 también se observaron en la incubacién in vitro de la DCDQ con
microsomas de higado de perro en la presencia de NADPH. Los metabolitos
observados en el plasma de perro también se detectaron en la orina del perro,
excepto el metabolito M7. Un conjugado de sulfato de hidroxi DCDQ (M16) y
un acido diacepinil DCDQ carboxilico (M17), que no se detectaron en el
plasma, se observaron en las muestras de orina. Los metabolitos de hidroxi
DCDQ (M2, M3 y M19), una ceto DCDQ (M18) y una hidroxi DCDQ imina se
detectaron en los extractos fecales. La formacién del metabolito M6 puede
subestimarse debido a la posible hidrélisis en el tracto Gl. El metabolismo
extenso y la absorcibn oral prolongada de la DCDQ probablemente
constituyen la biodisponibilidad oral relativamente baja de aproximadamente
25.4% en ios perros.

El metabolismo de la DCDQ en perros exhibid algunas

diferencias de las ratas (Figura 1). Algunos metabolitos oxidativos diferentes
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se observaron en las ratas y los perros. Los metabolitos oxidativos M15, M16,
M17, M18 y M19 no se observaron en las ratas, mientras que un metabolito de
hidroxi M4, que se observd en las ratas, no se detecté en los perros. Mas
metabolitos de la fase 1l se observaron en las ratas que en los perros. Los
sulfatos M8 y M13 y los sulfamatos M12 y M14 se observaron en ratas, pero
no en los perros. El sulfato M16 se observd en los perros, pero no en las
ratas. El carbamoil glucurdnido de DCDQ, que se detectd en el plasma y la
orina de perros, no se obsarvé en el plasma u orina de ratas.

En resumen, la DCDQ se metabolizé de manera extensa en los
perros, con el metabolismo oxidativo como la trayectoria metabdlica principal,

aunque se observd también la formaciéon de un DCDQ carbamoil glucurénido.

Caracterizacién del metabolito mediante los anilisis de LC/M

Los espectros de masas se obtuvieron mediante andlisis de
LC/MS y LC/MS/MS para la DCDQ y sus metabolitos identificados en los
estudios anteriores. La caracterizacién espectral masica de la DCDQ y sus

metabolitos, de cada uno de los estudios, se discute a continuacién.

DCDQ
Las caracteristicas espectrales masicas del estandar de DCDQ

se examinaron para la comparacién con los metabolitos. En el espectro de
LC/MS de la DCDAQ, un ion molecular protonado, [M+H]", se observé a m/z

229. Los iones del producto del espectro de masas m/z 229 de la DCDQ
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obtenidos de la disociacién inducida por la colisién (CID), y el esquema de
fragmentacién propuesto indicaron la pérdida de metilenamina, etilidenamina,
y etiliden-metil-amina del ion molecular, que generd los iones del producto a
m/z 200, 186 y 171, respectivamente. La pérdida del grupo propeno del ion
molecular, generd el fragmento a m/z 187 y la pérdida adicional de la
metilenamina y la etilidenamina generd los iones fragmentados a m/z 158 y
144. La pérdida del grupo ciclopenti-metilenamina generé el ion del

fragmento a m/z 132.

Metabolito M1: de estudios in vi in vivo en ratas y perros

La [M+H]' para M1 se observdé a m/z 245. Los iones del
producto del espectro de masas a m/z 245 de M1 y el esquema de
fragmentacién propuesto, indicaron un incremento de 16 Da, sugiriendo la
monohidroxilacién. La pérdida de propeno del ion molecular, generd el
fragmento a m/z 203, que fue 16 Da mayor que el ion correspondiente a m/z
187 para la DCDQ. Los iones del fragmento a m/z 171 y 186 fueron los
mismos que en el espectro del ion del producto de la DCDQ, indicando que la
hidroxilacién ocurri6 en la porcion de diazepan de la molécula, como se

muestra. Por lo tanto, se propuso que M1 es hidroxi DCDQ.

bolito M2: de estudios in vi in_vivo en ra 8[Tos
La [M+H]' para M2 se observd a m/z 245. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 245 de M2 y el esquema de
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fragmentacién propuesto, indicaron un incremento de 16 Da, sugiriendo la
monohidroxilacién. La pérdida de propeno del ion molecular, generd el
fragmento a m/z 203, que fue 16 Da mayor que el ion cormespondiente a m/z
187 para la DCDQ. Esto indico que el anillo de ciclopentano no era el sitio de
la biotransformacién. El ion del fragmento a m/z 132 era el mismo para la
DCDQ indicando que la porcibn de diazepan no es el sitio de la
biotransformacién. Los iones del fragmento a m/z 169 y 184 fueron 2 Da
menores que los iones correspondientes para la DCDQ a m/z 171 y 1886,
respectivamente, indicando la pérdida de H2O del anillo de piridina como
resultado de la hidroxilacién. Por lo tanto, se propuso que M2 es hidroxi

DCDAQ.

Metabolito M3: de estudios in vitro e in vivo en ratas y perros
La [M+H]* para M3 se observd a m/z 245. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 245 de M3 y el esquema de
fragmentacion propuesto, indicaron un incremento de 16 Da, sugiriendo la
monohidroxilaciéon. La pérdida de la etilidenamina generé el fragmento a m/z
202, que fue 16 Da mayor que el ion correspondiente a m/z 186 para SAX-
187. Lo§ iones del fragmento a m/z 158 y 144 fueron los mismos que en el
espactro del ion del producto de la DCDQ. Esto indicé que la hidroxilacion
ocurrié en la porcién de ciclopentano de {a molécula, como se muestra. Por lo

tanto, se propuso que M3 es hidroxi DCDQ.
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Metabolito M4: de estudios in vitro e in vivo ep ratas
La [M+H]' para M4 se observd a m/z 245. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 245 de M4 y el esquema de
fragmentacidon propuesto, indicaron un incremento de 18 Da, sugiriendo la
monohidroxilacién. La pérdida de H20 del ion molecular generd el fragmento a
m/z 227. El ion del producto a m/z 144 también se observé para la DCDQ,
indicando que la hidroxilacién ocurrié en la porcidn de ciclopentano de la
molécula, como se muestra. Esto también fue consistente con la presencia
del ion del producto a m/z 184, generado por la pérdida de la etilidenamina y
Hz20 del ion cormrespondiente a m/z 186 para la DCDQ. La masa exacta
medida para este ion fue 184.1120 Da, que estuvo dentro de 3.8 ppm de la
masa tedrica para CisHiyN. Por lo tanto, se propuso que M4 es hidroxi

DCDQ.

Metabolito MS5: de [os dios in vi

La [M+H]' para M5 se observd a m/z 243. La masa exacta
medida para M5 fue 243.1478 Da, que estuvo dentro de 7.9 ppm de la masa
tedrica para C1sH1gN20O. Esto comesponde a la adicién de un oxigeno y la
pérdida de dos atomos de hidrébgeno, en comparacién con la formula
molecular para la DCDQ. Un ion del fragmento a m/z 130 fue 2 Da menor que
el ion comespondiente para la DCDQ, sugiriendo la formacién de la imina. La

LC/MS con D20 sustituido por H20 en la fase mévil confimé que no existian
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protones intercambiables para M5, indicando que M5 fue un N éxido. Por lo

tanto, se propuso que M5 es el N éxido de la DCDQ imina.

Metabolito M6: de los estudios in vitro e in vivo en perros
La [M+H]' para M6 se observd a m/z 449. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 449 de M6 y el esquema de
fragmentacién propuesto, indicaron una pérdida de 176 Da del ion molecular,
que generd un fragmento a m/z 273, indicando que M5 fue un conjugado de
glucurénido. La pérdida adicional de 44 Da de m/z 273 generd m/z 229, que
también es el ion molecular para la DCDQ. Por lo tanto, se propuso que M8

es el carbamoil glucurdnido de DCDQ.

Metabolito M7: de los estudios in vitro @ in vivo en ratas y perros
La [M+H]' para M7 se observé a m/z 243. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 243 de M7 y el esquema de
fragmentacién propuesto indicd la pérdida de metilenamina, etilidenamina del
ion molecular, que generd los iones del producto a m/z 214 y 200, que fueron
14 Da més que los iones correspondientes a m/z 200 y 186, respectivamente,
para la DCDQ. Esto sugiri6 la adicién de un atomo de oxigeno y la pérdida
de dos &tomos de hidrégeno de la DCDQ. Los iones del producto a m/z 132,
144 y 158 fueron los mismos que para la DCDQ, lo cual indic6 que la
biotransformacién ocurrié en los anillos de piridina y ciclopentano. La LC/MS

con D20 sustituido por H20 en la fase mévil confirmé que hay sé6lo un protdn
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intercambiable para M7, que fue del grupo NH en el anillo de diazepan. Por lo

tanto, se propuso que M7 es una ceto DCDAQ.

M jto M8: de los estudios in vivo en ratas

La [M+H]" para M8 se observd a m/z 325. Los iones del
producto dal espectro de masas a m/z 325 de M8 y el esquema de
fragmentacidn propuesto, indicaron una pérdida de propeno del ion molecular,
que generd el ion del producto a m/z 283, indicando que la biotransformacién
no ocurrid en el anillo de ciclopentano. La pérdida de la metilenamina,
etilidenamina del ion del producto a m/z 283 y la pérdida posterior del grupo
sulfato, generd los iones del producto a m/z 158 y 144, respectivamente. La
pérdida de etilidenamina del ion molecular generé el ion del producto a m/z
282 y la pérdida posterior del grupo sulfonato y H,0 generd los iones del
producto a m/z 202 y 184, respectivamente. El ion del fragmento a m/z 132
fue el mismo que para la DCDQ indicando que la porcién de diazepan no es el
sitio de la biotransformacién. Por lo tanto, se propuso que M8 es el conjugado

de sulfato de hidroxi DCDQ.

Metabolito M8: de | ios in vivo en ratas

La [M+H]" para M9 se observd a m/z 421. Los iones del
producto del espectro de masas a m/fz 421 de MO y el esquema de
fragmentacién propuesto, indicaron una pérdida de 176 Da del ion molecular,

que generd el ion del fragmento a m/z 245, que indico la glucuronidacién de la
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hidroxi DCDQ. La pérdida de la etilidenamina y el &cido glucurénico generd el
fragmento a m/z 202, que fue 16 Da mayor que el ion correspondiente a m/z
186 para la DCDQ. El ion del fragmento a m/z 187 sugiere que la
biotransformacién ocurrid en el anillo de ciclopentano. Por lo tanto, se

propuso que M9 es un glucurénido de hidroxi DCDQ.

Metabolito M10
La [M+H]' para M10 se observé a m/z 245. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 245 de M10 y el esquema de
fragmentacién propuesto, indicaron un incremento de 16 Da, sugiriendo la
monohidroxilaciéon. Los iones del fragmento a m/z 171 y 188 fueron los
mismos que en el espectro del ion del producto de la DCDQ, indicando que la
hidroxilacién ocurrid en la porcion de diazepan de la molécula, como se

muestra. Por lo tanto, se propuso que M10 es hidroxi DCDQ.

Metabolito M11: de los estudios in vivo en ratas
La [M+H]' para M11 se observd a m/z 287. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 287 de M11 y el esquema de
fragmentacion propuesto, indicaron una pérdida de H2O del ion molecular, que
generd el ion del fragmento a m/z 269. La pérdida adicional de 42 Da generd
m/z 227, lo que indico la acetilaciéon. Los iones del fragmento a m/z 171 y 186
fueron los mismos que en el espectro del ion del producto de la DCDQ,

indicando que la biotransformacion ocurrid en la porcion de diazepan de la
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molécula, como se muestra. Por lo tanto, se propuso que M11 es la hidroxi

DCDQ acetilada.

Metabolito M12: de | tudios in vivo en

La [M+H]' para M12 se observdé a m/z 309. Los iones del
producto del espectro de masas a m/z 308 de M12 indicé una pérdida de 80
Da, que generd el ion del producto a m/z 228, que es el ion molecular de la
DCDQ. Esto indicd la sulfatacion. La pérdida adicional de la metilenamina,
etilidenamina, generd los iones del producto a m/z 200 y 186, que fueron los
mismos que para la DCDQ. Por lo tanto, se propuso que M12 es el N-sulfato

de DCDQ.

Metabolito M13: de los estudios in vivo en ratas
La [M+H]' para M13 se observd a m/z 325. Los iones del

producto del espectro de masas 8 m/z 325 de M13 y el esquema de
fragmentacién propuesto, indicaron una pérdida de 80 Da de [M+H]', que
proporcion6é m/z 245, que fue 16 Da mayor que la [M+H]" para la DCDQ. Esto
indicé que M13 fue un conjugado de sulfato de hidroxi DCDQ. Por lo tanto, se

propuso que M13 es un conjugado del sulfato de la hidroxi DCDAQ.

Metabolito M14: de los estudios in vivo en ratas
La [M+H]' para M14 se observé a m/z 305. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 305 de M14, los-iones del producto del
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espectro de masas a m/z 225 y el esquema de fragmentacién propuesto para
M14, indicaron una pérdida de 80 Da del ion molecular, que generé el ion a
m/z 225, lo cual indicé que M14 era un sulfato. La pérdida adicional de
etilidenamina, y etiliden-metil-amina, generd los iones del producto a 182 y
167, respectivamente, que son 4 Da menores que los iones comrespondientes
para la DCDQ a m/z 186 y 171, respectivamente, lo que indico el metabolismo
del grupo ciclopentano. Por lo tanto, se propuso que M14 es el conjugado del

sulfato de di-deshidro DCDQ.

Metabolito M15: de los estudios in vivo en perros
La [M+H]" para M15 se observé a m/z 245. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 245 de M15 y el esquema de
fragmentacion propuesto indicaron un ion del fragmento a m/z 187 que fue 18
Da mayor que el ion correspondiente a m/z 171 para la DCDQ, indicando la
hidroxilacién del ciclopentano ¢ el anillo de piridina. El ion del fragmento a
m/z 130 fue 2 Da menor que el ion correspondiente para la DCDQ, indicando
la formacién de la imina. La LC/MS con D20 sustituido por H20 en la fase
moévil, confirmé que s6lo hay un protén intercambiable para M15. Por lo tanto,

se propuso que M15 es la hidroxi DCDQ imina.

Metabolito M16: de los estudios in vivo en perros
La {(M+H]' para M16 se observé a m/z 325. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 325 de M13 y el esquema de
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fragmentacion propuesto, indicaron una pérdida de 80 Da del ion molecular,
que generd el ion del producto a m/z 245, indicando la sulfatacién. La pérdida
del propeno del ion molecular generd el ion del producto a m/z 283, indicando
que la biotransformacién no ocurrié en el anillo de ciclopentano. La pérdida de
etilidenamina generd el ion del producto a m/z 282 y la pérdida posterior del
grupo sulfato y H.O generd los iones del producto a m/z 202 y 184
respectivamente. El ion del producto a m/z 148, fue 16 Da mayor que el ion
commespondiente a 132 para la DCDQ, y el ion del producto a m/z 282 indico
que la hidroxilacién ocurri6 en el grupo bencilo de la molécula, como se
muestra. Por lo tanto, se propuso que M16 es un conjugado de sulfato de la

hidroxi DCDQ.

Metabolito M17: de los estudios in vivo en perros
La [M+H]" para M17 se observd a m/z 257. La masa exacta

medida de [M+H]' fue de 257.1292 Da, que estuvo dentro de 0.8 ppm de la
masa tedrica para CsHy7N202. Esto corresponde a la adiciébn de dos dtomos
de oxigeno y a la pérdida de 4 atomos de hidrégeno de la férmula molecular
de la DCDQ. La pérdida de 44 Da del ion molecular generd el fragmento a
m/z 213. La masa exacta medida de este fragmento fue 213.1378 Da, que
estuvo dentro de 7.6 ppm de la masa tedrica para Ci4Hy7N2. Esto confirmé
que la pérdida de 44 fue de la pérdida neutra de CO,, indicando que M17 es
un acido carboxilico. La pérdida adicional de ciclopenteno, pentano, propeno
y HCN de m/z 213 generd los fragmentos a m/z 145, 171 y 188
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respectivamente. El ion del producto a m/z 130 fue 2 Da menor que el ion
comrespondiente a m/z 132 para la DCDQ, indicando la formacion de una
imina. La LC/MS con D20 sustituida por HO en la fase mévil, confimé que
s6lo hay un protén intercambiable para M17, que es del grupo del acido
carboxllico. Por lo tanto, se propuso que M17 es un acido benzo-diazepinil-

ciclopentancarboxlilico (dcido diazepinil DCDQ carboxilico).

Metabolito M18: de los estudios in vivp en perros
La [M+H]* para M18 se observd a m/z 243. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 243 de M18 y el esquema de
fragmentacién propuesto, indicaron una pérdida de los grupos propeno y
etilidenamina del ion molecular, que generd el ion del producto a m/z 158. La
pérdida de metilenamina, etilidenamina del ion molecular, generd los iones del
producto a m/z 214 y 200, que son 14 Da mayores que los iones
correspondientes a m/z 200 y 186, respectivamente, para la DCDQ. Esto
sugirié la adicion de un a4tomo de oxigeno y la pérdida de dos atomos de
hidrégeno de la DCDQ. El ion del producto a m/z 146, fue 14 Da mayor que el
ion correspondiente a m/z 132 para la DCDQ, y el ion de producto a m/z 200
indicd que la modificacién ocurrié en el grupo bencilo. La LC/MS con DzO
sustituido por H:O en la fase mévil, confirmé que sélo hay un protén
intercambiable para M14, que es del grupo NH en el anillo de diazepan. Por

lo tanto, se propuso que M18 es una ceto DCDAQ.
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M lito M19: de los estudios in vivo en perros
La [M+H]' para M19 se observd a m/z 245. Los iones del
producto del espectro de masas a m/z 245 de M19 y el esquema de
fragmentacién propuesto, indicaron un incremento de 18 Da, sugiriendo la
monohidroxilacién. Los iones del producto a m/z 216, 202 y 187 fueron 16 Da
mayoras que los iones correspondientes a m/z 200, 1868 y 171,
respectivamente, para la DCDQ, indicando que el grupo diazepan no era el
sitio de la modificacién. La pérdida de propeno del ion molecular, genero el
fragmento a m/z 203 y la pérdida adicional de la metilenamina y la
etilidenamina generé los iones del fragmento a m/z 174 y 160. Estos fueron
18 Da mayores que los iones comespondientes para la DCDQ, indicando que
la hidroxilacién ocurrié en el grupo benceno o piridina. Por lo tanto, se

propuso que M18 es hidroxi DCDQ.

Pro P3: de los estudios in vivo

La [M+H]* para P3 se observd a m/z 227. Los iones del producto
del espectro de masas a m/z 227 de P3 y el esquema de fragmentacién
propuesto indicaron que el peso molecular de P3 fue de 2 Da menos que la
DCDQ, sugiriendo la formacién de un enlace doble. El ion del fragmento a
m/z 130 fue 2 Da menor que el ion corespondiente para la DCDQ, sugiriendo

la formacién de una imina. Por lo tanto, se propuso que P3 es la DCDQ imina.
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Identificacién de los metabolitos M7, M9 y M13 en |a orina de las
tas despu na sola administracioén oral d m de DCD
inopsi

Este estudio se disefio para obtener la orina de la rata para el
aislamiento del metabolito y obtener una identificacion estructural més
especifica de los metabolitos seleccionados de DCDQ. A tres ratas macho y
tres ratas hembra se les proporciond una sola dosis de 50 mgkg de DCDQ.
La orina se recolectd a intervalos de 0-12 y 12-24 horas. Los metabolitos de
DCDQ M7 (ceto DCDQ), M9 (hidroxi DCDQ glucurénido) y M13 (sulfato de
hidroxi DCDQ), se aislaron de la orina mediante un método de HPLC
semipreparativa de dos etapas, en cantidades de pocos microgramos,
suficientes para el analisis espectroscépico con RMN. Basandose en los
andlisis espectroscopicos de MS y RMN, el sitio del metabolismo para M7 y
M13 fue la posicién 17. El sitio del metabolismo para M9 fue la posicién 13.

Introduccién

Cuando se incuban con microsomas de higado de rata en la
presencia de NADPH y UDPGA, la [“C]DCDQ se convirti6 a varios
metabolitos oxidativos. Un estudio previo del metabolismo en ratas, mostr6
que la DCDQ se metaboliza de manera extensa, y el metabolismo oxidativo
fue la trayectoria metabélica principal en las ratas. Los metabolitos de fase Il
que incluyen un sulfato y un glucurénido de hidroxi DCDQ, se detectaron

también en ratas. El presente estudio se disefié para obtener la orina de la
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rata para el aislamiento de los metabolitos y para obtener una identificacién

estructural mas especifica para los metabolitos seleccionados de DCDAQ.

Materiales y métodos

Materiales

El clorhidrato de la DCDQ se sintetizd por Wyeth Research como
se describid anteriormente. El polisorbato 80 se obtuvo de Mallinckrodt Baker
(Phillipsburg, NJ) y la metilcelulosa fue de Sigma-Aldrich (Milwaukee, W1). Los
solventes utilizados para la extraccién y para los andlisis cromatogréficos
fueron grado reactivo para HPLC o ACS de EMD Chemicals (Gibbstown, NJ).
El sulféxido de dimetilo deuterado (DMSO-d6) se compré de Cambridge
isotope Laboratories (Andover, MA). Los tubos para la RMN (3 mm), se

compraron de Wilmad Glass Co. (Buena, NJ).

Métodos

Administracién del farm recoleccién del espécimen

La preparacion de la dosis, la dosificacién del animal y la
recolecciéon del espécimen se realizaron en Wyeth Research, Collegeville, PA.
El vehlculo de la dosis contenla Tween 80 al 2% (volumen/volumen) y
metilcelulosa al 0.5% (volumenivolumen) en agua. En el dia de la
dosificacién, la DCDQ no marcada (205.7 mg), se disolvié en el vehiculo a una

concentracion final de aproximadamente 10 mg/mL.
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Tres ratas macho que pesan de 413 a 474 gramos y tres ratas
hembra que pesan de 272 a 280 gramos al momento de la dosificacion, se
compraron de Charles River Laboratories (Wilmington, MA). A las ratas sin
ayunar se les proporciond una sola dosis objetivo de 50 mg/kg de DCDQ a un
volumen de 5.0 mlL/kg via sonda intragastrica. A los animales se les
proporcioné alimento para rata estadndar y agua ad libitum, y se mantuvieron
en jaulas metabdlicas de manera individual.

La orina se recolecté en recipientes en huslo seco a intervalos
de 0-12 y 12-24 horas, y se almacend a aproximadamente -70°C hasta la

recoleccioén de la fraccion.

Andlisis de la orina de la rata mediante cromatografia
liquida/espectrometria de masas

Las muestras de orina de rata se analizaron mediante LC/MS
para caracterizar los metabolitos de la DCDQ presentes en las muestras de -Ia
orina de ia rata, utilizadas para el aislamiento del metabolito. El sistema para |
HPLC utilizado para el anélisis de LC/MS fue un sistema para HPLC Modelo
1100 Agilent (Agilent Technologies, Palo Alto, CA), equipado con una bomba
binaria, un tomador de muestras automatico y un detector UV de amreglo de
diodo. La temperatura dei tomador de muestras automéatico se ajusté a 10°C.
El detector UV se ajustd para verificar de 190 a 400 nm. Las separaciones se

lograron con una columna Supelco Discovery C18 (250 x 2.1 mm x 5 um). La
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temperatura de la columna fue de 20°C. El programa del gradiente de la fase
movil utilizado fue como se describe a continuacién.

Fase movil A: Acetato de amonio 10 mM en agua, pH 4.5

Fase movil B: Metanol

5
CUADRO 27
Gradlents de la HPLC
Tiempo (minutos) Fase mévil A (%) Fase mévil B (%)

0 90 10

10 8 80 20
35 70 30

85 15 85

80 15 85

81 80 10

100 80 10

El espectrometro de masas utilizado para la caracterizacion del

16 metabolito fue un espectrometro de masas con trampa de iones Finnigan LCQ
(ThermoElectron Corp., San Jose, CA). Se equipé con una interconexién de
ionizacién con electrorrocio (ESI), y se oper6 en el modo de ionizacién

positiva. Los ajustes para el espectrémetro de masas se listan a continuacién.
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CUADRO 28
Ajustes del espectrémetro de masas con trampa de iones Finnigan LCQ
Gas del nebulizador 80 unidades arbitrarias )
Gas auxiliar 10 unidades arbitrarias
Voitaje del rocio 3.5 KV
Temperatura del capilar calentado 200°C
Ajuste AGC de la exploracién completa 4x10
Energla relativa de fa colisién 30%

Aislamiento del metabolito mediante cromatografia liguida
El sistema para HPLC utilizado para el aislamiento del metabolito

consisti6 de una bomba Waters Prep LC 4000, un Manejador de Muestras
Waters 2767 para la inyeccion de la muestra, un detector UV con arreglo de
diodo Waters 996 y un recolector de las fracciones Gilson FC204 (Gilson, Inc.,
Middleton, W1). EIl detector UV se ajustd para verificar a 210-450 nm. EIl
recolector de las fracciones se ajustd para recolectar las fracciones a
intervalos de 1 minuto. El gradiente de la fase mévil de la HPLC fue como se
describié anteriormente para los analisis de LC/MS, excepto que la velocidad
de flujo fue de 4.7 mL/minuto. Las fases méviles fueron como se describe a
continuacién para cada Condicion de HPLC. No se realizd un andlisis
espectral masico durante la recoleccion de las fracciones.

Se utilizaron dos Condiciones para la HPLC para aislar los
metabolitos. La Condicién 1 para la HPLC se utilizé6 para fraccionar los
metabolitos de la orina de la rata. La Condicion 2 para la HPLC se utilizé para

purificar adicionalmente las fracciones del metabolitoc de DCDQ recolectadas
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utilizando la Condicién 1 para la HPLC. Las columnas y las fases moviles

utilizadas para las Condiciones 1y 2 para la HPLC se listan a continuacion.

ondicién 1 para la HPLC
Columna: columna semipreparativa Supelco Discovery C18 (250
x 10 mm, 5 ym) (Supeico, Bellefonte, PA).
Fase moévil A: acetato de amonio 10 mM en agua, pH 4.5
Fase mévil B: Metanol.

Condicién 2 para la HPLC
Columna: Zorbax columna semipreparativa SB-CN (250 x 0.4

mm, 5 ym) (Agilent Technologies)
Fase movil A: &cido trifluoroacético al 0.02% en agua
Fase mdvil B: acido trifluoroacético al 0.02% en metanol

Las fracciones que contienen los metabolitos M7, MO y M13 de la
Condicién 2 para la HPL.C se combinaron y evaporaron hasta sequedad bajo
nitrégeno, utilizando un TurboVap Zymark (Caliper Life Sciences, Hopkinton,
MA), Los metabolitos secos se presentaron para los andlisis

espactroscépicos con RMN.
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Andlisis de espectroscopia con resonancia magnética nuclear
{RMN) de M7, M9 y M13 aislados

Para la espectroscopia con RMN, las muestras de los
metabolitos M7, M9 y M13 aislados de DCDQ se disolvieron cada una en 150
ML de DMSO-d6 al 100% y se transfirieron a tubos para RMN de 3 mm,
individuales, bajo una atmésfera de gas nitrdgeno. Los datos de la RMN de
protén unidimensional (1D) y bidimensional (2D) (COSY, ROESY), se
recolectaron en un espectrometro para RMN de 500 MHz Varian Inova (Palo
Alto, CA), equipado con una sonda de deteccién indirecta de gradiente z de 5

mm Nalorac (Varian).

Andlisis de los datos

Se utilizd el programa ThemoFinnigan Xcalibur (versién 1.3)
para controlar el sistema de LC/MS y analizar los datos de LC/MS. Se utilizd
el programa Micromass MassLynx (version 4.0) para controlar el equipo para
la HPLC utilizado para la recoleccion de la fraccibon. Los datos
espectroscdpicos de la RMN se recolectaron, procesaron y mostraron

utilizando el programa VRMN (version 6.1C, Varian).
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Resultados

Caracterizacién del metabolito de DCDQ mediante LC/MS y

especiroscopia con RMN
En este estudio, los metabolitos M7, M8 y M13 de la DCDQ se

aislaron en suficientes cantidades para realizar los analisis espectroscopicos
con RMN para las caracterizaciones estructurales mas detalladas. Las
identificaciones estructurales para M7 (ceto DCDQ), M8 (hidroxi DCDQ
glucurénido) y M13 (sulfato de hidroxi DCDQ) presentadas en este reporte,
deben reemplazar aquéllas presentadas en reportes previos. Las estructuras
de la DCDQ, M7, M8 y M13, junto con sus esquemas de numeracion de RMN,
se resumen en la Figura 5. La identificacibn de M7, M8 y M13 mediante

espectroscopia de masas y con RMN se discute a continuacion.

DCDQ

Las caracteristicas espectrales masicas y de RMN del estindar
de la DCDQ se examinaron para la comparacion con los metabolitos. En el
espectro de LC/MS de la DCDQ, un ion molecular protonado [M+H]*, se
observé a m/z 229. Los iones del producto del espectro de masas de m/z 229
de la DCDQ obtenidos de la disociacién inducida por la colisién (CID), y el
esquema de fragmentacién propuesto, indicaron una pérdida de metilenamina
y etilidenamina del ion molecular, que generd los iones del producto a m/z 200

y 186, respectivamente. La pérdida de propeno del ion molecular generé m/z
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187 y la pérdida adicional de etilidenamina generé m/z 144. La pérdida del
grupo de ciclopentil-metilenamina generé el ion del producto a m/z 132.

El Cuadro 29 resume los datos del desplazamiento quimico de
'H RMN para la DCDQ. Estos datos se utilizaron para la comparacion con los

metabolitos aislados.

CUADRO 29
Desplazamisntos quimicos de 'H para la DCDQ en DMSO-dy

Nimero de dtomos  §'H

_{ppm)*®

2 3.40, 3.10
3 3.19, 3.13
4 9.68, 8.77 (sal)
5 4.20, 4,07
9 2.94

10 2.23

11 3.08, 2.68
12 7.18

13 6.91

14 7.24

15 2.19, 1.34
16 1.65, 1.55
17 2.00, 1.26

“Los slesplazamientos quimicos se refieren al TMS interno residual (0.0 ppm)
ara 'H.
arias asignaciones de protones no pudieron hacerse debido a la
superposicion en la regiéon de 3.35 a 3.15 ppm.

Metabolito M7
La [M+H]' para M7 se observé a m/z 243. Los iones del

producto del espectro de masas a m/z 243 de M7 y el esquema de

fragmentacié}a propuesto indicaron una pérdida de metilenamina,
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etilidenamina del ion molecular, que gener6 los iones del producto a m/z 214 y
200, respectivamente, que son 14 Da mayores que los iones comespondientes
a m/z 200 y 186, respectivamente, para la DCDQ. Esto sugiere la adicion de
un atomo de oxigeno y la pérdida de dos dtomos de hidrégeno de la DCDAQ.
Los iones del producto a m/z 132, 144 y 158 fueron los mismos que para la
DCDQ, lo cual indicd el sitio de la biotransformacién como el anillo de
ciclopentano.

El Cuadro 30 lista los desplazamientos quimicos y las
asignaciones para M7. El metabolito se asigné utilizando la informacién del
espectro de 1D RMN y el espectro 2D COSY. El espectro 1D 'H RMN mostré
que el anillo aromatico estaba intacto con tres resonancias arométicas
acopladas en serie. Con los datos disponibles, no fue posible distinguir H12
de H14. Los protones en el anillo de diacepina se asignaron de las
resonancias de la sal (H4) a 9.10 y 8.62 ppm. Los datos de 2D COSY
mostraron que estos protones se acoplaron a los protones a 3.20 ppm (H3) y
4.18 y 4.15 ppm (H5). Los protones H3 también se acoplaron a los protones a
3.34 y 3.06 (H2). Estos resultados confirnaron que el anillo de diacepina

estaba intacto.
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CUADRO 30
Desplazamientos quimicos de 14 para el metabolito M7 en DMSO-dg

Ndmero de 4tomos  §'H

(ppm)°”

2 3.34, 3.06
3 3.20

4 9.10, 8.62
5 4.18, 4.15
9 3.47

10 2.59

11 3.16, 3.01
12 7.23b

13 7.01

14 7.35°

15 2.53, 1.76
16 2.32, 2.14

“Los desplazamientos quimicos se refieren al DMSQO-ds interno residual a
2.49 ppm para 'H.
P ag asignaciones para H12 y H14 pueden intercambiarse.

El espectro de 1D 'H RMN también mostré que ocumié un
cambio en la regién de ciclopentilo versus DCDQ, debido a que hubo tres
resonancias campo arriba de 2.5 ppm, mientras que para la DCDQ, hubo
siete resonancias. La asignhacion de los protones restantes empieza con los
protones H11. Las resonancias a 3.16 ppm y 3.01 ppm se asignaron a H11,
basandose en la comparacion de las constantes de acoplamiento observadas
par ala DCDQ. La resonancia a 3.01 ppm fue un triplete, y la resonancia a
3.16 ppm fue un doble de dobletes. Esto también se observé para la DCDQ.
Los protones H11 se acoplaron ambos a una resonancia a 2.59 ppm (H10).
La resonancia H10 se acopld a otra resonancia a 3.47 ppm (H9). La

resonancia H9 se acoplé a un par de metilenos a 2.53 ppm y 1.76 ppm (H15).
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Las resonancias H15 se acoplaron a otro par de metileno a 2.32 ppm y 2.14
ppm (H18). No hubo resonancias asignables a H17, lo cual indicé el sitio del
metabolismo como la posicién C17. EIl desplazamiento campo abajo de los
protones H16 serla consistente con un oxigeno de carbonilo en C17. Por lo

tanto, M7 se identificé como 17-ceto DCDAQ.

etabolito M9

M9 generd una [M+H]' a m/z 421. Los iones del producto del
espectro de masas a m/z 421 de M9y el esquema de fragmentacion propuesto
indicaron una pérdida de 176 Da del ion molecular, que generé m/z 245, 16
Da mayor que el ion molecular de la DCDQ, que indico la glucuronidacion de
la hidroxi DCDQ. La pérdida de la etilidenamina de [M+H]* proporcion6 m/z
378. Esto indicéd una porcién etilenamina sin cambio. La pérdida del acido
glucurénico (176 Da) de m/z 378, proporcioné m/z 202, que fue 16 Da mayor
que el ion correspondiente a m/z 186 para la DCDQ. Esto eliminé los tres
grupos de metileno del anillo de ciclopropano como los sitios del metabolismo.
El ion del producto a m/z 203 fue 16 Da mayor que el ion comrespondiente a
187 para la DCDQ. Estos datos fueron consistentes con el grupo bencilo o
tetrahidropiridina como el sitio del metabolismo.

El Cuadro 31 lista los desplazamientos quimicos de la RMN y las
asignaciones para M8 utilizando el esquema de numeracién en la Figura 5.
Mucho del metabolito puede asignarse utilizando la informacién del espectro

1D RMN y los resultados del andlisis 2D COSY, que muestran las
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correlaciones a través del enlace en M9, y el analisis ROESY, que muestra los
contactos estrechos NOE a través del espacio en los experimentos con M9.
Las resonancias de los protones de metileno en C2 no se asignaron debido a
la superposicidn. Sus resonancias se localizaron entre 3.35 ppm y 3.15 ppm.
Las regiones campo arriba del espectro de RMN para la DCDQ M9 fueron
idénticas. En andlisis adicional de esta regiéon utilizando un experimento
COSY confimé que el sistema del anillo pentilo estaba intacto. También
visible en el espectro de 1D *H RMN para M9, estuvieron las resonancias del
acido glucurénico. Varias de estas resonancias pueden no ser asignadas de
manera no ambigua debido a la superposicién del espectro. Hubo una
cantidad adecuada de metabolito para los protones no asignados para que

resonaran en la regiéon de 3.35 a 3.15 ppm.

CUADRO 31

Desplazamlentos quimicos de 'H para el metabolito M9 en DMSO-d,

Namero de dtomos  §'H

(Ppm)l.b
3 2.19, 3.01
4 9.11, 8.5
5 4.18, 4.11
9 2,93
10 2.24
11 3.02, 2.62
12 6.94
14 6.91
16 219, 1.32
16 1.63, 1.52
17 2.00,1.23

18 4.95
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CUADRO 31 a

Desplazamientos quimicos de 14 para of metabolito M9 en DMSO-d,;

Nimero de &4tomos  §'H

{ppm)*®
19 3.84
20 3.37
*Los desplazamientos quimicos se refieren al DMSO intemo residual a 2.49

pm para 'H.
arias asignaciones de protones no pudieron hacerse debido a Ila
superposicién en la regién de 3.35 a 3.15 ppm.

La inspeccién del espectro 1D 'H RMN a 500 MHz mostrd que
las resonancias para la regién aromatica se cambiaron del espectro RMN de
la DCDQ. Dos de estas resonancias aromaticas permanecieron de las tres
para la DCDQ. El acoplamiento a 2.5 Hz entre estas resonancias aromaticas
es caracteristica de una orientacibn meta entre los protones. Esto colocd al
acido glucurénico en la posicion C13. La ubicacién del acido glucurénico se
apoyd ademas por los resultados de un experimento ROESY que mostré que
H12 tuvo NOE para el protén H5 y H14 tuvo un NOE para H9. Esto resultados
colocaron a H12 y H14 en extremos opuestos del anillo aroméatico. Ambos
protones aromaticos también tuvieron NOE para el protén anomérico del anillo
del acido glucurbnico. Todos estos resultados fueron consistentes con la

conjugacién del acido glucurénico que esta en C13.



10

15

20

)

169

nn L V-
Metabolito M13 s

La [M+H]" para M13 se observd a m/z 325. Los iones del
producto del espectro de masas a m/z 325 de M13 y el esquema de
fragmentacién propuesto indicaron una pérdida 80 Da de [M+H]*, que
proporciona m/z 245, que fue 16 Da mayor que [M+H]' para la DCDQ. Esto
indicéd que M13 fue un conjugado de sulfato de hidroxi DCDQ. La pérdida de
etilidenamina del ion molecular proporcioné m/z 282. La presencia de los
iones del producto a m/z 144 y 132, también observada para la DCDQ, indicé
que una de las tres posiciones de metileno del anillo de ciclopentano es un
sitio del metabolismo.

El Cuadro 32 lista los desplazamientos quimicos y las
asignaciones para M13. El metabolito se asign¢ utilizando la informacién del
espectro de 1D RMN, el espectro 2D COSY vy el espectro 20 ROESY. El
espectro 1D 'H RMN para M13 mostré que el anillo aromético estaba intacto,
con tres protones acoplados a 7.15 ppm (H12), 6.91 ppm (H13) y 7.23 bpm
(H14). Las asignaciones se confirnaron observando un ROE de H12 a las
resonancias a 4.17 ppm y 4.14 ppm, que se identificaron como H5. Los
protones en el anillo de diacepina se asignaron de las resonancias de la sal
(H4) a 8.04 y 8.57 ppm. Los datos 2D COSY mostraron que estos protones
se acoplaron a los protones en 3.22 ppm y 3.20 ppm (H3) y 4.17 y 4.14 ppm
(H5). Los protones H3 también se acoplaron a los protones a 3.34 y 3.14

(H2). Estos resultados confirmaron que el anillo de diacepina estaba intacto.
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CUADRO 32
Desplazamientos quimicos de 'H para el metabolito M13 en DMSO-d,

Nimero de dtomos §'H

(ppm)*
2 3.34,3.14
3 3.22, 3.20
4 9.10, 8.62
5 4.17,4.14
0 3.15
10 2.40
11 3.23, 2,68
12 7.15
13 6.91
14 7.23
15 2.26, 1.33
16 1.97, 1.67
17 4.29

‘Los desplazamientos quimicos se refieren al DMSO-dg interno residual a
2.49 ppm para 'H.

Los datos espectrales de 1D 'H RMN (Cuadro 32), mostraron
que ocurrié un cambio en la regién de ciclopentilo, debido a que hubo cinco
resonancias campo arriba de 2.5 ppm para M13, mientras que en el espectro
RMN para la DCDQ, hubo siete resonancias. Los protones en la posicién 14
se asignaron basédndose en su similitud con aquélios para la DCDQ. La
resonancia del triplete a 2.68 fue lnica para la DCDQ. Esta resonancia se
acoplé a una resonancia a 3.23 ppm (H11) y otra a 2.40 ppm (H 10). H10 se
acoplé a una resonancia a 3.15 ppm (H9), y se acoplé débilmente a 4.29 ppm
(H17). H9 se acoplé a un par de metileno a 2.26 ppm y 1.33 ppm (ambos
H15). Este par de metileno se acopldé a un segundo par de metileno a 1.97
ppm y 1.67 ppm (ambos H16). El metileno H168 se acoplé a H17. Un protén
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faltaba del anillo de ciclopentanc y el gran desplazamiento campo abajo del
protdn restante indicd un heterodtomo cercano. Todos estados datos fueron
consistentes con el grupo sulfato presente en la posicion C17. Por lo tanto,

M13 se identificé como un sulfato de 17 hidroxi DCDQ.

Discusion

El presente estudio se disefié para obtener la orina de la rata
para el aislamiento del metabolito y para obtener una identificacién estructural
mas especlfica para los metabolitos seleccionados de la DCDQ. A tres ratas
macho y tres ratas hembra se les dio una sola dosis de 50 mg/kg de DCDQ.
La orina se recolectd a intervalos de 0-12 y 12-24 horas. Los metabolitos de
la DCDQ M7 (ceto DCDAQY), M9 (hidroxil DCDQ glucurénido) y M13 (sulfato de
hidroxii DCDQ), se aislaron de la orina mediante un método de HPLC
semipreparativo de dos etapas, en cantidades de pocos microgramos,
suficientes para el andlisis espectroscopico con RMN. Basandose en los
anélisis espectroscopicos de MS y RMN, el sitio del metabolismo para M7 y
M13 fue en la posicidn 17. El sitio del metabolismo para M9 fue en la posicién
13. Las identificaciones estructurales para M7, M8 y M13 identificadas a
través de este estudio, refinan ademas aquellas del estudio in vivo en ratas

discutido anteriormente.

/76
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Metabolismo in vivo “CIDCDAQ en sujetos human
SpU a administracién oral

Los perfiles del metabolito de la DCDQ en plasma y orina de
sujetos humanos sanos que reciben una sola dosis o maltiples dosis orales de
DCDQ a varias dosificaciones se determinaron. Ademés, las concentraciones
relativas del metabolito principal de la DCDQ (M6, carbamoil glucurénido), se
determinaron en las muestras seleccionadas.

La DCDQ y varios metabolitos de la DCDQ se identificaron en
plasma y orina. El DCDQ carbamoil glucurénido (M6), fue el componente
relacionado con el farmaco predominante en el plasma y la orina. EI N éxido
de la DCDQ imina (M5), la DCDQ sin cambio, la DCDQ imina (P3) y otros
compuestos relacionados con el farmaco relativamente menores, también se
observaron en el plasma. La DCDQ sin cambio, el N 6xido de la DCDQ
glucurénico (M40), el hidroxil DCDQ glucurénido (M38), el hidroxil DCDQ
carbamoil glucurénido (M37) y varios de otros componentes relacionados con
el farmaco relativamente menores, se excretaron en la orina.

Las concentraciones de M6 en plasma se incrementaron con la
dosificacion que se incrementa, y se observaron grandes variaciones
individuales. Las concentraciones de M6 en plasma disminuyeron con el
tiempo de 6 a 24 horas postdosis. Las relaciones de las concentraciones en
plasma de M8 a DCDAQ fueron mas altas a las 6 horas gue a las 12 y 24 horas
postdosis. A las 6 horas postdosis, las relaciones promedio variaron de 35.4 a

76.6. No hubo diferencias estadisticamente significativas en las
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concentraciones de M8 y las relaciones de M6 a DCDQ entre los sujetos en
ayuno y alimentados que recibieron 300 mg de DCDQ. Las relaciones
promedio de M6 a DCDQ variaron de 84 a 1018 en la orina.

Los resultados muestran que la DCDQ se someti® a un
metabolismo de fase | y fase |l en sujetos humanos sanos, que recibieron
DCDAQ oralmente, y la carbamoil glucuronidacién fue la trayectoria metabdlica
principal. En contraste con los estudios en animales, la formacién del
carbamoil glucurdnido (M6), fue la trayectoria metabélica principal en
humanos, y M6 fue el metabolito relacionado con el farmaco predominante en

el plasma y orina humanos.

Materiales y métodos

Meétodos

El clorhidrato de DCDQ con una pureza quimica de 98.6% se
sintetiz6 por Wyeth Research (Pearl River, NY). EI DCDQ carbamoil
glucurdnido se sintetizdé por Chemical Development en Wyeth Research
(Montreal, Canada), y tuvo una pureza de 95.5%. El| estandar intemno
(ds-DCDAQ, lote L27347-140-A), se sintetizd por el grupo de Radiosintesis en
Wyeth Research (Pear River, NY). La distribuciéon de deuterio reportada fue
do-ds 0%, dg 0.1%, d7 2.7%, y dp 97.1%. Los solventes utilizados para la
extraccion y los andlisis cromatograficos fueron grado reactivo para HPLC o

ACS de EMD Chemicals (Gibbstown, NJ).
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Métodos

Administracién del fArmaco y recoleccion del espécimen

La administracién del farmaco y la recoleccion del espécimen se
realizaron en un estudio aleatorizado, con doble anonimato, controlado con
placebo, de una sola dosis ascendente de la seguridad, tolerabilidad,
farmacocinética y famacodinamica de la DCDQ administrada oraimente a
sujetos sanos y sujetos con esquizofrenia y un trastomno esquizoafectivo. Los
especimenes se almacenaron a aproximadamente -70°C hasta el anélisis para
los perfiles del metabolito y para las relaciones del carbamoil glucurénido (M6)

a DCDAQ.

Preparacién de la muestra
Dos sujetos con una exposicion media y alta a la DCDQ en el

estudio de la dosis ascendente multiple de 25 mg se analizaron también
mediante LC/MS para los perfiles del metabolito. Las muestras de plasma a
las 8 horas se recolectaron en el dia 1 y en el dia 14 de los sujetos 8 y 41, se
procesaron y analizaron como se describe a continuacién. No se agregé un
estdndar interno a las muestras analizadas para los perfiles del metabolito.
Las muestras de plasma de los sujetos en ayuno 25, 28 y 30 en
el grupo de una sola dosis de 50 mg, los sujetos en ayuno 50, 51, 54 en el
grupo de la dosis Unica de 200 mg, los sujetos en ayuno 74, 76, 79 en el
grupo de la dosis Unica de 300 mg, los sujetos alimentados 83, 84, 86 en el

grupo de la dosis tnica de 300 mg y los sujetos en ayuno 82, 94, 96 en el
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grupo de la dosis (nica de 500 mg, se analizaron para las concentraciones de
DCDQ carbamoil glucurénido (M8). El estandar intemno dg-DCDQ (25 pl de
una solucién de metanol de 200 ng/mL), se agregé a 100 pL de las muestras
de plasma, seguido por la adicién de 300 pL de acetonitrilo. Las muestras se
mezclaron y centrifugaron a 14000 rpm en una centrifuga Eppendorf 5415C
(Brinkman Instruments Inc.,, Westbury, NY) durante 10 minutos. El
sobrenadante de cada muestra se transfirid a un tubo limpio y se evapord
hasta sequedad bajo una corriente de nitrdgeno en un evaporador TurboVap
LV (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA). El residuo se reconstituyé con 50
ML de metanol, seguido por la adicion de 150 pL de agua. La muestra se
centrifugd y se mezcldé como se describié anteriormente. El sobrenadante se
analizé6 mediante andlisis de LC/MS/MS. Las muesiras para las curvas
estandar se prepararon con el plasma de control alterado con M6 sintético.
Las concentraciones de M6 utilizadas para la curva estdndar variaron de 0 a
2500 ng/mL de plasma.

Las muestras de orina de 0-4, 4-12 y 12-24 horas de los mismos
en sujetos en los grupos de una sola dosis se analizaron para las relaciones
de M6 a DCDQ. EIl estandar interno no se utilizd en el analisis de [as
muestras de orina. Las muestras se diluyeron 20 veces con una muestra de
orina de control y se analizaron directamente mediante LC/MS. Para estimar
las relaciones de M6 a DCDQ en la orina humana, las muestras de orina de
control se alteraron con 200 ng/mL de DCDQ y 1000, 5000 6 10000 ng/mL de

DCDQ carbamoil glucurénido, y se analizaron mediante LC/MS.
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Cromatografia liquida/espectrometria de masas
Se utilizaron tres sistemas LC/MS en este trabajo. El Sistema 1

de LC/MS se utilizé para el andlisis de las muestras de plasma y orina para la
caracterizacion del metabolito. El Sistema 2 de LC/MS se utilizdé para
proporcionar datos de MS/MS adicionales para la caracterizacion de los
metabolitos de DCDQ en la orina. El Sistema 3 de LC/MS se utilizé para el
andlisis semicuantitativo del metabolito M8 (DCDQ carbamoil glucurénido) en

las muestras de plasma y orina.

Sistema 1 de LC/MS

El Sistema 1 de LC/MS se utilizé para el andlisis de las muestras
de plasma y orina para la caracterizaciéon del metabolito. El equipo para la
HPLC utilizado con este Sistema de LC/MS consistid de un sistema para
HPLC Modelo 1100 Agilent (Agilent Technologies, Palo Alto, CA), que incluye
un tomador de muestras automatico, una bomba binaria y un detector UV de
arreglo de diodo. El detector UV se ajusté para verificar de 210 a 350 nm. La
fase movil del HPLC consisti6 de acetato de amonio 10 mM, pH 4.5 (A) y
metanol (B), y se suministré a 0.2 mL/minuto. EIl gradiente de la fase mdvil
lineal (Gradiente 1 de la HPLC) se muestra a continuacién. Durante el anélisis
de la muestra con LC/MS, hasta 8 minutos de flujo inicial se separd del

espectrometro de masas antes de la evaluacion de los metabolitos.
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Gradiente 1 de la HPLC
Tiempo (minutos) A (%) B (%)

0 95 5

3 95 5
3.1 90 10
13 20 10
25 80 20
50 70 30
70 5 95
80 5 95

El espectrébmetiro de masas utilizado para la caracterizacién del

metabolito con el Sistema 1 de LC/MS fue un espectrémetro de masas con

trampa de iones Finnigan LCQ-Deca (Thermo Electron, San Jose, CA). Este

espectrometro de masas se equipd con una interconexion de ionizacién con

electrorrocio (ESI), y se operd en el modo de ionizacién positiva. Los ajustes

para el espectrometro de masas LCQ se listan a continuacion.

_Ajustes para el espectrémetro de masas Finnigan LCQ

Voltaje del rocio

Temperatura del capilar calentado
Presion del gas nebulizador
Ajuste del gas auxiliar

Ajuste AGC de la exploracién completa

Energla relativa de la colisién

4.5 kV

200°C

3.515 kgdem? (50 psi)
60

5x 107

30%

Sistema 2 de LC/M

El Sistema 2 de LC/MS se utilizd para proporcionar datos de

MS/MS adicionales para la caracterizacion de los metabolitos de la DCDQ en

la orina. El equipo para la HPLC utilizado con el Sistema 2 de LC/MS

consistié de un sistema para HPLC modelo Waters (Waters Corp., Milford,



10

15

20

ne1?3
168

MA). Se equipé con un tomador de muestras automatico integrado y un
detector UV de arreglo de diodo modelo 896. El detector de UV se ajust6 para
verificar a 210400 nm. La columna para la HPLC, las fases mdviles, la
velocidad de flujo, la separacién del flujo lejos del espectrometro de masas y
el gradiente son como se describié anteriormente para el Sistema 1 de
LCMS. La temperatura de la columna fue de 25°C.

El espectrdmetro de masas utilizado para ia caracterizacién del
metabolito con el Sistema 2 de LC/MS fue un espectrdmetro de masas de
triple cuadrupolo Micromass Quattro (Waters Corp.). Este espectrdmetro de
masas se equipé con una interconexién de electromrocio y se operd en el
modo de ionizacién positiva. Los ajustes para este espectrdmetro de masas

se listan a continuacién.

Ajustes del espectrémetro de masas Micromass

Rocio ESI 2.5 kv
Cono 45V
Resolucién de la masas (MS1 y MS2) 0.7 Da + 0.2 Da de ancho a la
mitad de la altura

Flujo del gas de desolvacién 900-1100 L/r
Flujo del gas del cono 50-70 L/hr
Temperatura del bloque de ia fuente 80°C
Temperatura del gas de desolvacién 200°C
Presion del gas de colisién 1.0-1.2 x 10 mbar
Desviacién de la colisién 22 eV

Sistema 3 de LC/MS

El Sistema 3 de LC/MS se utilizé para el andlisis semicuantitativo
del metabolito M8 (DCDQ carbamoil glucurénido) en las muestras de plasma y

orina. El equipo para la HPLC de este Sistema de LC/MS consistié de un
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HPLC Thermo Surveyor HPLC (Thermo Electron Corp., San Jose, CA), que
incluye una bomba Surveyor MS y un tomador de muestras automatico. Las
separaciones se lograron en una columna de 5 micras Phenomenex Luna
C18(2), 150 x 2 mm (Phenomenex, Torrance, CA). Las temperaturas del
5 tomador de muestras automético y la columna se ajustaron a 5°C y 40°C,
respectivamente. La fase mdvil de la HPLC consistié de acetato de amonio 10
mM (A) y metanol (B), y se suministraron a 0.2 mL/minuto. El gradiente de la
fase movil lineal (Gradiente 2 de la HPLC), se muestra a continuacion.
Durante el andlisis de la muestra con LC/MS, hasta 3 minutos del flujo inicial

10 se separd del espectrOmetro de masas antes de la evaluacién de los

metabolitos.
Gradiente 2 de la HPLC
Tiempo {(minutos) A (%) B (%)
15 0 90 10
3 980 10
11 10 a0
18 10 90
20 90 10
24 80 10

El espectrometro de masas utilizado para el analisis
20 semicuantitativo con el Sistema 3 de LC/MS fue un especirometro de masas
de triple cuadrupolo Finnigan TSQ Quantum (Thermo Electron Corp.). Este

espectrdmetro de masas se equipé con una interconexiéon de electrorrocio, y
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se operd en el modo de ionizacién positiva. Los ajustes para este

espectrometro de masas se listan a continuacion.

Ajustes para el espectrémetro de masas Finnigan TSQ Quantum

Voltaje del roclo 4.5 kV
Temperatura del capilar 250°C
5  Ajuste de la resolucién de la masa Q1 0.8 Da de ancho a la mitad de la
altura
Ajuste de la resolucién de la masa Q3 0.8 Da de ancho a la mitad de la
altura
Presion del gas del nebulizador 30 unidades arbitrarias
Ajuste del gas auxiliar 50 unidades arbitrarias
Presién del gas de colision 1.5 mtorr
10 El andlisis de LC/MS/MS en el modo de verificacién de la

reaccién (SRM) seleccionado (LC/SRM), se condujo para la DCDQ y M6

utilizando los siguientes ajustes.

Ajustes de los Andlisis de LC/SRM

Compuesto Masa Nominal Deaviacién Tiempo de
dela residencia
15 colisién
Q1 Q3 (eV) (ms)
DCDQ 229 186 22 300
d8-DCDQ 237 154 22 300
(Gnicamente
plasma)
DCDQ carbamoil 449 273 25 300
_glucurénido (M6)
20 Analisis de los datos y evaluacién estadlstica

Se utilizé el programa de computadora Excel® 87 de Microsoft
para calcular las medias y las desviaciones estiandar y para realizar la prueba

t de estudent. Se utilizaron los programas Xcalibur (versién 1.3) y MassLynx
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(version 4.0) para la recoleccion y el andlisis de los datos de LC/MS. Las
relaciones del area de los picos de M6 al estandar interno se utilizaron para la

cuantificacion de M6 en las muestras de plasma.

Resultados

Perfiles del metabolito y concentraciones de M6 en plasma

La DCDQ y ocho metabolitos de la DCDQ se identificaron en el
plasma humano (Cuadro 33). El DCDQ carbamoil glucurénido (M6) fue el
componente relacionado con el farmaco predominante en el plasma en todos
los grupos de las dosis en los estudios de una sola dosis y de multiples dosis.
El N éxido de DCDQ imina (M5), la DCDQ sin cambiar, la DCDQ imina (P3) y
cantidades en trazas de hidroxil DCDQ, hidroxil DCDQ imina, hidroxil DCDQ
glucurénido (M9) y ceto DCDQ glucurdnido (M22) se observaron también en el
plasma. Los perfiles del metabolito fueron cualitativamente similares en todas
las muestras analizadas.

Las concentraciones en plasma de M8 se incrementaron con la
dosificacién incrementada, y se observaron grandes variaciones individuales
(Cuadro 34). De los tres puntos de medicidon analizados, las concentraciones
de M6 fueron las mas altas a las 6 horas postdosis y disminuyeron con el
tiempo a las 12 y 24 horas postdosis. Las relaciones de las concentraciones
en plasma de M6 a DCDQ fueron también las mas altas a las 6 horas
postdosis, y en general disminuyeron con el tiempo. A las 6 horas postdosis,

las relaciones promedio variaron de 354 a 76.8. No hubo diferencias
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estadisticamente significativas en concentraciones de M6 y las relaciones de
M8 a DCDQ entre los sujetos en ayuno y alimentados que reciben 300 mg de

DCDAQ.

Perfiles del metabolito y relaciones de M8 a DCDQ en la orin

La DCDAQ y varios metabolitos de la DCDQ se identificaron en la
orina. El DCDQ carbamoil glucurénido (M6) fue el componente relacionado
con el farmaco predominante en la orina, como en el plasma. La DCDQ sin
cambio, el N 6xido de DCDQ glucurénido (M40), el hidroxil DCDQ glucurdnido
(M38), hidroxil DCDQ carbamoil glucurénido (M37) y cantidades en trazas de
la DCDQ imina (P3), hidroxil DCDQ (M1 y M32), hidroxil DCDQ imina (M28),
ceto DCDQ glucurdnido (M22), hidroxii DCDQ glucurénido (M®), hidroxil
DCDQ carbamoil glucurdnidos (M33, M36 y M39), DCDQ imina glucurénido
(M34) e dihidroxil DCDQ imina glucurénido (M35) también se observaron en la
orina.

El carbamoil glucurénido (M6) estaba presente en la orina a
concentraciones mucho mayores que el farmaco original (Cuadro 35). Las
relaciones promedio de M6 a DCDQ variaron de 84 a 1018; se observaron
grandes variaciones. Las relaciones parecieron ser menores en el grupo de la

dosis de 500 mg que en los otros grupos de las dosis.
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Caracterizacién del _m It mediante __cromatografia
liquida/es metria de masas

Los espectros de masas se obtuvieron mediante analisis de
LC/MS y LC/MS/MS para la DCDQ y sus metabolitos en el plasma y orina
humanos. El Cuadro 33 resume los metabolitos de DCDQ caracterizados en
este estudio. Puesto que M8 (DCDQ carbamoil glucurénido) fue el
componente relacionado con la DCDQ predominante en el plasma y la orina, y
la concentracion relativa de DCDQ sin cambiar fue relativamente menor. Por
lo tanto, la caracterizacién espectral masica sélo de los componentes
relacionados con la DCDQ presentes en concentraciones aproximadamente
iguales o mayores que la DCDQ sin cambiar en el plasma o la orina se

discuten con mas detalle a continuacion.

DCDQ

Las caracteristicas de la masa espectral del estandar auténtico
de la DCDQ se examinaron para la comparacion con los metabolitos. En el
espectro LC/MS de la DCDQ, un ion molecular protonado, [M+H]’, se observé
a m/z 229. La pérdida de NH; de [M+H]" proporcioné m/z 212. La pérdida de
metilenamina, etilidenamina y propilidenamina del ion molecular gener6 ios
iones del producto a m/z 200, 186 y 171, respectivamente. La pérdida del
grupo propeno del ion molecular generé m/z 187 y la pérdida adicional de

metilenamina y etilidenamina proporciond m/z 158 y 144. La pérdida del grupo
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ciclopenteno de [M+H]" proporcioné m/z 161. La pérdida del grupo ciclopentil-

metilenamina generd el ion del a m/z 132.

Metabolito M5
El metabolito M5 produjo una [M+H]* a m/z 243, que fue 14 Da

mayor que [a DCDQ y 16 Da mayor que P3. Estos datos sugieren que M5 fue
un metabolito ceto DCDQ, hidroxil DCDQ imina o N 6xido de DCDQ imina. La
pérdida de NHy y H2O de [M+H]" proporcioné m/z 226 y 225, respectivamente,
que fue consistentes con la adicién de un atomo de oxigeno. La pérdida de
metilenamina, del ion molecular se propuso que generé m/z 213, consistente
con la adicién de oxigeno y la presencia de un enlace doble de la pérdida de
dos hidrégenos. El ion del producto a m/z 130 se observé también para P3 y
fue 2 Da menor que el ion cormespondiente a m/z 132 para la DCDQ. Estos
datos indicaron que M5 también contenia un grupo imina, que elimind a la
ceto DCDQ de consideracion. El tiempo de retencién de la HPLC de M5 fue
mas largo que para DCDQ y P3 (DCDAQ imina), lo que se observd también en
el estudio’ del metabolismo in vitro y es consistente con la N oxidacién. Por lo

tanto, se identificé a M5 como el N éxido de DCDQ imina.

Metaboli

La [M+H]' para M8 se observé a m/z 449, que fue 220 Da mayor
que para DCDQ. La pérdida de 176 Da del ion molecular generé m/z 273,
indicando que M6 fue un glucurénido. La pérdida adicional de 44 Da de m/z
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273 proporcioné m/z 229, que también fue el ion molecular para la DCDQ. Los
jones del producto a m/z 212 y 186 también se observaron para DCDQ,
consistente con que M6 es un conjugado de la DCDQ. Por lo tanto, M6 se

identificé como el carbamoil glucurénido de DCDQ.

Metabolito M
La [M+H]' para M38 se observd a m/z 421, que fue 192 Da

mayor que la DCDQ. La pérdida de NHy de [M+H]* proporciont m/z 404, lo
que sugirié un grupo amino sin cambiar en el anillo de diazepan. La pérdida
de 176 Da del ion molecular generé m/z 245, que también fue el ion molecular
para los metabolitos de hidroxil DCDQ. Las pérdidas de NHy y Hz0 de m/z
245 generaron m/z 228 y 227, respectivamente. Estos datos indicaron que
M38 fue un glucurénido de una hidroxil DCDQ. El ion del producto a m/z 362
fue 176 Da mayor que el ion comrespondiente a m/z 186 para la DCDQ, lo cual
indicéd la glucuronidacion de la porcién de quinolina-ciclopentano. Los iones
del producto a m/z 362 y 269 se propusieron para incluir la porcién del acido
glucurdnico y han sido el resultado de la fragmentacién de los anillos de
diacepina, quinolina y ciclopentano, como se indica en el esquema de
fragmentacién. Estos datos fueron consistentes con la glucuronidacion del
nitrégeno de la quinolina y la hidroxilacién del anillo de diacepina. Por lo

tanto, M38 se identificé como un hidroxil DCDQ glucurénido.
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Metabolito M40

La [M+H]" para M40 se observé a m/z 421, que fue 192 Da
mayor que la DCDQ. La pérdida de H20 de [M+H]' proporciond m/z 403. No
se observd una pérdida evidente de NH3 de [M+H]", lo cual sugiere un grupo
amino modificado en el anillo de diazepan. La pérdida de 176 Da del ion
molecular generd m/z 245, que es tambidn el ion molecular para los
metabolitos de hidroxil DCDQ. Sin embargo, la intensidad relativa de m/z 245
para M40 fue mas débil que la observada para el metabolito M38. La pérdida
de un 4tomo de oxigeno de m/z 245 proporcioné m/z 229, también el ion
molecular para DCDQ. Estos datos en combinacién con la presencia de m/z
229 como el pico base en el espectro de masas con trampa de iones, mas que
m/z 245 como se observd para el metabolito M38, indicaron la presencia de
un N Oxido. Los iones del producto a m/z 228, 227, 212 y 210
respectivamente, se generaron por las pérdidas de H,O y NH; de m/z 245 y
228 como se indicd en el esquema de fragmentacién. El tiempo de retencion
de la HPLC de M40 fue mayor que para M38, lo cual también es consistente
con que M40 es un N éxido. Los iones del producto a m/z 200 y 186 también
se observaron para la DCDQ y se propusieron como el resultado de la pérdida
de un atomo de oxigeno de los iones del producto del N éxido correspondiente
para M40. Los iones del producto a m/z 360 y 271 se propusieron para incluir
la porcién del acido glucurdnico y han sido el resultado de la fragmentacién de
los anillos de diacepina, quinolina y ciclopentano, como se indica en el

esquema de fragmentacién. [Estos datos fueron consistentes con la
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glucuronidacion del grupo amino del anillo de diacepina y la N oxidacion del
nitrégeno de la quinolina. Por lo tanto, se propuso que M40 es un N dxido de

DCDQ glucurénido.

Discusion

La DCDQ se somete al metabolismo en los humanos. El DCDQ
carbamoil glucurdnido (M6) fue el componente relacionado con el farmaco
predominante en o! plasma y la orina. El N 6xido de DCDQ imina (M5), la
DCDQ sin cambiar, la DCDQ imina (P3), fueron los otros componentes
relacionados con el farmaco principales observados en el plasma. La DCDQ
sin cambiar, el N éxido de DCDQ glucurénido (M40), el hidroxil DCDQ
glucurénido (M38), el hidroxil DCDQ carbamoil glucurdnido (M37) se
excretaron en la orina.

Las concentraciones en plasma de M8 se incrementaron con la
dosificacion que se incrementa, y se observaron variaciones individuales
grandes. Las concentraciones de M6 disminuyeron con el tiempo de 6 a 24
horas postdosis. Las relaciones de las concentraciones en plasma de M6 a
DCDAQ fueron mas altas a las 6 horas que a las 12 y 24 horas postdosis. A las
6 horas postdosis, las relaciones promedio variaron de 354 a 78.6. En
contraste, se detectaron cantidades mucho menores de M8 en los estudios in
vitro e in vivo previos. No hubo diferencias estadisticamente significativas en
las concentraciones de M6 y las relaciones de M6 a DCDQ entre los sujetos

en ayuno y alimentados que reciben 300 mg de DCDQ. Las relaciones
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promedio de M8 a DCDQ vartaron de 84 a 1018 en la orina. En resumen, la
DCDQ se sometié al metabolismo de la fase | y fase |l en sujetos humanos
sanos y la carbamoil glucuronidacién fue la trayectoria metabélica principal.
En contraste con los estudios en animales, la formacién del carbamoil
5 glucurénido (MB) fue la trayectoria metabdlica principal en humanos y M6 fue

el metabolito relacionado con el fdirmaco predominante en el plasma y la orina

humanos.

CUADRO 33

10 Metabolitos de la DCDQ caracterizados medlants LC/MS en el plasma y la

orina humanos
ta Picodsl  [M+H Sitio del Nombre Matri®
metabolito metaboliamo
31.7 M32 245 Anillo de Hidroxilo P, U
ciclopropano o DCDQ
piperidina
32.2 M28 243 Anillos de HidroxitDCDQ P, U
15 ciclopentano y imina
diazepan
36.3 M1 245 Anillo de Hidroxilo P.U
piperidina DCDQ
38.3 M22 419 Anillos de Ceto DCDQ P,U
diacepina y glucurdnido
ciclopentano
49.6 M9 421 Anillo de Hidroxil DCDQ P,U
benceno glucurénido
58.0 M33 465 Anillo de Hidroxil DCDQ U
20 diacepina carbamoil
glucurénido
63.3 M4 403 Anillo de DCDQ imina U
diacepina glucurénido
63.6 M35 435 Anillos de Dihidroxil U
diacepina y DCDQ imina
ciclopentano glucurénido
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CUADRO 33 {Continuaclén)
Metabolitos de la DCDQ caracterizados mediante LC/MS en el plasma y la

orina humanos

/P<

N0 T

o Picodel  [M+H] Sitio del Nombre Matriz®
metabolito metabollsmo
5 64.2 M38 465 Anillo de Hidroxil DCDQ U
diacepina y carbamoil
anillo de glucurénido
quinolina o
ciclopentano
85.9 P3 227 Anillo de DCDQ imina P,U
. diacepina
67.1 M37 465 Anillo de Hidroxil DCDQ U
diacepina y carbamoil
anillo de glucurénido
10 quinolina o
ciclopentano
68.6 DCDQ 229 Ninguna DCDQ P,U
70.9 M3as8 421 Nitrégeno de  Hidroxil DCDQ U
quinolina y glucurénido
anillo de
diacepina
71.4 M5 243 Anillo de N-dxido de P
diacepina DCDQ imina
714 M39 485 Anillo de Hidroxil DCDQ U
15 diacepina y carbamoil
anillo de glucurénido
quinolina o
ciclopentano
73.6 M40 421 Nitrégenos de N-dxido de U
diacepina glucurénido de
bDCDQ
75.2 M6 449 Grupo amina Carbamoil P,U
secundariade glucuronido de
diacepina DCDQ

20

a: Tiempos de retencion tomados de los datos de LC/MS

b: P = plasma, U= orina
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CUADRO 34

Concentraciones (ng/mlL) de DCDQ v DCDQ carbamoll glucurénido (M6)
en plasma de sujetos sanos gue reciben la DCDQ

Doals (mg) Tiempo Sujeto pcoQ* M6 Relaclones
(horas) de M6 a
DCDQ
50 (en 8 25 1.5 83.1 554
ayuno)
28 0.9 127 141
30 5.0 132 26.4
Mediaz 2471221 11412869 74.3159.8
S.D.
12 25 0.7 15.1 216
28 04 6.60 16.5
30 25 15.4 6.16
Media + 120+£1.14 1241500 148+7.87
S.D.
24° 25 0.2 3.1 15,5
28 NA® NA NA
30 0.6 36 6.00
Media £+ 0.40 3.35 10.8
S.D.
200 (en 8 50 2.7 225 83.3
ayuno)
51 18.0 815 34,2
54 12.0 216 18.0
Mediat 10817.71 352+171 45.2134.0
S.D.
12 50 12 37.5 313
51 9.2 62.9 6.84
54 6.4 30.3 4.73
Media+t 5601406 43681+171 1431148
S.D.
24 50 0.3 48 16.0
51 26 8.8 3.38
54 16 9.4 5.688
Mediat 1.50+115 76871250 8421668

S.D.
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CUADRO 34 (Continuacién)
DCDQ carbamoll glucurdnido (M6

1%

NN g ta—

Dosis {(mg) Tiempo Sujeto DcbQ* M6 Relaciones
{horas) deMEa
DCDQ
300 (en 6 74 2.09 123 58.9
ayuno)
76 4.27 249 58.3
79 16.0 339 21.2
Mediat 745+748 237+108 46.1121.6
S.D.
12 74 1.50 43.0 28.7
78 3.34 78.0 234
79 7.84 145 18.5
Mediat 4.23+326 88.7+518 23.51+5.10
S.D.
24 74 0.972 48.5 49.9
76 1.72 12.0 6.98
79 1.70 26.3 15.5
Media 1461+043 2891184 2411227
S.D.
300 (en 6 83 19.0 860 45.3
ayuno)
84 15.6 696 446
86 1.30 182 140
Media + 12.0+£98.39 5791+354 7661549
S.D.
12 a3 10.9 279 256
84 8.06 38.1 473
86 5.97 540 90.5
Mediat 8.311247 2861251 4031447
S.D.
24 83 2.60 246 9.46
84 1.15 6.40 5.57
86 2.69 146 54.3
Media+ 2151086 59.0+759 2311271

S.D.
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CUADRO 34 (Continuacién)
Concentraciones (ng/mL DC DCDQ carbamoll glucurénido (M8

on plasma de sule an u Iben la DCD
Dosis (mg) Tiempo Sujeto DCDQ" Mé Relaclones
(horas) de M6 a
DCDQ
500 (en 6 92 445 1324 29.8
ayuno)
94 31.7 508 16.0
96 20.2 1221 60.4
Mediat 3211122 10181444 3541227
S.D.
12 92 24.5 146 5.96
84 21.7 181 8.34
96 12.0 208 17.2
Media + 194+656 1781301 10.515.92
S.D.
24 92 5.53 58.3 10.5
o4 6.88 13.5 1.96
96 3.95 77.0 18.5
Mediat 5451147 4981326 10.718.77
S.D.

a. Las concentraciones de DCDQ se determinaron mediante Bioanalytical con
un ensayo validado para el plasma humano. “Las concentraciones de M6 se
cuantificaron mediante un método de LC/MS no validado en Ila
Biotransformacién utilizando una curva estindar generada con M6 sintetizado.
b: La desviacién estandar no se calculd;

c: NA, no analizado debido a que el nivel en plasma de la DCDQ estuvo por

debajo del nivel de cuantificacion.
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CUADRO 35

/87

NNAS-

DCDQ carbamoil glucurénido (M6

a las relaclones de DCDQ en orina de sujetos sanos que reciben la DCDQ

Dosls (mg) Tlempo Sujeto pcbpQ* Relaciones
(horas) de M6 a
DCDQ
50 (en 04 25 13.7 571
ayuno)
28 13.7 1738
30 115 214
Media+S.D. 47.5158.5 841 + 798
4-12 25 | 389
28 18.2 608
30 126 261
Media+S.D. 5841589 419 + 174
12-24 25 17.7 143
28 5.21 259
30 75.3 63.9
Media 32.7+374 155 + 98.1
200 (en 04 50 251 169
ayuno)
51 288 171
54 57 113
Media+ S.D. 1989+ 124 151 £ 32.9
4-12 50 79.5 397
51 177 240
54 97.3 215
Media+S.D. 118+51.9 284 1 98.7
12-24 50 23.1 216
51 181 85.9
54 137 423
Media 114 £ 81.5 115+ 80.4
300 (en 04 74 0.43 1167
ayuno)
76 62.8 852
79 172 440
Media+S.D. 8141829 820 + 365
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CUADRO 35 (Continuacién)

10149

Concentraciones (ng/mL) de DCDQ y DCDQ carbamoil glu nido (M8
al laciones de DCDQ en orina de sujetos sanos que recl la DCD
Dosis (mg) Tiempo Sujeto DCDQ" Relaciones
(horas) de M6 a
DCDQ
4-12 74 217 329
76 93.4 1543
79 72.3 324
Media+S.D. 62.5+36.8 732 £ 702
12-24 74 22.9 485
76 2981 127
79 64.1 110
Media + S.D. 128 + 148 241 1 212
300 (en 0-4 83 55.9 1162
ayuno)
84 1.56 441
88 1.82 1451
Media+S.D. 19.8+31.3 1018 + 520
4-12 83 259 375
84 v 174 571
86 30.6 1337
Media+S.D. -~ 155+ 115 761 + 508
12-24 83 351 148
84 116 92.6
96 308 184
Media+S.D. 2581125 142 £ 46.0
500 (en 04 92 1569 71.5
ayuno)
94 835 60.2
06 339 161
Media+S.D. 9141619 97.6 £ 55.2
4-12 92 1683 149
04 612 34.6
96 1811 69.4
Media+S.D. 1369 i 658 8431 58.6
12-24 92 160 288
04 405 36.0
96 273 203
Media + S.D. 279 1+ 123 176 + 128
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a: Las concentraciones de DCDQ se determinaron mediante Bioanalytical con
un ensayo validado para la orina humana. SLas concentraciones de M6 se
cuantificaron mediante un método de LC/MS no validado en la

Biotransformaciodn utilizando una curva estdndar generada con M6 sintetizado.

Todas las referencias, incluyendo de manera no exclusiva los
articulos, textos, patentes, solicitudes de patente, publicaciones y libros,
citadas en la presente se incorporan como referencia en su totalidad. Esta
solicitud reclama el beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de E.U.A.
No. de Serie 60/625,335, presentada en Noviembre 5 del 2004, el contenido

total de la cual se incorpora como referencia en su totalidad.
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NOVEDAD DE LA INVENCION

REIVINDICACIONES

1.- Un compuesto of férmula |

en donde: para cada R" y R™, en donde n es 1 hasta 8: cada R"y R" es de
manera independiente hidrégeno, hidroxi, CHyC(0)-O-, -OSOsH u -O0-G; o R"
y R" comespondiente, en donde n es 2, 3, 4, 8, 7 u 8, tomadas junto con el
carbono al cual estin unidas, forman C=0; o R" junto con R™
correspondiente, en donde n es 1, 2, 3, 4, 5 6 7, tomadas juntas forman un
enlace doble entre los carbonos a los cuales estan unidos, y cada R" y R™1
correspondiente, es de manera independiente hidrégeno, hidroxi, CHsC(O)-O,
-0S03H u -0-G; G tiene la formula:
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HQO H
OH

CO.H

en donde el nitrégeno denotado con el simbolo *, puede formar opcionalmente
un N éxido; X-Y es CH=N, CH=N(O), CHN(O), C(O)NH o CR’HNR'’; R® es
hidrégeno, hidroxilo o -OSOsH; R'® es hidrégeno, acetilo, -SO3H, -G o
-C(0)-0G; Z es hidrégeno, hidroxi, -OSO3H u -O-G; con ia condicion de gque
cuando Z es hidroxi, entonces (a) uno de R', R%, R®, R*, R5, R®, R”, R%, R%y
R'® no es hidrégeno; o (b) X-Y no es CR’HNR'®; y con la condicién adicional
de que cuando X-Y es CHR*NR'®, entonces al menos uno de Z, R', R?, R?,
R, RS, R% R, R%, R® y R' no es H; o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo.

2.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién 1,
caracterizado ademas porque al menos uno de Z y R’ hasta R® es -OH.

3.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion 2,
caracterizado ademas porque X-Y es CR*HNR'®,

4.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion 2,

caracterizado ademas porque R® =R =H.
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5.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion 4,
caracterizado ademas porque al menos uno de R’ y R® es -OH.

6.- El compuesto o la sat de conformidad con la reivindicacion 4,
caracterizado ademés porque R® es -OH.

7.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion 4,
caracterizado ademds porque al menos uno de R®y R* es -OH.

8.- El compuesto o la sal de conformidad con [a reivindicacion 4,
caracterizado ademés porque al menos uno de R', R®, R®, R’, y Z es -OH.

98.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién 2,
caracterizado ademas porque R® es H y R es acetilo.

10.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
9, caracterizado ademas porque al menos una de R’ y R® es -OH.

11.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicaciéon
2, caracterizado ademés porque X-Y es CH=N.

12.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
11, caracterizado ademds porque al menos uno de R' hasta R® es -OH.

13.- El compuesto o la sal de conformidad con [a reivindicacién
11, caracterizado ademds porque al menos uno de R? hasta R* es -OH.

14.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
1, caracterizado ademas porque al menos uno de R' hasta R?, R®, R', y Z es
-C(0)-0-G, -0-G 0 -G.

15.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion

14, caracterizado ademas porque X-Y es CR’HNR'.
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16.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado ademas porque R® y R'% son H.

17.- El compuesto o ia sal de conformidad con la reivindicacion
15, caracterizado ademas porque al menos uno de Z, R?, y R* es -O-G.

18.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
14, caracterizado ademas porque al menos uno de R' hasta R®, R®, y Z es -O-
G.

19.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
14, caracterizado ademas porque R? junto con R® tomadas juntas forman un
enlace doble entre los carbonos a los cuales estan unidos, y al menos uno de
R¥y R* e5 -0-G.

20.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
15, caracterizado ademas porgue R* y R* junto con el carbono al cual estan
unidos forman C=0.

21.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
20, caracterizado ademas porque R es -G.

22.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
15, caracterizado ademas porque R'? es -C(0)0-G.

23.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
15, caracterizado ademas porque R'° es acetilo.

24.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
23, caracterizado ademéas porgue al menos uno de R hasta R®, R®, y Z es -O-

G.
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25.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
23, caracterizado ademas porque al menos uno de R’ y R® es -O-G.

26.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
1, caracterizado ademas porgue al menos uno de R' hasta R®, y Z es -OSO3H.

27 .- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
28, caractarizado ademas porque X-Y es -CHR®NR',

28.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
26 o la reivindicacién 27, caracterizado ademas porque R® =R = H,

29.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
28, caracterizado ademas porque al menos uno de R' hasta R® es -OSOsH.

30.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
28, caracterizado ademéas porque al mencs uno de R? y R® es -OSOaH.

31.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
28, caracterizado ademas porque R® es -OSO,H.

32.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
26 o la reivindicacioén 27, caracterizado ademéds porque al menos uno de R® y
Z es -OSO3H.

33.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado ademas porque X-Y es CR®HNR'’, en donde R® es Hy R"? es
-SOsH.

34.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién

33, caracterizado ademds porque al menos dos de R" y el R™
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correspondiente, en donde n = 1-5, forman un enlace doble entre los carbonos
a los cuales estén unidos.

35.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
1, caracterizado ademés porque R" y R" correspondientes tomadas junto con
el carbono al cual estan unidas forman C=0.

36.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
35, caracterizado ademas porque R* y R* tomadas junto con el carbono al
cual estan unidas forman C=0.

37.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
38, caracterizado ademas porque X-Y es CR®HNR™.

38.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
36 o la reivindicacion 37, caracterizado ademas porque R'% es -G.

39.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
36 o la reivindicacion 37, caracterizado ademés porque R® y R™ son H.

40.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
1, caracterizado ademas porque X-Y es C(O)NH.

41.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado ademas porque X-Y es CH=N.

42.- El compuesto o |a sal de conformidad con la reivindicacién
44, caracterizado ademds porque al menos uno de R' hasta R® es -OH.

43.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién

42, caracterizado ademas porque al menos uno de R? hasta R* es -OH.
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44.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
42, caracterizado ademds porque el nitrdgeno entre R® y R” forman un N
oxido.

45.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado ademas porque al menos uno de R" y su R™
comrespondiente, en donde n = 1-5, forman juntas un enlace doble entre los
carbonos a los cuales estdn unidas y cada R" y R™" es de manera
independients hidrégeno, hidroxi, CHaC(0)-0O, -OSOsH u -O-G.

48.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
45, caracterizado ademaés porque n = 2.

47 - El compuesto o ia sal de conformidad con la reivindicacion
45, caracterizado ademas porque R? = H, y R¥ o R* es -0-G.

48.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
45, caracterizado ademas porque X-Y es CHR®NR'.

49.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
48, caracterizado ademds porque R =R =H.

50.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
45, caracterizado ademéas porque para al menos dos R", cada R" y su R™!
correspondiente, en donde n = 1-5, forman juntas un enlace doble entre los
carbonos a los cuales estan unidas.

51.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién

50, caracterizado ademas porque X-Y = CHR?NR™.
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52.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicaciéon
51, caracterizado ademas porque R'® es H; y Z o R? es -OSO3H.

53.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicaciéon
50, caracterizado ademas porque R® = R = H.

5 54.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién

45, caracterizado ademas porque R® es H y R'? es -SO,H.

55.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
45, caracterizado ademas porque R® es H y R es acetilo.

56.- Un método para preparar un compuesto de férmula M8:
10

)

15 H

(0
H M6

20 que comprende: hacer reaccionar el Compuesto 6a:

Lq L
°é°ef°*°
L 2
L oL® Ba
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en donde cada L, L' y L2 es un grupo saliente; con DCDQ:

N

/

g

en la presencia de un reactivo de acoplamiento, bajo condiciones suficientes

para proporcionar el compuesto 7:

oL! N—)
A

4
y eliminar los grupos salientes L' y L.
57.- El método de conformidad con la reivindicacién 58,

caracterizado ademds porque L tiene la férmula:
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58.- El método de conformidad con la reivindicacién 56,
caracterizado ademas porque L' y L? se seleccionan de manera independiente
de 'alquilo inferior y acetilo.

56.- El método de conformidad con la reivindicacion 56,
caracterizado ademas porque L' es metilo y cada L? es acetilo.

60.- El método de conformidad con la reivindicacién 56,
caracterizado. ademas porque comprende: desproteger el compuesto 7
eliminando los grupos protectores L' y L? de la porcién glucuronilo del
compuesto 7, formando por lo tanto el metabolito M6.

61.- El método de conformidad con la reivindicacion 56,
caracterizado ademas porque el reactivo de acoplamiento se selecciona de
BOP, DCCy EDC.

62.- El método de conformidad con la reivindicacion 586,
caracterizado ademas porque el reactivo de acoplamiento es BOP.

63.- El método de conformidad con la reivindicacion 56,
caracterizado ademés porque la reaccion del compuesto 6 con el reactivo de
acoplamiento y la DCDQ se lieva a cabo en la presencia de una amina.

64.- El método de conformidad con la reivindicacidon 63,
caracterizado ademaés porque la amina es una base de Hinig.

65.- El método de conformidad con la reivindicacion 63,
caracterizado ademas porque la reaccién del compuesto 8 con el reactivo de

acoplamiento y la DCDQ se lieva a cabo en un solvente.

/93
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66.- El método de conformidad con la reivindicacion 65,
caracterizado ademds porgue el solvente es CHzCl..

67.- El método de conformidad con la reivindicacion 60,
caracterizado ademéas porque el compuesto 7 se somete a purificacion en
cromatografia en columna antes de la desproteccion.

68.- El método de conformidad con la reivindicaciéon 60,
caracterizado ademdas porque la desproteccién se lleva a cabo en alcohol en
la presencia de una base.

68.- El método de conformidad con la reivindicacion 68,
caracterizado ademés porque la base se selecciona de NaOH, LiOH y KOH.

70.- El método de conformidad con la reivindicacién 68,
caracterizado ademés porque el alcohol e un alcohol alquillico inferior.

71.- El método de conformidad con la reivindicaciéon 68,
caracterizado ademas porque la desproteccion se lieva a cabo con LiOHeH;0
en MaOH/H,O/THF.

72.- El método de conformidad con la reivindicacién 71,
caracterizado ademéds porque la relacion de MeOH/H.O/THF es de
aproximadamente 2.5:1.0:0.5.

73.- El método de conformidad con la reivindicaciébn 71,
caracterizado ademéas porque la desproteccion se lleva a cabo a 0°C durante
1 hora.

74.- El método de conformidad con la reivindicacion 80,

caracterizado ademas porque comprende purificar el metabolito M8.
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75.- El método de conformidad con la reivindicacién 57,
caracterizado ademas porque el compuesto 6a se prepara eliminando el grupo

protector de alilo del compuesto 5:

oL! NH 0
oé"é,o’go
L,L?O oL2 5

utilizando un catalizador y un nucledfilo.

76.- El método de conformidad con la reivindicacion 75,
caracterizado ademas porque el catalizador es Pd(PPhj)s.

77.- El meétodo de conformidad con la reivindicacién 75,
caracterizado ademas porque el nucledfilo es morfolina.

78.- El método de conformidad con la reivindicacién 75,
caracterizado ademds porque el compuesto 5 se prepara mediante: la

reaccion del acido carboxllico 2:
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con DPPA bajo condiciones suficientes para proporcionar un intermediario de

acil azida; calentar el intermediaric de acil azida resultante bajo condiciones

suficientes para proporcionar el isocianato 3;

y tratar el resultado del paso de calentamiento con el éster 2,3,4,-triacetil-1-

OMe
o
S on
OAc
AcO
4

bajo condiciones suficientes para proporcionar el compuesto 5.

hidroxiglucurdnico 4:

79.- El método de conformidad con la reivindicacion 78,
caracterizado ademdas porque el paso de la reaccién se lleva a cabo en la
presencia de una base.

80.- El método de conformidad con la reivindicacién 79,
caracterizado ademas porque la base es EtaN.

81.- El método de conformidad con la reivindicaciéon 78,
caracterizado ademas porque el compuesto 2 se prepara mediante la reaccién
de anhidrido difénico con un exceso de aicohol alllico en la presencia de un

catalizador.
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82.- El método de conformidad con la reivindicacidon 81,
caracterizado ademas porque el alcohol alllico es prop-2-en-1-ol.
83.- El método de conformidad con la reivindicacion 81,

caracterizado ademas porque el catalizador es DMAP.

5 84.- Un compuesto seleccionado del grupo que consiste de:
_'L Fou
Hlﬂn-l
10 wy 10 Harexl M3) w3y s 1) Hiclrox Imina (M15)
aumm ™I Hidroal Imina (M29) y Hidrox! imina (M30. M31):

15 o una sal famacéuticamente aceptable de los mismos.
85.- Una composicibn famacéutica que comprende un
compuesto o una sal de conformidad con la reivindicacién 84.

86.- Un compuesto seleccionado del grupo que consiste de:
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Carbamoll 3
glucurénido (M8)

Glucurénkio (M9)

e

22 - Glucurdaido de hidroxi deshidro. o
15 ceto Nglucurdnido Glucurdnido (M23 y M)

ol

20

Glucurdnido de N-acetll

Glucurdnido de N-acetil y hideaxi (M28 y M27) :

hidrox! (M24)

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.
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87.- Una composicion fammacéutica, que comprende un
compuesto o una sal de conformidad con la reivindicacion 86.

88.- Un compuesto seleccionado del grupo que consiste de:

%?M%L}W )

Sulfato (M8) Sulfato (M13) Sulfato (M18) ;

o una sal farmacéuticamente de los mismos.
80.- Una composicion famacéutica que comprende un
compuesto o una sal de conformidad con la reivindicacion 88.

90.- Un compuesto seleccionado del grupo que consiste de:

kel

Sulfamato(M12) y Sulfamato (M14);

o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.
91.- Una composicidn farmacéutica que comprende un
compuesto o una sal de conformidad con la reivindicacién 90.

82.- Un compuesto seleccionado del grupo que consiste de:
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5 o
Ceto (M) Csto(M18) y csto N-glucurdnido (M22);
0 una sal famacéuticamente aceptable de los mismos.
93.- Una composicion famacéutica que comprende un
compuesto o una sal de conformidad con la reivindicacién 92,
10 84.- Un compuesto seleccionado del grupo que consiste de:
imina (F3) ?j Midrex] Imina (M18) Midrood Imine (M29) y Hidvoxl imins (B30, M31):

15 o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.
95.- Una composicibn fammacéutica que comprende un
compuesto o una sal de conformidad con la reivindicacion 94.

96.- Un compuesto seleccionado del grupo que consiste de:

© oo .

1dro A “ (M21) M2 - ﬂm o Mdroxi Dideshidro (M28)

Sulfamatos (M14)
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0 una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

97.- Una composicion farmacéutica que comprende un
compuesto o una sal de conformidad con la reivindicacion 86.

98.- Una composicion que comprende un compuesto o una sal
de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 55, y uno o méas
portadores farmacéuticamente aceptables.

99.- Un método para tratar un paciente que sufre de
esquizofrenia, trastomo esquizofreniforme, trastomo esquizoafectivo, trastorno
delusional, trastoro sicético inducido por sustancias, psicosis inducida por L-
DOPA, psicosis asociada con la demencia de Alzheimer, psicosis asociada
con la enfermedad de Parkinson, psicosis asociada con la enfermedad del
cuerpo de Lewy, demencia, déficit de la memoria o trastomno de déficit
intelectual asociado con la enfermedad de Alzheimer, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto o un sal de conformidad con la reivindicacién 1 0 una composicion
que comprende tal compuesto o sal.

100.- El método de conformidad con la reivindicacion 89,
caracterizado ademas porque el paciente sufre de esquizofrenia.

101.- Un método para tratar un paciente que sufre de trastornos
bipolares, trastomos depresivos, episodios del &nimo, trastomos de la
ansiedad, trastonos del ajuste o trastornos de la alimentacion, que

comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de

/97
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un compuesto o un sal de conformidad con la reivindicacion 1 o una
composicion que comprende tal compuesto o sal.

102.- El método de conformidad con la reivindicacién 101,
caracterizado ademas pormque el trastorno bipolar es el trastomo bipolar |,
trastoro bipolar Il o el trastomo ciclotimico; el trastomo depresivo es el
trastomo depresivo mayor, trastomo distimico o un trastorno del animo
inducido por sustancias; el episodio del animo es el episodio depresivo mayor,
episodio maniaco, episodio mezclado, o episodio hipomaniaco; el trastomo de
la ansiedad es el ataque de pénico, agorafobia, trastomo del pénico, fobia
especifica, fobia social, trastorno obsesivo compuisivo, trastorno por tension
postraumdtica, trastomo por tensibn aguda, trastomo de ansiedad
generalizado, trastomo de ansiedad por separaciéon o trastomo de ansiedad
inducida por sustancias.

103.- El método de conformidad con la reivindicacién 102,
caracterizado ademas porque la condicién es un trastorno depresivo, trastorno
bipolar o episoadio del animo.

104.- Un método para tratar un paciente que sufre de epilepsia,
trastornos del suefio, migrafias, disfuncién sexual, adiccidbn a los farmacos,
adiccion al alcohol, trastomos gastrointestinales u obesidad, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto o una sal de conformidad con la reivindicacibn 1 o una

composicién que comprende tal compuesto o sal.
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105.- Un método para tratar un paciente que sufre de
deficiencias del sistema nervioso central asociadas con trauma, apoplejia o
lesiones de la médula espinal, que comprende administrar al paciente una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto o una sal de
conformidad con la reivindicacion 1 o una composicion que comprende tal
compuesto o sal.

106.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
1, caracterizado ademas porque Z, cada R", y cada R" es H; y X-Y es
CR°HNR'™.

107.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacion
108, caracterizado ademds porque R® es H.

108.- El compuesto o la sal de conformidad con la reivindicacién
106, caracterizado ademas porque R® es H y R'® es -C(0)-0G.

109.- La composicibn que comprende un compuesto de
conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 108 a 108, y uno o mas

portadores farmacéuticamente aceptables.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién se relaciona con los metabolitos de ciertos
derivados de [1,4]diazepino[6,7,1-ijlquinolina y métodos de preparacién y uso
de los mismos; especificamente, la invencién se relaciona con los compuestos
de formula |, en donde los varios sustituyentes son como se define en la
presente; la invencién también proporciona composiciones farmacéuticas que
incluyen los compuestos de formula |, métodos para hacer tales compuestos y

meétodos de uso de tales compuestos.

DH
PO7-677F
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F1Q. 4: PROPOSED METABOUIC PATHWAYS OF DCDQ FOR IN VITRD
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FIG. 2. PROPOSED METABOLIC PATHWAYS OF DCDQ IN RAT BILIARY

EXCRETION STUDY

ol oo it mgfer patlengpn.
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FIG. 3. PROPOSED METABOLIC PA'I:HWAYS OF DCDQ IN MICE
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FIGURA 1

PROPOSED METABOLIC PATHWAYS FOR DCDQ FOR IN VITRO STUDY
AND IN VIVO ESTUDIES IN RATS AND DOGS - TRAYECTORIAS
METABOLICAS PROPUESTAS PARA LA DCDQ PARA EL ESTUDIO IN
VITRO Y LOS ESTUDIOS IN VIVO EN RATAS Y PERROS

N-ACETYL HIDROXI (M11) RAT- N-ACETIL HIDROXI (M11) RATA

SULFATE (M8) RAT — SULFATO (MB) RATA

SULFATE (M13) RAT — SULFATO (M13) RATA

KETO (M7) HH, RAT AND DOG - CETO (M7) HH, RATA Y PERRO
GLUCURONIDE (M7) RAT AND DOG - gLUCURONIDO (M7) RATA Y
PERRO

HYDROXY M1: HM, HH, RAT AND DOG, M10, DOG — HIDROXI M1: HM, HH,
RATA Y PERRO, M10, PERRO

HYDROXY (M2) MM, HM, MM, RAT AND DOG - HIDROXI (M2) MM, HM,
MM, RATA Y PERRO

HYDROXY M3: HM, HH, RAT AND DOG, M4: HM, HH AND RAT — HIDROXI
M3: HM, HH, RATA Y PERRO, M4: HM, HH Y RATA

CARBAMOYL GLUCURONIDE (M6) HM, HH AND DOG — CARBAMOIL
GLUCURONIDO (M6) HM, HH Y PERRO

N-OXIDE (M5) HM AND HH - N-OXIDO (M5) HM Y HH

IMINE (P3) MM, HM AND HH — IMINA (P3) MM, HM Y HH

DIAZEPINYL CARBOXYLIC ACID (M17) DOG - ACIDO DIACEPINIL
CARBOXILICO (M17) PERRO
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HYDROXY IMINE (M15) DOG — HIDROXI IMINA (M15) PERRO
HYDROXY (M16) DOG — HIDROXI (M18) PERRO

SULFAMATE (M12) RAT — SULFAMATO (M12) RATA

SULFAMATE (M14) RAT — SULFAMATO (M14) RATA

SULFAMATE (M18) DOG ~ SULFAMATO (M16) PERRO

(NOT DETECTED) - NO DETECTADO

MM: MOUSE LIVER MICROSOMES — MM: MICROSOMAS DE HIGADO DE
RATON

HM: HUMAN LIVER MICROSOMES = HM: MICROSOMAS DE HIGADO DE
HUMANO

HH: HUMAN HEPATOCYTES — HEPATOCITOS HUMANOS

BOLD ARROWS INDICATE MAJOR PATHWAYS — LAS FLECHAS EN
NEGRILLAS INDICAN LAS PRINCIPALES TRAYECTORIAS

FIGURA 2

PROPOSED METABOLIC PATHWAYS OF DCDQ IN RAT BILIARY
EXCRETION STUDY — TRAYECTORIAS METABOLICAS PROPUESTAS DE
LA DCDQ EN EL ESTUDIO DE EXCRECION BILIAR EN RATAS
GLUCURONIDE OF N-ACETYL HIDROXI (M24} ~ GLUCURONIDO DE N-
ACETYL HIDROXI (M24)

SULFATE (M13) — SULFATO (M13)

GLUCURONIDE OF N-ACETYL HIDROXI (M25 AND M27) = GLUCURONIDO
DE N-ACETYL HIDROXI (M25 Y M27)

@®
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N-ACETYL hIDROXI {M11) - N-ACETIL HIDROXI (M11)

SULFATE (M8) - SULFATO (M8)

KETO (M7) - CETO (M7)

GLUCURONIDE {M23 AND M26) - GLUCURONIDO (M23 Y M26)

HYDROXY (M1 AND M10) = HIDROXI (M1 Y M10)

HYDROXY (M2) — HIDROXI (M2)

HYDROXY (M3 AND M4) — HIDROXI (M3 Y M4)

CARBAMOYL GLUCURONIDE (M8) - CARBAMOIL GLUCURONIDO (M6)
SULFAMATE (M12) - SULFAMATO (M12)

DIDEHYDRO SULFAMATE (M14) ~SULFAMATO DIDESHIDRO (M14)
GLUCURONIDE OF HYDROXY DEHYDRO (M22) — GLUCURONIDO DE
DESHIDRO HIDROXI (M22)

DY-DEHYDRO (M28) - DIDESHYDRO (M28)

DIDEHYDRO ACETYL (M21) - DIDESHIDRO ACETILO (M21)

HYDROXY DCDQ GLUCURONIDE (M9) — HIDROXI DCDQ GLUCURONIDO
(M8)

SULFATE (M18) - SULFATO (M18)

BOLD ARROWS INDICATE MAJOR PATHWAYS - LAS FLECHAS EN
NEGRILLAS INDICAN LAS TRAYECTORIAS PRINCIPALES

FIGURA 3
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PROPOSED METABOLIC PATHWAYS OF DCDQ IN MICE -
TRAYECTORIAS METABOLICAS PROPUESTAS DE LA DCDQ EN
RATONES

KETO (M7) — CETO (M7)

HYDROXY IMINE (M29) - HIDROXI IMINA (M29)

HYDROXY (M2) — HIDROXI (M2)

HYDROXY (M3) ~ HIDROXI (M3)

GLUCURONIDE (M8) - GLUCURONIDO (M%)

CARBAMOYL GLUCURONIDE (M8) - CARBAMOIL GLUCURONIDO (M6)
GLUCURONIDE OF HYDROXY DEHYDRO {M22) — GLUCURONIDO DE
HIDROXI DESHIDRO (M22)

SULFATE (M16) — SULFATO (M16)

HYDROXY IMINE (M30, M31) — HIDROX{ IMINA (M30, M31)

FIGURA 4

METABOLITES DETECTED IN HUMAN PLASMA - METABOLITOS
DETECTADOS EN EL PLASMA HUMANO

GLUCURONIDE (M8) - GLUCURONIDO (M8)

CARBAMOYL GLUCURONIDE (M8) — CARBAMOIL gLUCURONIDO (MS6)
HYDROXY IMINE (M30) — HIDROXI IMINA (M30)

GLUCURONIDE OF HYDROXY DEHYD-RO (M22) - GLUCURONIDO DE
HIDROXI DESHIDRO (M22)

®



10

211

FIGURA 5

STRUCTURES AND NMR NUMBERING SCHEMES FOR DCDG, M7, MS
AND M13 = ESTRUCTURAS Y ESQUEMAS DE NUMERACION DE LA RMN
PARA LA DCDO, M7, M8 Y M13

M7 (KETO DGDQ) — M7 {CETO DCDR)

M8 (HYDROXY DCDQ GLUCURONIDE) - M® (HIDROXI DCDQ
GLUCURONIDD)

WM13 — (HYDROXY DCDGQ SULFATE) — M13 (SULFATO DE HIDROQXI DCDQY)
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0. 07-044403. .
Fecha 2007.05.04 15%? 00000-0000

Tra 11 PATENTEY) >0 D8P 2020 NUECREACION;

A
ct 411 PRESENTACION Evgol?gg 3F§JSENAC'ONAL'

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE INVENCION w/
4

4

€ Descripcion de la invencion

4 Dibujos de ser estos pertinentes

¢

COMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

material que incorpora el disefio

* ¢ O

COMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

# Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
& Datos de identificacion del solicitante o de {a persona que presenta la solicitud [
® Representacion grafica del esquema trazado

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas

COMPLETA [ ]

Firma Responsabﬂe

Fecha__ (0 4 MAY] 2007 :

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial

[
Datos de identification del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
Representacién grafica y fotografica del Disefio Industrial o muestra del [

[

Comprobante de pago de las tasas establecidas

MODELO DE UTILIDAD | 1

Indicacién de que se solicita ia concesion de una patente
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

&

INCOMPLETA [ ]

INCOMPLETA [ ]

[
[

INCOMPLETA [

S

Carrera 13 No. 27-00 Piso 5,7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 35052 20
E-mail: info@sic.qov.co
WWW.SIiC.gov.co
Bogota, D.C., Colombia
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Folio-3%h
2020

Bogota D.C.,

Doctor (a)

CORREA ORDONEZ ALVARO
Apoderado{a) y/o Representante de
WYETH

REFERENCIA Radicacidbn No 07 44403
Solicitud internacional PCT/US2005/040289
Fecha inicio fase nacional 05/06/2007

Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 416
Oficio No. 3336
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que ge tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
la Decisidn 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, el Tratado de Cooperacidn en
Materia de Patentes {PCT), el Reglamento y la Carcular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacidén en la Gaceta de Propiedad Industrial

Cimplase
Dado en Bogotid DC,

16J4uL 2007

Q&m& M

CLARA C.
Jefe de divisién de Nuevas Creaciones (E)

adpall




