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RESUMO

Considerando a necessidade de antipsicéticos mais seguros e eficazes, uma série
de derivados N-fenilpiperazinicos funcionalizados e N-benziltiazolidinicos foi
planejada e sintetizada pelo Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas (LASSBio-UFRJ) (LASSBio-1412, LASSBio-1413, LASSBIio-1414,
LASSBio-1415 e LASSBi0-1422) e pelo Grupo de Pesquisa em Inovagao
Terapéutica (GPIT-UFPe) (FPY-1, FPY-2, FPY-3, FPY-5, FPY-6, FPT-1, FPT-2,
FPT-4, FPW-1), respectivamente. Objetivos: selecionar os derivados com potencial
atividade antipsicética através do ensaio de climbing induzido por apomorfina, um
modelo preditivo de sintomas positivos da esquizofrenia. Avaliar a ocorréncia de
efeitos motores e neurotoxicidade por catatonia e rota-rod. Avaliar possiveis efeitos
adversos por locomogao e tempo de sono barbiturico. Verificar o perfil de afinidade a
receptores através de ensaios de binding. Métodos: para os ensaios de binding
foram utilizados cérebros de ratos Wistar para os receptores D,-like, 5-HT1a € 5-HT2a
e figado de coelho e rato para os receptores aa € a1g. Camundongos CF1 machos
foram utilizados para os testes in vivo. As substancias foram testadas no modelo de
climbing induzido por apomorfina e apenas as substancias capazes de inibir climbing
foi dado continuidade ao estudo. Resultados: LASSBio-1412, LASSBio-1413,
LASSBio-1422, FPT-2, FPT-4 e FPY-3 inibiram climbing, sem induzir sinais de
catatonia, comprometimento motor, alteracdo do comportamento exploratério e
efeito hipnoético-sedativo. Um estudo dose-resposta (0,5 - 30 mg/kg, v.0.) dessas
substéancias indicou LASSBio-1412 como o composto mais potente in vivo. In vitro,
observou-se que os derivados N-fenilpiperazinicos possuem uma moderada
afinidade pelos receptores estudados, demonstrando um perfil de ligacédo
multirreceptor; semelhante aos antipsicoéticos atipicos. Por outro lado, os derivados
N-benziltiazolidinicos possuem baixa afinidade por esses receptores, sugerindo um
mecanismo de acgao diferente. Conclusédo: Essas moléculas podem representar

prototipos promissores para o desenvolvimento de novos antipsicoticos.

Palavras-chave: esquizofrenia, derivados N-fenilpipearzinicos, derivados N-

beziltiazolidinicos, climbing induzido por apomorfina, ensaios de binding.






ABSTRACT

Considering that more effective and safer drugs to treat schizophrenia are still
needed a series of functionalized N-phenylpiperazines and N-benziltiazolidines
derivatives were planned and synthesized by Avaliacdo e Sintese de Substancias
Bioativas Group (LASSBio/UFRJ): (LASSBio-1412, LASSBio-1413, LASSBio-1414,
LASSBio-1415 and LASSBio-1422), and Nucleo de Pesquisa em Inovagao
Terapéutica Group/UFPE: (FPY-1, FPY-2, FPY-3, FPY-5, FPY-6, FPT-1, FPT-2,
FPT-4, FPW-1), respectively. The aim of this study was to search the derivatives with
potential antipsychotic activity through apomorphine-induced climbing test and
binding receptor assaying as well as to evaluate their potential extrapyramidal side-
effects and neurotoxicity by catatonia and rota-rod tests. Adverse effects were also
evaluated by open-field test and barbiturate sleeping time. Methods: Binding assays
to Dy-like, 5-HT1a, and 5-HTya receptors were performed in brain rat regions and
binding to asa and ayg receptors were performed in rabbit and rat liver, respectively.
All compounds were initially tested by mice apomorphine-induced climbing and only
those able to inhibit climbing were selected to further studies. Results: LASSBio-
1412, LASSBio-1413, LASSBIio-1422, FPT-2, FPT-4 and FPY-3 inhibited climbing
without inducing catatonic behavior, general motor impairment, exploratory behavior
alterations or hypnotic-sedative effect. A dose-responde study pointed LASSBio-
1412 as the most potent compound in vivo. In vitro, the N-fenilpiperazines derivatives
demonstrated a moderate affinity to the studied receptors, demonstrating a
multireceptor profile characteristic of atypical antipsychotics. In a different way, the N-
benziltizolidines derivatives have a low affinity to these receptors, suggesting that
these compounds could be acting through a different action mechanism.
Conclusion: These compounds are promising molecules to antipsychotics

development.

Keywords: N-phenylpiperazine derivatives, N-benziltiazolidines derivatives,
schizophrenia, antipsychotic prototypes, climbing induced by apomorphine, binding

assays.
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APRESENTACAO

Este trabalho foi desenvolvido em parceria entre o Programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas/UFRGS, o Programa de Pds-Graduagéo em
Farmacologia e Quimica Medicinal/lUFRJ e o Grupo de Pesquisa em Inovagao
Terapéutica/UFPE, no ambito do Programa Nacional de Cooperagcao Académica -
PROCAD — CAPES (processo 420.015/2005-1), e € apoiado pelo INCT de Farmacos
e Medicamentos — INCT-INOFAR - CNPq. Representa a continuidade de um grande
projeto, iniciado em 1999, que contempla o planejamento, a sintese e a avaliagao
farmacolégica de novas substancias protétipo candidatas a farmacos neuroativos.
Este projeto teve como marco o desenho estrutural de uma nova familia de
derivados  N-fenilpiperazinicos, propostos como ligantes de receptores
dopaminérgicos candidatos a farmacos uteis no tratamento da esquizofrenia
(MENEGATTI, 2001).

A arquitetura molecular dos novos derivados N-fenilpiperazinicos foi planejada
pelo Laboratorio de Avaliagao e Sintese de Subténcias Bioativas (LASSBio) atraves
da técnica de hibridagao molecular entre o antipsicético atipico clozapina, devido ao
seu alto grau de restricdo conformacional e interessante perfil farmacoldgico (alta
afinidade por receptores D4) (GRAEFF et al., 1999) e o composto L-741, ligante
seletivo de receptores dopaminérgicos D,-like (KULAGOWSKI et al., 1996), de modo
a manter os grupamentos farmacoféricos necessarios para interagdo com o

bioreceptor-alvo, os receptores dopaminérgicos.

O emprego da estratégia de hibridagdo molecular da estrutura dos protétipos
deu origem a trés derivados: LASSBIio-579, LASSBio-580 e LASSBIio-581
(MENEGATTI et al., 2003). A génese estrutural destes compostos esta apresentada

no esquema abaixo.
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Figura 1. Génese estrutural de LASSBio-579, LASSBio-580 e LASSBIio-581 a partir
da estrutura da clozapina e do composto L-741 (MENEGATTI et al., 2003).

Entre eles, destacou-se LASSBIio-579, o qual apresentou um perfil
farmacolégico pré-clinico, em roedores, compativel com o esperado para um
antipsicotico atipico. Neves e colaboradores (2003; 2008; 2009) verificaram que
esse composto age em trés diferentes sistemas neurotransmissores envolvidos na
patofisiologia da esquizofrenia: a neurotransmissdo dopaminérgica, serotonérgica e
glutamatérgica, conforme verificado em estudos de binding para receptores D,-like,
5-HT1a e 5-HT2a, € estudos de eletrofisiologia para canais do tipo NMDA. Além
disso, apresenta agdo antidopaminérgica in vivo, demonstrada em trés modelos
animais preditivos de atividade antipsicética (sintomas positivos): inibicdo da
estereotipia anfetaminica, bloqueio de climbing induzido por apomorfina e hipotermia
anfetaminica. Estes efeitos ocorreram em doses que nao induzem catatonia, um

comportamento analogo aos sintomas extrapiramidais, indesejavel e decorrente do



tratamento com antipsicoéticos tipicos. Também foi demonstrada in vivo uma acgéao
antagonista de receptores 5-HT,4 € agonista de 5-HT4a. Porém, algumas limitagdes
também foram verificadas em seu perfil farmacologico. LASSBio-579 induziu um
prejuizo na coordenacdo motora em roedores a apresentou um perfil

farmacocinético pouco adequado a utilizagcao clinica (CONRADO et al., 2008).

Assim, visando uma otimizagdo farmacoldgica, através do aumento da
diversidade estrutural, a equipe do LASSBio — UFRJ sintetizou novos analogos de
LASSBio-579: LASSBIio-1412, LASSBio-1413, LASSBIio-1414, LASSBio-1415 e

LASSBIi0-1422, os quais foram avaliados no dmbito desta Dissertacdo de Mestrado.

O Grupo de Pesquisa em Inovacao Terapéutica (GPIT — UFPe), por sua vez,
sintetizou nove derivados N-benziltiazolidinicos: FPT-1, FPT-2, FPT-4, FPY-1, FPY-
2, FPY-3, FPY-5, FPY-6, FPW-1. Estes compostos também foram avaliados

farmacologicamente através de estudos in vivo e in vitro.

Este trabalho sera apresentado na forma de dois capitulos. No primeiro
capitulo, serao apresentados e discutidos os resultados obtidos para as moléculas
sintetizadas pelo Grupo de Pesquisa em Inovagao Terapéutica (UFPe), derivados N-
benziltiazolidinicos. As estruturas quimicas das mesmas nao serao apresentadas,
uma vez que essas se encontram sob sigilo. No segundo capitulo, serao abordados
os resultados obtidos para as substancias sintetizadas pelo Laboratério de Avaliagao
e Sintese de Substancias Bioativas (UFRJ), derivados funcionalizados de LASSBio-
579. Esses dados serao apresentados na forma de manuscrito a ser submetido ao

periodico European Journal of Pharmacology.






OBJETIVOS GERAIS

Considerando os resultados anteriormente expostos, o objetivo geral dessa
Dissertacédo foi a avaliagcdo farmacologica de uma série de derivados N-
fenilpiperazinicos funcionalizados de LASSBIio-579 planejados e sintetizados pelo
Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), assim como de derivados N-
benziltiazolidinicos planejados e sintetizados pelo Grupo de Pesquisa em Inovagao
Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPe), buscando novas

substancias com potencial utilizacdo para o tratamento da esquizofrenia.






CAPITULO |

Avaliagao pré-clinica da atividade antipsicética de derivados N-benziltiazolidinicos







RESUMO

Considerando a necessidade de antipsicoticos mais seguros e eficazes, sabendo
que ao menos um terco dos pacientes sdo refratarios ao tratamento com os
antipsicoticos disponiveis, uma série de derivados N-benziltiazolidinicos foi
planejada e sintetizada pelo GPIT-UFPe (FPY-1, FPY-2, FPY-3, FPY-5, FPY-6, FPT-
1, FPT-2, FPT-4, FPW-1). Objetivos: selecionar os derivados com potencial
atividade antipsicética através do ensaio de climbing induzido por apomorfina, um
modelo preditivo de sintomas positivos da esquizofrenia. Avaliar a ocorréncia de
efeitos motores e neurotoxicidade por catatonia e rota-rod. Verificar o perfil de
afinidade a receptores através de ensaios de binding. Métodos: para os ensaios de
binding foram utilizados cérebros de ratos Wistar e radioligantes para os receptores
Do-like, 5-HTia € 5-HToa: [PH]-YM-09151-2, [°H]-8-OH-DPAT e [*H]-cetanserina,
respectivamente. Camundongos CF1 machos foram utilizados para os testes in vivo.
As substancias (30 mg/kg, v.o.) foram testadas no modelo de climbing induzido por
apomorfina e apenas as capazes de inibir climbing, foram submetidas aos testes de
catatonia e rota-rod. Resultados: Os derivados possuem baixa afinidade pelos
receptores estudados, uma vez que na concentracdo de 10 uM nao causaram uma
inibicdo significativa de binding a esses sitios, com exce¢ao de FPY-3, que
apresentou uma afinidade moderada pelos receptores do tipo 5-HT.a. FPT-2, FPT-4
e FPY-3 inibiram climbing, sem induzir sinais de catatonia e comprometimento
motor. FPY-3 foi escolhido para continuar os estudos. Um estudo dose-resposta (5,
15 e 30 mg/kg, v.0.) indicou 15 mg/kg como a dose minima efetiva. Na locomogao e
no tempo de sono barbiturico, FPY-3 ndo alterou nenhum dos parametros
observados demonstrando que essa substancia ndo apresenta efeito hipndtico-
sedativo na dose testada. Concluséo: FPT-2, FPT-4 e FPY-3 s&o ativos no modelo
de climbing induzido por apomorfina, sem afetar par@metros motores, tornando-os
moléculas promissoras para o desenvolvimento de antipsicéticos. Além disso, elas
podem estar atuando via outro mecanismo que n&o o usual de antipsicoticos atipicos
uma vez que nao apresentaram uma alta afinidade pelos receptores D,-like, 5-HT1a
e 5-HTpa.

Palavras-chave: esquizofrenia, derivados N-beziltiazolidinicos, climbing induzido

por apomorfina, ensaios de binding






ABSTRACT

Considering the necessity of more effective and safer antipsychotics, having in mind
that at least one third of the patients are refractory to treatment, a series of triazol
and pyrazol N-benzyltiazolidine derivatives were planned by the Therapeutic
Innovation Group from UFPe (FPY-1, FPY-2, FPY-3, FPY-5, FPY-6, FPT-1, FPT-2,
FPT-4, FPW-1). The aim of this study was to select the derivatives with potential
antipsychotic activity through apomorphine-induced climbing and to evaluate their
potential extrapyramidal side-effects and neurotoxicity by catatonia and rota-rod
tests, as well as verify their receptor affinity profile through binding assays. Methods:
Brain from adult male Wistar rats was used for in vitro assays. Binding assays for D,-
like, 5-HT1a and 5-HT2a receptors were performed using [3H]-YM-09151—2, [3H]-8—OH—
DPAT and [*H]-ketanserin, respectively. Adult male CF1 mice were used for in vivo
assays. All compounds (30 mg/kg, p.o.) were tested in apomorphine-induced
climbing, and only the active compounds were submitted to catatonia and rota-rod
tests. The doses were chosen based on results from N-phenylpiperazine isosters.
Results: All derivatives have low affinities for Do-like, 5-HT1a and 5-HT,a receptors
since at 10 uyM they did not cause any significant binding inhibition to these sites
except FPY-3 that presents a moderate affinity for 5-HT,a receptor. Results from in
vivo tests showed that FPT-2, FPT-4 and FPY-3 inhibited climbing. They did not
induce any catatonic sign, neither impaired rota-rod performance. Among them, FPY-
3 was chosen to continue the study. A climbing dose-response study (5, 15 and 30
mg/kg, p.o.) indicated 15 mg/kg as the minimal effective dose. FPY-3 did not affect
any parameter observed in the open field (crossings, rearings and groomings) at the
highest dose demonstrating that it does not present sedative effect at this dose.
Conclusion: These results demonstrated that FPT-2, FPT-4 and FPY-3 are active
on climbing behavior induced by apomorphine, a model of schizophrenia positive
symptoms, without affecting motor coordination, making them promising molecules
for antipsychotic development. Furthermore as they did not present high affinities for
D,-like, 5-HT1a and 5-HT>,a receptors they could be acting by other mechanism than

usual atypical antipsychotics.

Keywords: schizophrenia, N-benzyltiazolidine derivatives, climbing induced by

apomorphine, binding assays.
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1. INTRODUCAO

Os medicamentos sdo instrumentos essenciais a preservagao, manutencgao e
promoc¢ao da Saude. O acesso ao medicamento representa um importante fator de
inclusao social que depende da disponibilidade do farmaco que, em 85% dos casos,
€ de origem sintética. Neste cenario, configura-se a importancia do saber-fazer
farmacos e medicamentos para viabilizar as politicas de Saude autébnomas,
necessarias as demandas das Nacgdes soberanas (BARREIRO E FRAGA, 2008).

A descoberta de novos agentes terapeuticamente uteis é o objeto de estudo
da quimica medicinal. Esta pode ser definida como uma area de conhecimento que
engloba aspectos da quimica, ciéncias bioldgicas, médicas e farmacéuticas, cujo
foco estda no planejamento, identificacdo e preparacdo de substancias
farmacologicamente ativas, bem como na interpretacdo de seu mecanismo de agao
em nivel molecular e na construcdo de relagdes entre estruturas quimicas e
atividades biolégicas (estudos de REA) (WERMUTH et al., 1996; WILLIAMS E
LEMKE, 2002).

Diversas estratégias podem ser utilizadas quando do planejamento de novas
moléculas candidatas a farmacos. A principal é aquela baseada no mecanismo de
acéo pretendido, também denominada de abordagem fisioldgica. Esta estratégia
fundamenta-se no conhecimento prévio dos processos fisioldgicos e das alteragdes
envolvidas na desordem em questdo. Com base nestas informacdes, busca-se
selecionar o melhor alvo-terapéutico capaz de aliviar os sintomas ou curar a
enfermidade (GANELLIN, 1991; WILLIAMS E LEMKE, 2002; PATRICK, 2005;
BARREIRO E FRAGA, 2008; WERMUTH, 2008). Alternativamente, quando a
estrutura do alvo terapéutico ndo é conhecida, o desenho molecular de novos
padrdes estruturais do candidato a composto-protétipo desejado pode ser conduzido
a partir do emprego de estratégias de planejamento estrutural da quimica medicinal
como a identificagdo de novos analogos ativos do substrato natural do receptor ou
do agonista da enzima eventualmente eleita como alvo-terapéutico. O planejamento
molecular racional destes analogos-ativos pode se dar por estudos do metabolismo,
ou pelo emprego da hibridagdo molecular e do bioisosterismo. Este ultimo esta
envolvido na introducdo de modificagdes estruturais em um composto-protétipo,

objetivando sua otimizagao, seja farmacocinética ou farmacodinamica. Essa técnica
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tem permitido a identificacdo de novos derivados terapeuticamente uteis, por
otimizacdo de um composto-protétipo (BARREIRO E FRAGA, 2008; WERMUTH,
2008).

A esquizofrenia € uma doenga que acomete cerca de 1% da populagado, a
qual tem a expectativa de vida diminuida em 20% (ELKIS et al.,, 2008). Estudos
demonstram que pelo menos um terco dos pacientes com esquizofrenia sao
refratarios a tratamentos com antipsicoticos (ASCHER-SVANUM et al., 2007).

Existem mais de 20 farmacos antipsicoticos diferentes para uso clinico, mas
as diferencas entre eles sdo pequenas. Os antipsicoéticos sdo divididos em tipicos ou
de primeira geracdo, uma denominacdo mais recente, cujos principais
representantes sao clorpromazina e haloperidol, e os atipicos ou de segunda
geragao, como clozapina e risperidona. A distingdo entre os grupos tipico e atipico
depende do perfil do receptor, da incidéncia de efeitos extrapiramidais (EPS) (menor
no grupo atipico), da eficacia (especialmente da clozapina) no grupo de pacientes
“refratarios ao tratamento” e da eficacia contra sintomas negativos (maior no grupo
atipico) (ASCHER-SVANUM et al., 2007; ELKIS E MELTZER, 2007; RANG et al.,
2007). Apesar dos antipsicéticos atipicos possuirem menor probabilidade de causar
desordens de movimento, como EPS, eles estao associados com ganho de peso,

elevagao de prolactina e glicose e, ainda, sedagao.

Os antipsicéticos tipicos agem primariamente como antagonistas dos
receptores dopaminérgicos D,. Os sintomas positivos da esquizofrenia respondem
bem ao tratamento com estes farmacos, mas os sintomas negativos tendem a piorar
com estes medicamentos, além dos sintomas extrapiramidais, que surgem com
doses terapéuticas (RANG et al., 2008; STAHL, 2000).

Os antipsicoticos atipicos, uma classe com baixa tendéncia para causar
efeitos extrapiramidais, sdo potentes antagonistas de multiplos subtipos de
receptores, incluindo receptores de dopamina e serotonina. Entretanto, uma
significativa parte dos pacientes continua refrataria ao tratamento, além desta nova
classe induzir graves efeitos adversos, como agranulocitose e outros efeitos, como
aumento de peso (RANG et al., 2008; STAHL, 2000).
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Um estudo realizado pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos
demonstrou que 74% dos pacientes descontinuam o uso com 18 meses de terapia
pela baixa tolerabilidade ou pela eficacia incompleta, indicando a necessidade de
novas terapias (SNYDER E MURPHY, 2008) que representem alguma vantagem em
relagdo as atuais, tais como a auséncia de sindrome metabdlica, agranulocitose e

sintomas extrapiramidais.

Apesar dos alvos farmacolégicos estudados para os antipsicéticos serem, em
sua maioria, receptores dopaminérgicos e/ou serotonérgicos, mais recentemente,
tem surgido uma tendéncia de novos antipsicéticos atuarem sobre a
neurotransmissao glutamatérgica (SNYDER E MURPHY, 2008).

Através de uma parceria entre o Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas da UFRGS, o Laboratério de Avaliagdo e Sintese de Substancias
Bioativas da UFRJ e o Grupo de Inovagao Terapéutica da UFPe, iniciou-se um
projeto que objetiva o planejamento racional, a sintese e a avaliagao farmacoldgica

de novos derivados candidatos a farmacos antipsicéticos.

Visando aumentar a diversidade estrutural para buscar novos agentes
terapéuticos com maior eficacia e menor incidéncia de efeitos adversos, o Nucleo de
Pesquisa em Inovacdo Terapéutica (GPIT — UFPe) sintetizou 9 derivados N-
benziltiazolidinas (FPT-1, FPT-2, FPT-4, FPY-1, FPY-2, FPY-3, FPY-5, FPY-6, FPW-
1).






2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo geral desse capitulo foi a avaliagdo farmacologica de uma série de
derivados N-benziltiazolidinicos (FPY-1, FPY-2, FPY-3, FPY-5, FPY-6, FPT-1, FPT-
2, FPT-4, FPW-1) planejados e sintetizados pelo Grupo de Inovagéao Terapéutica da
UFPe, buscando novas substancias com potencial utilizagdo para o tratamento da

esquizofrenia.

2.2 Objetivos Especificos
Foram objetivos especificos deste projeto:

- Selecionar os derivados com potencial antipsicético através do modelo de

climbing induzido por apomorfina;

- Avaliar os derivados ativos em modelos animais preditivos de efeitos

extrapiramidais e comprometimento motor: catatonia e rota-rod;

- Avaliar o efeito hipnotico-sedativo dos derivados ativos no modelo de
climbing induzido por apomorfina, através da avaliagdo da atividade locomotora

espontanea e indugao de sono barbiturico;

- Realizar uma avaliagao preliminar da toxicidade aguda dos derivados ativos
no teste de climbing induzido por apomorfina, através da observagcdo de

comportamento e estado fisico geral, bem como ganho de massa corporal;

- Investigar o perfil de ligagao a receptores D,-like, 5-HTa, 5-HT2a, através de

ensaios de radioligagao (binding).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia € um transtorno psiquiatrico cronico e incapacitante, uma
doencga degenerativa de natureza complexa, com manifestagbes multiplas e quadros
variados. Cerca de 1% da populacdo desenvolve esta doenga ao longo da vida,
sendo a incidéncia semelhante em homens e mulheres. E uma das formas mais
importantes de doenga psiquiatrica, uma vez que afeta pessoas jovens. Além disso,
estudos mostram que pacientes esquizofrénicos apresentam uma taxa de
mortalidade duas vezes maior do que a populagao em geral, pela maior prevaléncia
e gravidade das condigdes clinicas (CRISMON E DORSON, 1997; GRAEFF et al.,
1999; RANG et al., 2004; ELKIS et al., 2008).

Essa doenca psiquiatrica com freqliéncia comeca na adolescéncia ou na vida
adulta jovem; podendo seguir um curso de recidivas ou tornar-se crbnica e
progressiva, particularmente nos casos em que o inicio é tardio. A esquizofrenia
cronica é usada para justificar a permanéncia de muitos pacientes em hospitais
psiquiatricos por longo tempo. Nos Estados Unidos, sdo hospitalizados anualmente
87 mil pacientes para o tratamento de esquizofrenia. Essas hospitalizagcdes incluem
um total de aproximadamente 930 dias de hospitalizacdo com um custo total de 806
milhdes (RANG et al., 2004; MARCUS E OLFSON, 2008).

Geralmente, o transtorno tem inicio com um episoédio agudo, caracterizado
por manifestagdes psicéticas positivas (sintomas positivos), como delirios,
alucinagbes, fala e comportamento desorganizados e agitagdo motora (GRAEFF et
al., 1999; STAHL, 2000).

Com a progressdo da doenga tendem a surgir os sintomas negativos
(embotamento afetivo, falta de iniciativa, isolamento social, pensamento
estereotipado, anedonia, entre outros) e cognitivos (falta de atenc&o e concentracéo,
problemas de memoria e aprendizagem, fluéncia verbal comprometida). Neste
estagio, quando nao tratados, os pacientes ficam cada vez mais deteriorados,
podendo desenvolver um quadro de deméncia grave (GRAEFF et al., 1999; TSAI E
COYLE, 2002).
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3.2 Neurobiologia da esquizofrenia
3.2.1 Teorias neuroquimicas
3.2.1.1 Esquizofrenia e as hipéteses dopaminérgica e glutamatérgica

A teoria dopaminérgica foi proposta por Carlsson, ganhador do Prémio Nobel
em 2000, com base na evidéncia farmacoldgica indireta em seres humanos e em
animais de experimentacdo (RANG et al., 2004). A hipotese dopaminérgica classica
da esquizofrenia postula que os sintomas positivos da doenga sejam secundarios a
uma hiperatividade dopaminérgica subcortical ou, mais precisamente, mediados
pelos receptores dopaminérgicos do tipo D, da via dopaminérgica mesolimbica
(LARUELLE et al., 1996; ABI-DARGHAM et al., 1998, 2000; ABI-DARGHAM, 2004;
ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005). Esta hipétese é sustentada pelos fatos de
agonistas dopaminérgicos do tipo D, em uso continuado induzirem sintomas
similares aos positivos esquizofrénicos e de que toda medicagao efetiva como
antipsicotica, necessariamente, bloqueia, em algum grau, esses receptores (ABI-
DARGHAM, 2004; ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005). A hip6tese dopaminérgica
para a esquizofrenia atribui também um prejuizo na atividade da via dopaminérgica
mesocortical (KNABLE E WEINBERGER, 1997; DAVIS et al., 1991), ou, em
especifico, uma hipoatividade do receptor dopaminérgico do tipo D4 no cortex pré-
frontal (ABI-DARGHAM, 2004). Esta hipofungdo dopaminérgica estaria relacionada
com o0s sintomas negativos e cognitivos vistos na doenca (KNABLE E
WEINBERGER, 1997; DAVIS et al., 1991; GOLDMAN-RAKIC et al., 2004), e tem
sido corroborada por estudos em humanos e em animais mostrando que a deplegao
dopaminérgica no cortex pré-frontal causa sintomas semelhantes, bem como pela
verificagcdo de que os receptores dopaminérgicos D4 encontram-se aumentados
nessa regidao de pacientes esquizofrénicos (KNABLE E WEINBERGER, 1997;
DAVIS et al., 1991; ABI-DARGHAM et al., 2002; GOLDMAN-RAKIC et al., 2004).
Assim, acredita-se que um déficit de atividade dopaminérgica cortical e um aumento
de atividade dopaminérgica subcortical coexistam na doenga (ABI-DARGHAM, 2004;
ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005). Esta coexisténcia é explicada pelo fato das
transmissdes dopaminérgica dos sistemas mesocortical € mesolimbico serem
reguladas por circuitos neuronais complexos que incluem sinapses glutamatérgicas
e GABAérgicas, interagindo entre si indiretamente (ABI-DARGHAM, 2004). Tal
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interacao é evidenciada por diversos estudos realizados em animais, mostrando que
manipulagdes que diminuem a atividade dopaminérgica no cortex pré-frontal geram
um aumento na atividade das vias dopaminérgicas subcorticais, tanto a espontanea
quanto aquela induzida por anfetamina ou apomorfina (PYCOCK et al., 1980; DAVIS
et al., 1991). Contudo, diversos trabalhos tém oferecido evidéncias de que uma
disfungdo da transmissdo glutamatérgica envolvendo os receptores NMDA esta
associada a esquizofrenia (BRESSAN E PILOWSKY, 2003; GOFF E COYLE, 2001;
COYLE et al., 2003; ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005).

De fato, é sabido que antagonistas de receptores NMDA, como o fenciclidina
e a cetamina, sdo capazes de induzir tanto os sintomas positivos como os negativos
e cognitivos da doenga em sujeitos higidos, bem como em pacientes esquizofrénicos
(KRYSTAL et al., 1994; LAHTI et al., 1995).

Ainda, ha evidéncias sugerindo que a desregulagdo dopaminérgica
encontrada na esquizofrenia pode ser secundaria a um déficit na funcéo do receptor
glutamatérgico NMDA (JENTSCH E ROTH 1999).

Antagonistas do receptor glutamatérgico NMDA, como fenciclidina, produzem
sintomas psicéticos (alucinagdes, disturbios do pensamento) em seres humanos, e
concentragdes reduzidas de glutamato e de densidades do receptor de glutamato
foram relatadas em cérebros postmortem de esquizofrénicos (RANG et al., 2004).
Novos antipsicoticos agonistas de receptores metabotropicos pré-sinapticos de
glutamato do tipo R2 e R3 (mGIuR2/3) atual modulando diretamente a liberacédo de
glutamato. LY2140023, em ensaio clinico fase Il, foi comparada com Zyprexa®
(olanzapina), demonstrando menor eficacia em reduzir sintomas positivos, mas os
pacientes ndo ganharam peso, ao contrario, perderam em média 0,5 kg, indicando
que agonistas mGIuR podem representar um avango na pesquisa por antipsicoticos
com melhor tolerabilidade. O mecanismo de acdo desses mGIuR ainda nao esta
completamente elucidado. Acredita-se que axdnios de neurbnios dopaminérgicos e
glutamatérgicos convergem para neurdnios espinais medios do estriado. Além disso,
agonistas mGIuR2/3 demonstraram inibir a liberagdo de dopamina, demonstrando
uma interconectividade dessas duas vias de neurotransmissores. Ainda, permanece
possivel que agonistas mGIuR2/3 podem, de fato, ter como alvo a via convencional

de antagonistas dopaminérgicos do tipo D,. Alternativamente, mGIuR2/3 podem
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formar um complexo com receptores 5-HT,a, sugerindo que a ativagdo de mGIuR
podem regular a sinalizagdo serotonérgica (SNYDER E MURPHY, 2008).

Uma desregulacdo dopaminérgica também causa alteragdes na transmissao
glutamatérgica, uma vez que aferéncias glutamatérgicas corticais e projecdes
dopaminérgicas convergem em sinapses envolvendo neurbnios GABAérgicos no
estriado (KOTTER, 1994; CEPEDA E LEVINE, 1998). De uma maneira geral,
mostrou-se que os receptores D4 e D, apresentam papéis antagdnicos em relacéo a
transmissao glutamatérgica, via receptor NMDA, no estriado (CEPEDA E LEVINE,
1998; ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005). A estimulagao dos receptores D; inibe a
transmissao glutamatérgica por receptor NMDA, enquanto que a dos receptores D4 a
favorecem (CEPEDA E LEVINE, 1998; ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005). Assim,
tanto as interagbes glutamato/dopamina quanto as dopamina/glutamato parecem ser

relevantes para a fisiopatologia da doenca.

3.2.1.2 Outras teorias

Outros neurotransmissores que podem ser importantes s&o a serotonina (5-
HT) e a noradrenalina. Muitas substancias antipsicéticas eficazes além de
bloquearem os receptores dopaminérgicos, também atuam como antagonistas do
receptor serotonérgico. A 5-HT tem efeito modulador sobre as vias dopaminérgicas,
de modo que as duas teorias nao sao incompativeis. A afinidade pelos receptores 5-
HT,a € uma caracteristica de muitas das substancias antipsicoticas atipicas, que
produzem menos efeitos extrapiramidais que os compostos seletivos

dopaminérgicos mais antigos (RANG et al., 2004).

3.3 Teorias atuais para a atipicalidade de antipsicoticos

Ainda nao se sabe exatamente qual o mecanismo de agao responsavel pela
diferenca clinica vista entre antipsicéticos tipicos e atipicos; a determinacao de tal
mecanismo teria grande importéncia para o desenvolvimento de novos farmacos
atipicos. Ha na literatura diversas teorias para tentar explicar o mecanismo

responsavel pela atipicalidade. Muitas destas teorias postulam que o perfil atipico é
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secundario a interacbes que estes farmacos exerceriam em outros receptores
dopaminérgicos que ndo o D, (isto €, em D4, D3, D4), ou mesmo da relagdo de
poténcia de bloqueio entre eles (por exemplo, D4/D,, D1/D;) (SEEMAN et al., 1997;
STRANGE, 2001; TAUSCHER et al.,, 2004). Outras teorias afirmam que o perfil
atipico é secundario a agao dos farmacos em receptores ndo dopaminérgicos, em
especial os 5-HT,a serotonérgicos, ou mesmo secundario a relacdo 5-HT,a/D;
(MELTZER et al.,, 2003). Ha também teorias que afirmam que a atipicalidade é
secundaria a bloqueios dopaminérgicos seletivos no SNC, ou seja, alguns farmacos
apresentariam maior propensdo a bloquear zonas limbicas do que estriatais
(PILOWSKY et al., 1997; STRANGE, 2001; BRESSAN et al., 2003). Ha ainda uma
teoria recente que foca exclusivamente no receptor D,, a saber, a hipétese da rapida
dissociagao, a qual propde que farmacos com dissociagao rapida, quando usados
em doses que levam ao bloqueio de receptores D,, modulam o sistema
dopaminérgico de forma a permitir o funcionamento do sistema fisiolodgico, levando
ao efeito antipsicotico atipico, sem precisar invocar atividade em outros receptores
(KAPUR E SEEMAN, 2001).

3.4 Tratamento da esquizofrenia

As primeiras formas de tratamento da esquizofrenia introduzidas na pratica
médica foram o eletrochoque, a lobotomia e o choque insulinico. O tratamento
farmacolégico deste disturbio teve inicio somente na década de 50, com a
descoberta acidental dos efeitos da clorpromazina. Posteriormente a esta, diversos
outros compostos com propriedades farmacologicas semelhantes foram
desenvolvidos, dando origem a classe dos neurolépticos, antipsicoticos tipicos ou,
ainda, antipsicéticos de primeira geragdo. Mais tarde, surgiram os antipsicoticos
atipicos ou de segunda geragao. Os antipsicéticos em geral séo efetivos contra os
sintomas positivos da esquizofrenia; entretanto, os atipicos sdo mais efetivos que os
tipicos no controle de sintomas negativos, além de apresentarem menos efeitos
extrapiramidais. Os antipsicoticos tipicos podem ser dividido em trés principais
classes quimicas: os fenotiazinicos (sendo clorpromazina a principal representante),
os tioxanténicos (clorprotixeno) e as butirofenonas (haloperidol). Os antipsicoticos

atipicos sdo, atualmente, preconizados como tratamento de primeira linha na
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esquizofrenia. Os principais representantes deste grupo sao clozapina, olanzapina,
quetiapina, risperidona e aripiprazol. (GRAEFF et al., 1999; BALDESSARINI E
TARAZI, 2001; ELKIS et al., 2008).

O mecanismo de ac¢ao dos antipsicoticos tipicos € o bloqueio de receptores
de dopamina, mais especificamente os do tipo D,. Apesar do grande numero de
farmacos existentes, ensaios realizados nao indicam maior eficacia de antipsicéticos
tipicos em relagdo aos atipicos. Diferem, contudo, quanto a poténcia,
farmacocinética e perfil de efeitos adversos. Centenas de ensaios clinicos
demonstram que os antipsicoticos tipicos suprimem ou atenuam manifestacoes
psicoticas agudas e reduzem a frequéncia de recidivas. Em consequéncia, reduzem
0 numero e o tempo de hospitalizagdes e viabilizam outras formas de tratamento.
Embora uteis para avaliar os sintomas positivos da esquizofrenia, sdo pouco
eficazes no alivio dos sintomas negativos e cognitivos, além de um percentual de
pacientes responderem pouco ou nada a estes medicamentos (GRAEFF et al.,
1999; BALDESSARINI E TARAZI, 2001; GARDNER et al., 2005).

Os antipsicéticos de primeira geragdo ainda representam uma gama de
importantes efeitos adversos. Os chamados efeitos extrapiramidais estao
diretamente ligados ao bloqueio dos receptores dopaminérgicos na via nigro
estriatal. Os pacientes podem apresentar quadros de distonia muscular, acatisia,
podendo desenvolver Parkinson farmacologico e, com a extensdo do tratamento,
discinesia tardia. O aparecimento destes sintomas € a principal causa de abandono
do tratamento por parte dos pacientes. O bloqueio de receptores dopaminérgicos na
via tuberoinfundibular acarreta num aumento dos niveis séricos de prolactina, com
consequente aumento do tamanho e sensibilidade das glandulas mamarias,
diminuicdo da libido, amenorréia e galactorréia (CRISMON E DORSON, 1997;
GRAEFF et al., 1999; BALDESSARINI E TARAZI, 2001; GARDNER et al., 2005).

A procura de substancias que superassem as limitagcbes dos farmacos
existentes no mercado conduziu ao desenvolvimento dos antipsicéticos atipicos.
Nao existe uma definicdo universal para inclusdo de uma substancia neste grupo de

compostos.
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A conceituacdo mais simples utiliza apenas um critério de inclusdo: produzir o
efeito antipsicético na maioria dos pacientes em doses que ndo causam efeitos
extrapiramidais importantes. Outros atributos que vém sendo descritos incluem uma
maior eficacia em relagdo aos sintomas negativos e a nao alteracdo dos niveis
séricos de prolactina. Os principais representantes deste grupo s&o clozapina,
olanzapina, quetiapina, risperidona e aripiprazol. Todos eles se caracterizam por
apresentar um mecanismo de agao multireceptor, envolvendo a ligagao tanto a
receptores dopaminérgicos (especialmente D;) quanto serotonérgicos (5-HT, e/ou 5-
HT1a) (CRISMON E DORSON, 1997; GRAEFF et al., 1999; BALDESSARINI E
TARAZI, 2001; HIROSE et al., 2004; FARAH, 2005; GARDNER et al., 2005;
YAGCIOGLU, 2007).

A clozapina apresenta melhora tanto de sintomas positivos como negativos e
60% dos pacientes que nao respondem ao tratamento com antipsicéticos tipicos
podem apresentar melhora com o seu uso. Em relagdo ao seu mecanismo de agao,
apresenta seletividade funcional frente aos receptores dopaminérgicos, como uma
maior afinidade pelo subtipo D4, além de efeito bloqueador de receptores
serotonérgicos do tipo 5-HT,. Entretanto, o maior problema com a utilizacdo da
clozapina é o aparecimento eventual de agranulocitose (cerca de 1 a 2% dos
pacientes). Dada a gravidade e a potencial letalidade deste quadro
(aproximadamente 1%), o uso deste farmaco é restrito na pratica clinica a casos
refratarios aos tratamentos convencionais (CRISMON E DORSON, 1997; GRAEFF et
al., 1999; FARAH, 2005; GARDNER et al., 2005; ELKIS E MELTZER, 2007).

Além disso, outros antipsicéticos atipicos também apresentam efeitos
adversos limitantes de sua utilizagao terapéutica. A utilizagdo cronica de olanzapina
e quetiapina esta associada ao aumento de peso e um aumento da propensdo a
inducdo de diabetes tipo |Il. Essas alteragbes metabdlicas aumentam
significativamente o risco de morte por doenga cardiovascular, que ja é a principal
causa de mortalidade dos pacientes com esquizofrenia. Os disturbios metabdlicos
associados aos antipsicoticos atipicos sdo, portanto, um desafio atual para os
psiquiatras no dia-a-dia (ELKIS et al., 2008). Ja o tratamento com risperidona,
ziprazidona e olanzapina pode levar ao desenvolvimento de efeitos extrapiramidais
com o aumento da dose (OWENS, 1996; FARAH, 2005).
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O aripiprazol, um antipsicético que vem sendo chamado de antipsicético de
terceira geracdo, possui um perfil de efeitos adversos caracterizado por menor
ganho de peso, menor sedagdo e auséncia de elevagdo de prolactina quando
comparado a outros antipsicéticos. Atua como agonista parcial de receptores D, e
possui uma afinidade pelo receptor D, 4 a 20 vezes menor do que haloperidol,
clorpromazina ou outros antipsicoticos tipicos. Além disso, apresenta atividade
agonista parcial nos receptores 5SHT1a e antagonismo em receptores 5HTa. A
maioria dos receptores 5HTia no neocodrtex localiza-se em neurbnios piramidais
glutamatérgicos. Esses receptores possuem agao inibitéria, o que reduziria a agao
glutamatérgica excitatéria. Acredita-se que parte do controle dos episddios de mania
no paciente poderiam ser devido a esse controle nas vias de projegao
glutamatérgicas. Entretanto, seu custo elevado exige apoio governamental para que
a populagdo menos favorecida possa utiliza-lo (SOUZA et al., 2004; MAMO et al.,
2007).

Mais recentemente, tém surgido os agonistas de receptores metabotropicos
de glutamato do tipo R2/R3 (mGIuR2/3) que, além de parecerem mais seguros que
os antipsicoticos atipicos atuais, podem apresentar uma melhora em efeitos
cognitivos e melhor tolerabilidade. Esse mecanismo parece tdo promissor que
grandes empresas farmacéuticas, como Eli Lilly, Merck, Johnson & Johnson e Pfizer
estdo competindo na busca de farmacos para tratar esquizofrenia com alvo nesses
receptores (SNYDER E MURPHY, 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Preparacgao dos derivados

A preparagdo em escala de miligramas e multigramas dos compostos 1,2,3-
triazélicos e pirazdlicos funcionalizados com a subunidade N-benziltiazolidina foi
realizada pelo Grupo de Pesquisa em Inovacao Terapéutica (GPIT) da UFPe. A
estrutura geral destes derivados esta apresentada na figura 1. Os métodos de

preparagao e as estruturas moleculares s&o sigilosos.
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Figura 1. Estrutura geral dos derivados N-benziltiazolidinicos, objeto desta proposta.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos CF1, machos, adultos (20 - 30 gq),
provenientes da col6nia da Fundagao Estadual de Producédo e Pesquisa em Saude
(FEPPS-RS) e ratos Wistar, machos, adultos (200 — 250 g) provenientes de
PAULINHA Animais de Laboratorio (ANILAB-SP). Antes dos experimentos, os
animais foram ambientados por um periodo minimo de 72 horas no biotério de
passagem da Faculdade de Farmacia - UFRGS. Os camundongos foram mantidos
em caixas plasticas de 17 x 28 x 13 cm com, no maximo, 8 animais por caixa e 0s
ratos foram mantidos em caixas plasticas de 28 x 42 x 16 cm em grupos de, no
maximo, 5 animais por caixa. Os animais foram mantidos sob ciclo claro/escuro de
12 horas, com temperatura constante (23 + 1 °C), sob sistema de exaustédo e

umidade monitorada. Os animais tiveram livre acesso a agua e alimento (ragao
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certificada Nuvital®). Nos experimentos realizados com administracdo das
substancias teste por via oral, os animais passaram por um periodo de 5 horas de

jejum antes do teste.

4.3 Etica

A manipulagao animal foi realizada segundo os principios éticos relatados por
Goldim (1995) e as normas do Council for International Organizations of Medical
Sciences (CIOMS), Resolugdo 714, de junho de 2002, do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria (CFMV) e a Lei n° 11794 de outubro de 2008. Imediatamente
apos a finalizagdo dos experimentos, camundongos foram submetidos isoladamente
a eutanasia pelo método de deslocamento cervical, enquanto que os ratos foram
sacrificados com guilhotina para retirada das estruturas cerebrais de interesse. As
carcagas foram acondicionadas em embalagem plastica apropriada e armazenadas

em freezer a - 20 °C até o recolhimento (semanal) da Aborgama do Brasil.

Os protocolos experimentais aqui descritos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFRGS (projeto n° 2007975).

4.4 Tratamentos

Os camundongos foram tratados com volume igual a 1mL/100g de massa
corporal pela via oral, nas doses de 5, 15 ou 30 mg/kg e com 1mL/200g de massa
corporal pela via subcutanea. Todos os grupos experimentais foram constituidos de
08 a 12 animais. O tamanho amostral foi calculado utilizando o programa estatistico
Sigma Stat verséo 2.03 (Jandel Scientific Corporation®), considerando um valor de
alfa de 0,05, poder do teste de 0,8 e o teste a ser utilizado em cada experimento.
Como paradmetros para as diferencas entre médias e desvios padrao esperados

foram utilizados as referéncias bibliograficas citadas em cada experimento proposto.

Para utilizagdo nos ensaios biolégicos, FPY-1, FPY-2, FPY-3, FPY-5, FPY-6,
FPT-1, FPT-2, FPT-4, FPW-1 foram suspensos em solucdo salina acrescida de

polissorbato 80 (Tween 80®) 1%. As demais drogas e farmacos foram dissolvidos
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diretamente em solugao salina ou suspensos com auxilio de polissorbato 80 1% e

aparelho de ultra-som, quando necessario.

4.5 Drogas e Farmacos

As substancias FPY-1, FPY-2, FPY-3, FPY-5, FPY-6, FPT-1, FPT-2, FPT-4,
FPW-1 foram sintetizadas e caracterizadas por ressonéncia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN-H1) pelo Grupo de Pesquisa em Inovagao Terapéutica (GPIT —

UFPe). Todas foram mantidas em recipientes fechados, em dessecador.

Outras drogas e farmacos utilizados foram: apomorfina (Aldrich®), haloperidol
(Galena®), clozapina (Leponex®), e pentobarbital sodico (Cristalia®), em grau

farmacéutico.

4.6 Testes comportamentais

4.6.1 Blogueio do comportamento de escalada (climbing) induzido por apomorfina
(COSTALL et al., 1978)

A apomorfina € um agonista dopaminérgico e o bloqueio de seus efeitos
comportamentais € uma resposta observada tanto para antipsicéticos tipicos como

atipicos.

Camundongos foram tratados com a substancia teste, veiculo (1mL/100g,
v.0.), haloperidol (0,5 mg/kg, v.0.) ou clozapina (15 mg/kg, v.0.). Em seguida, foram
colocados individualmente em gaiolas de metal, onde permaneceram durante meia
hora para adaptagao. Transcorrido este periodo, os animais receberam uma injecao
de apomorfina 4 mg/kg s.c. ou veiculo; sendo imediatamente recolocados nas
gaiolas, onde permaneceram por trinta minutos. Neste periodo, os animais foram
observados a cada 5 minutos durante 1 minuto, registrando-se o maior numero de
patas na grade, angulo da escalada, presenca de escalada continua ou intermitente
e presenca ou auséncia de estereotipia. Todos esses parametros contabilizados

geram um indice de climbing, o qual é avaliado para fins estatisticos.
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t=0min t =30 min t =65 min
I I |
| / | I | I I I I I
35 40 45 50 55 60
Tratamento Apomorfina
4mg/kg, s.c. Observacao a cada 5 min por 1 min

Esquema 1. Esquema de tratamento utilizado no experimento de bloqueio do
comportamento de escalada (climbing) induzido por apomorfina em camundongos
com a administragdo de substancias teste por via oral.

4.6.2 Inducéo de catatonia (CARLINI, 1973)

Este teste é utilizado para deteccdo de potencial para indugdo de efeitos

extrapiramidais.

Camundongos foram tratados com a substancia teste, veiculo (1mL/100g,
v.0.), haloperidol (0,5 mg/kg, v.0.) ou clozapina (15 mg/kg, v.0.). Os animais foram
delicadamente posicionados sobre uma barra de madeira elevada 6,5 cm do chéo,
apoiados apenas pelas patas dianteiras, 30, 60 e 90 minutos apds o tratamento. Foi
mensurado o tempo de permanéncia, em segundos, dos animais nesta posigao

incOmoda nos intervalos descritos.

t=0min t =30 min t =60 min t =90 min
| I I I
— __
TN ~
Tratamento Observacgao

Esquema 2. Esquema de tratamento utilizado no experimento de indugdo de
catatonia em camundongos com a administragao de substancias teste por via oral.

4.6.3 Avaliacdo do efeito sobre a coordenagdo motora em aparelho de rota-rod
(LOPEZ-RUBALCAVA et al., 2000)

Camundongos foram habituados ao rota-rod 24 horas antes do teste (Dia 1).

O experimento consistiu de duas exposicbes ao aparelho (5 rpm), denominadas
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selecdo e sessao teste (Dia 2). Na selegao, apenas os animais que apresentaram
tempo de permanéncia de no minimo 90 segundos foram considerados aptos a
continuar no teste. Imediatamente apds esta sessdao, os animais selecionados
receberam o tratamento com a substdncia teste, veiculo (1mL/100g, v.0.),
haloperidol (0,5 mg/kg, v.0.) ou clozapina (15 mg/kg, v.0.) e 60 minutos apds foram
novamente colocados no aparelho (sesséo teste). Os pardmetros avaliados foram

maior tempo de permanéncia, em segundos, € numero de quedas.

t=0 min  t=5 min t=0 min  t=5 min t=65 min t=70 min
| | | | | |
| | | | | |
Habituacao Selecao Teste
— g _
Dial Dia 2

Esquema 3. Esquema de tratamento utilizado no experimento de avaliagdo do efeito
sobre a coordenagao motora de camundongos com a administracdo de substancias
teste por via oral.

4.6.4 Avaliacdo da Atividade Locomotora Espontdnea — Teste de Exposicdo ao
Campo Aberto (Open Field) (WILLIANSON et al., 1996)

Parametros de locomogao sdo comumente avaliados em roedores nas etapas
iniciais da investigacdo de um provavel efeito central de compostos, principalmente
devido a sua simplicidade. A avaliacdo da atividade locomotora é capaz de
demonstrar tanto efeitos depressores quanto estimulantes do sistema nervoso
central, caracterizados por uma diminuicado ou aumento da locomogéo espontanea,

respectivamente, o que pode ser visualizado neste teste.

Camundongos foram tratados com a subtancia teste ou veiculo (1 mL/100g,
v.0.) e, apoés 60 minutos, os animais foram colocados em uma caixa de acrilico
transparente (45 x 30 x 30 cm), com o fundo preto dividido em 24 quadrantes iguais.
Os animais foram ambientados por 5 minutos e, posteriormente, observados por 15
minutos, registrando-se manualmente o numero de cruzamentos entre o0s
quadrantes (crossings), o numero de episédios em que os animais levantaram o

corpo apoiados apenas pelas patas traseiras (rearings) e o numero de
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comportamentos de auto-limpeza (groomings). Todo procedimento foi realizado em

ambiente de penumbra.

t =0 min t=60 min t=65min t =80 min

] ~ ~ J
Ambientacéo Observacio

crossings, rearings, groomings

Esquema 4. Esquema de tratamento utilizado no experimento de avaliagédo da
atividade locomotora espontdnea de camundongos com a administracdo de
substéancias teste por via oral.

4.6.5 Teste de Potenciagdo do Sono Barbittrico (WILLIANSON et al., 1996)

Este teste avalia uma atividade geral sobre o Sistema Nervoso Central.
Camundongos foram tratados com a substéncia teste, veiculo (1mL/100g, v.0.),
haloperidol (0,5 mg/kg, v.0.) ou clozapina (15 mg/kg, v.0.). Decorridos 60 minutos,
uma solucao de pentobarbital sédico (Cristalia®, 40 mg/kg, i.p.) foi administrada a
todos os grupos. Determinou-se, entdo, o tempo de indugéo (laténcia) e duragéo do
sono barbiturico, em minutos, determinados pela perda e retomada do reflexo

postural. Estabeleceu-se 240 minutos como valor maximo de duracéo do sono.

Perda do Retomada do
t=0 min t =60 min reflexo postural  reflexo postural
Laténcia Duracéo

Pentobarbital sédico
40 mg/kg (i.p.)

Esquema 5. Esquema de tratamento utilizado no experimento de potenciagdo do
sono barbiturico de camundongos com a administragao de substancias teste por via
oral.

4.6.6 Observacado de comportamento e estado fisico (LAPA et al., 2003)

A avaliagao preliminar da toxicidade aguda foi feita através da observagao de

comportamento geral. Camundongos foram tratados com a substancia teste (30
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mg/kg, v.0.) ou veiculo (1mL/100g, v.0.) e observados durante 2h sem interrupgoes.
Decorrido esse periodo, os animais foram observados nos tempos 6h e 12h apds a
administracdao dos tratamentos e, diariamente, por um periodo de 14 dias.
Computou-se a frequéncia de mortes e observou-se a ocorréncia de sinais de
toxicidade, tais como: piloeregdo, ptose palpebral, contor¢cdes abdominais,
locomogéo, hipotermia (animais juntos no canto da caixa), tdnus muscular, tremores,
paralisia dos membros posteriores, salivacdo, secre¢cao brénquica, convulsdes.
Também foi realizado um controle de ganho de massa corporal ao longo dos 14

dias.

4.7 Ensaios in vitro

Estes experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia
Bioquimica e Molecular junto ao Departamento de Farmacologia Basica e Clinica do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), sob supervisao do Prof. Dr. Frangois Noél. Este laboratoério € registrado no
CNEN (Comissédo Nacional de Energia Nuclear) como area para uso de
radioisotopos (Processo: 104147/70; Matricula: 12740).

4.7.1 Radioligantes e drogas

Para os ensaios in vitro foram utilizados os seguintes radioligantes: [°H]-YM-
09151-2 (82,7 Ci/mmol), [°H]-8-OH-DPAT (170,2 Ci/mmol) e [*H]-cetanserina (67
Ci/mmol) provenientes da New England Nuclear Life Science Products, EUA.
Tartarato de cetanserina, pargilina hidroclorada, prazosina hidroclorada, serotonina

hidroclorada e (-)-sulpirida foram adquiridos da Sigma, Sdo Paulo, Brasil.

As substancias teste e (-)-sulpirida foram dissolvidas em DMSO, enquanto a
prazosina foi dissolvida em etanol e os sais em agua Mili-Q para fins de obtencéo de
solucao estoque. Diluicbes subsequentes foram preparadas em tampao de
incubacdo. Na concentracao final, DMSO e etanol ndo apresentam efeito sobre os

ensaios de binding.
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4.7.2 Preparagéao do tecido

Ratos foram sacrificados por decapitacdo. O encéfalo foi imediatamente
removido e colocado no gelo para dessecacéo das estruturas de interesse: estriado,
hipocampo e cortex. Em seguida, foram pesados e estocados em nitrogénio liquido
(-70°C). Esse procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Cuidados Animais
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Estriado foi homogeneizado em Potter de Teflon a 4°C a 20 volumes por
grama de tecido de tamp&o Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) contendo MgCl, 8mM e EDTA
5 mM. A suspenséo resultante foi ultracentrifugada (ultracentrifuga Beckman, rotor
SW28, rmax=11,82 cm) a 48000 g,y a 4°C por 20 minutos. O pellet foi ressuspenso
em 20 volumes de tampao e incubado a 37°C por 10 minutos para remogao de
neurotransmissores endoégenos. Essa suspensdo foi esfriada no gelo e
ressuspendida em tampéo, rendendo 1,5 mL/g de tecido e, por fim, estocada no

nitrogénio liquido até seu uso.

Hipocampo e cértex foram homogeneizados em Potter de Teflon a 4°C a 20
volumes (hipocampo) ou 10 volumes (cortex) de tampao Tris-HCI 50 mM (pH 7,4)
por grama de tecido. A suspensao resultante foi centrifugada (centrifuga Hettich,
rotor 1415, rma=10,2 cm) duas vezes a 900 gmax @ 4°C por 10 minutos. Os
sobrenadantes resultantes foram juntados e ultracentrifugados a 48000 g,y por 10
minutos. O pellet foi ressuspenso em tampao e incubado a 37°C por 10 minutos.
Posteriormente, essa suspenséao foi esfriada no gelo e ultracentrifugada duas vezes
(48 000 gay por 10 minutos a 4°C). O pellet final foi ressuspenso em tampao na

proporgao de 1,5 mL/g de tecido e estocado em nitrogénio liquido.

A concentragcdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry et al.

(1951), utilizando-se como padrao albumina de soro bovino.

4.7.3 Ensaio de radioligacéao a receptores D,-like (NIZNIK et al., 1985; TERAI et al.,
1989 ; HAMDI et al., 1992 ; ASSIE et al., 1993)

Para a determinada da ligagado dos compostos aos receptores de dopamina

do tipo D»-like, os homogenatos das estruturas de interesse, corpo estriado (50 ug
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proteina), foram incubados na presenca do radioligante [*H]-YM-09151-2 (0,1 nM) a
37°C, no escuro, por 60 minutos em uma solugdo contendo 120 mM NACI, 5 mM
MgClz, 1,5 mM CaCl,, 1 mM EDTA e Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) em um volume final
de 500 uL. A ligagédo néo especifica foi determinada pela incubagéo na presenga de
30 uM de (-)-sulpirida.

4.7.4 Ensaio de radioligagcdo a receptores 5-HTi1a (HALL et al., 1985; PEROUTKA,
1986; MONGEAU 1992)

Foi determinada a ligacdo dos compostos aos receptores de serotonina 5-
HT1a. Os homogenatos das estruturas de interesse, hipocampo (50 ug de proteina),
foram incubados na presenca do radioligante [*H]-8-OH-DPAT (1 nM) a 37°C por 15
minutos em uma solug¢do contendo 1 mM CaCl,, 1 mM MnCl;, 10 uM de pargilina e
Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) em um volume final de 500 uL. A ligacdo nao especifica foi

determinada pela incubacéo na presencga de 10 uM de serotonina.

4.7.5 Ensaio de radioligacao a receptores 5-HT,a (LEYSEN et al., 1982; NELSON et
al., 1993)

Para a determinada da ligacdo dos compostos aos receptores de serotonina
5-HT2a, 0s homogenatos das estruturas de interesse, cortex total (150 ug proteina),
foram incubados na presenca do radioligante [*H]-cetanserina (1 nM) a 37°C por 15
minutos em uma solugao contendo 100 nM de prazosina e Tris-HCI 50 mM (pH 7,4)
em um volume final de 500 puL. A ligacdo nao especifica foi determinada pela

incubagao na presenca de 1 uM de cetanserina.

ApoOs a incubacédo, as amostras foram rapidamente lavadas em 4 mL de Tris-
HCI 5 mM (3X) e imediatamente filtradas sobre filtros de fibra de vidro (GMF 3,
Filtrak, Germany) previamente umedecidos em tampéao Tris-HCI 5 mM (D.-like) ou
polietilenoimina 0,5% (5-HT+a € 5-HT2a). Os filtros foram, entdo, secos e colocados
em vials individuais contendo liquido de cintilagdo (POPOP (1,4-bis-[2-(5-
feniloxazol)]-benzeno 0,1 g/L e POP (2,5-difeniloxazol) 4,0 g/L em tolueno). A
radioatividade retida nos filtros foi contada em cintildbmetro (Packard Tri-Carb 1600
TR).
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4.8 Anédlise Estatistica

Para a realizacdo das analises estatisticas pertinentes a cada ensaio
farmacologico foi utilizado o software Sigma Stat versdo 2.03 (Jandel Scientific
Corporation ®). Aceitou-se o nivel de significancia p<0,05 (USER’S MANUAL, 1997).
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5. RESULTADOS

5.1 Triagem das substancias candidatas a antipsicoticos: Bloqueio do

comportamento de escalada (climbing) induzido por apomorfina

Dentre as substancias estudadas, FPY-3 (figura 4), FPT-2 (figura 8), e FPT-4
(figura 9) inibiram climbing induzido por apomorfina, demonstrando o potencial
antipsicotico dessas substancias. FPY-1 induziu climbing per se, enquanto as
demais substancias, quando administradas com solugcdo salina 0,9% s.c., nao
alteraram o indice de climbing (figuras 2, 3, 5, 6, 7, 10). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na magnitude do efeito de redugédo do comportamento
de climbing induzido por apomorfina entre as substancias, FPT-2, FPT-4 e FPY-3
(Figura 11).
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Figura 2. Efeito de FPY-1 (30 mg/kg, n=08), no modelo de escalada induzido por
apomorfina. Parametro: indice de climbing. Resultados expressos em média £ erro
padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (Fs 490=22,853; p<0,001). Diferenga
significativa em relagao ao grupo SAL+SAL *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo SAL+APO *p<0,05; #p<0,01; **p<0,001.
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Figura 3. Efeito de FPY-2 (30 mg/kg, n=10), no modelo de escalada induzido por
apomorfina. Parametro: indice de climbing. Resultados expressos em média £ erro
padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (Fs59=15,741; p<0,001). Diferenga
significativa em relagao ao grupo SAL+SAL *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo SAL+APO #p<0,05; #p<0,01; *#p<0,001.
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Figura 4. Efeito de FPY-3 (30 mg/kg, n=10), no modelo de escalada induzido por
apomorfina. Parametro: indice de climbing. Resultados expressos em média £ erro
padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (Fs53=16,190; p<0,001). Diferenga
significativa em relagao ao grupo SAL+SAL *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo SAL+APO #p<0,05; #p<0,01; *#p<0,001.
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Figura 5. Efeito de FPY-5 (30 mg/kg, n=10), no modelo de escalada induzido por
apomorfina. Parametro: indice de climbing. Resultados expressos em média £ erro
padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (Fs59=15,747; p<0,001). Diferenga
significativa em relagao ao grupo SAL+SAL *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo SAL+APO #p<0,05; #p<0,01; #*p<0,001.
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Figura 6. Efeito de FPY-6 (30 mg/kg, n=08), no modelo de escalada induzido por
apomorfina. Parametro: indice de climbing. Resultados expressos em média £ erro
padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (Fs 490=14,575; p<0,001). Diferenga
significativa em relagao ao grupo SAL+SAL *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo SAL+APO #p<0,05; #p<0,01; #*p<0,001.
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Figura 7. Efeito de FPT-1 (30 mg/kg, n=12), no modelo de escalada induzido por
apomorfina. Parametro: indice de climbing. Resultados expressos em média £ erro
padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (Fs61=16,006; p<0,001). Diferenga
significativa em relagao ao grupo SAL+SAL *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo SAL+APO #p<0,05; #p<0,01; *#p<0,001.
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Figura 8. Efeito de FPT-2 (30 mg/kg, n=10), no modelo de escalada induzido por
apomorfina. Parametro: indice de climbing. Resultados expressos em média £ erro
padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (Fs 59=13,260; p<0,001). Diferenga
significativa em relagao ao grupo SAL+SAL *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo SAL+APO #p<0,05; #p<0,01; #*p<0,001.
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Figura 9. Efeito de FPT-4 (30 mg/kg, n=08), no modelo de escalada induzido por
apomorfina. Parametro: indice de climbing. Resultados expressos em média £ erro
padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (Fs 49=11,912; p<0,001). Diferenga
significativa em relagao ao grupo SAL+SAL *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo SAL+APO #p<0,05; #p<0,01; *#p<0,001.
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Figura 10. Efeito de FPW-1 (30 mg/kg, n=10), no modelo de escalada induzido por
apomorfina. Parametro: indice de climbing. Resultados expressos em média £ erro
padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (Fs57=17,105; p<0,001). Diferenga
significativa em relagao ao grupo SAL+SAL *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Diferenca
significativa em relagdo ao grupo SAL+APO #p<0,05; #p<0,01; *#p<0,001.
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Figura 11. Efeito de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 no modelo de escalada induzido por
apomorfina. Parametro: percentual de inibicdo de climbing. Tratamentos: FPT-2
(FPT-2 30 mg/kg, v.o., n=8), FPT-4 (FPT-4 30 mg/kg, v.o., n=10), FPY-3 (FPY-3 30
mg/kg, v.o., n=10). Resultados expressos em média + erro padrdo. ANOVA post hoc
Student-Newman-Keuls (F226=1,374 p=0,272).

5.2 Avaliacédo de disturbios motores
5.2.1 Inducgao de catatonia

Os compostos FPT-2, FPT-4 e FPY-3, quando administrados pela via oral,
nao induziram catatonia nos animais na dose de 30 mg/kg em nenhum dos tempos

avaliados (Figura 12).
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Figura 12. Efeito de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 no teste inducdo de catatonia.
Avaliacao: 30 (T30), 60 (T60) e 90 (T90) minutos apds o tratamento. Tratamentos:
SAL (salina + polissorbato 80 1% 1 mL/100g, v.0. n=10), FPT-2 (FPT-2 30 mg/kg,
v.0., n=10), FPT-4 (FPT-4 30 mg/kg, v.o., n=10), FPY-3 (FPY-3 30 mg/kg, v.o.,
n=10), HAL (haloperidol 0,5 mg/kg, v.o., n=10), CLO (clozapina 15 mg/kg, v.o.,
n=10). Resultados expressos em média + erro padrdo. (*diferenca significativa em
relacdo ao grupo SAL. ANOVA de duas vias com medidas repetidas post hoc
Student-Newman-Keuls: fator tratamento F5479=18.523 p<0,001; fator tempo
F21790=7.687 p<0.001; interagdo tempo x tratamento F19 179=11.309 p<0,001).

5.2.2 Avaliacdo do efeito sobre a coordenag¢do motora em aparelho de rota-rod

Quando administrados pela via oral, nenhum dos compostos avaliados, FPT-
2, FPT-4 e FPY-3, interferiram na coordenagdo motora dos camundongos, o que
pode ser evidenciado pelo fato dessas substancias n&o alterarem de forma
significativa o maior tempo de permanéncia (figura 13A) e o numero de quedas
(figura 13B) dentro do periodo de observacdo de 5 minutos, quando comparadas

aos controles.



58

A 300 -

HTO0 07160
250 +
z
o
© 200 -
@
C
©
£
g
3 150
o *kk
Q.
g *%*
© 100 -
Kl
©
=
50 -
0 1
SAL CLO HAL FPT-2 FPT-4 FPY-3
B 30
*kk
ET0 aT60
25 A
0 20 1 *kk
©
el
Q
=)
o l
S 15
o
@
£
Z
10 4
5 i
L e | e
SAL CLO HAL FPT-2 FPT-4 FPY-3

Figura 13. Efeito de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 no teste de avaliagdo da coordenagao
motora em aparelho de rota-rod. Tratamentos: SAL (salina + polissorbato 80 1% 1
mL/100g, v.o. n=10), FPT-2 (FPT-2 30 mg/kg, v.o., n=8), FPT-4 (FPT-4 30 mg/kg,
v.0., n=10), FPY-3 (FPY-3 30 mg/kg, v.o., n=9), HAL (haloperidol 0,5 mg/kg, v.o.,
n=10), CLO (clozapina 15 mg/kg, v.o., n=10). A) Parametro: maior tempo de
permanéncia. Resultados expressos em média * erro padrdo. (*diferenca
significativa em relacéo ao grupo SAL em T60. ANOVA de duas vias com medidas
repetidas post hoc Student-Newman-Keuls: fator tratamento Fs109=3.000 p=0.019;
fator tempo F1109=20.334 p<0,001; interacdo tempo x tratamento Fs 109=5.374
p<0,001). B) Parametro: numero de quedas. Resultados expressos em média £ erro
padrdo. (*diferenga significativa em relagcdo ao grupo SAL em T60. ANOVA de duas
vias com medidas repetidas post hoc Student-Newman-Keuls: fator tratamento
F5100=6.257 p<0,001; fator tempo F4109=27.512 p<0,001; interacdo tempo x
tratamento F5 109=8.405 p<0,001).
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5.3 Observacao de comportamento e estado fisico

A administragdo unica de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 na dose de 30 mg/kg, nédo
induziu sinais de toxicidade (piloeregédo, ptose palpebral, contor¢des abdominais,
locomogdo, hipotermia, tébnus muscular, tremores, paralisia dos membros
posteriores, salivagao, secregcao bronquica e convulsdes) ao longo de 14 dias de
observagcdo. Esses compostos também nao afetaram o ganho de massa corporal

dos animais (Figura 14).
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Figura 14. Efeito de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 no teste de toxicidade aguda.
Parémetro: controle de ganho de massa corporal. Tratamentos: SAL (salina +
polissorbato 80 1% 1 mL/100g, v.0. n=10), FPT-2 (FPT-2 30 mg/kg, v.0., n=8), FPT-4
(FPT-4 30 mg/kg, v.o., n=10), FPY-3 (FPY-3 30 mg/kg, v.o., n=10). Resultados
expressos em meédia + erro padrao. ANOVA de duas vias com medidas repetidas
post hoc Student-Newman-Keuls: fator tratamento F33,7=0,938 p=0,432; fator dia
F7327=83,989 p<0,001; interagao dia x tratamento F»4327=0,991 p=0,475).
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5.4 Avaliacdo farmacoldgica de FPY-3
5.4.1 Estudo de dose-resposta

FPY-3 inibiu significativamente o comportamento de escalada induzido por
apomorfina nas doses de 15 e 30 mg/kg, v.o.; porém, nao foi capaz de inibir climbing

na dose de 5 mg/kg (Figura 15).
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Figura 15. Efeito de FPY-3+APO no modelo de escalada induzido por apomorfina.
Parémetro: indice de climbing. Tratamentos v.o.: SAL (salina + polissorbato 80 1% 1
mL/100g, n=10), FPY-3 (FPY-3+APO 5, 15 e 30 mg/kg, n=8-10), CLO (clozapina 15
mg/kg, n=8), HAL (haloperidol 0,5 mg/kg, n=10). Tratamentos s.c.: SAL (salina +
vitamina C 1mg/mL), APO (apomorfina 8 mg/kg). Resultados expressos em média +
erro padrdo. ANOVA post hoc Dunnett: Diferenga significativa em relagédo ao grupo
SAL+SAL *p<0,05.

5.4.2 Teste de Potenciacdo do Sono Barbiturico

O composto FPY-3 néao alterou de forma significativa nem a laténcia (figura
16A), nem a duragdo do sono barbiturico (figura 16B), na maior dose efetiva no

climbing (30 mg/kg, v.0.).
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Figura 16. Efeito de FPY-3 no teste de potenciagdo do sono barbiturico.
Tratamentos: SAL (salina + polissorbato 80 1% 1 mL/100g, v.0. n=10), FPY-3 (FPY-
3 30 mg/kg, v.o., n=10), CLO (clozapina 15 mg/kg, v.o. n=10), HAL 0,5 (haloperidol
0,5 mg/kg, v.o., n=10), HAL 4 (haloperidol 4 mg/kg, v.o., n=9). A) Laténcia pra o
sono. Resultados expressos em média + erro padrdo. ANOVA post hoc Student-
Newman-Keuls (F446=1,284 p=0,292). B) Duracdo do sono. Resultados expressos
em meédia = erro padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (F446=9,671
p<0,001).
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5.4.3 Avaliacdo da Atividade Locomotora Espontanea — Teste de Exposicdo ao
Campo Aberto (Open Field)

FPY-3 (30 mg/kg, v.0.) ndo alterou de forma significativa nenhum dos
parametros observados: numero de crossings, rearings e groomings (Figura 17),

assim como o numero de bolos fecais (dados nao apresentados).
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Figura 17. Efeito de FPY-3 no teste de exposi¢ao ao campo aberto em um periodo
de observacdo de 15 minutos. Parametros: numero de crossings, rearings e
groomings. Tratamentos: SAL (salina + polissorbato 80 1% 1 mL/100g, v.0. n=8),
FPY-3 (FPY-3 30 mg/kg, v.o., n=8). Resultados expressos em média + erro padréo.
Teste t-Student.

5.5 Ensaios in vitro

Os percentuais de inibicdo da ligagao aos receptores avaliados podem ser
verificados na tabela 1. Nao foi possivel determinar o valor de Clsy dessas
moléculas, exceto FPT-2 e FPY-3 para o receptor 5-HT,a, uma vez que elas
precipitam na maior concentragdo de screening (10 uM) e seus valores de Clsg

encontram-se acima dessa concentracdo. Assim, podemos observar uma baixa



afinidade dessas substancias pelos receptores avaliados

afinidade pelos mesmos.

Tabela 1: Percentual de inibicdo da ligacdo aos receptores
de screening (10 uM).
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ou mesmo a falta de

na maior concentragao

Substancias Do-like 5-HT1a 5-HT2a
FPY-1 6% 8% 8%
FPY-2 15% 0,2% 13%
FPY-3 10% 3% Ki= 7,284 uM
FPY-5 9% 5% 9%
FPY-6 5% 13% 8%
FPT-1 8% 21% 10%
FPT-2 1% NA Ki= 23,898 uM
FPT-4 12% 16% 1%
FPW-1 5% 28% 0%

NA: ndo avaliado
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6. DISCUSSAO

O objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil farmacologico de nove novos
derivados N-benziltiazolidinicos (FPY-1, FPY-2, FPY-3, FPY-5, FPY-6, FPT-1, FPT-
2, FPT-4, FPW-1) visando um novo composto antipsicético. Primeiramente, todas as
substancias foram avaliadas em um modelo animal preditivo de eficacia no
tratamento de sintomas positivos da esquizofrenia: teste de climbing induzido por
apomorfina. Os compostos ativos foram, entdo, submetidos a dois modelos animais
de comprometimento motor: catatonia e rota-rod. Ainda, foram realizados ensaios de
binding aos receptores envolvidos na neurofisiologia da esquizofrenia. Por fim, a
molécula disponivel em maior quantidade (FPY-3) foi testada em testes usuais para
avaliacdo de efeito hipndtico-sedativo e, também, submetida a um estudo com

diferentes doses, visando a definicdo da menor dose efetiva no modelo de climbing.

O comportamento de climbing esta relacionado com a estimulagdo da
neurotransmissdo dopaminérgica através da ativagdo direta de receptores D4 e D>
(MOORE E AXTON, 1988) ou através da modulagéo da liberagdo de dopamina por
glutamato (STAHL, 2007). Todas as substancias foram avaliadas usando uma dose
unica (30 mg/kg, v.0.), eleita como dose de screening baseada em resultados
anteriores do nosso grupo (NEVES, 2009; NEVES et al., 2008). Apenas FPT-2, FPT-
4 e FPY-3 foram capazes de bloquear o comportamento de climbing, demonstrando
potencial antipsicético. FPY-1 induziu climbing per se, sugerindo que essa
substancia é capaz de ativar a neurotransmissdo dopaminérgica, atividade que
podera ser explorada para o desenvolvimento de candidatos a prototipos de
farmacos para o tratamento de outras doencgas, tais como Parkinson e disfungao

erétil.

O modelo de climbing induzido por apomorfina ndo diferencia antipsicéticos
tipicos de atipicos, ou seja, ambos s&o capazes de antagonizar o comportamento de
climbing (COSTALL et al., 1978). Esse modelo estd baseado na indugé&o por
apomorfina de um estado hiperdopaminérgico no animal. Ainda, € um modelo
classico ligado a agitagcdo motora, um dos sintomas positivos da esquizofrenia, e
consequentemente pode responder também a substancias que induzem prejuizos
motores (COSTALL et al., 1978; WEISS E KILTS, 1998; GEYER E ELLENBROEK,
2003).
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Apesar de nédo ser um modelo comportamental para deteccdo de atividade
antipsicotica, o teste de catatonia é valido para estudar a neurofarmacologia de
funcbes extrapiramidais e como modelo rapido para prever efeitos motores de
farmacos antipsicéticos (SANGBERG et al, 1988; MOORE E GERSHON, 1989;
WEISS E KILTS, 1998). Nesse estudo, FPT-2, FPT-4 e FPY-3, substancias
selecionadas no modelo de climbing, foram avaliadas no teste de catatonia (30

mg/kg, v.0.) e ndo causaram efeitos extrapiramidais.

Esse perfil pode ser comparado aos antipsicéticos de segunda geragéo, os
quais apresentam sintomas extrapiramidais apenas em doses superiores aquelas
que induzem climbing, como risperidona e olanzapina (OWENS, 1996; FARAH,
2005). Consequentemente, FPT-2, FPT-4 e FPY-3 foram selecionados para uma

caracterizagao farmacoldgica adicional.

Para avaliar melhor os efeitos motores dessas substancias, FPT-2, FPT-4 e
FPY-3 foram testados no teste de rota-rod na dose de 30 mg/kg, v.0., € nao
alteraram nenhum dos parametros observados, demonstrando a auséncia de

comprometimento motor dessas substancias, nessa dose.

A avaliagcdo preliminar da toxicidade aguda de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 foi
realizada através da observagcdo do comportamento e estado fisico geral, apds a
administragdo de uma unica dose (30 mg/kg, v.0.), sendo que nenhuma alterag&o foi
registrada, assim como o ganho de massa corporal dos animais n&o foi afetado em

um periodo de observacao de 14 dias.

FPY-3 foi selecionado para a ampliacdo dos estudos por ser a substancia
com maior facilidade de sintese, no momento. A atividade locomotora espontanea foi
avaliada na dose de 30 mg/kg, v.o. Os animais ndo apresentaram nenhuma
alteracdo dos parametros motores e exploratorios observados, como numero de
crossings, rearings e groomings. Diferentes doses dessa substancia (5, 15 e 30
mg/kg, v.o.) foram testadas no modelo de climbing induzido por apomorfina. A dose
minima efetiva foi 15 mg/kg. A determinacdo do efeito maximo e/ou da dose que
determina 50% do efeito maximo (DEsp) depende de estudos a serem realizados
com uma faixa mais ampla de doses. Os mesmos nao foram realizados no ambito

dessa Dissertacao pela restricado da quantidade de substancia disponivel.
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Além de comprometimento motor, sedacdo € também um efeito adverso
induzido por farmacos antipsicéticos. Todos os antipsicéticos de primeira geragao
induzem efeitos sedativos em pacientes (BALDESSARINI E TARAZI, 2001). Além
disso, um estudo de meta-andlise comparando diferentes tratamentos para
esquizofrenia, concluiu que clozapina, quetiapina e zotepina sdo mais sedativos que
haloperidol, enquanto aripiprazol foi significativamente menos sedativo (LEUCHT et
al., 2009). FPY-3 (30 mg/kg, v.0.) ndo afetou nem a laténcia, nem o tempo de sono
barbiturico, indicando que, nessa dose, essa substdncia ndao possui um efeito

hipnotico ou depressor central importante.

Os resultados obtidos nos ensaios de radioligagdo demonstraram que, com
excecado de FPT-2 e FPY-3, essas substancias ndo apresentam afinidade pelos
receptores dopaminérgicos e serotonérgicos estudados ou, ainda, possuem uma
afinidade tdo baixa que ndo pode ser quantificada, devido ao fato das substancias
precipitarem na maior concentracdo de screening (10 pM). FPT-2 e FPY-3
apresentaram afinidade moderada pelo receptor 5-HT,a, sugerindo potencial
atividade antidepressiva, uma vez que antagonistas de receptores 5-HT,a podem
produzir efeitos antidepressivos (STEFANSKI E GOLDBERG, 1997) e alguns
antipsicoticos, como a olanzapina, sao capazes de diminuir sintomas depressivos

em pacientes esquizofrénicos (TOLLEFSON, et al., 1998).

Algumas explicagdes para a falta de afinidade in vitro dessas substancias
pelos receptores dopaminérgicos e serotonérgicos, ao mesmo tempo em que se
mostram efetivas contra sintomas positivos da esquizofrenia in vivo, podem ser

levantadas.

Uma primeira explicagao relaciona-se ao alvo bioldgico. Essas substancias
poderiam estar atuando via neurotransmissao glutamatérgica, uma vez que estudos
indicam uma interagdo dos sistemas neurotransmissores dopaminérgico e
glutamatérgico. Antagonistas NMDA sdo capazes de modular a atividade
dopaminérgica via receptores NMDA e inibir o comportamento de climbing induzido
por apomorfina, sugerindo que a neurotransmissao glutamatérgica pode modular a
funcdo dopaminérgica em nivel pés-sinaptico (KIM et al., 1996; JANG E LEE, 2001).
O mesmo nédo € verificado com antagonistas de receptores AMPA (VANOVER,

1998). Ainda, a administracdo sistémica de antagonistas n&do competitivos NMDA
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como a fenciclidina ou a cetamina induz sintomas positivos e negativos bem como
prejuizos cognitivos em individuos saudaveis e exacerbam os mesmos sintomas em
pacientes esquizofrénicos (BAKSHI E GEYER, 1997; JENTSCH E ROTH, 1999;
TSAI E COYLE, 2002). Além disso, farmacos antipsicéticos com alvo em receptores
metabotrdpicos glutamatérgicos estdo sendo desenvolvidos e podem representar
uma oportunidade para uma nova classe de medicamentos, assim como um avango
no entendimento de bases moleculares das desordens psiquiatricas (SNYDER E
MURPHY, 2008).

Outra explicacdo possivel relaciona-se as caracteristicas estruturais das
moléculas. A afinidade e a especificidade da ligagdo micromolécula-sitio receptor
sao determinadas por interagdes intermoleculares, as quais compreendem forgas
eletrostaticas, de dispersdo, hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio e ligagdes
covalentes. No pH fisioldégico, os aminoacidos presentes nos biorreceptores se
encontram ionizados, podendo interagir com farmacos que apresentem grupos
carregados negativa ou positivamente, respectivamente. As propriedades fisico-
quimicas de determinados grupamentos funcionais sdo de fundamental importancia
na fase farmacodindmica e farmacocinética da acdo dos farmacos, etapa de
reconhecimento molecular, uma vez que a afinidade de um farmaco pelo seu
biorreceptor € dependente do somatoério das forgas de interagdo dos grupamentos
farmacoforicos com sitios complementares de biomacromoléculas (BARREIRO E
FRAGA, 2008).

Antipsicéticos, como a clozapina (1), possuem um anel piperazinico com um
atomo de nitrogénio (N-metila) conferindo basicidade a molécula. A ionizag&o deste
nitrogénio parece ser crucial para o reconhecimento da ligacdo aos receptores
dopaminérgicos e serotonérgicos, sugerindo ser ele o grupamento farmacoférico da
molécula (PHILLIPS et al., 1995; LIEGEOIS et al., 2002). As benziltiazolidildinonas
estudadas nessa Dissertagdo possuem os elétrons do nitrogénio envolvidos na
ligacdo amidica, diminuindo assim, sua basicidade. Collins e colaboradores (1999)
demonstraram que uma diminuicdo na basicidade do heterociclo na troca de uma
piperazina por uma piperidina reduziu a afinidade pelos receptores dopaminérgicos

e, também, por canais ibnicos.
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(1)

Agonistas dopaminérgicos, para se ligarem ao receptor, precisam de um
grupamento hidroxila os quais formam pontes com o hidrogénio do residuo de serina
presente no receptor D, de acordo com o modelo tetraédrico. Entretanto, a
fenciclidina (PCP) ndo possui esse grupamento e se liga ao receptor com alta
afinidade (Ki = 4 nM), possivelmente através da interagcdo do grupamento fenil
hidrofébico da PCP com os aminoacidos hidrofébicos do receptor D,. Porém, a
fenciclidina meta hidroxilada tem sua poténcia de ligagéo ao receptor D, aumentada
em duas vezes quando comparada a PCP, o que fortalece a importancia do modelo
tetraédrico de encaixe ao receptor D, (SEEMAN, 2009). As substancias
benziltiazolidildinonas estudadas ndo apresentam grupamento hidroxila, o que

poderia ser uma das explicacdes pela falta de afinidade aos receptores D..

Outra hipotese seria a de que os efeitos de FPT-2, FPT-4 e FPY-3
observados in vivo poderiam estar ligados a presenga de metabdlitos, como pode
ser verificado para os metabdlitos de alguns antipsicéticos, como clozapina. Um
estudo que comparou os efeitos de clozapina com seu principal metabdlito, N-
desmetilclozapina (NDMC), verificou uma complexa interagdo entre clozapina e
NDMC no sitio de interagao dos receptores, principalmente receptores D, e D3, onde
NDMC atua como um agonista parcial e clozapina como um agonista inverso
(LAMEH et al., 2007; MENDONZA E LINDENMAYER, 2009). Outro estudo que
comparou a interacdo dos farmacos fluvoxamina e clozapina in vivo e in vitro
demonstrou que a avaliacdo in vitro nem sempre reflete as alteragdes reais que
ocorrem in vivo com o farmaco. Nem sempre estudos in vitro conseguem prever
consequéncias clinicas observadas em pacientes nem alteragdes nas concentragcoes

plasmaticas do farmaco ou de seus metabdlitos (CHANG et al., 1999).
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Os resultados discutidos até entdo caracterizam FPT-2, FPT-4 e FPY-3 como
compostos promissores como antipsicoticos com uma farmacologia pré-clinica
preditiva de efeitos no alivio de sintomas positivos da esquizofrenia, sem a indug¢ao
de efeitos extrapiramidais. Entretanto, os resultados in vitro pouco explicam os
resultados obtidos in vivo. E possivel que essas substancias atuem via um
mecanismo distinto dos antipsicéticos de primeira e segunda geragao, que parecem
agir primariamente sobre a neurotransmissdo monoaminérgica. Assim, a modulagéo
de outros alvos moleculares (receptores, enzimas, canais idnicos) ou sistemas

neurotransmissores (glutamatérgico, por exemplo) ndo pode ser descartada.



7. CONCLUSOES
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7. CONCLUSOES

Os resultados apresentados demonstram que entre os compostos testados,
os derivados N-benziltiazolidinicos triazélicos, FPT-2 e FPT-4, e pirazélicos, FPY-3,
sdo ativos no modelo de climbing induzido por apomorfina em doses que
apresentam uma baixa tendéncia para causar catatonia e comprometimento motor.
Dessa forma, essas substancias mostraram-se promissoras para inclusdo em
estratégias de desenvolvimento de farmacos efetivos no tratamento de sintomas
positivos da esquizofrenia. Além disso, podem ser uma perspectiva de farmacos
antipsicoticos com alvo bioldgico distinto do sistema monoaminérgico, uma vez que
nao apresentaram uma alta afinidade pelos receptores D,-like, 5-HT1a € 5-HT2oa.
Ainda, os derivados FPY-1 e FPY-3 apresentaram propriedades farmacologicas que
os caracterizam como substancias promissoras para o estudo direcionado a outros
empregos terapéuticos, como tratamento de Parkinson e disfungao erétil ou

depressao, respectivamente.
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ABSTRACT

Considering that more effective and safer drugs to treat schizophrenia are still
needed a series of functionalized N-phenylpiperazine derivatives (LASSBio-1412,
LASSBio-1413, LASSBio-1414, LASSBio-1415 and LASSBio-1422) was planned
through molecular hybridization between clozapine and L-741. The aim of this study
was to search for derivatives with potential antipsychotic activity through
apomorphine-induced climbing test and binding receptor assays as well as to
evaluate their potential extrapyramidal side-effects and neurotoxicity by catatonia and
rota-rod tests. Binding assays for D,-like, 5-HT1ao and 5-HT,a receptors were
performed in synaptosomes from different brain regions of the rat using [°H]-YM-
09151-2, [°H]-8-OH-DPAT and [*H]-ketanserin, respectively. Binding assays for aia
and a4g receptors were performed in rabbit and rat liver, respectively, using [*H]-
prazosin. LASSBio-1412 and LASSBIio-1413 bind with a moderate affinity (Ki < 10
MM and Ki < 1 uM, respectively) to D,-like and 5-HTa receptors just as clozapine, but
not 5-HT,a receptors. LASSBio-1412 (1, 5, 15 mg/kg, p.o.), LASSBio-1413 (15, 30
mg/kg p.o.) and LASSBIio-1422 (5, 15 mg/kg, p.o.) inhibited apomorphine-induced
climbing without inducing catatonic behavior or general motor impairment. None of
the compounds altered barbiturate sleeping time, and only LASSBio-1412 enhanced
latency indicating that they do not have an important central depressant or hypnotic
effect. In conclusion, these results indicate that the functionalized N-phenylpiperazine
derivatives LASSBIio-1412 and LASSBIio-1413 are promising molecules for
antipsychotics development, once they were active in an animal model of
schizophrenia positive symptoms, and did not induce motor side effects. Also, they

presented a multi-receptor profile characteristic of many atypical antipsychotics.



91

Keywords: N-phenylpiperazine derivatives, LASSBio-1412, LASSBi0o-1413,

schizophrenia, antipsychotics.



92

1. INTRODUCTION

Antipsychotics remain the current standard of care for mental disorders
including schizophrenia (~1% prevalence), and generate over 16 billion dollars
worldwide in annual sales. However, a large trial known as CATIE, sponsored by the
US National Institutes of Health, found that 74% of patients discontinue the use of
therapy within 18 months due to either poor tolerability or incomplete efficacy,
indicating a need for novel therapies (Lieberman, 2005).

While the initial breakthrough with the discovery of chlorpromazine was a huge
step forward, subsequent advances have been small, despite the introduction of
many new antipsychotics (McEvoy 2009). The first generation of antipsychotics,
termed conventional or “typical” antipsychotics, such as haloperidol, inhibit dopamine
D, receptors and are effective in treating positive symptoms of schizophrenia, but
may cause extrapyramidal movement disorders (EPS). Second generation or
“atypical” antipsychotics, such as olanzapine, clozapine and risperidone, inhibit D,
receptors in conjunction with other receptors, notably 5-HT,a receptors (Snyder and
Murphy, 2008). Although the superior tolerability of the second generation
antipsychotics with regard to EPS is beyond doubt, new detrimental side-effects,
such as metabolic complications, including weight gain, hyperglycemia and
hyperlipidemia, have been associated with them (Newcomer, 2007).

Different pharmacological concepts have been proposed to account for the
atypicality of an antipsychotic drug. These include a high ratio of serotonin receptor
5-HT,a/dopamine receptor D, antagonism (Meltzer et al., 1989a), a high ratio of
noradrenaline receptor/D, receptor antagonism (Wadenberg et al., 2007), preferential
mesolimbic binding (Pillowsky et al., 1997) and fast dissociation of the antipsychotic

from the D, receptor (Kapur and Seeman, 2001).
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Previous study from our group described the synthesis of a new N-
phenylpiperazine derivative, LASSBIio-579 (1-[1-(4-chlorophenyl)-1H-4-
pyrazolylmethyl]-4-phenylhexahydropyperazine) (Figure 1), designed by molecular
hybridization between the prototypes clozapine and L-741 (Menegatti et al., 2003). In
vitro assays indicated that LASSBio-579 acts as agonist at pre-synaptic dopamine
D,-like receptors (Menegatti et al., 2003) and binds to D,-like and 5-HTa receptors
with moderate affinity (Neves et al., 2009). In vivo studies have shown that LASSBio-
579 acts on dopaminergic and serotonergic neurotransmission, inhibits apomorphine-
induced climbing behavior and is devoid of cataleptogenic effects in mice (Neves et
al., 2009). However it produces some impairment of motor coordination and has a
limited oral bioavailability (0.6%) as well as low brain penetration (ratio between brain
and plasma concentration = 6.3%) (Conrado et al., 2008). Other groups have
demonstrated that this molecular scaffold also presents affinity for D4 receptors
(Lober et al., 2006; Tallman et al., 1997).

[Figure 1 near here]

In the present study five LASSBio-579 analogs (LASSBio-1412, LASSBio-
1413, LASSBio-1414, LASSBio-1415 and LASSBio-1422) were evaluated in vitro
and in vivo aiming to find new functionalized N-phenylpiperazine derivatives with

potential antipsychotic activity.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Chemistry

LASSBio-1412 (4-(4-((5-chloro-3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazol-4-
yl)methyl)piperazin-1-yl)phenol), LASSBio-1413  (1-((3,5-dimethyl-1-phenyl-1H-
pyrazol-4-yl)methyl)-4-phenylpiperazine), @ LASSBio-1414  (4-(4-((3,5-dimethyl-1-
phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methyl)piperazin-1-yl)phenol), LASSBio-1415 (1-((5-chloro-3-
methyl-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methyl)-4-phenylpiperazine) and LASSBio-1422 (1-
((5-chloro-3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methyl)-4-(4-fluorophenyl)piperazine)
were synthesized and purified following a protocol adapted from Kim and coworkers
(1985). Instead of performing a reaction with anhydrous methanol under nitrogen
atmosphere we used a reductive amination with NaCNBH3; and ZnCl, (Figure 2). The
compounds were identified by '"H RMN and "*C RMN.

[Figure 2 near here]

2.2 In vitro assays
2.2.1 Radioligands

[*H]-YM-09151-2 (82.5 Ci/mmol), [°H]-8-OH-DPAT (170.2 Ci/mmol), [*H]-
ketanserin (67 Ci/mmol) and [*H]-prazosin (74 Ci/mmol) were purchased from New
England Nuclear Life Science Products, USA. Ketanserin tartrate, pargilyne, prazosin
hydrochloride, serotonin creatinine sulphate and (-)-sulpiride were purchased from
Sigma, S&o Paulo, Brazil.

The test substances and (-)-sulpiride were dissolved in DMSO whereas
prazosin was dissolved in ethanol to obtain stock solutions. Subsequent dilutions
were prepared in incubation buffer. At the final concentration used, DMSO and

ethanol had no effect in our assays.
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2.2.2. Tissue preparation

Adult male Wistar rats (200 - 300 g) were killed by decapitation. The brains
were immediately removed on ice and hippocampus, striatum and cortex were
dissected, weighed and stored in liquid nitrogen until use. This procedure was
approved by the Institutional Ethical Committee for Animal Care from Federal
University of Rio de Janeiro.

Striatum were homogenized in a Potter apparatus with a motor-driven Teflon
pestle at 4°C in 20 volumes per gram of tissue of ice-cold Tris-HCI 50 mM buffer (pH
7.4) containing MgCl, 8 mM and EDTA 5 mM. The resulting suspension was
ultracentrifuged at 48 000 ga, at 4°C for 20 min. The pellet was resuspended in 20
volumes of buffer and incubated at 37°C during 10 min for endogenous
neurotransmitters removal. This suspension was cooled on ice and ultracentrifuged
twice at 48 000 g,, for 20 min at 4°C. The final pellet was resuspended in buffer
yielding a proportion of 1.5 mL/g tissue and stored in liquid nitrogen until use.

Hippocampus and cortex were homogenized in a Potter apparatus with a
motor-driven Teflon pestle at 4°C in 20 volumes (hippocampus) or 10 volumes
(cortex) of ice-cold Tris-HCI 50 mM (pH 7.4) buffer per gram of tissue. The resulting
suspension was centrifuged twice at 900 gmax at 4°C for 10 min. The resulting
supernatants were combined and ultracentrifuged at 48 000 g,y for 10 min. The pellet
was resuspended in buffer and incubated at 37°C during 10 min for endogenous
neurotransmitters removal. This suspension was cooled on ice and ultracentrifuged
twice at 48 000 g, for 10 min at 4°C. The final pellet was resuspended in buffer
yielding a proportion of 1.5 mL/g tissue and stored in liquid nitrogen until use.

Rabbit liver (asa binding assay) and rats livers (asg binding assay) were

homogenized in 10 or 40 volumes of buffer (Tris HCI 50 nM, NaCl 100 mM, EDTA 2
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mM, pH 7.4) with a polytron (setting 8, 15 s x 6). The homogenates were filtered
through 4 layers of gauze, subjected to centrifugation at 10.000 g for 10 minutes, and
the supernatant further centrifuged at 80.000 g for 40 minutes at 4°C. The pellets
were resuspended in the same volume of assay buffer (Tris HCI 50 mM, EDTA 1
mM, pH 7.4) and centrifuged at 80.000 g for 40 minutes at 4°C. All procedures were
conducted at 4°C and ice cold buffers were used. The final pellet was resuspended in
assay buffer and used for the binding assay.

The protein concentration was determined by the method of Lowry and

coworkers (1951) using bovine serum albumin as standard.

2.2.3. Binding assays

For the binding to D,-like receptors, striatal membranes (50 ug protein) and
0.1 nM [’H]-YM-09151-2 were incubated at 37°C for 60 min in a solution containing
120 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM MgCl,, 1.5 mM CaCl,, 1 mM EDTA and Tris-HCI 50
mM (pH 7.4) in a final volume of 500 uL. For 5-HTa receptors, hippocampal
membranes (50 ug protein) and 1 nM [°H]-8-OH-DPAT were incubated at 37°C for 15
min in a solution containing 1 mM CaCl,, 1 mM MnCl,, 10 uM pargyline and Tris-HCI
50 mM (pH 7.4), in a final volume of 500 uL. For 5-HT,a receptors, cortical
membranes (150 ug protein) and 1 nM [°H]-ketanserin were incubated at 37°C for 15
min in a solution containing 100 nM prazosin and Tris-HCI 50 mM (pH 7.4), in a final
volume of 500 L.

After incubation, samples were rapidly diluted with 3 x 4 mL of cold 5 mM Tris-
HCI buffer and immediately filtered under vacuum on glass fibre filters (GMF 3,
Filtrak, Germany) previously soaked in 0.5% polyethyleneimine. Filters were then

dried and immersed in a scintillation mixture (POPOP (1,4-bis-[2-(5-phenyloxazolyl)]-
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benzene) 0.1 g/L and POP (2,5-diphenyloxazole) 4.0 g/L in toluene). The
radioactivity retained in the filters was counted with a Packard Tri-Carb 1600 TR
liquid scintillation analyzer. The assays were conducted to a maximum concentration
of 30 uM or 10 uM according to the solubility of the compounds.

For the binding to a1a and a4g receptors, the membranes were incubated with
0.1 nM [3H]-prazosin for 45 minutes at 30°C. Incubation volume was 1 mL in all
experiments. Reactions were terminated by rapid filtration as described above. The
filters were then washed 4 times with 4 mL of ice-cold 50 mM Tris HCI buffer (pH 7.4)
and dried, and the filter-bound radioactivity determined.

The non-specific binding was defined as binding in the presence of 30 uM (-)-
sulpiride (Do-like), 10 yM serotonin (5-HT1a), 1 PM ketanserin (5-HT24) or 1 yM
prazosin (a4). All these assays were conducted in triplicate.

The Ky used for [°H]-YM-09151-2 binding to the D.-like receptors was 0.036
nM (Richtand et al., 2007). The Ky and Bmax values obtained in a saturation
experiment with the 5-HTa receptors were 0.80 + 0.22 nM and 166 + 16 fmol/mg
protein, respectively. With the 5-HT,a receptors, the values obtained were 1.77 +
0.67 nM and 348 £ 51 fmol/mg protein, respectively. The Ky used for [*H]-prazosin
binding to a4a receptors was 0.987 nM (Ohmura and Muramatsu, 1995). For the a4z
receptors, the K4 and Bmnax values obtained in a saturation experiment were 1.49 +

0.41 nM and 544 * 144 fmol/mg protein, respectively.
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2.3 Behavioral Experiments
2.3.1 Animals

Adult male CF1 mice (25 — 35 g) and Wistar rats (200 — 300 g) from Fundacéao
Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS-RS) breeding colony were
used. Animals were housed in plastic cages in groups of eight mice (17 x 28 x 13 cm)
or five rats (42 x 28 x 16 cm) with free access to food (Nuvital®) and water. Mice
were kept at constant room temperature (22 + 2 °C) and humidity (60%), under a 12
h light-dark cycle (lights off at 7:00 pm) and were adapted to local conditions for at
least 72 h before the experiments. All experimental protocols were approved by
CONEP - Brazil (National Commission of Research Ethics — Protocol 2007975) and
performed according to guidelines of The National Research Ethical Committee
(published by National Heath Council — MS, 1998) and Brazilian law (Brasil, 2008),
which are in compliance with the International Guiding Principles for Biomedical

Research Involving Animals (CIOMS, 1985).

2.3.2 Drugs and treatments

Apomorphine hydrochloride hemihydrate (SIGMA, S&o Paulo, Brazil),
clozapine (NOVARTIS, S&do Paulo, Brazil), haloperidol (GALENA, S&o Paulo, SP,
Brazil) and sodium pentobarbital (CRISTALIA, Séo Paulo, SP, Brazil) were used as
reference drugs.

LASSBio-1412, LASSBio-1413 LASSBio-1414, LASSBio-1415 and LASSBio-
1422 and haloperidol were suspended in saline with addition of 1% (v/v) polissorbate
80. Sodium pentobarbital were directly dissolved in saline. Apomorphine was
dissolved in saline with addition of 0.1% ascorbic acid and clozapine in saline with

addition of 0.1% acetic acid 0.1 M. Vehicle groups received 1% (v/v) polissorbate 80
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in saline. The drugs were administered by intraperitoneal and oral routes (10 mL/kg
body weight) or subcutaneously (5 mL/kg body weight). All doses are expressed as

free base.

2.3.3 Apomorphine-induced climbing

This test was used as a screening for antipsychotic activity, so that only the
substances able to block the climbing behavior induced by apomorphine were
selected to determine their ability to induce extrapyramidal effects and to investigate
their gross neurotoxicity.

Mice were treated with one of the test substances or vehicle (first treatment)
and immediately put in cages (29 x 23 x 19 cm) with the floor, walls and top
consisting of metal bars (2 mm diameter). Animals were allowed to freely explore the
cages for 30 min. After that they were treated with apomorphine 4 mg/kg or vehicle
s.c. (second treatment). The climbing behavior score was evaluated as described by
Park and coworkers (2005): normal behavior (0 point), increased activity and sniffing
(1 point), occasional climbing to sides of cage with forepaws (2 points), intermittent
clinging to sides of top of cage with all four paws (3 points) and uninterrupted
climbing with all four paws (4 points). Climbing behavior was scored at 5, 10, 15, 20,
25 and 30 min after second treatment administration. The climbing index is
calculated as the sum of all scores obtained by the same animal at each time

interval.
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2.3.4 Catalepsy test
Mice were gently placed by forepaws on a wood bar elevated 6.5 cm from the
floor. The time spent by the animals in this position (up to 3 min) was measured 30,

60 and 90 minutes after treatment.

2.3.5 Locomotor activity

Locomotor activity was monitored in an area made of acrylic (transparent walls
and black floor, 30 x 30 x 45 cm) divided into 24 squares of equal area. Mice were
treated with the test substances and sixty minutes later positioned at the apparatus
center. After a five-minutes habituation period, mice were observed during 15
minutes. The following parameters were recorded: number of squares crossings,

rearings and groomings.

2.3.6 Rota-rod test

The apparatus consisted of a cylinder of 3 cm of diameter rotating at 5 rpm.
One day before test the animals were trained once during five minutes. On the test
day the mice that were able to stay 90 seconds balanced on the rotating rod were
selected for testing. Mice performance was measured before and 60 minutes after
drug administration. The integrity of motor coordination was assessed on the basis of

the longest time of permanence and the number of falls in a 5 min period.

2.3.7 Barbiturate sleeping time
Sixty minutes after gavage with the test compounds, all groups received
pentobarbital sodium (40 mg/kg i.p.). Sleep latency and sleeping time (time elapsed

between the lost and voluntary recovery of the righting reflex) were recorded. We
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assumed a 240 minutes cut-off for sleeping time, i.e., sleeping time over 240 min was

counted as 240 min.

2.3.8 Gross behavior observation

Mice were treated with a single dose of LASSBio-1412, LASSBio-1413 and
LASSBIio-1422 (15 mg/kg) by oral route and observed for 2 h with no interruption.
After that, animals were observed 6 and 12 h after treating and everyday for 14 days.
Death occurrence and toxicity signs such as piloerection, palpebral ptoses,
abdominal contortions, locomotion, hypothermia, muscular tonus, shacking, posterior
paws paralisation, salivation, bronchial secretion and convulsions were considered.

The body weight was also registered during the 14 days.

2.4 Statistical Analysis

In the binding assays, the median inhibitory concentrations (ICsy) were
estimated using a computerized non-linear regression analysis of the untransformed
data (Prism 4.0, GraphPad Software Inc.), assuming a single population of binding
sites. The K; values were calculated using the Cheng and Prusoff equation: K; =
ICs0/(1 + [radioligand]/Ky). The Ky values used were obtained from saturation
experiments performed in our tissue preparations for [°H]-8-OH-DPAT, [°H]-
ketanserin and [°H]-prazosin (see details above) or from the literature for [°H]-YM-
09151-2 (Kg4 = 0.036 nM) (Richtand et al., 2007).

Catalepsy, rota-rod and gross behavior results were analyzed by two-way
repeated-measures analysis of variance (ANOVA), with treatment as the first factor
and time interval or session (second factor) as the repeated-measure. The remaining
experimental data (climbing, open field and barbiturate sleeping time), were

subjected to a one-way ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post-hoc test.
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The analyses were performed using Sigma Stat 2.03 software (Jandel Scientific

Corporation). Differences were considered statistically significant at P<0.05.

3. RESULTS
3.1 Binding assays

The K; values (Table 1) indicate that LASSBio-1412 and LASSBio-1413 have a
moderate affinity for D,-like and 5-HTa receptors, like clozapine. On the other hand,
they have a much lower affinity than clozapine for the 5-HT,a receptors but a
selectivity profile very similar to aripiprazole (see the ratios D2/5-HT1a, D2/5-HT2a and
5-HT1a/5-HT2a). Table 1 also indicates that LASSBio-1412 and LASSBio-1413 have a
similar moderate affinity for the a1a and a4 receptors. LASSBio-1415 and LASSBio-
1422 show only a low affinity (Ki > 10 uM) for these receptors.

[Table 1 near here]

3.2 Behavioral experiments
3.2.1 Apomorphine-induced climbing: screening assay

LASSBio-1412, LASSBi0-1413 and LASSBio-1422 (15 mg/kg p.o.)
significantly diminished the climbing behavior induced by apomorphine (4 mg/kg s.c.)
(Figure 3: A, B, E), an effect that is not observed with LASSBio-1414 and LASSBio-
1415 at the same dose (Figure 3: C, D). In fact these two compounds induced a
climbing behavior per se. As a comparison, note that haloperidol (0.5 mg/kg p.o.) and
clozapine (15 mg/kg p.o.) fully abolished the effect of apomorphine. Only the three
active compounds in this screening test were selected to further studies.

[Figure 3 near here]
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3.2.2 Catalepsy test

LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBIio-1422 did not induce any
cataleptic behavior when tested at the same dose (15 mg/kg p.o.) used in the
climbing test (Figure 4). As expected, haloperidol (0.5 mg/kg p.o.) caused a
significant increase in the time spent by mice at the imposed uncomfortable position.
The compounds dose chosen to test was the same used for screening through
apomorphine-induced climbing.

[Figure 4 near here]

3.2.3 Effect of different doses in the apomorphine-induced climbing test

Different doses were tested in order to find the minimal effective dose of the
compounds previously shown to be active in this test (Figure 3). As shown in figure 5,
the minimal effective doses were 1 mg/kg, 15 mg/kg and 5 mg/kg, for LASSBio-1412,
LASSBIio-1413 and LASSBIio-1422, respectively.

[Figure 5 near here]

3.2.4 Locomotor activity

The doses used for this test were chosen according to the higher dose tested
in the apomorphine-induced climbing test. As shown in figure 6, LASSBio-1412 (15
mg/kg p.o.), LASSBio-1413 (30 mg/kg, p.o.) and LASSBio-1422 (15 mg/kg, p.o.) did
not alter the locomotor activity neither the exploratory behavior. The compounds
dose was chosen according to the maximum tested effective dose in the
apomorphine-induced climbing test.

[Figure 6 near here]
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3.2.5 Rota-rod test

Mice treated with LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBio-1422 (15
mg/kg p.o.) did not present any alteration in permanence time when compared to
vehicle-treated animals and to their own performance before the treatment (Figure
7A). The same occurred when considering the number of falls (Figure 7B). As
expected, haloperidol (0.5 mg/kg p.o.) and clozapine (15 mg/kg p.o.) decreased the
longest time of permanence and increased the number of falls. The compounds dose
chosen to test was the same used for screening through apomorphine-induced
climbing test.

[Figure 7 near here]

3.2.6 Barbiturate sleeping time

LASSBIio-1412 (15 mg/kg p.o.), LASSBio-1413 (30 mg/kg, p.o.) and LASSBio-
1422 (15 mg/kg, p.o.) treatment did modify the pentobarbital sodium (40 mg/kg i.p.)
sleeping time (Figure 8) differently from haloperidol (4 mg/kg p.o.) and clozapine (15
mg/kg, p.o.) that caused a two-fold increase in mice sleeping time. All tested
substances apparently enhanced the latency to sleep, but this effect was only
statistically significant for LASSBio-1422. The compounds dose was chosen
according to the maximum tested effective dose in the apomorphine-induced
climbing test.

[Figure 8 near here]
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3.2.7 Gross behavior
Mice treated with LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBio-1422
(15 mg/kg, p.o.) did not show any toxicity sign, neither altered weight gain (Figure 9).

[Figure 9 near here]

4. DISCUSSION

In this work we have evaluated five new N-phenylpiperazine derivatives
(LASSBIio-1412, LASSBio-1413, LASSBio-1414, LASSBio-1415 and LASSBio-1422)
designed as hybrids of clozapine and L-741, aiming a new antipsychotic lead
compound. Firstly, all of them were evaluated in an animal model predictive of
efficacy for treating positive symptoms of schizophrenia, the mice apomorphine-
induced climbing. The active compounds were then submitted to rodent models
predictive of motor impairments (catatonia and rota-rod test) and binding assays to
some receptors accepted as antipsychotics targets. Afterward, the selected
compounds were further evaluated for their sedative properties and dose-response
relationship.

The climbing behavior is classically related to stimulation of the dopaminergic
neurotransmission by means of direct activation of D4 and D, receptors (Moore and
Axton, 1988) or to glutamatergic modulation of dopamine release (Stahl, 2007).
Initially all compounds were tested using a single dose (15 mg/kg p.o.) (Figure 3)
which was elected as a screening dose for potential antipsychotic activity based on
previous results of our group (Neves et al., 2009, 2008). LASSBio-1414 and
LASSBIio-1415 induced climbing per se. As LASSBio-1412, LASSBio-1413 and
LASSBIio-1422 were able to inhibit the climbing behavior, different doses (0.5 — 30

mg/kg) were further tested in order to predict a dose-effect relationship. The minimal
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effective doses of LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBio-1422 were 1 mg/kg,
15 mg/kg and 5 mg/kg, respectively, suggesting that LASSBio-1412 is the compound
with highest potency in vivo (Figure 5).

The apomorphine-induced climbing is an animal model classically linked to
motor agitation so that it can be altered by substances that induce motor deficits
(Costall et al., 1978; Geyer and Ellenbroek, 2003; Weiss and Kilts, 1998).
Furthermore, it does not discriminate typical from atypical antipsychotic drugs
(Costall et al., 1978). For these reasons, we tested our compounds for their potential
motor side effects by using catalepsy and rota-rod tests. Despite having virtually no
strength as an animal behavioral model for antipsychotics, the catalepsy test is
valuable for studying the neuropharmacology of extrapyramidal function and as a
rapid behavioral screening for predicting motor side effects of potential antipsychotic
drugs (Moore and Gershon, 1989; Sangberg et al, 1988; Weiss and Kilts, 1998).
LASSBIio-1412, LASSBIio-1413 and LASSBio-1422 did not provoke catalepsy
behavior (Figure 4) or motor coordination impairment (Figure 7) at the climbing
screening effective dose. This profile could fit in with second generation
antipsychotics that induce extrapyramidal effects (EPS) only at high doses, such as
risperidone and olanzapine (Farah, 2005; Owens, 1996). Additionally the acute
treatment with LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBio-1422 at 15 mg/kg p.o.
did not cause any signs of acute toxicity pointing to the putative safety of these
compounds (Figure 9).

In order to expand the evaluation of potential motor side effects, we assessed
the influence of LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBio-1422 on spontaneous
locomotor activity. All the three compounds did not affect any observed parameters

(number of crossings, rearings and groomings) (Figure 6) demonstrating that they do
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not alter animals’ exploratory behavior neither cause motor impairment at their
maximal effective tested doses. This result demonstrates that these compounds
could represent an advance in relation to LASSBio-579 which induced motor
impairment at climbing effective doses.

Beyond that, sedation is also an important side effect induced by current
antipsychotic drugs since all first generation drugs produce a sedative effect in
patients (Baldessarini and Tarazi, 2001). In addition a meta-analysis comparing
different schizophrenia treatments concluded that clozapine, quetiapine and zotepine
are more sedating than haloperidol whereas aripiprazole was significantly less
sedating (Leucht et al., 2009). When evaluated in the barbiturate sleeping time test,
LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBIio-1422 did not present sedative or
hypnotic effect at their maximal climbing effective tested doses (Figure 8).

The binding assays showed that three of our compounds (LASSBio-1412,
LASSBIio-1413 and LASSBio-1414) have a moderate affinity for the D,-like and 5-
HT1a receptors. In particular, LASSBio-1413 presents an affinity similar to clozapine
(Ki < 1 puM) for the Do-like and 5-HT1a receptors, but not for the 5-HT,a receptors (Ki
100-fold higher than clozapine) (Table 1). This binding pattern is also comparable to
LASSBIio-579 (Neves et al., 2009).

Conventional and atypical antipsychotics are dopamine D, antagonists or
inverse agonists. They block postsynaptic receptors and normalize the hyperactivity
theoretically arising from excessive dopamine at the synapse, resulting in a reduction
in positive psychotic symptoms (Kim et al., 2009). Antipsychotics with both D, and 5-
HT,a antagonist properties have the ability to not only decrease dopamine activity by
blocking D, receptors, but also increase dopamine release by blocking 5-HT,a since

serotoninergic neurons that innervate dopaminergic neurons modulate dopamine
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release via somatodendritic and axodendritic 5-HT,a receptors on dopamine neurons.
Thus, antagonism of 5-HT,a receptors can stimulate dopamine release in certain
brain areas, including the prefrontal cortex and the striatum. Although such effect
could be responsible for the atypicality of certain antipsychotics with therapeutic
actions not only on positive symptoms but also on negative, cognitive, and affective
symptoms, with a significant reduction in the incidence of EPS and
hyperprolactinemia (Kim et al., 2009), this is probably not applicable to our
compounds due to the low (instead of high) ratio of the Ki values for D, and 5-HTa
receptors. On the other hand, the dual effect of LASSBio-1413 on D, and 5-HT1a
receptors could explain its apparent atypical profile in vivo since some new
antipsychotic drugs are weak D, antagonists or partial D, receptor agonists and 5-
HT1a receptor partial agonists (Meltzer et al., 1989b; Stockmeier et al., 1993). Indeed,
the regulatory effect of 5-HTa receptors on dopamine release can be thought as the
converse of the influence exerted by 5-HT:a receptors, whereas 5-HT,x agonism acts
as a dopamine brake and 5-HT 14 agonism acts as a dopamine accelerator. Activation
of 5-HT1a autoreceptors disinhibits dopamine release; in the striatum this action
diminishes hypodopaminergia resulting from D, blockade and theoretically reduces
the risk of EPS, whereas in the pituitary the same action potentially lowers the risk of
hyperprolactinemia; in the prefrontal cortex, it could potentially improve negative,
cognitive, and affective symptoms. Thus, 5-HT1a agonism has similar effects as 5-
HT,a antagonism.

When considering the ratio affinities (D2/5-HT1a, D2/5-HT2a, 5-HT1a/5-HT2a),
the selectivity profile of LASSBio-1412 and LASSBio-1413 are very similar to that
presented by aripiprazole in our experimental conditions (Table 1) as well as those

described elsewhere (Newman-Tancredi et al., 2005; Shapiro et al., 2003). Mixed
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affinities at 5-HT4a and D, receptors have been reported to be indicative of
antipsychotic activity with an atypical profile (Taverne et al., 1998).

Besides serotoninergic and dopaminergic receptors, LASSBio-1412 and
LASSBIi0-1413 bound to asa and a4g receptors. Cahir and King (2005) demonstrated
that atypical (sertindole, risperidone, clozapine, quetiapine and olanzapine) and
typical (thioridazine, chlorpromazine, primozine, trifluoperazine and haloperidol)
antipsychotics bound to both aia and aig subtypes with relatively high affinity
although within a wide affinity range for each subtype. By comparing aa and asg
receptors affinity values with reported D, affinities, the antipsychotics can be divided
into three categories, those with higher asa and a4g receptor affinity than D, affinity
(quetiapine, sertindole, clozapine, thioridizine and chlorpromazine), those with
equivalent affinity (risperidone, olanzapine and pimozide) and those which are
predominantly D, antagonists (haloperidol and trifluoperazine) (Richelson and
Nelson, 1984). Based on these, we can conclude that LASSBio-1412 and LASSBio-
1413 have a profile similar to the clozapine group.

The in vitro monoaminergic receptor binding profiles of LASSBio-1412 and
LASSBIio-1413 could, at least partially, underlie their effectiveness in reducing
apomorphine-induced climbing behavior (Moore and Axton, 1988). On the other
hand, LASSBio-1422 could act through another neurotransmission system, such as
the glutamatergic since studies demonstrated that NMDA receptor antagonist
blocked climbing behavior induced by the direct dopamine receptor agonist,
apomorphine, suggesting that NMDA type glutamatergic neurotransmission may
modulate dopaminergic function at the postsynaptic level (Jang and Lee, 2001; Kim

et al., 1996).
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In conclusion, the results discussed so far characterize the new functionalized
N-phenylpiperazine derivatives LASSBio-1412 and LASSBio-1413 as antipsychotic
lead compounds active in animal models of positive symptoms of schizophrenia, with
no propensity for inducing motor side effects, and with a multireceptor profile
characteristic of some atypical antipsychotics. The investigation of other
neurochemical targets such as D4 receptor and glutamate neurotransmission as well
as the effects of these compounds in animal models of cognitive and negative
symptoms of schizophrenia should further substantiate the usefulness of this

molecular scaffold in the search for new antipsychotic drugs.
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Table 1. Affinities of LASSBio-1412, LASSBio-1413, LASSBio-1414, LASSBio-1415 and LASSBio-1422 for Do-like, 5-HT1a, 5-HT2a,

a1a and a4 receptors. Clozapine and aripiprazole were used as reference drugs.

Ki (UM)
Ratio
Ratio Ratio
Compound 5- Ratio Ratio
D2-Iike 5-HT1A 5-HT2A 1A a1B D2/5- D2/5-
HT1a/5- a1/ aig Q4p/ Aqa
HT4a HToa
HToa
LASSBio-1412
6.01 5.91 17.3 2.28 1.80 1.02 0.348 0.343 1.27 0.789
LASSBio-1413
0.617 0.422 16.4 0.784 0.804 1.46 0.038 0.026 0.975 1.03
No
LASSBio-1414 - -
2.75 7.60 19.2 0.908 affinity 0.362 0.144 0.396
LASSBio-1415
>7.94 >13.3 >19.2 > 27.2 6.84 >0.596 >0.414 >0.696 >3.98 >0.251
LASSBi0-1422
>7.94 >13.3 >19.2 >27.2 5.90 >0.596 >0.414 >0.696 >4 .61 >0.217
Clozapine 0.114 0.378 0.014 0.029% 0.012% 0.301 8.10 26.9 2.42% 0.414*
Aripiprazole 0.001 0.001 0.007 0.026* 0.035* 1.49 0.132 0.089 0.743* 1.35*

Ki values obtained from literature’ “Cahir and King, 2005; *Shapiro et al., 2003.
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Figure legends

Figure 1. Structure of LASSBio-579.

Figure 2. LASSBio-579 derivatives synthesis route. (1) 5-chloro-3-methyl-1-phenyl-
1H-pyrazole-4-carbaldehyde or 3,5-dimethyl-1-phenyl-1H-pyrazole-4-carbaldehyde.

(2) 4-(piperazin-1-yl)phenol or 1-p-tolylpiperazine or 1-(4-fluorophenyl)piperazine.

Figure 3. Apomorphine-induced climbing behavior. Clozapine (CLO 15 mg/kg p.o.)
and haloperidol (HAL 0.5 mg/kg p.o.) were used as reference drugs. Data are
expressed as mean + S.E.M. (n= 8-10). ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls.
Different from vehicle+vehicle (Veh+Veh) group in post-hoc test *P<0.05 **P<0.01
***P<0.001; different from vehicle+tapomorphine (Veh+APQO) group in post-hoc test
*P<0.05 *P<0.01 "P<0.001. (A) Effect of LASSBio-1412 (15 mg/kg p.o.),
Fs549=10.574, P<0.001. (B) Effect of LASSBio-1413 (15 mg/kg p.o.), F557=20.423,
P<0.001. (C) Effect of LASSBio-1414 (15 mg/kg p.o.), F557=16.608, P<0.001. (D)
Effect of LASSBio-1415 (15 mg/kg p.o.), Fs55=13.825, P<0.001. (E) Effect of

LASSBIo-1422 (15 mg/kg p.0.), Fss7=14.439, P<0.001.

Figure 4. Effect of LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBio-1422 (15 mg/kg
p.o.) in catalepsy test (n=10). Clozapine (15 mg/kg p.o) and haloperidol (0.5 mg/kg
p.o) were used as reference drugs. Data are expressed as mean + S.E.M. Two-way
repeated measures ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (treatment factor
F5179=20.614 P<0.001; time factor F; 179=6.146 P=0.003; treatment x time interaction
F10.179=12.096 P<0.001): different from vehicle group at the same time of measure in

post-hoc test, *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001.
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Figure 5. Apomorphine-induced climbing test. Data are expressed as mean + S.E.M.
(n=8-10). ANOVA post-hoc Dunnett. Different from vehicle+vehicle group in post-hoc
test *P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001. (A) Effect of different doses of LASSBio-1412
(0.5, 1, 5, 15 mg/kg, p.o.), F774=14.171, P<0.001. (B) Effect of different doses of
LASSBIio-1413 (5, 15, 30 mg/kg, p.o.), Fss7=14.121, P<0.001. (C) Effect of different

doses of LASSBio-1422 (1, 5, 15 mg/kg, p.o.), Fss7=12.745, P<0.001.

Figure 6. Effect of LASSBio-1412 (15 mg/kg, p.o.), LASSBio-1413 (30 mg/kg, p.o.)
and LASSBIio-1422 (15 mg/kg, p.o.) on locomotor activity of mice (n=10). Parameters
evaluated: number of crossings (F339=0.430, P=0.733), rearings (F339=1.491,
P=0.233) and groomings (F339=2.147, P=0.111). Data are expressed as mean %

S.E.M. ANOVA.

Figure 7. Effect of LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBio-1422 in the rota-rod
test (n=8-10). Clozapine (15 mg/kg p.o.) and haloperidol (0.5 mg/kg p.o.) were used
as reference drugs. (A) Maximum permanence time. Data are expressed as mean *
S.E.M. Two-way repeated measures ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls
(treatment factor F5107=8.217 P<0.001; time factor F1107=12.443 P<0.001; treatment
x time interaction F5 197=7.594 P<0.001). (B) Number of falls. Data are expressed as
mean = S.E.M. Two-way repeated measures ANOVA post hoc Student-Newman-
Keuls (treatment factor Fs407=8.192 P<0.001; time factor F4407=22.131 P<0.001;
treatment x time interaction F5107=8.529 P<0.001). Different from first measure

(basal) at the same treatment group at post-hoc test P<0.05 "P<0.01 ~ P<0.001.
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Figure 8. Effect of LASSBio-1412 (15 mg/kg, p.o.), LASSBio-1413 (30 mg/kg, p.o.)
and LASSBio-1422 (15 mg/kg, p.o.) on barbiturate sleeping time. Clozapine (15
mg/kg p.o.) and haloperidol (0.5 and 4 mg/kg p.o.) were used as reference drugs.
Data are expressed as mean + S.E.M. ANOVA post-hoc Student-Newman-Keuls
(n=8-10). Parameters observed: (A) latency (Fs65=4.013 P=0.002). (B) sleeping time

(Fe,65=7.541 P<0.001).

Figure 9. Effect of LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBio-1422 on gross
behavior observation (n=10). Data are expressed as mean + S.E.M. Two-way
repeated measures ANOVA post hoc Student-Newman-Keuls (treatment factor
F33190=0.649 P=0.589; day factor F7319=85.197 P<0.001; treatment x day interaction

F21,31g=2.050 P=0.005).
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CONSIDERACOES FINAIS

No ambito dessa Dissertacao, foi investigado o potencial antipsicético de uma
série de derivados N-fenilpiperazinicos, os quais foram planejados a partir de

LASSBIio-579 e N-benziltiazolidinicos, buscando aumentar a diversidade estrutural.

Primeiramente, a funcionalizagdo dos analogos de LASSBio-579, prototipo
para o desenvolvimento de novos antipsicéticos, resultou em compostos muitos
semelhantes do ponto de vista farmacodinamico; porém, LASSBio-1412 mostrou-se
mais potente in vivo (menor dose-efetiva no comportamento de climbing: 1 mg/kg,
v.0.) e com incidéncia de efeitos motores nao significativa. Assim, podemos inferir

que a otimizacao farmacolégica de LASSBIio-579 atingiu seu objetivo.

O estudo dos derivados N-benziltiazolidinicos sugere que os compostos
testados, os derivados triazélicos, FPT-2 e FPT-4, e pirazdlicos, FPY-3, sdo ativos
no modelo de climbing induzido por apomorfina em doses que apresentam uma
baixa tendéncia para causar catatonia e comprometimento motor. Dessa forma,
essas substancias mostraram-se promissoras para inclusdo em estratégias de
desenvolvimento de farmacos efetivos no tratamento de sintomas positivos da
esquizofrenia. Além disso, esses compostos parecem ser uma perspectiva de
farmacos antipsicéticos com alvo biolégico distinto do sistema monoaminérgico, uma
vez que ndo apresentaram uma alta afinidade pelos receptores dopaminérgicos e
serotonérgicos estudados. Ainda, os derivados FPY-1 e FPY-3 apresentaram
propriedades farmacoldgicas que os caracterizam como substancias promissoras
para o estudo direcionado a outros empregos terapéuticos, como tratamento de

Parkinson e disfuncao erétil ou depressao, respectivamente.

Portanto, a partir dos resultados discutidos nessa Dissertagdo, sugere-se que
essas substancias possam trazer sugestdes de modificagdes moleculares,
objetivando o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da

esquizofrenia.
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PERSPECTIVAS

Aprofundar a avaliacdo do potencial antipsicotico de FPT-2, FPT-4, FPY-3,
LASSBio-1412, LASSBIio-1413 e LASSBI0-1422 utilizando modelos animais
preditivos de acdo sobre os diferentes sintomas da esquizofrenia (positivos,
negativos e cognitivos): climbing induzido por apomorfina; hiperlocomogao induzida

por antagonistas NMDA; interag&o social e inibigcdo de pré-pulso.

Avaliar o potencial das substancias ativas nos modelos de esquizofrenia para
inducdo de efeitos adversos motores e depressores do Sistema Nervoso Central:

atividade motora espontanea e tempo de sono barbiturico.

Investigar o mecanismo de acdo das substancias mais promissoras nos
modelos animais em ensaios in vitro: ensaios de binding a receptores NMDA;
microdialise cerebral para medida das concentracdes intersticiais de dopamina,
serotonina e glutamato; avaliagdo do efeito sobre a fungao astroglial, através do
estudo de captagcdo de glutamato, producdo da proteina S100B e analise de

viabilidade e morfologia astrocitaria em culturas de células astrogliais C6.
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	Mice were treated with a single dose of LASSBio-1412, LASSBio-1413 and LASSBio-1422 (15 mg/kg) by oral route and observed for 2 h with no interruption. After that, animals were observed 6 and 12 h after treating and everyday for 14 days. Death occurrence and toxicity signs such as piloerection, palpebral ptoses, abdominal contortions, locomotion, hypothermia, muscular tonus, shacking, posterior paws paralisation, salivation, bronchial secretion and convulsions were considered. The body weight was also registered during the 14 days. 

	Figure 1. Structure of LASSBio-579. 
	 
	Figure 2. LASSBio-579 derivatives synthesis route. (1) 5-chloro-3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazole-4-carbaldehyde or 3,5-dimethyl-1-phenyl-1H-pyrazole-4-carbaldehyde. (2) 4-(piperazin-1-yl)phenol or 1-p-tolylpiperazine or 1-(4-fluorophenyl)piperazine. 
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