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RESUMO

Busca de novas entidades quimicas para o desenvoiento de novos farmacos
antipsicéticos: avaliacdo pré-clinica de derivadobl-fenilpiperazinico, N-

benziltiazolidinico e imidazolidinico

A esquizofrenia € uma doenca que acomete cerc&odgalpopulacdo mundial. Existem
mais de vinte farmacos antipsicoticos disponiveisnercado, entretanto, pelo menos um
terco dos pacientes é refratério ao tratamentoesgahtinuam a terapia devido a baixa
tolerabilidade ou eficacia incompleta desses meukcaos. No ambito desta Tese de
Doutorado, inserida em um Programa de Desenvoltionde Novos Farmacos, novas
moléculas com padrées moleculares distintos (LASSBR2, derivado N-
fenilpiperazinico; FPY-3, derivado N-benziltiazolidinico; PT-31, derivado
imidazolidinico) foram estudadas, visando a destabede novos agentes
terapeuticamente Uteis no tratamento da esquiZafriéasas moléculas foram avaliadas
em modelos animais preditivos de sintomas positilaesquizofrenia (escalada induzida
por apomorfina e hiperlocomocao induzida por cetaimodelo que avalia o estado
pré-atencional (inibicio de sobressalto por prégul modelo de memoria
(reconhecimento de objeto novo), e modelos animgue avaliam sintomas
extrapiramidais, efeitos motores e sedacéo (casttoromocao, rota-rod e tempo de
sono barbitdrico). LASSBIio-1422, um antagonistarelgeptores do tipo Pmostrou-se
eficaz em modelos animais preditivos de sintoma#ipos da esquizofrenia, sem causar
prejuizo motor nem sedacdo. Além disso, prevemitefuizo pré-atencional induzido por
apomorfina, (£)-DOI e cetamina. Ainda, ndo comprtaueas memoarias de curta e longa
duracdo, além de proteger a ultima contra o prejiiduzido pela cetamina. FPY-3
também foi efetivo nos modelos animais preditivos sintomas positivos da
esquizofrenia, sem causar efeitos extrapiramidaigtores e sedacdo. A maior
contribuicdo dessa molécula foi a auséncia de ittade apos 14 dias de tratamento,
sugerindo uma melhora no metabolismo lipidico, aoenor incidéncia de sindrome
metabdlica, um dos principais efeitos adversos etpursda geracdo de antipsicoticos.
FPY-3 também protegeu neurdnios primarios cerebelaontra a toxicidade induzida

pelo glutamato. PT-31, por sua vez, possui um padrélecular inédito, nunca antes



estudado para atividade antipsicotica. PT-31, uoniatp a,-adrenérgico, mostrou-se
eficaz no tratamento de sintomas positivos e, pahmente, cognitivos, que ainda
representam um dos principais desafios no tratamgatesquizofrenia. Ainda mostrou
um efeito neuroprotetor em cultura primaria de aeios. Por fim, sugerimos e
LASSBI0-1422, FPY-3 e PT-31 possam representar ¢ca@é promissoras para inclusdo
em estratégias de desenvolvimento de novos farmgmra o0 tratamento da

esquizofrenia.

Palavras-chave:esquizofrenia, antipsicoticos, derivaNeenilpiperazinico, derivadbl-
beziltiazolidinico, derivado imidazolidinico, ingdio de sobressalto por pré-pulso,
reconhecimento de objeto novo, ensaios de radgdigaexcitotoxicidade, sindrome
metabdlica



ABSTRACT

Searching for new chemical entities for the develapent of new antipsychotic drugs:
preclinical evaluation of N-phenylpiperazine,N-benziltiazolidine and imidazolidine

derivatives

Schizophrenia is a disease that affects around fl¥aeoworld population. There are
more than twenty antipsychotic drugs availablerenrharket, however, at least one third
of patients are refractory to the treatment or ahsiouing therapy due to the poor
tolerability or incomplete efficacy of these drugs.the present Thesis, inserted into a
New Drugs Development Program, new molecules wistidt molecular patterns
(LASSBIio-1422,N-phenylpiperazine derivative; FPY-8I-benziltiazolidine derivative;
PT-31, imidazolidine derivative) were studied, aigito discover new agents
therapeutically useful in the treatment of schizepra.These molecules were evaluated
in animal models predictive of schizophrenia pasitsymptoms (apomorphine-induced
climbing and ketamine-induced hyperlocomotion), aodel that evaluates the
preattentional process (prepulse inhibition), a mgmmodel (novel object recognition
task), and models that assess extrapyramidal synsptsedation and motor effects
(catalepsy, locomotion, rota-rod and barbituraeeging time). LASSBIio-1422, a,D
antagonist, was effective in animal models predictf schizophrenia positive symptoms
without inducing motor impairment or sedation. Rerimore, it prevented the
preattentional injury induced by apomorphine, (¥#MDand ketamine. Still, it did not
compromised short neither long-term memories, aratepted the latter against the
deficit induced by ketamine. FPY-3 was also efiextin animal models predictive of
schizophrenia positive symptoms without inducingraxyramidal symptoms, motor
impairment and sedation. The major contributiotheg molecule was the lack of toxicity
after 14 days of treatment, suggesting an improwennethe lipid metabolism and lower
incidence of metabolic syndrome, a major adverdecefof the second generation
antipsychotics. FPY-3 also protected cerebellunmary cells against the toxicity
induced by glutamate. PT-31, in turn, has a distmolecular pattern, never before
studied for the antipsychotic activity. PT-31, @n-adrenoceptor agonist, was effective
in treating positive symptoms, and especially i@ating cognitive symptoms, which

remains a major challenge in the treatment of sgiheenia. It still showed a



Xii

neuroprotective effect in primary cell culturesndly, we suggest that LASSBi0-1422,
FPY-3 and PT-31 may represent promising molecuesniclusion in strategies for 2

o

development of new drugs for treating schizophrenia

Keywords: schizophrenia, antipsychotics, N-phenylpiperazine derivative, N-
benziltiazolidine derivative, imidazolidine derinat, prepulse inhibition, novel object

recognition task, binding assays, excitotoxicitgtaibolic syndrome.
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APRESENTACAO

A presente tese foi desenvolvida em parceria enfPeograma de Pos-Graduacéao
em Ciéncias Farmacéuticas (UFRGS), o Programa sl&sPaduacdo em Farmacologia e
Quimica Medicinal (UFRJ) e o Nucleo de Pesquisalmmnacdo Terapéutica (UFPE),
iniciada no ambito do Programa Nacional de Coo@erafcadémica - PROCAD -
CAPES (projeto n°® 0092/05-1), e é apoiada pelo INIETFarmacos e Medicamentos -
INCT-INOFAR - CNPg. Representa a continuidade degrande projeto, iniciado em
1999 que contempla o planejamento, a sintese ealea@do farmacoldgica de novas
substancias protoétipo candidatas a farmacos newreakEste projeto teve como marco o
desenho estrutural de uma nova familia de derivatienilpiperazinicos, propostos
como ligantes de receptores dopaminérgicos camdidafarmacos uteis no tratamento

da esquizofrenia (Menegatti, 2001).

Parte deste trabalho foi desenvolvido na FrancalUnaersité de Rouen, no
INSERM Unité 982, no laboratério de Facteurs Newoitiques et Différenciation
Neuronale, e na Faculté de Médecine et Pharmaoidaboratorio Service Commun
d'Analyse Comportementale, através de bolsa CAHEESERPrograma de Doutorado no

Pais com Estagio no Exterior).

A arquitetura molecular dos novos derivaddgenilpiperazinicos foi planejada
pelo Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de Sukd8nBioativas (LASSBIo) através da
técnica de hibridacdo molecular entre o antipsioditipico clozapina, devido ao seu alto
grau de restricdo conformacional e interessanti f@mmacologico (alta afinidade por
receptores ) (Graeff et al.,1999) e o composto L-741, ligante seletivo de rexep
dopaminérgicos Rlike (Kulagowski et al.,1996), de modo a manter os grupamentos
farmacoforicos necessarios para interacdo com oedmptor-alvo, 0S receptores

dopaminérgicos.

O emprego da estratégia de hibridacdo moleculasttatura dos prototipos deu
origem a trés derivados: LASSBIi0-579, LASSBIi0-580A5SBio-581 (Menegatti et al.,
2003). Entre eles, destacou-se LASSBIio0-579, o gpasentou um perfil farmacolégico
pré-clinico, em roedores, compativel com o esgepadia um antipsicoético atipico. Em

setembro de 2003, foi realizado um depésito dedeede patente para esta série de



moléculas no Instituto Nacional da Propriedade $tii (PI0303465-8). Neves e
colaboradores (2003; 2008; 2009) verificaram e €®@mposto age em trés diferentes
sistemas neurotransmissores envolvidos na patofjgio da esquizofrenia: a
neurotransmissao dopaminérgica, serotonérgica tangaiérgica, conforme verificado
em estudos de radioligacdmra receptores Hike, 5-HT;4 € 5-HT,, e estudos de
eletrofisiologia para canais do tipo NMDA. Além shs apresenta acao
antidopaminérgicén vivo,demonstrada em trés modelos animais preditivosideade
antipsicotica (sintomas positivos): inibicdo daeesptipia anfetaminica, bloqueio de
escalada induzida por apomorfina e hipotermia anfatica. Estes efeitos ocorreram em
doses que nao induzem catatonia, um comportamentog aos sintomas
extrapiramidais, indesejavel e decorrente do tratdon com antipsicoticos tipicos.
Também foi demonstrada vivo uma acdo antagonista de receptores 5sldTagonista
de receptores 5-HI. Porém, algumas limitacbes também foram verifisada seu
perfil farmacolégico. LASSBIi0o-579 induziu um pregjai na coordenacdo motora em
roedores e apresentou um perfil farmacocinéticocpcadequado a utilizacéo clinica
(Conrado et al., 2008).

Assim, visando uma otimizacao farmacolégica, asal@aumento da diversidade
estrutural, a equipe do LASSBio — UFRJ sintetizomas analogos orto-substituidos de
LASSBIi0-579: LASSBIi0-1412, LASSBIi0-1413, LASSBio4, LASSBio-1415 e
LASSBI0-1422. Essas moléculas foram avaliadas nbithnda minha Dissertacdo de
Mestrado. LASSBI0-1412, LASSBIi0-1413 e LASSBIio-142%am ativos no modelo de

escalada induzida por apomorfina (15 mg/kg, vem shduzir catatonia.

O Ndcleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica (NGPUFPE), por sua vez,
trocou o nucleo piperazinico dos compostos LASSBioum nucleo tiazolidinico, dando
origem a nove derivadds-benziltiazolidinicos: FPT-1, FPT-2, FPT-4, FPYHRY-2,
FPY-3, FPY-5, FPY-6, FPW-1. Estes compostos tambémam avaliados
farmacologicamente através de estudosvivo e in vitro na minha Dissertacdo de
Mestrado. De todas as substancias avaliadas, ap&i1a2, FPT-4 e FPY-3 inibiram o
comportamento de escalada induzido por apomorénaisduzir catatonia em roedores.
Por fim, o NUPIT sintetizou um derivado imidazofidna, PT-31, cujo padrdo molecular

nunca havia sido avaliado para a atividade antiisi.



Para dar continuidade a busca de um potencialsactipro, trés dessas moléculas,
com padroes moleculares diferentes, foram eleigasndo em consideragdo seus
resultados anteriores: LASSBIi0-1422 e FPY-3 (FiglyaA terceira molécula, PT-31
(Figura 1) foi escolhida por seu padrdo molecuitereinciado das demais, para o qual
foi proposta atividade agonista de receptgr-adrenérgico. O receptons-adrenérgico
tem sido visto como um novo alvo para a atividaugaicotica e neuroprotetora (Ma et
al., 2004; Dong et al., 2008).

Cl

LASSBi0-1422 FPY-3

O Cl

PT-31
Figura 1. Estrutura quimica de LASSBIi0-1422, FPY-3 e PT-31.

Este trabalho sera apresentado na forma de guadiuios. No primeiro capitulo,
serdo abordados os resultados obtidos para LASHEIA-na forma de manuscrito

o

submetido ao periodicbleuropharmacologyNo segundo capitulo, sera apresentado
Relatorio de Invencdo de FPY-3, encaminhado adtutstNacional de Propriedade
Industrial (INPI) para pedido de depdsito de patgRrotocolo BR 10 2013 022402 2,
em 02/09/2013). No terceiro capitulo, abordaremasfeito de FPY-3 sobre culturas
primarias de neurbnios cerebelares. Por fim, natguapitulo, serd abordado o estudo

do efeito de PT-31 em modelos animais de sintomastiyos e cognitivos da



esquizofrenia, e seu efeito em culturas primaraseuronios cerebelares. Esse ultimo
capitulo sera apresentado na forma de manuscsio submetido ao periédiérogress

in Neuro-psychopharmacology and Biological Psyafyisapos solicitacdo de pedido de
depdsito de patente.
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ABSTRACT

Considering that more effective and safer drugseat schizophrenia are still needed, a
new functionalizedN-phenylpiperazine derivative (LASSBio-1422) wasnplad from
our lead compound LASSBIo-579. The aim of this gtuwas to evaluate the potential
antipsychotic activity of LASSBIio-1422 through min®dels predictive of positive and
cognitive symptoms of schizophrenia, and its bigdmofile. LASSBio-1422 (5 and 25
mg/kg p.o.) inhibited the apomorphine-induced climgoas well as the ketamine-induced
hyperlocomotion (0.01; 0.1; 1, 5 mg/kg p.o.) demi@isg promising results in two
animal models predictive of efficacy on positivamgptoms. LASSBI0-1422 (5 mg/kg
p.o.) was also evaluated in two models predictiveognitive symptoms. It was effective
in preventing the prepulse impairment induced bgnagrphine, (x)-DOI and ketamine.
LASSBI0-1422 also demonstrated an important effiedhe ketamine-induced memory
impairment, where it was active in three differemdments of the memory processes:
acquisition, consolidation, retrieval. Potentiatrapyramidal side-effects, neurotoxicity
and sedation were assessed by catatonia, rotdemuinotion and barbiturate sleeping
time. LASSBIi0-1422 (15 mg/kg p.o.) did not affectyaof the parameters observed,
indicating that it does not have neurotoxic, degpmes or hypnotic effect. Unlike
clozapine, LASSBIi0-1422 has a much higher affifistythe D, receptors than for Pike
and 5-HT,, receptors. In conclusion, the present study chenizes the new
functionalized N-phenylpiperazine derivative LASSBIi0-1422 as anipsythotic lead
compound active in animal models of positive angnitive symptoms of schizophrenia,
with no propensity for inducing motor side effecés)d also with a different binding

profile, suggesting a new mechanism of action.

Keywords: N-phenylpiperazine derivative, LASSBI0-579, clozagimaloperidol, novel

object recognition task, antagonist.



1. INTRODUCTION

Antipsychotics remain the current standard of ¢aranental disorders including
schizophrenia (~1% prevalence), and generate o@ebillion dollars worldwide in
annual sales (Lieberman et al. 2005). Howeverlatge CATIE trial, sponsored by the
US National Institutes of Health, found that 74% patients discontinue the use of
therapy within 18 months due to either poor toléitglor incomplete efficacy, indicating

a need for novel therapies (Lieberman et al. 2005).

While the initial breakthrough with the discoverly ahlorpromazine was a huge
step forward, subsequent advances have been siaafljite the introduction of many
new antipsychotics (McEvoy, 2009). The first getiera of antipsychotics, termed
conventional or typical antipsychotics, such aspeatidol, inhibit dopamine Preceptors
and are effective in treating positive symptoms schizophrenia, but may cause
extrapyramidal movement disorders (EPS). Secondrgéan or atypical antipsychotics,
such as clozapine, olanzapine and risperidonebiinBb receptors in conjunction with
other receptors, notably 5-HJ receptors (Snyder and Murphy, 2008). Although the
superior tolerability of the second generation@sychotics with regard to EPS is beyond
doubt, new detrimental side-effects, such as métabomplications, including weight
gain, hyperglycemia and hyperlipidemia, have bessoeated with them (Newcomer,
2007).

Several pharmacological properties have been pempao account for the
atypicality of an antipsychotic drug. These incldéigh ratio of serotonin receptor 5-
HT,s/dopamine receptor Dantagonism (Meltzer et al1989), a high ratio of
noradrenaline receptorfDreceptor antagonism (Wadenberg et 2007), preferential
mesolimbic binding (Pillowsky et all997) and fast dissociation of the antipsychotic

from the D receptor (Kapur and Seeman, 2001).

Previous studies from our group described the h®gi¢ of a newN-
phenylpiperazine derivative, LASSBIi0-579 (1-[1-(Alarophenyl)-H-4-
pyrazolylmethyl]-4-phenylhexahydropyperazine), desd by molecular hybridization
between the prototypes clozapine and L-741,,aabtagonist ligand (Menegatti et al.

2003). In vitro assays indicated that LASSBio-5@81d act as an agonist at pre-synaptic
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dopamine B-like receptors (Menegatti et al. 2003) and birm®i-like, D, and 5-HT;5
receptors with moderate affinity (Gomes et al. 2048ves et al. 2010). Other groups
have also demonstrated that this molecular scaffoébents affinity for B receptors
(Lober et al. 2006; Tallman et al. 1997). In vivadies have shown that LASSBio-579
acts on dopaminergic and serotonergic neurotrasgmnisit prevents the apomorphine-
induced climbing behavior, the ketamine-induced dmigtomotion as well as the
prepulse inhibition deficits induced by apomorphi@@-DOI and ketamine (Neves et al.
2013) at doses devoided of cataleptogenic effectaice (Neves et al. 2010). However,
high doses of LASSBIio-579 (5 and 15 mg/kg p.o.uget a cataleptic behavior in mice
and it impaired motor coordination on rota rod tast dose dependent manner (Neves et
al. 2013).

In the course of our ongoing project aiming to tfgnmolecules as new
antipsychotic lead-compounds, a new LASSBIio-579 lagnalLASSBIio-1422, was
synthesized based on the following rational desfga.have first introduced two isosteric
groups, i.e. methyl and chlorine, attached to G¥8 @-5 of the pyrazole ring in order to
promote a dissymmetric ortho-effect on tNephenylpiperazine side chain that could
adopt a more fixed conformation and, as consequgmesent a differentiated molecular
recognition profile by the target receptors (Bawoeet al. 2011; Lima and Barreiro,
2005). Moreover, we have placed a fluorine ator@4itof the N-phenylpiperazine ring
of LASSBI0-579 in order to prevent the main oxigatmetabolization site (Gomes et al.
2013) (Fig. 1).

O8O0

Conformational
Restricton

LASSBio-579 LASSBio-1422

Cl

Fig. 1. Design concept oN-phenylpiperazine derivative, LASSBIi0-1422, frometh
antipsychotic lead-compound, LASSBIi0o-579.
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Therefore, the aim of this study was to evaluat&ERio-1422 in different animal
models predictive of positive and cognitive sympsoaf schizophrenia, as well as its

binding profile to the receptors classically coesatl as antipsychotic targets.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Chemistry

LASSBIi0-1422  (1-((5-chloro-3-methyl-1-phenyHipyrazol-4-yl)methyl)-4-(4-
fluorophenyl)piperazine) was synthesized and pedifollowing a protocol adapted from
Kim and coworkers (1985). Instead of performingeaction with anhydrous methanol
under nitrogen atmosphere we used a reductive @omnaith NaCNBH and ZnC}
(Fig. 2) (Yield: 51%).The structure oiN-phenylpiperazine derivative LASSBi0-1422
was fully characterized byH-NMR, **C-NMR, IR spectroscopy and mass spectrometry.
Moreover, the analytical results for C, H, and Nrevevithin + 0.4% of the theoretical
values, assuring a purity superior to 99.5%. Mioedgses were carried out using a
FlashEA 1112 Elemental analyzer and Mettler ToleddT-SICS MX5
balance. Calculated: C (66.53%), H (5.76%), N (%21Determined: C (66.45%), H
(5.77%), N (9.25%).

HQC>_?\H H,C, N/\\
e OO
AN T ST NO ¢ NaCNBHy/ZnCl, &N\_[CI

@ t.a.; MeOH l

3 (4) (@)

Fig. 2. LASSBIi0-1422 (2) synthesis route. (3) 5-chloro-8thyl-1-phenyl-1H-pyrazole-
4-carbaldehyde. (4) 4-fluorophenyl) piperazine.
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2.21In vitro assays
2.2.1 Radioligands and drugs

[*H]-YM-09151-2 (82.7 Ci/mmol), 3H]-8-OH-DPAT (154.2 Ci/mmol), 3H]-
ketanserin (67 Ci/mmol),*H]-glutamate (51.1 Ci/mmol), were purchased fromwNe
England Nuclear Life Science Products, PerkinEImESA. Ketanserin tartrate,
pargilyne, serotonin creatinine sulphate, L-glutaagid monosodium salt hydrate and (-

)-sulpiride were purchased from Sigma, Sado PaulaziB

The test substances and (-)-sulpiride were disdolmeDMSO to obtain stock
solutions. Subsequent dilutions were prepared icubation buffer. At the final

concentration used (0.2% at most), DMSO had naeifleour assays.

2.2.2. Tissue preparation

Adult male Wistar rats (200-300 g) were euthanibgddecapitation. The brains
were immediately removed on ice and hippocampustein and total cortex were
dissected, weighted and stored in liquid nitrogetil wse. This procedure was approved
by the Institutional Ethical Committee for Animabkf@ from the Federal University of
Rio de Janeiro (CEUA, Protocol n°® DFBCICBO011).

Striatum were homogenized in a Potter apparatul @itmotor-driven Teflon
pestle at 4°C in 20 volumes per gram of tissuecefcold Tris-HCI 50 mM buffer (pH
7.4) containing MgGl 8 mM and EDTA 5 mM. The resulting suspension was
ultracentrifuged at 48,000,gat 4°C for 20 min. The pellet was resuspended(n 2
volumes of buffer and incubated at 37°C during 19 for endogenous neurotransmitters
removal. This suspension was cooled on ice andadtitrifuged twice at 48,00Q,gor
20 min at 4°C. The final pellet was resuspendedufier yielding a proportion of 1.5

mL/g tissue and stored in liquid nitrogen until use

Hippocampus and cortex were homogenized in a Pafparatus with a motor-
driven Teflon pestle at 4°C in 20 volumes (hippopas) or 10 volumes (cortex) of ice-
cold Tris-HCI 50 mM (pH 7.4) buffer per gram ofdige. The resulting suspension was

centrifuged twice at 900 ,g, at 4°C for 10 min. The resulting supernatants were
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combined and ultracentrifuged at 48,000 for 10 min. The pellet was resuspended in
buffer and incubated at 37°C during 10 min for eyedwmus neurotransmitters removal.
This suspension was cooled on ice and ultracegeduat 48,000 g for 10 min at 4°C.

The final pellet was resuspended in buffer yieldmngroportion of 1.5 mL/g tissue and

stored in liquid nitrogen until use.

The protein concentration was determined by théhatebf Lowry and coworkers

(1951) using bovine serum albumin as standard.

2.2.3. Binding assays

As our behavioral experiments were done in mice, pgdormed the binding
assays in a close related rodent (rat) that isrgépaised for such studies. For a great
range of receptors, very similar affinities havereeported for mouse and rat receptors,
even when differences exist between rodent and huwspacies. In the case of thg D
receptors, due to the lack of specific radioligaiod this subtype, we used cells

transfected with the human receptors.

For binding to D-like receptors, striatal membranes (50 pg projetepst
compound and 0.1 nM°fi]-YM-09151-2 were incubated at 37°C for 60 min end
yellow light in a solution containing 120 mM Na@,mM KCI, 5 mM MgC}, 1.5 mM
CaCh, 1 mM EDTA and Tris-HCI 50 mM (pH 7.4) in a fingblume of 500 pL. Non

specific binding was estimated in the presencedqgil8l (-)-sulpiride.

For binding to 5-HT, receptors, hippocampal membranes (40 pg protess),
compound and 1 nMH]-8-OH-DPAT were incubated at 37°C for 15 min is@ution
containing 1 mM CaGJ] 1 mM MnCb, 10 uM pargyline and Tris-HCI 50 mM (pH 7.4),
in a final volume of 500 pL. Non-specific bindingasy estimated in the presence of 10

UM serotonin.

For binding to 5-HJF. receptors, cortical membranes (150 pg proteirgt te
compound and 1 nM3f]-ketanserin were incubated at 37°C for 15 miraisolution
containing 100 nM prazosin and Tris-HCI 50 mM (pH)7in a final volume of 500 pL.

Non-specific binding was estimated in the presaicepuM ketanserin.
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For the binding assay to ;Dreceptors, we used commercially available
(ChemiscreenTM, Millipore) crude membrane preparatiof recombinant Chem-1 cells,
an adherent mammalian cell line without detectadshdelogenous dopamine receptor
expression, that have been transfected througbaegs using full-length human DRD4.4
cDNA encoding the Bisoform with 4 andem repeats in the third cytopigsloop
(Accession number NM_0000797). Five ug proteirt, ¢esnpound and®H]-YM-09151-

2 (0.1 nM) were incubated at room temperature @0 inin under yellow light in a
solution containing 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM M@ 1.5 mM CaCl2, 1 mM
EDTA and Tris-HCI 50 mM (pH 7.4) in a final volunzé 500 pL. Non-specific binding
was estimated in the presence of 10 uM clozapinetheé GTP shift assay, paired

competition curves were performed in the presendea#dsence of 1 mM GTP.

The binding assay to mGldRreceptors was performed using commercially
available (ChemiscreenTM, Millipore) crude membrgmreparations of recombinant
cells that have been transfected using human GRDMPAcencoding mGlu2 (Accession
number NM_000839). Twenty pg protein, test compoand 40 nM {H]-Glutamato
were incubated at 8G for 30 min in a solution containing 50 mM Tris-H@H 7.4) in a
final volume of 500 puL. Non-specific binding wadiested in the presence of 30 uM

glutamate.

After incubation, samples were rapidly diluted watkx 4 mL Tris-HCI 5 mM (pH
7.4) and immediately filtered under vacuum on glébse filters (GMF 3, Filtrak,
Germany) previously soaked in 0.5% polyethylenearimthe case of binding to the 5-
HT receptors. Filters were then dried and immeised scintillation mixture (POPOP
(1,4-bis-[2-(5-phenyloxazolyl)]-benzene) 0.1 g/LdaPOP (2,5-diphenyloxazole) 4.0 g/L
in toluene). The radioactivity retained in thedil was counted with a Packard Tri-Carb

1600 TR liquid scintillation analyzer.

2.3 Behavioral Experiments
2.3.1 Animals

Adult male CF1 mice (25 — 35 g) from Fundacéo Esthde Producéo e Pesquisa

em Saude (FEPPS-RS) breeding colony were used.aiwere housed in plastic cages



15

in groups of eight mice (17 x 28 x 13 cm) with fi@&ess to food (Nuvital®) and water.
Mice were kept at constant room temperature(22 °C), under a 12 h light-dark cycle
(lights off at 7:00 pm) and were adapted to locaiditions for at least 72 h before the
experiments. Mice were only tested once. All expents were performed by human
observers blind to treatment. The study was apprdyethe Local Ethical Committee

(CEP), which is linked to the National Commissioh Research Ethics (CONEP)

(Protocol 2007975), and performed according to glinds of The National Research
Ethical Committee (published by National Heath Golun MS, 1998) and Brazilian law

(Brasil, 2008), which are in compliance with théeimational Guiding Principles for

Biomedical Research Involving Animals (CIOMS, 1985)

2.3.2 Drugs and treatments

Apomorphine hydrochloride hemihydrate (SIGMA, S&wuBB, Brazil), ketamine
(CRISTALIA, S&o Paulo, Brazil), (+)-DOI hydrochldie (SIGMA, Sdo Paulo, Brazil),
clozapine (NOVARTIS, Séo Paulo, Brazil), halopelid®@ALENA, Sdo Paulo, SP,
Brazil) and sodium pentobarbital (CRISTALIA, SdouRa SP, Brazil) were used as

reference drugs.

LASSBI0-1422 and haloperidol were suspended imsakith addition of 1% (v/v)
of polissorbate 80 (Tween®). Sodium pentobarbitals vdirectly dissolved in saline.
Apomorphine was dissolved in saline with additidr0d.% ascorbic acid and clozapine
was dissolved in saline with addition of 0.1% aceitid 0.1 M. Vehicle groups received
saline with 1% (v/v) polissorbate 80he dosesdxpressed as free basegre chosen
based on previous results published by our growgvéN et al. 2013, 2010)he drugs
were administered by intraperitoneal and oral (gayaoutes (10 mL/kg body weight) or
subcutaneously (5 mL/kg body weight). All experitzewere performed according to a

randomized protocol.
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2.3.3 Apomorphine-induced climbing

Mice were treated with LASSBIio-1422 (1, 5, 25 mg/fg.), haloperidol (0.5
mg/kg p.o.), clozapine (5 mg/kg p.o.) or vehicles(ftreatment) and immediately put in
cages (29 x 23 x 19 cm) with the floor, walls an@ tonsisting of metal bars (2 mm
diameter). Animals were allowed to freely expldne tages for 30 min. After that, they
were right away treated with apomorphine 4 mg/kgv@hicle s.c. (second treatment).
The climbing behavior score was evaluated as: nlobehavior (0 point), increased
activity and sniffing (1 point), occasional clingirto sides of cage with forepaws (2
points), intermittent clinging to sides or top aige with all four paws (3 points) and
uninterrupted climbing with all four paws (4 point€limbing behavior was scored at 5,
10, 15, 20, 25 and 30 min after second treatmemnirastration. The period of
observation in each interval was 1 min. The cligbimdex was calculated as the sum of

all scores obtained by the same animal at eachititee/al.

2.3.3.1 The combined effect of LASSBio-1422 witlpsychotics in the apomorphine-

induced climbing

In order to evaluate the potential additive or sgrstic effect of LASSBi0o-1422
with antipsychotics, the animals received a contimnaof sub-effective doses of
LASSBI0-1422 (1 mg/kg), haloperidol (0.1 mg/kg) acldzapine (1 mg/kg). The drug
mixtures were prepared immediately before the athtnation and constituted the first

treatment. The test was performed in the same tiondidescribed above.

2.3.4. Ketamine-induced hyperlocomotion

Mice were treated with vehicle, haloperidol (0.01/kgy, p.o.), clozapine (1
mg/kg, p.o.) or LASSBIio-1422 (0.01; 0.1; 1 and 5/kggp.o.) and allowed to freely
explore during 30 minutes the locomotor cage, a@a anade of acrylic (transparent walls
and black floor, 30 x 30 x 45 cm) divided into 24uares of equal area. Then ketamine
was subcutaneously injected at 10 mg/kg. Immediatgter ketamine injection,

locomotor activity was recorded for 20 minutes.
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2.3.5. Prepulse inhibition of startle reflex (PPI)

The PPI test occurred in a startle chamber (In@igB&o Paulo, Brazil), in which
a loudspeaker produced a continuous backgroune di65 dB of sound as well as the
acoustic startle pulses. A white noise pulse wasl @s the startle stimulus, which had an
intensity of 115 dB and duration of 50 ms; threféedént noise intensities (80, 85 and 90
dB, duration 20 ms) were used as prepulses. Annaaitkation time of 5 min, during
which the mice received no stimulus except the gamknd noise, was followed by 5
initial startle stimuli. After this habituation pyoam, the test program was started with
five different trial types presented in a randomdewr (1) pulse alone, (2) control (no
stimulus), (3) pulse with preceeding prepulse of d®), (4) pulse with preceeding
prepulse of 85 dB and (5) pulse with preceedingoyisee of 90 dB. A total of 10
presentations of each trial type were given withirger-stimulus interval randomized
between 10 s and 30 s. Percent PPI of the sta$igonse was calculated as follows:
100 - [(response to acoustic prepulse plus statttaulus trials/startle response alone
trials) x 100]. Mice were treated with vehicle, L8Bio-1422 (5 mg/kg, p.o.), clozapine
(15 mg/kg, p.o.) or haloperidol (0.5 mg/kg, p.aad&80 min later they were injected s.c.
with either saline or the PPI disrupting drugs:ommprphine (3 mg/kg), a dopaminergic
agonist; ketamine (30 mg/kg), a NMDAR antagonist; (@)2,5-dimethoxy-4-
iodoamphetamine-DOI (0.5 mg/kg), a 5-fAfc agonist. The animals treated with
apomorphine or ketamine were immediately placethenstartle chambers and the PPI
measurement was started. The animals who recet)eld@l were placed in the startle

chambers 15 min after treating and the PPl measnewas started.

2.3.6. Novel object recognition task

The animal model used in this study was adaptenh fkdoura and coworkers
(2006) and is based on the fact that rodemtSferentially explore unfamiliar (novel)
objects (Ennaceur and Delacour, 1988; Myskiw e2@08). The test was performed in
an acrylic box with three closed walls and onegpament wall (45 x 30 x 30 cm). Before

starting the experiment (day 1), mice were gerdgiydded once a day for five days.
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2.3.6.1 Effect on short-term memory

On day 1 (habituation) the animals were placedhm lbox for 10 minutes and
allowed to freely explore the environment. On dayh2 animals were treated by gavage
with vehicle, LASSBIi0-1422 (5 mg/kg), clozapine rfig/kg), haloperidol (0.01 mg/kg)
or intraperitoneally with ketamine (10 mg/kg) ormuhbefore the training session. In the
training session, mice were placed in the box forniinutes in the presence of two
identical objects (A, A); those animals that didt mxplore one of the objects were
excluded from the experiment. Ninety minutes latece were placed once again in the
box containing the familiar object (A) and the unfliar (B) object. The time exploring
each object was measured during 10 minutes. Aatbjhad the same color, texture and

size, but different shapes.

2.3.6.2 Effect on long-term memory

Habituation, training session and treatments weareied out as described above
by using another group of animals. Twenty four Isoafter the training session, mice
were placed again in the box in the presence @naliir object (A) and a new object

(C). The time exploring each object was recorded.@ominutes.

2.3.6.3 Effect on long term memory impairment irdulsy ketamine

On day 1 the animals were placed in the box fomifutes and allowed to freely
explore the environment. On day 2, the animals wesated intraperitoneally with
vehicle or ketamine (10 mg/kg) one hour before tilaning session. In the training
session, the animals were placed in the box dutihgninutes in the presence of two
identical objects (A, A). Twenty four hours laténe animals were placed again in the

box containing the familiar object (A) and a di#at object (C).

LASSBIi0-1422 (5 mg/kg), clozapine (1 mg/kg) andoparidol (0.01 mg/kg)

were administered by gavage at three different nmisnas follows:
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Experiment 1: the drugs were administered one betore training (at the same

moment of ketamine or vehicle administration).
Experiment 2: the drugs were administered righarafiaining.

Experiment 3: the drugs were administered one lhefiore long-term memory

testing.

In all experiments, the object exploration indexsvaalculated by the following
formula: Exploration index = time observing eacheab (A, B or C)/ time observing
both objects

2.3.7. Models of potential antipsychotic adverse feict

The potential of LASSBIi0-1422 to induce three dieasantipsychotic adverse

effects was evaluated: catalepsy, motor coordinatigpairment and sedation/hypnosis.

2.3.7.1 Spontaneous locomotor activity

Locomotor activity was monitored in an arena maflaaoylic (45 x 30 x 30 cm)
divided into 24 squares of equal area. Mice wegatéd with LASSBIi0-1422 (15 and 30
mg/kg, p.o.), haloperidol (0.5 and 4 mg/kg, p.alhzapine (5 and 15 mg/kg, p.o.) or
vehicle and sixty minutes later positioned at tppaaatus center. After a five minutes
habituation period, mice were observed during 15utes. The following parameters

were recorded: number of squares crossings, reaaing groomings.

2.3.7.2 Catalepsy test

Mice were treated with vehicle, LASSBIio0-1422 (15/kag p.o.), haloperidol (0.5
mg/kg, p.o.) or clozapine (5 and 15 mg/kg, p.offeA30, 60 and 90 minutes, mice were
gently placed by forepaws on a wood bar elevatBa from the floor. The time spent

by the animals in this position (up to 30 secomwdss recorded.
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2.3.7.3 Rota-rod test

Rodent motor impairment was evaluated through rothtest. The apparatus
consisted of a cylinder of 3 cm of diameter rotgtat 5 rpm. One day before the test the
animals were trained during five minutes. On tret thlay the mice that were able to stay
at least 90 seconds balanced on the rotating rae welected for testing. Animals’
performance was measured by human observers beftde60 minutes after drug
administration. Mice were treated with vehicle, [$80-1422 (15 mg/kg, p.o.),
haloperidol (0.5 mg/kg, p.o.) or clozapine (5 aldmig/kg, p.o.). The integrity of motor
coordination was assessed on the basis of thedotigee of permanence and the number

of falls in a 5 minutes period.

2.3.7.4 Barbiturate sleeping time

The hypnotic-sedative effect of LASSBIi0-1422 wasalaated through barbiturate
sleeping time test. Sixty minutes after gavage wehicle, LASSBi0-1422 (15 mg/kg,
p.0.), haloperidol (0.5 and 4 mg/kg, p.o.) or clume (5 and 15 mg/kg, p.o.), the animals
received pentobarbital sodium (40 mg/kg i.p.). Plésency and sleeping time (time
elapsed between the lost and voluntary recoverthefrighting reflex) were recorded.
We assumed a 240 minutes cut-off for sleeping tirae,sleeping time over 240 min was

counted as 240 min.

2.4 Statistical Analysis

The median inhibitory concentrations {Cwere estimated from the competition
binding curves using a computerized non-linearesgon analysis of the untransformed
data (Prism 4.0, GraphPad Software Inc.), assumisigpgle population of binding sites.
The K; values were calculed from Cheng-Prusoff equatidh, = I1Co/(1 +
[radioligand]Ky). The Ky values used were obtained from saturation expeaisne
performed in our tissue preparations as followglike receptors: 0.42 = 0.01 nM;,D
receptors: 2.74 + 0.01 nM; 5-HJ receptors: 0.70 £ 0.10 nM; 5-HJ receptors: 2.69 +
0.50 nM.
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Catalepsy and rota-rod results were analyzed bywewp repeated-measures (RM)
analysis of variance (ANOVA), with treatment as fiirst factor and time interval or
session (second factor) as the repeated-measuremdkphine-induced climbing,
ketamine-induced hyperlocomotion, prepulse intobiti locomotor activity and
barbiturate sleeping time, were subjected to a weag- ANOVA. Novel object
recognition was analyzed by Student’s pair¢est. The analyses were performed using
Sigma Stat 2.03 software (Jandel Scientific Corpond Differences were considered

statistically significant aP<0.05.

3. RESULT S
3.1 Binding assays

Competition binding curves revealed that LASSBi@24as a high affinityl; =
88 nM) for the IQ receptors and, to a lesser extent, for the $sH@&ceptor (Table 1). On
the other hand, unlike clozapine, LASSBio-1422 hanuch lower affinity for the P
like and 5-HTA receptors (Table 1).

Table 1. Affinities of LASSBI0-1422 for D-like, D, 5-HT;5o and 5-HTGs receptors.
Clozapine was used as a reference drug.

Ki (nM)

(95% confidence interval)

D.-like Dy 5-HTia 5-HTa

LASSBIi0-1422 2,820 88.0 493 4,643
(2,198-3,618) (56.1-138.0)  (395-616) (3,949-5,459)
Clozapine 144 45.9 259 20.0
(116-180) (33.8-62.2) (223-300) (16.3-24.6)

The K; values were calculated from mean curves obtaied f2-3 experiments,
performed in triplicate. The 95% confidence intée@responds to the goodness of fit of
the parameter calculated by non-linear regressiatyais of the mean curve.
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The intrinsic efficacy of LASSBIio-1422 for the,Deceptor was investigated by
using a functional binding assay, the classical Ghi#t assay, which is based on the
ternary complex model for GPCRs and has been \atidéor various metabotropic
receptors (Kenakin, 2009), including the i2ceptor (Lawson et al. 1994). This assay is
based on the difference of affinity measured fooragfs (but not antagonists) in the
absence and presence of a large concentration Bf tBdt is capable to destabilize the
high affinity state of the receptor formed by trgoaist, receptor and G protein. Fig. 3
shows the profiles of the competition curves foH]{YM-09151-2 binding to R
receptors using either a full agonist, dopaming.(BiA) or LASSBIi0-1422 (Fig. 3B).
The control curve of dopamine has a clear shallspeeat characterized by a Hill slope
significantly lower than 1 (nH = -0.61 £ 0.03). tme presence of GTP, the competition
curve was shifted to the right indicating a lossatiinity for the receptor (I from 19
nM to 74 nM) and a nearly normal slope, with a Iddkefficient not different from 1 (nH
= -0.80 £ 0.12). On the contrary, the addition afFGhas no effect on LASSBIi0-1422,
since the competition curves in the absence andepoe of 1 mM GTP were

superimposed, indicating that this compound isrdgagonist of the Preceptors.
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Fig. 3. Effect of 1 mM GTP on dopamine (A) and LASSBio-24(B) competition for
[*H]-YM-09151-2 binding to human [Preceptors (GTP-shift assay). The data were fitted
assuming the model of sigmoidal dose-effect curith wariable slope (see the text for
the values of 16, and Hill coefficient). In such assay, the comp@titcurves of agonists
(like dopamine) but not antagonists (like LASSB#22) are shifted to the right in the
presence of GTP. The curves represent the meanesuinom two independent
experiments (dopamine) or a single experimentipidate (LASSBio-1422).

LASSBI0-1422 does not bind to AMPA, Kainate, NMDglicine (CEREP Study
number 20593; Test concentration>#hd 16°M) and mGIuR receptors that have also
been investigated as possible targets.
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3.2 Behavioral experiments
3.2.1 Apomorphine-induced climbing

One-way ANOVA revealed a significant main effect &fASSBIi0-1422
[F(8,77)=13.814,P<0.001] in the apomorphine-induced climbing (Fig. Rost hoc
Student Newman Keuls analysis indicated a sigmticecrease in the apomorphine-
induced climbing by the administration of LASSBid2P at the doses of %<€0.017)
and 25 mg/kgR<0.001) and the positive controls haloperidol 0d/kg (P<0.001) and
clozapine 5 mg/kg R<0.013) when compared with vehicle-apomorphine grou
LASSBI0-1422 did not prevent the climbing behavedfect at the lowest (1 mg/kg)
tested doseR=0.175).

25-
*k*k
x 20 —
S
£ 151 :
g
'S 101
£
O 5-
0
SAL CLO HAL 25 SAL CLO HAL 1 5 25
LASSBIO 1422 LASSBI0-1422
(mg/kg p.o.) (mg/kg p.o.)
SAL Apomorphine

(4 mg/kg s.c.)

Fig. 4. Effect of LASSBIi0-1422 (1, 5 and 25 mg/kg p.o.)tire apomorphine-induced
climbing behavior. Clozapine (CLO 5 mg/kg p.o.) dradoperidol (HAL 0.5 mg/kg p.o.)
were used as reference drugs. Data are expresseastS.E.M. ANOVApost hoc
Student Newman Keuls. Different from SAL+SALP%0.01 ***P<0.001; different from
SAL+APO*P<0.05"P<0.001.
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3.2.1.1 Combined effect of LASSBio-1422 and aripgics in the apomorphine-

induced climbing

The effect of co-administration of LASSBIio-1422thviwo different drugs used
for schizophrenia treatment was evaluated in tlwgrapphine-induced climbing test. For
this purpose, subefective doses of LASSBIo-1422n{lkg), clozapine (1 mg/kg) and
haloperidol (0.1 mg/kg) were combined (One-Way ANO\F(7,74)=8.410P<0.001).
Post hocStudent Newmann Keuls demonstrated that the caedbadministration of
LASSBI0-1422 with clozapinePE0.003), but not with haloperidoP€0.141) prevented
the apomorphine-induced climbing (Fig. 5).

254

**k% . * %%k
— —= *%

Climbing index
S & 8

(O3]
[]

o

SAL SAL L1422 CLO L1422 HAL L1422 CLO
1 1 1 01 1 1

+ + +
CLO HAL HAL
1 0.1 0.1
SAL Apomorphine

(4 mg/kg s.c.)

Fig. 5. Combined effect of LASSBIi0-1422 and antipsychotinsthe apomorphine-
induced climbing. LASSBIi0-1422 (L1422 1 mg/kg), zdpine (CLO 1 mg/kg p.o.) and
haloperidol (HAL 0.1 mg/kg p.o.) were used at swigab. Data are expressed as
mean+S.E.M. ANOVApost hocStudent Newman Keuls. Different from SAL+SAL
** P<0.01 ***P<0.001; different from SAL+ApomorphiriéP<0.01"*P<0.001.

3.2.2 Ketamine-induced hyperlocomotion

Fig. 6 shows a significant main effect of LASSBi22 [One-Way ANOVA
F(10,96)=12.505P<0.001] in the ketamine-induced hyperlocomotiBost hocStudent
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Newman Keuls indicated a significant decrease énkstamine-induced hyperlocomotion
by the administration of LASSBIi0-1422 at the dos#s0.01 P<0.006), 0.1 mg/kg
(P<0.005), 1 mg/kg B<0.006) and 5 mg/kgP<0.001) and of the positive control
clozapine 1 mg/kgR<0.001), when compared with vehicle-ketamine gradgloperidol
0.01 mg/kg was not able to block this behavior, expected P=0.254). Doses of
clozapine (1 mg/kg p.o.) and haloperidol (0.01 my/kvere chosen on the basis of
absence of effect on animals’ spontaneous locomadiod the results obtained are in

accordance with literature data (Satow et al., 2009
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LASSBIio-1422 LASSBIo-1422
(mg/kg p.o.) (mg/kg p.o.)

SAL Ketamine

(10 mg/kg s.c.)

Fig. 6. Effect of LASSBIi0-1422 (0.01; 0.1; 1 and 5 mg/k@.p.on ketamine-induced
hyperlocomotion. Clozapine (CLO 1 mg/kg p.o.) aadbperidol (HAL 0.01 mg/kg p.o.)
were used as reference drugs. Data are expressewastS.E.M. ANOVApost hoc
Student Newman Keuls. Parameter observed: numbecrassings. Different from
SAL+SAL *** P<0.001; different from SAL+ KetaminéP<0.01**P<0.001.

3.2.3 Prepulse inhibition

LASSBIi0-1422 (5 mg/kg, p.o.), neither the antipoytots tested altered the
normal prepulse inhibition (PPI) response of angmfOne-Way ANOVA: 80 dB
F(3,27)=0.411P=0.747, 85 dB F(3,27)=0.198=0.896, 90 dB F(3,27)=0.60P=0.617]
(Fig. 7A). Apomorphine (3 mg/kg s.c.), (x)-DOI (Onxg/kg s.c.) and ketamine (30 mg/kg
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s.c.) induced prepulse inhibition impairment asestpd: apomorphine (3 mg/kg s.c.)
[One-Way ANOVA: 80 dB F(4,42)=6.373=0.0005, 85 dB F(4,42)=4.50P=0.0044,
90 dB F(4,42)=3.643P=0.0131] (Fig. 7B), (¥)-DOI (0.5 mg/kg s.c.) [Oneay
ANOVA: 80 dB F(4,41)=5.238P=0.0019, 85 dB F(4,41)=2.67®=0.0472, 90 dB
F(4,41)=2.282P=0.0789] (Fig. 7C), and ketamine (30 mg/kg s.c.h¢cWay ANOVA:
80 dB F(4,39)=3.2172=0.0238, 85 dB F(4,39)=1.43B=0.0244, 90 dB F(4,39)=1.255,
P=0.3061] (Fig. 7D).

Post hoc Student Newman Keuls revealed that LASSBio-142@vemted the
deficit induced by apomorphine only when the prepuhtensity was 80 dB”€0.012).
The same profile of action was observed for clozeg80 dBP=0.017, 85 dBP=0.343,
90 dB P=0.657). Haloperidol fully prevented the prepulskibition disruption induced
by apomorphine at 80 dB€0.001) and 85 dBR=0.012) (Fig. 7B). In the serotoninergic
model, LASSBIio-1422 was effective in preventing tR&Il disruption at 80 dB
(P=0.023), as clozapind?£0.044). Haloperidol did not prevent the prepulskibition
deficit in neither of the prepulses intensities (# P=0.751, 85 dBP=0.120, 90 dB
P=0.079). LASSBIi0-1422 also prevented the ketamimkiced impairment of prepulse
inhibition at 80 dB P=0.050), as well as clozapine<0.031) and haloperidoPE0.020).
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Fig. 7. Effect of LASSBI0-1422 (L1422 5 mg/kg p.@&r seon prepulse inhibition (PPI)
(A) and effect of LASSBIio-1422 with apomorphine (B})-DOI (C) and ketamine (D).
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Clozapine (CLO 15 mg/kg p.o.) and haloperidol (HALS mg/kg p.o.) were used as
reference drugs. Data are expressed as mean+SABIONVA post hocStudent Newman
Keuls. Parameter observed: %PPI. Different from $3AL *P<0.05 **P<0.01
*** P<0.001; different from SAL+Apomorphine, SAL+(x)-DObr SAL+Ketamine
*P<0.05"P<0.001.

3.2.4 Novel object recognition

Student’'s paired-test revealed that LASSBIio-1422 (5 mg/kg) did mopair
neither short-term memory (STMP£0.0118) nor long-term memory (LTMIP€0.0023)
per se,as clozapine (1 mg/kg) (STNP=0.0175, LTM P=0.0162), differently from
haloperidol (0.01 mg/kg) (STN#=0.4244, LTMP=0.7024) and the NMDAR antagonist,
ketamine (10 mg/kg) (STMP=0.9484, LTMP=0.9835), which impaired both types of
memory (Fig. 8).
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Fig. 8. Effect of LASSBIi0-1422 (L1422 5 mg/kg p.oper seon short and long-term
memory at the novel object recognition test. Clazap(CLO 1 mg/kg p.o.) and
haloperidol (HAL 0.01 mg/kg p.o.) were used as nefiee drugs. B and C are the
different (novel) objects. Data are expressed aanm®.E.M. Paired t-test. Parameter
observed: exploration index. Different from obje&tin the same group P<0.05

** P<0.01.
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Further we investigated the ability of LASSBIi0-142@ prevent or reverse
memory impairment induced by ketamine, by administeit at different moments of the
memory formation process. When administered withtarkéne before training
(acquisition), LASSBIi0-1422R=0.0352) and clozapin€’£0.0242) were able to prevent
the memory impairment, but not haloperide+0.2098) (Fig. 9).
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Fig. 9. Effect of LASSBio-1422 (L1422 5 mg/kg p.0.) on letegm memory impairment

induced by ketamine (10 mg/kg, i.p.). LASSBio-14&as treated in the moment of the
encoding and consolidation of memory. Clozapine @CL mg/kg p.o.) and haloperidol
(HAL 0.01 mg/kg p.o.) were used as reference dragsnd C are different objects. Data
are expressed as mean+S.E.M. Paired t-test. Panamserved: exploration index.
Different from object A in the same group<0.05 **P<0.01 ***P<0.001.
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When administered right after training (consolidaji LASSBi0-1422P=0.0046)
was able to reverse the memory impairment inducekdiamine, but not clozapine
(P=0.7744) nor haloperidoPE0.3171) (Fig. 10).
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Fig. 10. Effect of LASSBIio-1422 (5 mg/kg p.0.) on long-termemory impairment
induced by ketamine (10 mg/kg, i.p.). LASSBIio-1482s treated in the moment of the
consolidation of memory. Clozapine (1 mg/kg p.my daloperidol (0.01 mg/kg p.o.)
were used as reference drugs. A and C are diffavbjgcts. Data are expressed as
mean+S.E.M. Paired t-test. Parameter observedomtjan index. Different from object
A in the same groupP<0.05 *P<0.01 ***P<0.001.
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Finally, when treated one hour before the long-termmemory test (retrieval),
LASSBI0-1422 reversed the ketamine induced memeificitl (P=0.0473) as clozapine
(P=0.0120), but not haloperiddP£0.3870) (Fig.11).
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Fig. 11. Effect of LASSBIio-1422 (L1422 5 mg/kg p.o.) on letegm memory
impairment induced by ketamine (10 mg/kg, i.p.). 33Bio-1422 was treated in the
moment of the retrieval of memory. Clozapine (CLOMf/kg p.o.) and haloperidol
(HAL 0.01 mg/kg p.o.) were used as reference dragsnd C are different objects. Data
are expressed as mean+S.E.M. Paired t-test. Panamserved: exploration index.
Different from object A in the same group<0.05 **P<0.01.
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As a control, Table 2 shows that there was no atltar in the objects total
exploration time of all groups of treatment whenmpared to the control group
(vehicle+vehicle) [One-Way ANOVA. Acquisition: Trang F(7,63)=0.780P=0.607;
LTM F(7,63)=1.696,P=0.129; Consolidation: Training F(7,64)=0.807#=0.585; LTM
F(7,64)=1.508, P=0.183; Training F(7,56)=3.886P=0.002; LTM
F(7,55)=2.483P=0.029].

Retrieval:

Table 2. Objects total exploration time (seconds) of LASSB#22 (L1422 5 mg/kg,

p.o.), clozapine (1 mg/kg p.o.) and haloperidol0{0.mg/kg p.o.) on the different
protocols of the novel object recognition test.

Treatment Acquisition Consolidation Evocation
Training LT™M Training LTM Training LTM

Vehicle+Vehicle 186.4 £ 52.2 165.7£50.9 137.6x24 119.8+37.9 182.1+34.1 165.0%+84.3
Ketamine+Vehicle 165.1 £ 31.5 163.6 £38.1 1574348 142.2+55.6 181.2+28.5 144.6+28.6
Vehicle+Haloperidol 165.9+28.5 133.6 £47.9 16248.3 99.2+345 136.8+£36.7 107.4+30.1
Ketamine+Haloperidol 178.4 +33.4 160.6 +62.8 53835.3 92.2+385 201.7+28.6 188.2+54.7
Vehicle+Clozapine 171.7+£44.8 103.3+44.1 1573pH0 121.4+£275 1544+19.1 125.7+17.3
Ketamine+Clozapine 141.9+41.7 135.0+£30.3 16231.5 123.4+42.2 202.0+40.0 98.6+70.2
Vehicle+L1422 164.6 +32.8 141.6+349 1328444 99.8+48.3 166.5+43.9 132.9+36.0
Ketamine+L1422 161.5+57.5 138.1 £53.7 1422639 97.6+394 218.7+43.9 152.1+23.3

Data are expressed as meantS.D. ANOVA. LTM (longitmemory).

3.2.5 LASSBI0-1422 effects on models of potenmigbsychotic adverse effect

3.2.5.1 Spontaneous locomotor activity

As shown in Table 3, One-Way ANOVA demonstrated edfect over mice
locomotor activity [crossings F(6,57)=7.08R<0.001] and exploratory behavior
(rearings [F(6,54)=16.052<0.001]; groomings [F(6,54)=12.35P<0.001]). Post hoc
Student Newman Keuls revealed that LASSBio-1422nevhen used at high doses (15
and 30 mg/kg), did not alter the number of crossing=0.110 and P=0.940,
respectively) neither the number of rearing®s={.056 andP=0.339) and groomings
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(P=0.276 andP=0.487). Otherwise, clozapine 5 mg/ké=0.011) and 15 mg/kg
(P=0.026), and haloperidol 0.5 mg/k§=0.007) and 4 mg/kgP<0.001) caused motor
impairment. Haloperidol and clozapine also affeatéde exploratory behavior: rearings
(clozapine 15 mg/kd?<0.001; haloperidol 0.5 mg/k§<0.001, 4 mg/kgP?<0.001) and
groomings (clozapine 15 mg/kB=0.001; haloperidol 0.5 mg/ké&=0.003, 4 mg/kg
P<0.001).

Table 3.Effect of LASSBIio-1422 (15 and 30 mg/kg, p.0.) omdmotor activity of mice.
Parameters evaluated: number of crossings, reasimgjgroomings.

Treatment Dose Crossings Rearings Groomings
SAL 1 mL/100g 330.8+£175.0 104.6+41.4 195+7.9
Haloperidol 4 mg/kg 71.0 £110.7%** 6.8 £14.0**  4+2.7**
Haloperidol 0.5 mg/kg 151.1 +117.9** 32.9 + 30.4* 6.5+ 2.8**
Clozapine 15 mg/kg 145.0 + 71.5* 25.6 + 29.3**  @.4%**
Clozapine 5 mgl/kg 183.5 + 45.0* 87.6 £24.2 1138%
LASSBIio-1422 15 mg/kg 249.5 +93.8 71.4+354 12811.7
LASSBIio-1422 30 mg/kg 3349 +77.7 1194+ 229 017 8.1

Data are expressed as meantS.D. ANOMSt hocStudent Newman Keuls. Different
from SAL *P<0.05 **P<0.01 **P<0.001.

3.2.5.2 Catalepsy test

Two-Way RM ANOVA showed a significant effect of #tenent
[F(5,161)=15.130,P<0.001], time [F(2,161)=1.312=0.274] and treatment x time
interaction [F(10,161)=4.695P<0.001]. Post hoc analyses indicated that, after 30
minutes, haloperidol 0.5 mg/kdg£0.010) and clozapine 15 mg/kB=0.002) increased
the time spent by mice at the imposed uncomfortgdasition. After 60 minutes,
haloperidol 0.5 mg/kgR<0.001) and clozapine 15 mg/ké=0.006) maintained the
catalepsy effect. After 90 minutes, just halopdrilidd mg/kg kept causing catalepsy
(P<0.001). LASSBI0-1422 (15 mg/kg) did not cause legtsy in neither of the time
evaluated (30 mi®=0.987, 60 mirP=0.763, 9 mirP=0.838) (Table 4).
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Table 4. Effect of LASSBIi0-1422 (15 mg/kg p.o.) in catalepggt at 30, 60 and 90
minutes after treatment. Clozapine and halopemawk used as reference drugs.

Treatment Dose 30 minutes 60 minutes 90 minutes
(T30) (T60) (T90)

SAL 1mL/100g 1.1+04 1.1+05 23+1.7

Haloperidol 0.5mg/kg 115+ 11.5* 19.2 +13.9* 245+ 9.9%**

Clozapine 15 mg/kg 13.3 £ 12. 3** 12.0 £ 8.1** E3.7

Clozapine 5 mg/kg 3.1+3.9 1.5+0.9 16+£15

LASSBIio-1422 15 mg/kg 16+1.6 4.2 +4.2 4.193.

Data are expressed as mean+S.D. Two-way RM AN(QdAt hocStudent Newman
Keuls. Different from SAL at the same time of meastf P<0.01 ***P<0.001.

3.2.5.3 Rota-rod test

Two-way RM ANOVA demonstrated an effect in the panmance time (treatment
factor F(4,93)= 9.838P<0.001; time factor F(1,93)=27.89P<0.001; treatment x time
interaction F(4,93)=7.453P<0.001) and in the number of falls (treatment facto
F(4,93)=8.975, P<0.001; time factor F(1,93)=19.743<0.001; treatment x time
interaction F(4,93)=7.900P<0.001). As expectedpost hoc analysis indicated that
haloperidol 0.5 mg/kg R<0.001) and clozapine 15 mg/kd<0.001) decreased the
maximum permanence time on the apparatus and sexdeshe number of falls
(haloperidolP<0.001, clozapind®<0.001). LASSBI0-1422 did not affect the maximum
permanence timd?E0.209) neither the number of falB50.994) (Table 5).
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Table 5.Effect of LASSBIi0-1422 (15 mg/kg, p.o.) in the rotad test.

Treatment Dose Permanence time (s) Number of falls

TO T60 TO T60
SAL 1 mL/100g 227.3+555 235.1 +67.7 1.0+£10 1.0+x1.6
Haloperidol 0.5 mg/kg 255.3+59.3 91.4 + 78.6*** Ar1.4 13.4 + 12.5%**
Clozapine 15 mg/kg 238.3+745 86.9 + 89.8%** 34 21.3+17.5%*
Clozapine 5 mg/kg 249.6 £ 65.5 216.3+74.5 0.9®x1 1.0+0.9
LASSBIi0-1422 15 mg/kg 288.6 +22.8 273.7+£455 0.2+x04 0.7x11

Data are expressed as mean+S.D. Two-way RM AN@@At hocStudent Newman
Keuls. Different from first measure (basal, TOjret same treatment groupP<0.001.

3.2.5.4 Barbiturate sleeping time

One-way ANOVA did not show any effect in the latgrio sleep [F(5,55)=2.185
P<0.071], but it did in the sleeping time [F(5,55)583 P<0.001]. Post hocStudent
Newman Keuls revealed that haloperidol 4 mg/Rg(.001) and clozapine 15 mg/kg
(P=0.016) increased the sleeping time, differentonfrLASSBI0-1422 (15 mg/kg), that
did not modify the pentobarbital sodium (40 mg/km)i sleeping timeR<0.510) (Table
6).

Table 6. Effect of LASSBIio-1422 (15 mg/kg, p.0.) on barbéte sleeping time and
latency to sleep. Clozapine and haloperidol weesl #s reference drugs.

Treatment Dose Latency to sleep (min) Sleeping timenin)
SAL 1 mL/100g 4.4 +0.7 342+14.4
Haloperidol 4 mg/kg 3.6 +£1.077 86.2 + 48.0***
Haloperidol 0.5 mg/kg 50+28 29.5+113
Clozapine 15 mg/kg 35+13 71.8 £23.7*
Clozapine 5 mg/kg 48+3.0 45.6 £ 29.5
LASSBio-1422 15 mg/kg 6.2+2.7 42.4 +22.0

Data are expressed as mean+S.D. ANQMAt hocStudent Newman Keuls. Different
from SAL *P<0.05 **P<0.001.
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4. DISCUSSION

In this work we have evaluated a n&lphenylpiperazine derivative, LASSBIo-
1422, obtained by functionalization of our lead pound LASSBIio-579 aiming the
development of new drugs to treat positive and tivgnsymptoms of schizophrenia. We
demonstrated the efficacy of LASSBIi0-1422 in twiiedient animal models predictive of
efficacy in the treatment of schizophrenia positsgnptoms: apomorphine-induced
climbing (Moore and Axton, 1988) and ketamine-ingdidyperlocomotion (Geyer and
Ellenbroek, 2003). As the combination of sub-efftextioses of clozapine and LASSBio-
1422 inhibited apomorphine-induced climbing, ouwsules indicate that LASSBIi0-1422
could be proposed as an add-on therapy for redubmdherapeutic doses of clozapine
and possibly optimizing its safety profile. Indeedpzapine has been shown to
ameliorate positive symptoms in a large proportdrireatment-resistant schizophrenia
patients, reduce the risk for suicide, and decreaseall mortality, but its side effects,
including agranulocytosis, sedation, metabolic se&féects (hyperlipidosis, type |l
diabetes, weight gain) (Raja, 2011), have ledstaiderutilization (Meltzer, 2013).

Apomorphine-induced hyperactivity in mice presemtscertain translational
validity since direct or indirect activation of dmpine receptors can exacerbate psychotic
symptoms in patients with schizophrenia (Porsokle®010). The administration of N-
methyl-D-aspartate (NMDA) receptor antagonists (Pk¥amine, MK-801) can induce
a behavioral syndrome in rodents. This syndroneh&racterized by locomotor activity
increase, head weaving, ataxia, body rolling, atetestyped movements. This
syndrome has been used widely as an animal modékagchizophrenia-like symptoms
(Harris and Batki, 2000; Lahti et al. 2001), onggéractivity seems to translate closely
psychotic agitation (Jones et al. 2011; Moghaddawh #&ackson, 2003; Porsolt et al.
2010). The NMDA antagonist-induced hyperactivityndae prevented by both typical
and atypical antipsychotics; however the atypicaipsychotics have been reported to be
more effective than the typical ones (Leite et28l08). In contrast, in behavioral tests
using dopamine agonists there is no differentiatlmetween typical and atypical
antipsychotics (Costall et al. 1978).

The differentiation between typical and atypicai@sychotics can also be done in

rodents by using a single model such as PPI, whoclels the preattentive deficits
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observed in schizophrenic patients, with cleardi@ional and face validity (Jones et al.
2011; Porsolt et al. 2010). Apomorphine and ketangan disrupt PPI in rodents, which
can be prevented by typical and atypical antipsgichp whereas 5-Hkc agonists
induce PPI disruption that is prevented by atypeaipsychotics only (Auclair et al.
2006; Geyer et al. 2001; Martin et al. 2003; Schahl. 1999; Swerdlow et al. 1998). As
expected haloperidol was able to prevent apomoepaitd ketamine-induced PPI deficits
only, while clozapine prevented also the PPI impaint induced by (£)-DOI, a 5-
HT,ancagonist. LASSBIi0-1422 (5 mg/kg) presented the sproéle as clozapine, which
reinforces its putative atypicality. Most importatitis finding points to the potential of
LASSBI0-1422 for alleviating the disruption of pteational processes presented by
schizophrenic patients, which is thought-provokigen that improving attention in

neuropsychiatric patients remains crucial for tiw@atment (Young et al. 2011).

LASSBIi0-1422 was also effective in preventing meynadeficits induced by
ketamine in the novel object recognition task, derd model of visual learning and
memory (Jones et al. 2011; Porsolt et al. 20100Sx@l. 2011). Glutamate antagonists,
like ketamine and PCP, induce clear learning/menawfcits in humans and also in
animals (Morgan and Curran, 2006). Schizophrentepis generally show substantial
deficits in remembering stories, verbal paired esdes and visual designs compared
with normal subjects, which may be related to deficies in episodic memory (Sood et
al. 2011). Typical antipsychotics have generallgrbdound to be ineffective against
cognitive symptoms, but there are abundant evidefrcen rodent and primate studies
that the atypical antipsychotics are far more ¢ifecto reverse and even to prevent
cognitive impairment (Abbas et al. 2009; Meltzer013; Seeman, 2010). The
antipsychotic clozapine, but not haloperidol, haerb reported to reverse the deficits
induced by PCP in object recognition task (Graysbral. 2007). These authors have
tested the effect of these drugs before traininky, after a sub-chronic treatment with
PCP.

As far as we know, the present study was the fasiemonstrate the effect of
haloperidol and clozapine administered at diffenmoiments of the memory process in
the novel object recognition task, where memory wapaired by ketamine. In our

protocol, ketamine was administered just once (feefoaining) in order to prevent
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hippocampal degeneration and neurotoxicity indubgdrepeated treatment with this
drug (Olney et al. 1989) and LASSBIi0-1422, clozapiand haloperidol were
administered at different stages of memory fornmatiencoding, consolidation and
retrieval. As expected, a single adminstration etaknine impaired both short and long-
term memories. LASSBIi0-1422 (5 mg/kg) didt affect short nor long-term memaogr
se, but improved the deficit induced by ketamine on gkderm memory, when
administered in the different stages of memory faran (acquisition, consolidation and
retrieval). This profile was not fully shared byzapine (1 mg/kg). This drug did not
affect short nor long-term memorger se but contrary to LASSBIi0-1422, it did not
protect against the ketamine-induced memory impamtm when administered
immediately after the training session, indicatihgt it is not able to counter attack the
deleterious effect of ketamine on memory consalsatprocess. Haloperidol (0.01
mg/kg) impaired short and long-term mema@mr seand did not improve the memory

deficits induced by ketamine, confirming its preqidl effects on cognition.

The highest tested doses of LASSBIi0-1422 (15 andmB@kg) did not alter
animals’ exploratory behavior, neither impaired anotfunction, nor caused
sedative/hypnotic effects suggesting that it habetter safety profile than typical
antipsychotics as haloperidol. LASSBI0-1422 could ih with second generation
antipsychotics that induce extrapyramidal effectly @t high doses, such as risperidone
and olanzapine (Farah, 2005; Owens, 1996). In &@ioeway it could be advantageous
also regarding the atypical antipsychotics, sincemetanalysis comparing several
antipsychotic drugs showed that clozapine, quet@apand zotepine are even more

sedating than haloperidol (Leucht et al. 2009).

Altogether these results strongly suggest that LBi83422 could represent a
gain in the development of new drugs for treatingizophrenia positive and cognitive

symptoms.

Interestingly, LASSBIi0-1422 seems to have a phaatogical profile different
from the known atypical antipsychotic drugs. IndelefiSSBio-1422 has a high affinity
for D4 and, to a lesser extent, for 5-EATreceptors, considered important for the activity
of some atypical antipsychotics such as aripipeazberond et al. 2013), in both cases
with K; very similar to clozapine. On the other hand, LB881422 differs from
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clozapine since it has a much lower affinity foy 8nd 5-HT, receptors, harboring a
more D, selective profile. It's important to note that L8Bio-1422 binding affinity
profile also differs appreciably from its parenthg@ound LASSBIio-579 (Neves et al.
2010, 2013). Furthermore, it does not bind to AMRsinate, NMDA, glicine and
MGIuR, receptors that have been investigated as podsitgets for antipsychotic action
(Egerton and Stone, 2012; Moghaddam and Javit2)201

Our results are in line with other studies dematstg that selective dopaming D
receptor antagonists can be effective in animal efsodf schizophrenia positive and
cognitive symptoms, reversing apomorphine-inducéatkade of prepulse inhibition
(Mansbach et al. 1998), inhibiting locomotor hymiraty (Zhang et al. 2002) and
improving memory in a delayed alternation taskatsr(Zhang et al. 2004). The lack of
extrapyramidal side effects also could be attriduet least in part, to JJantagonism
(Chaudhry et al. 2007; Wong and Van Tol., 2003)ceorD, receptor are more
prominently expressed in limbic regions (frontalrte® and hippocampus) than in
extrapyramidal motor control regions (caudate rusland putamen) (Wong and Van
Tol, 2003). Besides, increasing evidences from genieehavioral, electrophysiological
and molecular research point to an important anguenrole for the R receptor subtype
in the processing of emotionally salient informatiétearning and memory (Sood et al.
2011; Lauzon and Laviolette, 2010), Beceptors are enriched in the prefrontal cortex
(PFC) and hippocampus (Defagot et al. 2000; Van &tolal. 1991), brain regions
involved in cognitive process (Goldman-Rakic, 199&ithin PFC, dopamine can
modulate the firing of GABAergic interneurons vialy receptor mechanism, thus
indirectly modulating cortical output (Mrzljak et. 4996). D receptors may be a key
element in regulating the balance between glutamiateexcitation and GABAergic
inhibition (Lewis and Gonzalez-Burgos, 2006; Thonesal. 2009). Yuen and Yan
(2009) suggested that impairments in GABAergic bititon to PFC pyramidal neurons
are implicated in the abnormal neural synchrony aodking memory disturbances in

schizophrenia.



41

5. CONCLUSION

The results discussed so far characterize the newctibnalized N-
phenylpiperazine derivative LASSBi0-1422 as anpmyithotic lead compound active in
animal models of positive and cognitive symptomsaiizophrenia, with no propensity
for inducing motor side effects, which is in linathvthe two major goals of current
antipsychotic discovery: the development of novelgd that not only produce minimal
extrapyramidal symptoms but improve cognitive impent in schizophrenia as well
(Meltzer, 2013). In addition, given the hypothedizeole of memory deficits in
schizophrenia, beneficial effects of LASSBIi0-1422 apgnition identified in this study
encourage further studies on &ntagonists for treating schizophrenia and otltention
and cognition disorders. The investigation of otheurochemical targets as well as the
effects of this compound in animal models of negatiymptoms of schizophrenia should
further substantiate the usefulness of this mo&cagkaffold in the search for new

antipsychotic drugs.
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Relatorio Descritivo de Patente de Invencao

DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA
ESQUIZOFRENIA

Campo da Invencao

A presente invencdo se refere a moléculas ativbe 0 sistema nervoso
central. Mais especificamente, as moléculas deptesnvencao referem-se a derivados
benziltiazolidinbnicos Gteis no tratamento da exgfuenia ou de outras manifestacdes

clinicas que requeiram o uso de antipsicoticos.

Antecedentes da Invencao

Esquizofrenia

A esquizofrenia tem sido descrita como “a pior deeque afeta a humanidade”,
devido a multiplicidade de sintomas e a permanédocgmesmos ao longo da vida do
paciente (TANDON et al, 2008). Ela € um transtorno psiquiatrico cronico e
incapacitante, uma doenca de natureza complexan@mfestacbes multiplas e quadros
variados e a mais importante das psicoses. Cerd&adda populacdo desenvolve esta
doenca ao longo da vida, sendo a incidéncia semtellean homens e mulheres. E uma
das formas mais importante de doenca psiquiatnice vez que afeta pessoas jovens.
Além disso, estudos mostram que pacientes esgéiEofis apresentam uma taxa de
mortalidade duas vezes maior do que a populacdgezal, pela maior prevaléncia e
gravidade das condi¢des clinicas (CRISMBR®ORSON,1997;GRAEFFet al.,1999;
RANG et al.,2004; ELKISet al.,2008).

Essa doenca psiquiatrica com frequéncia comecdaiaszéncia ou na vida adulta
jovem, podendo seguir um curso de recidivas ouatese crbnica e progressiva,
particularmente nos casos em que o inicio € taAdiesquizofrenia cronica é usada para
justificar a permanéncia de muitos pacientes erpitais psiquiatricos por longo tempo.

Nos Estados Unidos, s&o hospitalizados anualmeéhtailBpacientes para o tratamento
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de esquizofrenia. Essas hospitalizacdes incluentotah de aproximadamente 930 dias
de hospitalizagdo com um custo total de 806 mil{BXENG et al.,2004; MARCUSE
OLFSON, 2008).

Geralmente, o transtorno tem inicio com um eps@tjudo, caracterizado por
manifestacdes psicoticas positivas (sintomas positi como delirios, alucinacdes, fala e
comportamento desorganizados e agitacdo motora EERAet al., 1999; STAHL,
2000).

Com a progressdo da doenca tendem a surgir ag®msie negativos
(embotamento afetivo, falta de iniciativa, isolameesocial, pensamento estereotipado,
anedonia, entre outros) e cognitivos (falta de gitene concentracdo, problemas de
memoria e aprendizagem, fluéncia verbal compromagtileste estagio, quando nao
tratados, os pacientes ficam cada vez mais deddnsr podendo desenvolver um quadro
de deméncia grave (GRAEEal.,1999; TSAIE COYLE, 2002).

Neurobiologia da esquizofrenia
Teorias neuroquimicas
Esquizofrenia e as hipoteses dopaminérgica e glat@rgica

A teoria dopaminérgica foi proposta por Carlssamhgdor do Prémio Nobel em
Medicina e Fisiologia em 2000, com base na evi@farimacoldgica indireta em seres
humanos e em animais de experimentacdo (RABIGal., 2004). A hipétese
dopaminérgica classica da esquizofrenia postulaagusintomas positivos da doenca
sejam secundarios a uma hiperatividade dopamirgrgabcortical ou, mais
precisamente, mediados pelos receptores dopantnérgdo tipo D da via
dopaminérgica mesolimbica (LARUELLE&t al, 1996; ABI-DARGHAM et al., 1998,
2000; ABI-DARGHAM, 2004; ABI-DARGHAM E LARUELLE, 205). Esta hip6tese é
sustentada pelos fatos de agonistas dopaminérgicospo D, em uso continuado
induzirem sintomas similares aos positivos esquernéos e de que toda medicacao
efetiva como antipsicoética, necessariamente, biageen algum grau, esses receptores
(ABI-DARGHAM, 2004; ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005). A hipoétese
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dopaminérgica para a esquizofrenia atribui também puejuizo na atividade da via
dopaminérgica mesocortical (KNABLE E WEINBERGER9I9 DAVIS et al., 1991),
havendo, neste caso, uma hipoatividade desta vislvemdo o receptor dopaminérgico
do tipo D no cortex pré-frontal (ABI-DARGHAM, 2004). Esta lfuncao
dopaminérgica estaria relacionada com o0s sintonegsitivos e cognitivos vistos na
doenca (KNABLE E WEINBERGER, 1997; DAVI&t al, 1991; GOLDMAN-RAKIC

et al, 2004), e tem sido corroborada por estudos emahame em animais mostrando
que a deplecdo dopaminérgica no coértex pré-frazdaba sintomas semelhantes, bem
como pela verificacdo de que os receptores dopagied D encontram-se aumentados
nessa regido de pacientes esquizofrénicos (KNABMEEHENBERGER, 1997; DAVISt
al., 1991; ABI-DARGHAM et al, 2002; GOLDMAN-RAKIC et al, 2004). Assim,
acredita-se que um déficit de atividade dopamigéargortical e um aumento de atividade
dopaminérgica subcortical coexistam na doenca @BRRGHAM, 2004; ABI-
DARGHAM E LARUELLE, 2005). Esta coexisténcia € egpba pelo fato das
transmissbes dopaminérgica dos sistemas mesotaticeesolimbico serem reguladas
por circuitos neuronais complexos que incluem sinaglutamatérgicas e GABAérgicas,
interagindo entre si indiretamente (ABI-DARGHAM,@®0). Tal interacéo € evidenciada
por diversos estudos realizados em animais, makirgune manipulacdes que diminuem
a atividade dopaminérgica no cortex pré-frontahgeum aumento na atividade das vias
dopaminérgicas subcorticais, tanto a espontaneataaguela induzida por anfetamina
ou apomorfina (PYCOCIHet al, 1980; DAVISet al, 1991). Contudo, diversos trabalhos
tém oferecido evidéncias de que uma disfuncdo dasimissdo glutamatérgica
envolvendo os receptores NMDA esta associada aizesgnia (BRESSAN E
PILOWSKY, 2003; GOFF E COYLE, 2001; COYLé#& al, 2003; ABI-DARGHAM E
LARUELLE, 2005).

De fato, é sabido que antagonistas de receptorddAMomo a fenciclidina e a
cetamina, sdo capazes de induzir tanto os sintg@oagivos como 0S negativos e
cognitivos da doenca em sujeitos higidos, bem cemo pacientes esquizofrénicos
(KRYSTAL et al.,1994; LAHTI et al, 1995).
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Ainda, h& evidéncias sugerindo que a desregulagpandinérgica encontrada na
esquizofrenia pode ser secundéaria a um déficiunadfo do receptor glutamatérgico do
tipo NMDA (JENTSCH E ROTH 1999).

Antagonistas do receptor NMDA, como fenciclidinajoguzem sintomas
psicoticos (alucinagdes, disturbios do pensameatn) seres humanos; foi também
relatado haver reducdo das concentracdes de ghataen@o numero de receptores
glutamatérgicos em cérebrpsstmortentde esquizofrénicos (RANE al.,2004). Novos
antipsicoticos agonistas de receptores metabot®me-sinapticos de glutamato do tipo
R2 e R3 (mGIuR2/3) atuariam modulando diretamentéberacédo de glutamato. O
composto LY2140023, em ensaio clinico de fasel,llfdi comparado com olanzapina
(Zyprexa®), demonstrando eficacia um pouco meneca paduzir os sintomas positivos,
mas 0s pacientes ndo ganharam peso, ao contrarteram em média 0,5 kg, indicando
gue agonistas destes mMGIuRs podem representar wngavna pesquisa por
antipsicoticos com melhor tolerabilidade. O meacawisde acdo dos agonistas de
MGIuRs ainda ndo estd completamente elucidado.uRPofado, agonistas mGIuR2/3
inibem a liberagcdo de dopamina, demonstrando hawer interconectividade funcional
das vias glutamatérgicas e dopaminérgicas, sendtanpo possivel que agonistas
MGIuR2/3 tenham como alvo final o0 mecanismo converad de antagonismo dos
receptores dopaminérgicos do tipe. Por outro lado, os receptores mGIuR2/3 podem
formar um complexo com receptores 5-Tsugerindo que a ativacao destes receptores
glutamatérgicos poderia regular a sinalizacdo seésgica (SNYDER E MURPHY,
2008).

Uma desregulacdo dopaminérgica também causa @sraga transmissao
glutamatérgica, uma vez que aferéncias glutamassgicorticais e projecoes
dopaminérgicas convergem em sinapses envolvendémes GABAérgicos no estriado
(KOTTER, 1994; CEPEDA E LEVINE, 1998). De uma maagjeral, mostrou-se que 0S
receptores P e D, apresentam papéis antagdnicos em relacdo a tim@mi
glutamatérgica, via receptor NMDA, no estriado (EBRA E LEVINE, 1998; ABI-
DARGHAM E LARUELLE, 2005). A estimulacao dos recegs D inibe a transmisséo
glutamatérgica por receptor NMDA, enquanto que & deceptores Da favorece
(CEPEDA E LEVINE, 1998; ABI-DARGHAM E LARUELLE, 208). Assim, tanto as
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interacOes glutamato/dopamina quanto dopaminafghita parecem ser relevantes para

a fisiopatologia da doenca.

As primeiras formas de tratamento da esquizofriemiaduzidas na pratica médica
foram o eletrochoque, a lobotomia e o choque ingaj mas foram logo desacreditadas
(SWAYZE, 1995; TANDONeEet al., 2010). O tratamento farmacolégico deste disturbio
teve inicio somente na década de 50, com a desaoberdental dos efeitos da
clorpromazina (TANDONet al., 2010). Posteriormente, diversos outros composios C
propriedades farmacoldgicas semelhantes foram dels&os, dando origem a classe

dos neurolépticos, antipsicoéticos tipicos ou, ajaadipsicoticos de primeira geracao.

Os antipsicoticos tipicos podem ser divididos e principais classes quimicas:
os fenotiazinicos (sendo a clorpromazina o princif@maco), o0s tioxanténicos
(clorprotixeno) e as butirofenonas (haloperidol)yésl destes agentes (clorpromazina,
flufenazina e haloperidol) ainda constam na lis& rmdedicamentos essenciais da
Organizacao Mundial da Saude (WHO, 2009).

Os antipsicoticos tipicos diferem-se quanto a pmééfiarmacocinética e perfil de
efeitos adversos. Centenas de ensaios clinicosrdgram que os antipsicoéticos tipicos
suprimem ou atenuam manifestacfes psicéticas agedesduzem a frequéncia de
recidivas. Em consequéncia, reduzem o numero enmpaede hospitalizacbes e
viabilizam outras formas de tratamento. Emboras(paira aliviar os sintomas positivos
da esquizofrenia, sdo pouco eficazes no aliviosddemas negativos e cognitivos, além
de um percentual de pacientes (chamados refrgtéeigonderem pouco ou nada a estes
medicamentos (GRAEFEt al., 1999; BALDESSARINIE TARAZI, 2001; GARDNER
et al.,2005).

Além disso, estes antipsicéticos de primeira garagpresentam uma gama de
importantes efeitos adversos. Os chamados efektmapgamidais estao diretamente
ligados ao excesso de bloqueio dos receptores do@ayitos [ na via nigro estriatal.
Os pacientes podem apresentar quadros de distongcuiar, acatisia, podendo
desenvolver Parkinsonismo farmacologico e, comtans&o do tratamento, discinesia
tardia. O aparecimento destes sintomas € a princgpsa de abandono do tratamento

por parte dos pacientes. O bloqueio de receptorepandinérgicos na via
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tuberoinfundibular acarreta num aumento dos niva&sicos de prolactina, com
consequente aumento do tamanho e sensibilidadglatadulas mamarias, diminuicdo da
libido, amenorréia e galactorréia (CRISM@NDORSON, 1997; GRAEFEt al., 1999;
BALDESSARINIE TARAZI, 2001; GARDNERet al.,2005).

A procura de substancias que superassem as limgagds farmacos tipicos
existentes no mercado conduziu ao desenvolvimeatolazapina, em 1971, primeiro
farmaco dos chamados antipsicoticos atipicos osedenda geracdo para 0s quais nao
existe uma definicdo universal. A conceituacao reples utiliza apenas um critério de
inclusdo: produzir o efeito antipsicético na maiodos pacientes em doses que nao
causam efeitos extrapiramidais importantes. Ouditabutos que vém sendo descritos
incluem uma maior eficacia em relacdo aos sintonsmtivos e a ndo alteracdo dos
niveis séricos de prolactina e/ou um mecanismogd® gue envolveria mais de um
receptor.

Os principais representantes deste grupo sédo @hazaplanzapina, quetiapina,
risperidona, ziprasidona e aripiprazol. Todos &escaracterizam por apresentar uma
afinidade para varios receptores (mecanismo de agéltireceptor), envolvendo a
ligacdo tanto a receptores dopaminérgicos (espeeide ) quanto serotonérgicos (5-
HT, e/lou 5-HT,) (CRISMON E DORSON, 1997; GRAEFFet al., 1999;
BALDESSARINI E TARAZI, 2001; HIROSEet al.,2004; FARAH, 2005; GARDNER
et al.,2005; YAGCIOGLU, 2007).

Na realidade, ainda ndo se sabe exatamente quatanismo de acdo responsavel
pela diferenca clinica vista entre antipsicoticqEcos e atipicos. Ha na literatura
diversas teorias para tentar explicar o mecanigspansavel pela atipicalidade. Muitas
destas teorias postulam que o perfil atipico érslp a interacdes que estes farmacos
exerceriam em outros receptores dopaminérgicon@o® ) (isto €, em B, D3, Dy), ou
mesmo da relagcdo de poténcia de bloqueio entre (pasexemplo, QD,, Di/D,)
(SEEMAN et al, 1997; STRANGE, 2001; TAUSCHERt al, 2004). Outras teorias
afirmam que o perfil atipico é secundario & acde flbsmacos em receptores nao
dopaminérgicos, em especial os receptores 5;HIU mesmo dependeria de uma boa
relacdo de poténcia para o bloqueio dos recepsrE,»/D, (MELTZER et al, 2003).

Ha também teorias que afirmam que a atipicalidadeseéundaria a bloqueios
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dopaminérgicos seletivos no SNC, ou seja, algumma@os apresentariam maior
propensdo a bloquear zonas limbicas do que e&rigPdLOWSKY et al, 1997;
STRANGE, 2001; BRESSAMt al, 2003). Outra teoria mantém o receptgr ddmo
alvo chave dos antipsicoticos sem precisar invatisidade em outros receptores, sendo
que a diferenca entre atipicos e tipicos se da fadto dos primeiros se desligarem
rapidamente do receptor (rapida dissociacdo). Destaa, os antipsicoticos atipicos
seriam facilmente deslocados dos receptores quanddpamina endégena for liberada o
que permitiria uma transmissao neuronal mais nonoaérebro de paciente (KAPUR E
SEEMAN, 2001).

Os antipsicoticos atipicos séo, atualmente, pieados como tratamento de
primeira linha na esquizofrenia. Em funcao dasdgardiferencas observadas no que diz
respeito tanto a eficacia quanto aos efeitos adsdtEUCHTet al.,2009; TANDONet
al., 2008), estes farmacos devem ser avaliados indilntknte na hora da prescricdo e

nao como uma classe homogénea.

A clozapina apresenta melhora tanto de sintomasiyams como negativos e 60%
dos pacientes que ndo respondem ao tratamento otipsieodticos tipicos podem
apresentar melhora com o seu uso, razdo pela qudaénaco de escolha em caso de
refratariedade aos tratamentos mais classicos. dlagéio ao seu mecanismo de acéo,
ainda discutido, a clozapina apresenta maior afdedpara os receptores serotonérgicos
do tipo 5-HT, do que para os receptores dopaminérgicelikB, sendo que sua afinidade
para o subtipo Pé um pouco maior do que para g [Entretanto, 0 maior problema com
a utilizacdo da clozapina é o aparecimento evemteiagranulocitose (cerca de 1 a 2%
dos pacientes). Dada a gravidade e a potenciiieede deste quadro (aproximadamente
1%), 0 uso deste farmaco é restrito na praticacelia casos refratarios aos tratamentos
convencionais (CRISMONE DORSON,1997; GRAEFF et al., 1999; FARAH, 2005;
GARDNERet al.,2005; ELKISE MELTZER, 2007).

Os outros antipsicoticos atipicos também apreseefaitos adversos limitantes
de sua utilizagcdo terapéutica. A utilizacdo cronda olanzapina, quetiapina (e
risperidona), assim como da clozapina, esta asteia aumento de peso e um aumento
da propensdo a inducdo de diabetes tipo Il. Esbasa@ies metabdlicas aumentam

significativamente o risco de morte por doencaioaebscular, que ja € a principal causa
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de mortalidade dos pacientes com esquizofreniadi€8rbios metabdlicos associados
aos antipsicoticos atipicos sdo, portanto, um dea#iial para os psiquiatras no dia-a-dia
(ELKIS et al.,2008). Ja o tratamento com risperidona (mais zigwas e olanzapina)
pode levar ao desenvolvimento de efeitos extrapitaism com o aumento da dose
(OWENS, 1996; FARAH, 2005).

O aripiprazol, as vezes chamado de antipsicOtictedmira geracdo, possui um
perfil de efeitos adversos caracterizado por mgaaho de peso quando comparado aos
outros antipsicoticos (junto com a ziprasidona)jgaosedacao e auséncia de elevacao de
prolactina. A particularidade do seu mecanismo @ aesidiria no fato de atuar como
agonista parcial nos receptores @ de apresentar seletividade funcional nestetece
(MAILMAN e MURTHY, 2010). Além disso, apresenta\atlade agonista parcial nos
receptores 5Hiy e antagonismo em receptores 5K TEntretanto, seu custo elevado
exige apoio governamental para que a populacdo snémmrecida possa utiliza-lo
(MAMO et al, 2007).

Uma das alternativas atualmente propostas paantento da esquizofrenia séo
0S agonistas de receptores metabotrépicos de @tdano tipo R2/R3 (MGIuR2/3) que,
além de parecerem mais seguros que 0s antipsisofatipicos atuais, poderiam

apresentar uma melhora de cogni¢cdo e uma mellevabolidade.

Dados do estudo Clinical Antipsychotic Trials oftdrvention Effectiveness
(CATIE) financiado pelo National Institutes of H#ml(NIH) indicam que 74% dos
pacientes abandonam o tratamento com antipsicéico$8 meses quer seja em funcao
da baixa tolerabilidade ou da eficacia incompléi&BERMAN et al., 2005), uma das

razdes pela qual ha necessidade de novos farmaibosi@ticos.

Sumario da Invencao

E um objeto da presente invencdo compostos bezlidindnicos de férmula

molecular (1)
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i (1

ativos em modelos animais preditivos de atividadgpsicotica: inibicdo declimbing
induzido por apomorfina em camundongos e inibicAdigperlocomocao induzida por
cetamina. E, portanto, um objeto da presente iri@mpgoporcionar moléculas Uteis no
tratamento da esquizofrenia ou de outras maniféssaclinicas que requeiram o uso de

antipsicoticos e composi¢cdes farmacéuticas conteadonesmas.

E um objeto da presente invengdo, compostos bieapiidindnicos de formula
molecular (I) ndo induziram catatonia em camundenge n&o causaram
comprometimento motor quando comparadas aos attjggis tipico, haloperidol, e
atipico, clozapina. E, portanto, outro objeto despnte invenc&o proporcionar moléculas
e composi¢cdes farmacéuticas contendo as mesmas ngoe induzam efeitos

extrapiramidais, comuns a outros antipsicoéticepgeialmente os tipicos.

E um objeto da presente invengdo, compostos bieapiidindnicos de formula
molecular (I) que ndo potenciaram o tempo de sanbitdirico, em camundongos. E,
portanto, outro objeto da presente invencdo pragoac moléculas e composicoes
farmacéuticas contendo as mesmas, que nao acametemfeitos sedativos tipicos de

outros neurolépticos, como o haloperidol, e atgicomo a clozapina.

E um objeto da presente invengdo, compostos bieapiidindnicos de férmula
molecular (l) capazes de prevenir a hiperlocomagdozida por cetamina, em doses que
per sindo afetam locomocéo, e de prevenir prejuizo induzelo agonista serotonérgico
(+)-DOI na inibicdo de sobressalto por pré-pulsm, @mundongos. E, portanto, outro
objeto da presente invencdo proporcionar molécelasomposicdes farmacéuticas

contendo as mesmas que apresentem um perfil gesiadtico atipico.

E um objeto da presente invengdo, compostos bieapiidindnicos de férmula

molecular (I) ndo apresentarem toxicidade quandoiragtradas a camundongos por 14
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dias nas doses de 15 e 30 mg/kg, v.o.. E, portantnp objeto da presente invencéo
proporcionar moléculas e composi¢cdes farmacéuticastendo as mesmas que

apresentem baixo potencial téxico.

Breve Descricao das Figuras

A Figura 1 mostra o efeito de FPT-2, FPT-4 e FPB@ mg/kg, n=10), no modelo de
escalada induzido por apomorfina em camundongagamentos: HAL (haloperidol 0,5
mg/kg, v.0.); CLO (clozapina 15 mg/kg, v.0.); Vdixu(solucdo salina + 1%
polissorbato); Apomorfina (4 mg/kg, s.c.). O parfnmavaliado foi o indice de climbing.
Resultados expressos em meédia + erro padrao. AN@bgt hocStudent-Newman-
Keuls. Diferenca significativa em relacdo ao grupeiculo+Veiculo *¥<0,01
** P<(,001. Diferenca significativa em relacdo ao gr\fedculo+Apomorfind’P<0,05;
#P<0,01;"P<0,001.

Figura 2 mostra o efeito de FPY-3 (5, 15 e 30 pgiko.) no modelo de escalada
induzida por apomorfina em camundongos. O paramabservado foi o indice de
climbing. Tratamentos v.o.: Veiculo (salina + psdidbato 80 1% 1 mL/100g, n=10),
HAL (haloperidol 0,5 mg/kg, n=10), CLO (clozapin& fng/kg, n=8). Tratamentos s.c.:
Veiculo (salina + vitamina C 1mg/mL), Apomorfingo¢emorfina 4 mg/kg). Resultados
expressos em media + erro padrao. ANOMISt hocStudent Newman Keuls: Diferenca
significativa em relagdo ao grupo Veiculo+VeiculB<®,05 ***P<0,05. Diferenca

significativa em relagcdo ao grupo Veiculo+ApomafiR<0,05"P<0,001.

A Figura 3 mostra o efeito de diferentes dosesRM¥-B (1, 5 e 15 mg/kg, v.0. no teste de
hiperlocomocdo induzida por cetamina, em camundangdratamentos: HAL
(haloperidol 0,01 mg/kg,v.0.), CLO (clozapine (1/ktg v.0.), Cetamina (10 mg/kg,
s.C.). Resultados expressos em média + erro pafiNIDVA post hocStudent-Newman-
Keuls. Diferenca significativa em relacdo ao grupeiculo+Veiculo *¥<0,01;
** P<0,001. Diferenca significativa em relacdo ao griymiculo+CetamindP<0,05
#P<0,001.

A Figura 4 mostra o efeito de FPY-3 (15 mg/kg, vmm teste de inibicdo de sobressalto

por pré-pulso, em camundongos, onde o0s agenteglaréls deste processo sdo a
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apomorfina, o (x)-DOI e a cetamina. Tratamentos:LHAaloperidol 0,5 mg/kg,v.0.),
CLO (clozapine (15 mg/kg, v.0.), apomorfina (3 nig/k.c.), (x)-DOI (0,5 mg/kg, s.c.),
cetamina (30 mg/kg, s.c.). Resultados expressomédia + erro padrao. ANOVAost
hoc Student-Newman-Keuls. Diferenca significativa emlaggo ao grupo
Veiculo+Veiculo P<0,05 **P<0,01 ***P<0,001. Diferenca significativa em relacéo ao
grupo Veiculo+Apomorfina ou Veiculo+DOI ou Veicul@etaminaP<0,05 *P<0,01
"P<0,001.

A Figura 5 mostra o controle de ganho de massaowarpdurante 14 dias dos

camundongos tratados agudamente com FPY-3 (200@mgo.) (n=3).

A Figura 6 mostra o controle de ganho de massaowarpdurante 14 dias dos
camundongos tratados diariamente com FPY-3 (15 m@@g, v.0.) ou veiculo (n=6).

Diferenca significativa em relacdo ao grupo Veicirea0,05.

A Figura 7 mostra a estrutura quimica dos compastastizados: 3-(4-cloro-benzil)-5-
[3-(4-cloro-fenil)-3H-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-tiazolidina-2,4-dionaPT-2, 3-(2-cloro-

6-fluoro-benzil)-5-[3-(4-cloro-fenil)-Bi-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-tiazolidina-2,4-diona
FPT-4 e 3-(2-cloro-6-fluoro-benzil)-5-(1-fenikHtpirazol-4-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-
diona FPY-3.

Descricao Detalhada da Invencdo

Os exemplos descritos a seguir ndo tém a intethedimitar o escopo da presente

invencdo, mas apenas de mostrar uma das formamdeetiza-la.

Preparacao dos derivados

O processo de obtencéo dos derivados benziltiazohdtos e as caracteristicas

dos compostos obtidos envolveram o emprego daastiscritas a seguir:

3-(4-Cloro-benzil)-5-[3-(4-cloro-fenil)3-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-tiazolidina-2,4-
dionaFPT-2
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3-(2-Cloro-6-fluoro-benzil)-5-[3-(4-cloro-fenil)43-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-
tiazolidina-2,4-dion&PT-4

3-(2-Cloro-6-fluoro-benzil)-5-(1-fenil-di-pirazol-4-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona
FPY-3.

O processo de obtencéo dos derivados benziltiaadhdtcos de formula (1)

R (1
envolveu o emprego das seguintes etapas:
a) Condensacao de fenilidrazinas funcionalizadas c@ntetrametoxipropano;
b) Formulagcédo do 1-fenilpirazol funcionalizado (I)timm em a);
c) Diazotacao e substituicdo nucleofilica aromaticaminas funcionalizadas;
d) Cicloadicdo [2+3] das azidas (IV) com alcool prapkeo;
e) Oxidacé&o do alcool 1,2,3-triazolico (V) obtido napa d);

f) Condensacdo tipo Knoevenagel-Cope dos derivadogoliiaonicos
benzilados com os aldeidos correspondentes: I4efoilmil-pirazolico ou

1,2,3-triazodlicos.

A etapa a) ocorre pela reacdo de condensacéo tidréminaspara-substituidas
com tetrametoxipropano em solucdo contendo um b&amn acido proético, aquecida a
temperatura de refluxo durante um periodo de 6QiN(MENEGATTI et al, 2003).
Ao término da condensac¢do, o pH do meio reaciorgustado e apds extracdo com
diclorometano e evaporacdo do solvente, os dersvddfenilpirazolicos, de formula

geral (Il), funcionalizados com diferentes grupatosrR sao obtidos:
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A formulacéao do 1-fenilpirazol (Il), ocorre na etap), pela adicdo de (Il) a uma
mistura equimolar de dimetilformamida e oxiclorete fosforo, a qual € mantida na

temperatura de 80-86 por 12 horas (MENEGATTI et al, 2003).

Ao término da formulacéo, o pH do meio reacionajustado e apos extragdo com
diclorometano e evaporacao do solvente, os comelgmbes derivados 1-fenil-4-formil-

pirazélicos, de formula geral (lIl), funcionalizadeom diferentes grupamentos R séo

obtidos:
wili
I
N<

N

R (111

Na etapa c, anilingsara-substituidas foram diazotadas apés tratamentowuen
solugcdo aquosa de nitrito de sodio em meio acidatpaninutos a temperatura de0
Em seguida, o correspondente sal de diaz6nio optda@omo intermediario for tratado
com uma solucdo aquosa de azida de sédio em m&imoba temperatura ambiente por
120 minutos.

Ao término da substituicdo nucleofilica aromatias,correspondentes arilazidas,
de formula geral (IV), funcionalizados com difeentgrupamentos R sédo obtidos por
filtrac&o:

R(V)
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A etapa d), as arilazidas funcionalizadas (IV) satadas com alcool propargilico
em solucdo de tolueno a temperatura de refluxonteinam periodo de tempo variando
entre 3 a 5 horas (KOLB et al, 2001). Ao términordacéo de cicloadi¢cdo [2+3], 0s
correspondentes alcodis 1,2,3-triazolicos de foamgeral (V), funcionalizados com

diferentes grupamentos R s&o obtidos por filtragcéo:

OH
N
|
N<

N

R (V)

A reacao de oxidagdo ocorre na etapa e), atravésthmento dos alcoois 1,2,3-
triazélicos funcionalizados (V) com dioxido de man§s em solucdo contendo solvente
clorado, a temperatura ambiente por periodo dedegup varia entre 60 a 180 minutos.
Ao término da reacdo de oxidacao e apés a filtrdoameio e evaporacao do solvente, 0s
correspondentes aldeidos 1,2,3-triazélicos de flarrgeral (VI1), funcionalizados com

diferentes grupamentos R séo obtidos:

R (V1)

A Ultima etapa da reacéo f) corresponde a uma oededcondensacdo equimolar dos
derivados 3-benzil-tiazolidina-2,4-dionas funcioratios com os aldeidos 1-fenil-4-
formil-pirazélico ndo substituido de férmula ge(Hl) e com o derivado 1-(4-cloro-
fenil)-1H-[1,2,3]triazol-4-carbaldeido em presengle benzeno como solvente e
piperidina como solvente. A mistura reacional fquecida por 48 horas e em seguida,
colocada a baixa temperatura. O produto precipitguis filtracdo foi lavado com uma
mistura de etanol/dgua e acetonitrila. Os derivé@ogiltiazolidinénicos FPT-2, FPT-4 e
FPY-3 obtidos apresentaram um grau de pureza enfecpara as analises. Os derivados
codificados FPT 3-(4-cloro-benzil)-5-[3-(4-clorori®-3H-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-



65

tiazolidina-2,4-diona FPT-2,,6H:,CIN,O,S, apresentou um rendimento de 54 % e ponto
de fusdo de 165-166 °C e o 3-(2-cloro-6-fluoro-ide®z[3-(4-cloro-fenil)-3H-
[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-tiazolidina-2,4-dion&PT-4, GoH.,Cl,FN,O,S, apresentou
rendimento de 29 % e ponto de fusdo 145-146 °CoRfposto 3-(2-Cloro-6-fluoro-
benzil)-5-(1-fenil-H-pirazol-4-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona FPY &0H13CIFN;O,S
apresentou um rendimento de 53% e ponto de fus&R2P4 °C. A comprovacao
estrutural dos derivados sintetizados foi realizpegtos espectros no infravermelho
registrados em aparelho IFS 66 Bruker, em pastibaKBr, pelos espectros de
ressonancia magnética nuclear de protons efetuadosim aparelho espectrémetro
Bruker AC 300 P, utilizando o DMS@domo solvente e pelo espectro de massas,
impacto eletrénico a 70eV registrados em um aparélP 5987. As caracteristicas
espectroscopicas no infravermelho notadamentesas@l®s na regido da carbonila e da
dupla ligacdo etilénica e no espectro de resscaamagnética nuclear de prétons
observando-se o dublete gHenzilico, o singlete do grupamento etilénico aldos
prétons aromaticos para os compostos FPT e FPYa@eps estdo de acordo com a
estrutura proposta. Na espectrometria de massaraggndntacoes observadas e a
intensidade dos picos dos is6topos apos impact@eieo encontram-se igualmente em

acordo com as estruturas propostas.

Estudo Farmacolégico
Ensaiosin vitro
Preparacéo do tecido

Ratos foram sacrificados por decapitacédo. O elec&aimediatamente removido
e colocado no gelo para dissecacédo das estruterastetesse: estriado, hipocampo e
cortex. Em seguida, foram pesados e estocados eagémio liquido (-70°C). Esse
procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica and@dos Animais da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

O estriado foi homogeneizado em Potter de TefldhGaa 20 volumes por grama
de tecido de tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) coneemMfCL 8mM e EDTA 5 mM. A

suspensao resultante foi ultracentrifugada a 48008 4°C por 20 minutos. O sedimento
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foi ressuspenso em 20 volumes de tampao e incuba8é°C por 10 minutos para
remocdo de neurotransmissores enddgenos. Essansa@gpéoi esfriada no gelo e
ressuspendida em tampdao, rendendo 1,5 mL/g deotexidpor fim, estocada no

nitrogénio liquido até seu uso.

Hipocampo e cortex foram homogeneizados em Pdteifeflon a 4°C a 20
volumes (hipocampo) ou 10 volumes (cértex) de tampds-HCI 50 mM (pH 7,4) por
grama de tecido. A suspenséo resultante foi cagada duas vezes a 90Q,ga 4°C por
10 minutos. Os sobrenadantes resultantes foramdaste ultracentrifugados a 480Q0 g
por 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso em &angpincubado a 37°C por 10
minutos. Posteriormente, essa suspenséo foi esfrnadgelo e ultracentrifugada duas
vezes (48 000 g por 10 minutos a 4°C). O sedimento final foi rep@Nso em tampao

na proporcédo de 1,5 mL/g de tecido e estocado gogénio liquido.

A concentracdo de proteina foi determinada pelmaeoéde Lowryet al. (1951),

utilizando-se como padréao albumina de soro bovino.

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

Para determinar a ligacdo dos compostos aos reespie dopamina do tipo,D
like, as preparacbes membranares da estrutura dessggereorpo estriado, (50g
proteina) foram incubados na presenca do radidégghi]-YM-09151-2 (0,1 nM) a
37°C, no escuro, por 60 minutos em uma solucaecodot120 mM NacCl, 5 mM Mggil
1,5 mM CaCj, 1 mM EDTA e Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) em um volurfieal de 500uL.
A ligacdo néo especifica foi determinada pela iacéb na presenca de @M de (-)-
sulpirida.

Ensaio de radioligacdo a receptores 5-TTHALL et al., 1985; PEROUTKA, 1986;
MONGEAU 1992)

Para determinar a ligacdo dos compostos aos reesple serotonina 5-H{ as

preparacdes membranares da estrutura de intetd@gseampo (50ug de proteina),
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foram incubadas na presenca do radioligarig-§-OH-DPAT (1 nM) a 37°C por 15
minutos em uma solucédo contendo 1 mM GaClmM MnCb, 10 uM de pargilina e
Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) em um volume final de 500. A ligacdo ndo especifica foi

determinada pela incubacao na presenca gévMi@e serotonina.

Ensaio de radioligacéo a receptores 5-{TLEYSEN et al., 1982; NELSON et al., 1993)

Para determinar a ligacdo dos compostos aos reesple serotonina 5-H{, as
preparacfes membranares da estrutura de intecéstex total (15Qug proteina), foram
incubadas na presenca do radioligafitg-Eetanserina (1 nM) a 37°C por 15 minutos em
uma solucéo contendo 100 nM de prazosina e Tris89GhM (pH 7,4) em um volume
final de 500uL. A ligacdo ndo especifica foi determinada petailbacdo na presenca de

1 uM de cetanserina.

ApoOs a incubacao, as amostras foram rapidamerdddavem 4 mL de Tris-HCI 5
mM (3X) e imediatamente filtradas sobre filtros flera de vidro (GMF 3, Filtrak,
Germany) previamente umedecidos em tampao Tris-BCImM (D.-like) ou
polietilenoimina 0,5% (5-Hix e 5-HT,,). Os filtros foram, entéo, secos e colocados em
vials individuais contendo liquido de cintilacadoOfPOP (1,4-bis-[2-(5-feniloxazol)]-
benzeno 0,1 g/L e POP (2,5-difeniloxazol) 4,0 gi #lueno). A radioatividade retida
nos filtros foi contada em cintilometro (PackardCarb 1600 TR) (Tabela 1).
Tabela 1.Afinidades de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 por receptorespb D.-like, 5-HT;, €

5-HT,a. Clozapina e aripiprazole foram usados como faomade referéncia.
Ki (LM)

Composto D,-like 5-HT;p  5-HTyp
FPT-2 - - 23,9
FPT-4 - - -
FPY-3 - - 7,3
Clozapine 0,114 0,378 0,014

Aripiprazole 0,001 0,001 0,007
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- Os compostos produziram menos de 15% de inildedmacéo do radioligante quando
usados na concentracédo sigeening(10 uM), impossibilitando a constru¢cdo de uma

curva de competicdo e o calculo do Bgu

Testes comportamentais/ Testdsa vivo
Animais

Foram utilizados camundongos CF1, machos, aduds 80 g), provenientes da
colénia da Fundacéo Estadual de Producédo e Pesui§aude (FEPPS-RS). Antes dos
experimentos, os animais foram ambientados por erfogo minimo de 72 horas no
biotério de passagem da Faculdade de Farmacia -GSFRs camundongos foram
mantidos em caixas plasticas de 17 x 28 x 13 cm oconmaximo, 8 animais por caixa e
os ratos foram mantidos em caixas plasticas de 22 x 16 cm em grupos de, no
maximo, 5 animais por caixa. Os animais foram ndastisob ciclo claro/escuro de 12
horas, com temperatura constante €23 °C), sob sistema de exaustdo e umidade
monitorada. Os animais tiveram livre acesso a agualimento (racdo certificada
Nuvital®). Nos experimentos realizados com admiagdo das substancias teste por via

oral, os animais passaram por um periodo de 5 kerggum antes do teste.

Bloqueio do comportamento de escalada (climbinguando por apomorfina (COSTALL
et al., 1978)

7

A apomorfina é um agonista dopaminérgico e o l#amude seus efeitos
comportamentais € uma resposta observada tanto grdipsicoticos tipicos como
atipicos.

Camundongos foram tratados com a substéncia tesi@jlo (1mL/100g, v.0.),
haloperidol (0,5 mg/kg, v.0.) ou clozapina (15 nggA.0.). Em seguida, foram colocados
individualmente em gaiolas de metal, onde permanetedurante meia hora para
adaptacado. Transcorrido este periodo, os animagdeeam uma injecao de apomorfina 4
mg/kg s.c. ou veiculo; sendo imediatamente recdloeaas gaiolas, onde permaneceram

por trinta minutos. Neste periodo, os animais foodiservados a cada 5 minutos durante
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1 minuto, registrando-se 0 maior niamero de patagnaae, presenca de escalada
continua ou intermitente e presenca ou auséncestéeeotipia. Todos esses parametros
contabilizados geram um indice de climbing: O popéma nenhuma pata na grade e
auséncia de estereotipia, 1 ponto para nenhuma rpatgrade mas presenca de
estereotipia, 2 pontos para uma, duas ou trés patggade, 3 pontos para escalada
intermitente e 4 pontos para escalada continuae Hsdice € avaliado para fins

estatisticos.

Inducéo de catatonia (CARLINLI973)

e

Este teste € utilizado para deteccdo do potendeal inducdo de efeitos

extrapiramidais.

Camundongos foram tratados com as substanciasHeste, FPT-4 e FPY-3 (30
mg/kg, v.0.), veiculo (1mL/100g, v.0.), haloperidd)5 mg/kg, v.0.) ou clozapina (5 e 15
mg/kg, v.0.). Os animais foram delicadamente posaios sobre uma barra de madeira
elevada 6,5 cm do chéo, apoiados apenas pelasdiatésiras, 30, 60 e 90 minutos apos
o tratamento. Foi mensurado o tempo de permanémtissegundos, dos animais nesta

posicéo incomoda nos intervalos descritos (Tabela 2
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Tabela 2. Efeito de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 (30 mg/kg, v.0.) teste de inducdo de
catatonia em camundongos. A avaliacdo foi feitdT3D), 60 (T60) e 90 (T90) minutos
apos o tratamento.

Tratamento  Dose 30 minutos 60 minutos 90 minutos
(T30) (T60) (T90)

SAL 1 mL/200g 1,2%0,6 1,4+0,9 1,7+0,9
Haloperidol 0,5 mg/kg 11,5+11,5* 19,2 £13,9*** 43 £ 9,0%**
Clozapina 15 mg/kg 13,3+£12, 3** 11,9 £ 8,1** 33,7
Clozapina 5 mg/kg 3,1+3,9 15+£0,9 16+15
FPT-2 30mgkg 2,3+24 7,4+11,0 75+6,2
FPT-4 30mglkg 2,5+2,2 3,7+5,2 59+8,3
FPY-3 30 mg/kg 16+14 15+0,8 45+47

Resultados expressos em média + desvio padrdo. AN@/ duas vias com medidas
repetidagpost hocStudent Newman Keuls. Diferenca significativa etag&o ao grupo
SAL *P<0,05 **P<0,01 ***P<0,001.

Avaliacdo do efeito sobre a coordenacio motora grarelho de rota-rod (LOPEZ-
RUBALCAVA et al., 2000)

Camundongos foram habituados ao rota-rod 24 laores do teste (Dia 1).
O experimento consistiu de duas exposi¢cdes aolapaferpm), denominadas selecao e
sessdo teste (Dia 2). Na selecdo, apenas o0s anguoaisapresentaram tempo de
permanéncia de no minimo 90 segundos foram comsidsraptos a continuar no teste.
Imediatamente apos esta sessdo, 0s animais sa@l@ogreceberam o tratamento com as
substancias teste FPT-2, FPT-4 e FPY-3 (30 mg/km), weiculo (1mL/100g, v.0.),
haloperidol (0,5 mg/kg, v.0.) ou clozapina (5 emé/kg, v.0.) e 60 minutos apos foram
novamente colocados no aparelho (sessao testg)al@metros avaliados foram maior

tempo de permanéncia, em segundos, € numero dagy(leabela 3).
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Tabela 3. Efeito de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 (30 mg/kg, v.0.)teste de avaliacdo da
coordenacdo motora em aparelho de rota-rod, emrongos. Parametros avaliados:
maior tempo de permanéncia e nimero de quedas.

Tratamento Dose Permanéncia Quedas

TO T60 TO T60
SAL 1 mL/100g 224, 2+ 59,7 224,6 £ 64,6 14+£16 1415
Haloperidol 0,5mg/kg 238,9+70,1 84,6 £62,8** 2116 15,2 + 8,9%**
Clozapine 15 mg/kg 238,3+74,5 86,9 + 89,8** 1,34 21,3 £ 17,5%**
Clozapine 5 mg/kg 249,6 £ 65,5 216,21+ 74,5 0,91 1,0+£0,9
FPT-2 30mg/kg  245,6 £92,3 250,0 + 69,0 16+27 45+10,4
FPT-4 30 mg/kg  234,3+68,1 198,9+82,4 1,8+1,6 3549
FPY-3 30mg/kg  228,4 + 88,6 212,7+94,4 1,4+23 1,7+23

Resultados expressos em média + desvio padrdo. AN@d/duas vias com medidas
repetidagpost hocStudent Newman Keuls. Diferenca significativa efag&o ao grupo
SAL em T60 **P<0,01 ***P<0,001.

Avaliacdo da Atividade Locomotora Espontanea —& dst Exposicdo ao Campo Aberto
(Open Field) (WILLIANSON et al., 1996)

Parametros de locomocdo sdo comumente avaliadosoedores nas etapas
iniciais da investigagcdo de um provavel efeito @ntle compostos, principalmente
devido a sua simplicidade. A avaliacdo da atividedemotora é capaz de demonstrar
tanto efeitos depressores quanto estimulantessteng nervoso central, caracterizados
por uma diminuicdo ou aumento da locomocao espeataespectivamente, o que pode

ser visualizado neste teste.

Camundongos foram tratados com o composto teste3FP30 mg/kg, v.0.),
haloperidol (0,5 e 4 mg/kg, v.0.), clozapina (55emg/kg, v.0.) ou veiculo (1 mL/100g,
v.0.) e, apos 60 minutos, os animais foram cologsadm uma caixa de acrilico
transparente (45 x 30 x 30 cm), com o fundo pretmlido em 24 quadrantes iguais. Os

animais foram ambientados por 5 minutos e, postaaote, observados por 15 minutos,
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registrando-se manualmente o nimero de cruzamentos os quadrantesr@ssing$, o
namero de episdédios em que 0s animais levantareonpm apoiados apenas pelas patas
traseiras rearingy e o numero de comportamentos de auto-limpgeao(ning$. Todo
procedimento foi realizado em ambiente de penurfitabela 4).

Tabela 4.Efeito de FPY-3 (30 mg/kg, v.0.) no teste de exgisiao campo aberto, em

camundongos, em um periodo de observacdo de 15tasminBarametros avaliados:
namero decrossings, rearings groomings

Tratamento Dose Crossings Rearings Groomings
SAL 1 mL/100g 306,5+179,1 98,7 +42,7 20,3+7,8
Haloperidol 4 mg/kg 71,0 £110,7** 6,8 + 13,9*** 4+ 2 6%
Haloperidol 0,5 mg/kg 151,21 +117,9 32,9 + 30,4** 5 & 2,8%**
Clozapina 15 mg/kg 1450+ 71,5 25,6 £ 29,3** 2,8, 4%
Clozapina 5 mg/kg 183,4+44,9 87,6 +24,2 11,7A"3
FPY-3 30 mg/kg 315,4 £ 154,5 112,1 + 56,6 18,1k 6,

Resultados expressos em média + desvio padrao. AN@ASt hocStudent Newman
Keuls. Diferenca significativa em relacéo ao gr&@gd. ** P<0,01 ***P<0,001.

Teste de Potenciacdo do Sono BarbitufddLLIANSON et al., 1996)

Este teste avalia uma atividade geral sobre o rB#stdNervoso Central.
Camundongos foram tratados com o composto testeFB0O mg/kg, v.0.), veiculo
(1mL/100g, v.0.), haloperidol (0,5 e 4 mg/kg, v.oy clozapina (5 e 15 mg/kg, v.0.).
Decorridos 60 minutos, uma solucéo de pentobarbitdico (Cristalia®, 40 mg/kg, i.p.)
foi administrada a todos os grupos. Determinouesgdo, o tempo para inducao
(laténcia) e a duracdo do sono barbitdrico, em tosjudeterminados pela perda e
retomada do reflexo postural. Estabeleceu-se 24@utos como valor maximo de

duracéo do sono (Tabela 5).
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Tabela 5.Efeito de FPY-3 (30 mg/kg, v.0.) no teste de paegéo do sono barbiturico,
em camundongos. Parametros avaliados: laténciaipduvgdo do sono e duracdo do

sono.

Tratamento Dose Laténcia (min) Duracgéo do sono (mjn
SAL 1 mL/100g 4.4 +0,7 34,2+14,3
Haloperidol 4 mg/kg 35+£1,0 86,2 £ 48,0***
Haloperidol 0,5 mg/kg 50+£2,8 29,5+11;3
Clozapina 15 mg/kg 35+13 71,8 £23,7**
Clozapina 5 mg/kg 4,7+29 45,6 + 29,5

FPY-3 30 mg/kg 54+39 29,4 +18,5

Resultados expressos em média = desvio padrdo. AN@St hocStudent-Newman-
Keuls. Diferenca significativa em relacdo ao grupé\L *P<0,05 **P <0,01
*** P<(0,001.

Hiperlocomocao induzida por antagonistas NMDA

A administracdo aguda de antagonistas de receptdMBA (fenciclidina,
cetamina e MK-801) é capaz de produzir uma sindroomeportamental em roedores
caracterizada pelo aumento da atividade locomotéste efeito tem sido amplamente
utilizado como um modelo animal de esquizofreniacienado aos efeitos psicoticos
induzidos pela administracdo destes compostos era Bamanos. Ao contrario do efeito
induzido por agentes dopaminérgicos, a hiperloc@moqduzida por fenciclidina e
analogos € bloqueada apenas por farmacos antipeg@itipicos, especialmente aqueles
com grande afinidade por receptores 5SHJENTSCH E ROTH, 1999; GEYER E
ELLENBROEK, 2003).

Para verificar o perfil de atipicalidade das sébstas previamente selecionadas,
foi realizado o teste de hiperlocomocéao induzidageamina (10 mg/kg, s.c.) segundo
Moreira e Guimaraes (2005) e Satow e colaborad@@¥9). Os animais foram tratados
por via oral com o0 composto-teste e colocados ixa cke locomocao para ambientar por
30 min. Imediatamente apds esse periodo, 0s anie@@beram cetamina ou veiculo por

via s.c. e foram observados por 20 min em relag&uianero derossings
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Modelo de inibicdo de sobressalto por pré-pulso

Este modelo esta baseado no fato de que pacesgeszofrénicos possuem uma
disfuncé@o na inibicdo de pré-pulso, caracterizaala pmanutencdo da resposta motora ao
pulso, ao contrario dos individuos normais, os gjudo respondem mais a um estimulo
relevante (pulso) quando, precedente a este, édoim um estimulo de menor

intensidade (pré-pulso).

Animais de laboratério podem ser condicionadoda@amais responderem ao pulso
frente & exposicdo a um pré-pulso. Este comporteampade ser corrompido pela
administracdo de diversos agentes farmacologico® mecanismo de acdo leva a
alteracdo de algum sistema neurotransmissor emwloluas bases neuroquimicas da
esquizofrenia (GEYER E ELLENBROEK, 2003; VAN DEN BISEet al.,2005).

Os primeiros agentes utilizados foram os dopamio@sg como a apomorfina. O
efeito dessa substancia neste modelo é revertidprabcamente todos os antipsicoticos,
ndo sendo uma ferramenta util na diferenciacdoe emléculas com perfil tipico e
atipico (GEYER E ELLENBROEK, 2003). Um segundo gruge drogas utilizadas
caracteriza-se pela estimulacdo da neurotransmissémonérgica. Para tanto, séo
utilizados agonistas de receptores 5;HT(£)-DOI) e indutores da liberacdo de
serotonina (MDMA) (GEYER E ELLENBROEK, 2003; VAN DEBUUSE et al.,
2005). A administracdo de antagonistas NMDA (fdidiita, cetamina e MK-801) induz
um robusto déficit na inibicdo de pré-pulso em gat camundongos. Estes dados
caracterizam a inibicdo de pré-pulso como umarierda capaz de identificar potenciais
novos antipsicoéticos com perfil multireceptor (JEBBOH E ROTH, 1999; GEYER E
ELENBROEK, 2003).

Através desse modelo foi feita uma investigacaceholvimento dos sistemas
dopaminérgico, serotonérgico e glutamatérgico pasa substancias previamente
selecionadas, utilizando apomorfina (3 mg/kg s(e)}DOI (0,5 mg/kg s.c.) e cetamina

(30 mg/kg s.c.), respectivamente.

ApoOs a administracdo das substancias, os camuasidiogam recolocados no
equipamento de medida de resposta de sobressaighi®) para ambientagdo com um

ruido de fundo (65dB) por 5 minutos, o qual pernsanedurante todo o experimento. O
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ensaio consistiu de 55 sessdes, divididas em puiso (115 dB) e um pulso precedido
de um pré-pulso de 80, 85 ou 90 dB.

Toxicidade Oral Aguda - Determinacédo da faixa de Dse Letal Mediana (DLso)

Este teste avalia a toxicidade ap0s exposicdo adase unica ou dose fracionada
administrada no periodo de 24 horas e foi realizapundo a instrucdo normativa 423
da OECD para avaliacdo da toxicidade oral agudagdmtes quimicos, adaptadas as

condi¢cdes da Faculdade de Farmacia da UFRGS.

Inicialmente, FPY-3 foi administrado na dose de (®0@g/kg, v.o., a 3
camundongos machos. Os animais foram observadosndente por 14 dias, e foi
computada a frequéncia de mortes e sinais de daxieicom énfase nos intervalos de 1,
2, 6 e 24 horas ap0s o tratamento. Os sinais deidage avaliados foram piloerecéao,
ptose palpebral, contor¢cbes abdominais, locomdgg@otermia (animais juntos no canto
da caixa), tbnus muscular, tremores, paralisia ohesnbros posteriores, salivacao,

secrecao brénquica, convulsdes. Foi realizado unrale de ganho de massa corporal.

No caso de ocorréncia de morte de 2 ou 3 camundprgadose era diminuida,
segundo uma sequencia decrescente de doses: 38@ Bjy/kg, conforme preconizado
pela OECD (2001). Foi determinada, entdo, a faaDils, das substancias testadas

segundo o Anexo 2 da OECD: “test guideline 423".

Toxicidade doses repetidas

Este teste avalia a toxicidade apds a exposicamsasdrepetidas e foi realizado
segundo a instrucdo normativa 407 da OECD (199%) @aaliacdo da toxicidade oral em
doses repetidas de agentes quimicos, adaptadodis@es da Faculdade de Farmacia da
UFRGS.

Camundongos machos (n=10/grupo) formatados diariamente por 14 dias com

solucéo salina (1 mL/100 g) e 2 diferentes dosdsR¥-3: dose minima efetiva no teste
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de atividade do tipo antipsicotica (15 mg/kg, v.e.uma dose duas vezes maior (30

mg/kg, v.0.).

Durante todo o tratamento, os animais permaneceaahiotério da Faculdade de
Farmacia. Foi feito também um controle de ganhmesesa corporal durante os 14 dias

de tratamento. No 15° dia, os animais foram eutadas com tiopental e tiveram sangue

e Orgaos retirados (Tabela 6).

Tabela 6. A massa relativa corporal dos 6rgédos rins, adsermco, figado, coracao,
pulm&o e cérebro dos camundongos tratados poras4cdim veiculo ou FPY-3 (15 e 30

mg/kg, v.0).
Veiculo FPY-3 FPY-3
Orgéo (n=6) 15 mg/kg (n=6) 30 mg/kg (n=6)
Rins 1,8+0,1 1,8+0,3 1,8+0,1
Adrenais 0,018 £ 0,001 0,019 £ 0,004 0,018 = 0,004
Baco 0,5%£0,2 0,3£0,1 0,5%£0,2
Figado 72104 70+£04 7,3+0,9
Coracéo 0,5+£0,1 05+£0,1 05+£0,1
Pulméao 0,5%£0,1 0,5%£0,1 0,5%£0,1
Cérebro 1,3+£0,1 1,3+£0,1 1,2+0,1

Resultados expressos em média + desvio padrdo. ANOV

As andlises bioquimicas foram realizadas no equepéon LABMAX, (kits

Labtest) (tabela 7). As analises hematolégicasniofeitas no ABXMICROS60 (kits

Sullab) (Tabela 8).
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Tabela 7. Analises Bioquimicas apos 14 dias de tratament&T A(aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferaSK)(creatina fosfoquinase).

FPY-3 FPY-3
Veiculo (n=6) 15 mg/kg (n=6) 30 mg/kg (n=6)

AST (U/L) 77,776 61,8 £5,9* 71,3+£14,5
ALT (U/L) 71,8 +26,9 85,2 +22,8 68,2 + 18,6
Fosfatase alcalina (U/L) 22126 52+3.2 2,3+3,8
Uréia (mg/dL) 69,5 +5,7 65,8 +6,1 58,5 + 8,7*
Glicose (mg/dL) 183,2+ 25,5 273,0+113/4 263,5+47,9
Creatinina (mg/dL) 0,08 £ 0,07 0,13 £ 0,05 0,05+0,04
CK (U/L) 148,8 + 37,2 143,5 + 25,6 113,0+£ 32,0
Proteinas totais (mg/dL) 50+04 4,7+0,2 4,7+0,5
Colesterol (mg/dL) 126,2+ 135 124,7 £19,8 133,5+17,6
Triglicerideos (mg/dL) 128,0 + 50,8 153,8 + 55,5 92,3+24,9
Acido arico (mg/dL) 4,1 +3,8 4,2+3,1 3,023
HDL (mg/dL) 52,0+8,0 53,2+6,2 56,0 £4,8

Resultados expressos em média + desvio padrédo. ANt hocDunnet. Diferenca
em relacdo ao grupo veiculd?<0,05.



78

Tabela 8. Andlises Hematoldgicas apds 14 dias de tratameWM (volume
corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpusculadisge CHCM (concentracdo de

hemoglobina corpuscular média), RDW (red cell digtion width).

FPY-3 FPY-3

Veiculo (n=6) 15 mg/kg (n=6) 30 mg/kg (n=6)
Leucdcitos (x16/mm3) 3711 3,7+0,9 5,0 +0,8*
Eritrocitos (x10%mm?) 6,6 +0,5 7,2+04 6,8+0,7
Hemoglobina (g/dL) 12,1+0,8 13,4 £ 0,4** 12,0+£0,6
Hematdcrito (%) 34,724 38,2+24 36,4+3,0
Plaquetas (x26/mm?) 1,0+£0,5 1,0+£0,2 1,0+£04
VCM (pm?) 52,7+1,4 52,8+1,5 53,2+1,5
HCM (pg) 18,4 +0,6 18,6 + 0,8 17,7+1,1
CHCM (g/dL) 35015 35,2+23 33,2+1,3
RDW (%) 14110 13,7+0,2 14,0+£0,5
Diferencial
Eosinofilos 1+0 1+0 1+0
Neutrofilos 36,0 £ 3,7 28,8+4,1 30,5+8,1
Basofilos 0+0 0+0 0+0
Monocitos 1+0 1+0 1+0
Linfécitos 61,7+4.9 70,7 +4.3 67,7+8,1

Resultados expressos em média + desvio padrdo. AN@Ast hocDunnet. Diferenca

em relacdo ao grupo veicul®<0,05.
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Vantagens da presente invencao

Os resultados apresentados demonstram que os dbeivenziltiazolidinbnicos
sao ativos nos modelos animais de sintomas posigvaré-atencionais da esquizofrenia
em doses que nao apresentam uma tendéncia paex catestonia, comprometimento
motor ou sedacdo. Dessa forma, essas substancetsaram-se promissoras para o
desenvolvimento de farmacos efetivos no tratamelatoesquizofrenia. Além disso,
podem ser uma perspectiva de farmacos antipsisdtiom alvo bioldgico distinto dos
antipsicoticos classicos disponiveis no mercad@ uez que ndo apresentaram uma alta

afinidade pelos receptores-like, 5-HT5 € 5-HTa.

Resumo

NOVOS DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRAAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA

A presente invencdo proporciona novos derivadosziltezolidinbnicos e
composicdes farmacéuticas compreendendo os messies, compostos foram ativos
em modelos animais de esquizofrenia, com as vamsage ndo acarretarem em efeitos
adversos tipicos dos antipsicoéticos, pois apresmantanenor incidéncia de catatonia e
efeito sobre a coordenacdo motora quando comparaaes outros agentes
antipsicoticos, o haloperidol e a clozapina, e afioesentaram efeito depressor do
sistema nervoso central; as moléculas apresentafaito nos modelos de escalada
induzida por apomorfina, na hiperlocomocéo induzma cetamina e no modelo de
inibicdo do sobressalto por pré-pulso. FPY-3 n&esentou efeito toxico em 14 dias de

tratamento, sendo potencialmente Gtil para o trateonda esquizofrenia.
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Reivindicacdes

1) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA
ESQUIZOFRENIA, caracterizado por compostos benziltiazolidindnicos de

férmula molecular (1)

R (1)

Sendo R: Cl, H; R1: Cl, H; R2: F, H; R3: CI, H; X; C.

2) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA
ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacaedracterizado peloemprego

das seguintes etapas na obtencédo de compostogrddadnolecular (1):

a) condensacao de fenilidrazinas funcionalizadas c@atetrametoxipropano;
b) formulacdo do 1-fenilpirazol funcionalizado (Il)tao em a);

c) diazotacao e substituicdo nucleofilica aromaticardiénas funcionalizadas;
d) cicloadicdo [2+3] das azidas (IV) com alcool prapkco;

e) oxidacao do alcool 1,2,3-triazdlico (V) obtido rtiapa d);

f) condensacao tipo Knoevenagel-Cope dos derivadaditdanonicos benzilados
com os aldeidos correspondentes: 1-fenil-4-forindzwlico ou 1,2,3-

triazolicos.

3) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA
ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacaoc2racterizado pelaetapa a)
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4)

5)

consistir numa reacdo de condensacédo de fenilidiapara-substituidas com

tetrametoxipropano em solucédo, contendo um alcawhécido prético, aquecida
a temperatura de refluxo durante um periodo de deagiequado, com posterior
ajuste do pH do meio reacional, e, em seguidaagxir com diclorometano e
evaporacao do solvente, para a obtencéo dos camspisstormula (11).

i)

N

)

DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA
ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacédo 8aracterizado pelaetapa
b) consistir da adicdo de (II) a uma mistura eqlamde dimetilformamida e
oxicloreto de fosforo, a qual € mantida na tempeaatie 80-85C por 12 horas,
sendo ao término da reacdo, o pH do meio reac®raglistado e, em seguida,
extracdo com diclorometano e evaporacdo do solvgr@em a obtencdo dos

compostos de formula geral (lII).

(0]
]
N<

N

R (1)

DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA
ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacdo 4aracterizado pelaetapa
c) consistir numa diazotacédo de (ll) seguida detnatamento com uma solucao
aquosa de nitrito de sodio em meio acido por 40utogia temperatura de@
com o consequente tratamento do sal de diazénidoobdm uma solucdo aquosa
de azida de so6dio em meio basico, a temperaturgeatalpor 120 minutos para

obtenc&o dos compostos de férmula molecular (1V)
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R(v)

6) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA
ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacdo Saracterizado pelaetapa
d), consistir no tratamento das arilazidas fundiradas (IV) com alcool
propargilico em solucéo de tolueno a temperatureefigxo durante um periodo
de tempo variando entre 3 a 5 horas, seguido tadicao [2+3], para a obtencéo
dos produtos de formula molecular (V).

OH
N
i
N<

N

R (V)

7) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA
ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacdo @aracterizado pela etapa
e) consistir numa oxidacdo através do tratament alcoois 1,2,3-triazolicos
funcionalizados (V) com diéxido de manganés em ¢gmucontendo solvente
clorado, a temperatura ambiente por periodo dedenue varia entre 60 a 180
minutos seguida de filtracdo do meio e evaporagasot/ente, para obtencéo dos

compostos de formula geral (VI).

R (V1)

8) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA
ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacéo taracterizado peladltima

etapa da reacdo f) corresponder a uma condensggéuotar dos derivados 3-
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9)

benzil-tiazolidina-2,4-dionas funcionalizados coms aldeidos 1-fenil-4-formil-

pirazélico ndo substituidos de férmula geral (Bl)com o derivado 1-(4-cloro-
fenil)-1H-[1,2,3]triazol-4-carbaldeido em preserd@ benzeno e piperidina como
solvente, sendo que a mistura reacional € aqueuda8 horas e em seguida,
colocada a baixa temperatura seguida de filtradagamem com uma mistura de

etanol/agua e acetonitrila.

DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA
ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por
composicfes farmacéuticas compreendendo compostédrmula molecular (1)

ou sais farmaceuticamente aceitaveis.

10)DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA

ESQUIZOFRENIA caracterizado porcompreender compostos de formula (1) ou
sais farmaceuticamente aceitaveis por ser no usmedicina, particularmente,
contra esquizofrenia ou outras manifestacbes angue requeiram o uso de

antipsicoticos e composicdes farmacéuticas contaagonesmas.

11)DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA

ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacéo 1,caracterizado pelouso
de compostos de férmula molecular (I) ser para fietuma de medicamentos,
particularmente no tratamento da esquizofrenia wiwae manifestacdes clinicas

gue requeiram o uso de antipsicoticos.



CAPITULO 1l

Avaliacdo do potencial efeito neuroprotetor de FBXxn derivado benziltiazolidinénico







97

RESUMO

A esquizofrenia é uma doenca cerebral que se nsémitgicamente na puberdade ou
inicio da idade adulta. Evidéncias indicam umaerigho desenvolvimento neuronal da
doenca e sugerem que a manifestacdo na puberdques-quberdade esta relacionada a
maturacdes estruturais e alteracbes sinaptica®epreem nessa fase. Apesar de dados
clinicos e neuropatolégicos ndo sustentarem a dgpdtla esquizofrenia como uma
doenca neurodegenerativa classica, neuroimagensié@monstrado que o volume de
massa cinzenta encefalica apresenta uma reduggi@gstva em varias regides cerebrais.
Estudos mostrando que pacientes com esquizofreagsupm volume encefélico
reduzido e que alteracdes no volume de massa tanpantransicdo entre pré-psicotico
para psicotico sustentam a teoria de dano neuexeébtoxico na esquizofrenia. Alguns
antipsicaoticos, por sua vez, diminuem a taxa dag&ad de volume encefalico e possuem
efeitos neuroprotetores em estudos pré-clinicoserifanto, haloperidol apresentou efeito
neurotoxico em estudos em camundongos. Assim,atiebjdesse estudo foi investigar o
potencial efeito neuroprotetor de FPY-3, um dervaénziltiazolidinbnico, em cultura
primaria de neurbnios cerebelares na presenca @énaa de glutamato em
concentracdes toxicas. FPY-3 (£ 10°M) ndo alterou a viabilidade celular em 48h
qgquando adicionado diretamente a cultura primaria néairénios indiferenciados,
demonstrando a auséncia de neuroprotecdo em cehdasras. Por outro lado, FPY-3
(10° a 10™M) ndo apresentou efeito neurotdxiqer se quando administrado
diretamente a cultura de neurénios diferenciadosienmum dos tempos avaliados: 24h,
48h e 72h. Além disso, na presenca de glutamat (M), FPY-3 demonstrou um efeito
protetor contra a morte neuronal induzida por ghat®, nas concentracées de'da 10
13\, protecdo essa que persistiu durante todos Bthe472h. Considerando a hipétese
neurodegenerativa da esquizofrenia, o efeito neotefor encontrado para FPY-3 € um

dado promissor e merece um estudo mais aprofundado.

Palavras-chave: cultura primaria de  neurdGnios  cerebelares, derivado

benziltiazolidinbnico, neuroprotecéo, esquizofrenia
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ABSTRACT

Schizophrenia is a brain disease manifested typical puberty or early adulthood.
Evidences indicate an origin in the neural develepihof the disease and suggest that the
manifestation at puberty or post-puberty is relatedtructural maturation and synaptic
changes occurring during this phase. Despite dirand neuropathological data do not
sustain the hypothesis of schizophrenia as a chdssieurodegenerative disease,
neuroimaging studies have demonstrated that themelof brain grey matter has a
progressive reduction in many brain regions. Swdshowing that patients with
schizophrenia have reduced brain size and changegray matter volume in the
transition from pre-psychotic to psychotic, supptre excitotoxic neuronal damage
theory in schizophrenia. Some antipsychotic, imtdecrease the rate of cerebral volume
reduction and have neuroprotective effects in pral studies. However, haloperidol
showed neurotoxic effect in studies in mice. Tha af this study was to investigate the
potential neuroprotective effect of FPY-3, a berazblidinone derivative, in cerebellum
primary cell cultures in the presence or absencglafamate at toxic concentrations.
FPY-3 (10" to 10%M) did not alter cell viability after 48 hours whewded directly to
the undifferentiated primary cell culture, demoasirg a lack of neuroprotective effect
in immature cells. Moreover, FPY-3 (1@ 10'*M) did not show neurotoxic effegter
sewhen administered directly to the differentiatedirons culture in any of the evaluated
time: 24h, 48h and 72h. Furthermore, in the preseasfcglutamate (100 mM), FPY-3
demonstrated a protective effect against neuroeathdinduced by glutamate at the
concentrations I8 to 10'M, protection that persisted for 24h, 48h and 72h.
Considering the neurodegenerative hypothesis ofzgghrenia, the neuroprotective

effect found for FPY-3 is a promising result andel@es further study.

Keywords: cerebellum primary cell culture, benziltiazolidiron derivative,

neuroprotection, schizophrenia.
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1. INTRODUCAO

A esquizofrenia € uma doenca cerebral que se nséaifipicamente na puberdade
ou inicio da idade adulta e possui um curso fluriaBvidéncias indicam uma origem no
desenvolvimento neuronal da doenca e sugerem mamdestacdo na puberdade ou pés-
puberdade esta relacionada a maturacdes estrutuadtisracoes sinapticas que ocorrem
nessa fase (Meyer-Linderberg, 2011). Apesar de gdalinicos e neuropatolégicos néo
sustentarem a hipotese da esquizofrenia como umacdmeurodegenerativa classica,
neuroimagens tém demonstrado que o volume de noasgenta encefalica apresenta
uma reducdo progressiva em varias regides cere@eierk e Falkai, 2006). Estudos
mostrando que pacientes com esquizofrenia possualnme encefalico reduzido
(Lawrie et al., 1999) e que altera¢cdes no volummdssa cinzenta na transicado entre pré-
psicotico para psicotico (Pantelis et al., 20033tesatam a teoria de dano neuronal
excitotoxico na esquizofrenia. Evidéncias sugereme geducdes volumétricas sao
devidas a perda de neuritos (dendritos, espinhadrilieos e terminais axonais), € hao a

perda de corpo celular (Kolomeets et al., 2005n@lat al., 2006).

Uma variedade de dados experimentais e observassumaorta a hipotese de que,
apesar da esquizofrenia se manifestar no seu quddioo completo tipicamente no
final da adolescéncia ou inicio da idade adultaaisi de desenvolvimento neuronal
anormal estdo presentes desde cedo, e podemtseadas desde o segundo trimestre de
gestacdo. A razdo da esquizofrenia se manifester @@adolescéncia é complexa e pode
estar relacionada a uma interacdo de desenvohomontsistemas cerebrais neuronais
criticos interrompido com uma remodelamento do medgimento normal e extensivo
que ocorre no final da adolescéncia, principalmentaeielinizacdo de massa branca e

alteracdes da sinapse cortical (Meyer-Linderbedd 1>

A esquizofrenia ndo estd associada com uma gragrda peuronal, mas sim com
uma reducdo seletiva do numero de tipos celulaspeoificos, assim como com
alteracdes na morfologia de neurénios, incluindedaicdo no comprimento dendritico e
densidade de espinhos. Ainda, existem evidénciaguéea atividade apoptotica esta

diminuida (Lieberman et al., 2008).
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Alguns antipsicoéticos diminuem a taxa de reducéealeme encefalico (Scherk e
Falkai, 2006) e possuem efeitos neuroprotetoreestodos pré-clinicos (Kopripiva et
al., 2011). No entanto, haloperidol apresentoue@feeurotoxico (Ohno et al., 2010) em
estudos pré-clinicos em camundongos. Liebermanaba@dores (2005), por sua vez,
demonstraram que pacientes tratados com halopergddiem uma diminuicao
significativa no volume de massa cinzenta, enquastératados com olanzapina, nao.
Van Haren e colaboradores (2007) acompanharam nte@siesquizofrénicos durante
cinco anos e observaram que o tratamento com c¢iaa@&polanzapina estava associado
com uma menor reducdo da massa cinzenta enceféticarelacdo aos pacientes

esquizofrénicos tratados com haloperidol.

Em cultura primaria de neurbnios corticais de rabasoperidol induziu apoptose
e reduziu os niveis de fosforilacdo de Akt e atizaspase-3 (Ukai et al., 2004). Wang e
colaboradores (2005) observaram que olanzapinagagina bloquearam a ativacao de
caspase-3. Aripiprazol demonstrou um efeito newtepor apos 24h em cultura de
neurdnios corticais de ratos embriogénicos; enmttetao mesmo néo foi verificado para
risperidona e olanzapina (Koprivica et al., 20B}3tudos realizados em cultura primaria
de neurdnios hipocampais de ratos (Behl et al.51@em linhagem celular PC12
(Galili-Mosberg et al., 1999) mostraram um efeilimtoxico de haloperidol, o qual foi
suprimido pela adicdo de antioxidantes. Um estw@mdo uma linhagem celular humana
NB e uma cultura de células primarias de camundodgmonstrou diferentes atividades
neurotoxicas de varios antipsicoticos: perfenaapr@sentou um efeito neurotoxico mais
pronunciado, haloperidol e clozapina apresentarameteito intermediario, enquanto
sulpirida e risperidona ndo apresentaram efeitoot@xico. Com a excecao da clozapina,
esse estudo verificou uma correlacdo entre a redcatade induzida pelo farmaco e
seus efeitos extrapiramidais associados, sugenma® possivel relacdo entre os dois
fendmenos (Gil-Ad et al., 2002).

Este capitulo descreve o0 estudo inicial de FPY-3n uwerivado
benziltiazolidinbnico com potencial efeito antigdico descrito no capitulo Il
Tiazolidinonas englobam também ligantes PPAR (tecep ativados pelo proliferador
de peroxissomo) com atividade hipoglicemiante beocuthentada (Yoshioka et al., 1989

apud Aneja et al., 2011; Tschope et al., 2011jvedatle neuroprotetora em estudo. Uryu
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e colaboradores (2002) demonstraram a atividadeopeaietora de troglitazona, um
farmaco antidiabético ligante PPARem um modelo de toxicidade induzida pelo
glutamato em cultura primaria de neurdnios cereeglaLigantes PPAR tém tambéem
sido apontados como agentes potencialmente Uteistra@mmento de doencas

neuropsiquiatricas, como depressao e esquizoftGaiecia-Bueno et al., 2010).

2. OBJETIVOS

Investigar o potencial efeito neuroprotetor de FRY-um derivado

benziltiazolidindnico ja descrito no Capitulo II.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Excitotoxicidade

O conceito de excitotoxicidade foi introduzido @Iney em 1969, quando ele
verificou que o tratamento de camundongos com dtiass de glutamato causava lesdes
cerebrais. O aumento no nivel de glutamato exttreém determinadas doencas causa
um aumento na ativacao dos receptores de glutamastimulacdo excessiva dos canais
ibnicos do receptor NMDA leva ao aumento do influde calcio intracelular,
desencadeando assim eventos secundarios, como neanal, aumento do tempo da
despolarizacéo da célula, desequilibrio ibnicomimliicdo dos niveis intracelulares de
ATP (Contestabile, 2002; Stahl, 2007).

Todos os principais subtipos de receptores glugngiabs podem levar a
excitotoxicidade em populagdes neuronais; entrefanteurotoxicidade mediada pelo

receptor NMDA é a mais estudada.

Até o presente momento, as trés hipoteses priscgzaetiologia da esquizofrenia,
a hipotese dopaminérgica (Klawans et al., 1972;,d8ny.972; Davis et al.,, 1991), a
hipofuncdo de receptores NMDA (Javitt 1987; TamraintP998), e a hipdtese da
disfuncdo GABAérgica (Benes e Berreta, 2001; Lestisaal., 2005) vém sendo vistas

tradicionalmente de forma separada e, raramentag aona Unica teoria. Entretanto, a



102

teoria da hipofuncdo de receptores NMDA n&o devecsasiderada contraditoria a
hipétese dopaminérgica, pois muitos estudos demsonsinteracées entre receptores
dopaminérgicos e receptores NMDA em regibes ceiebmaportantes como o

hipocampo (Lisman e Otmakhova, 2001) e entre af@&rglutamatérgicas e o nucleo
dopaminérgico subcortical (Lisman e Grace, 200%)r&teoria que também pode estar
relacionada a outras hipoteses é o mau funcionameet receptores NMDA em

interneurénios GABAEérgicos, que gerariam uma dbgjéb generalizada no coértex
cerebral (Stahl, 2007; Gaspar et al, 2009). De, fatteracdes nos interneurénios
GABAEérgicos, os quais recebem muitas aferénciamealgdnios glutamatérgicos, sdo
uma das mais reproduziveis alteragcbes neuroana®neacontradas em pacientes

esquizofrénicos. Estas inter-relacdes estdo denaolast na figural.

Via ghtamatérgica
excitatoria

S mGLURZA
"y
AMPa (a) Via
inibitoria

mELURZ/3 Heurdnio piramidal

ghitamatérgico
NMDAR
[

y ¥ Interneurdnic GABA de
\ mGLURS transmissao rapida

(b)

Via [ ;
excitatoria

()

Via dopaminérgica e
colinérgica

Figura 1. Circuito basico das vias neuroquimicas envolvitgsquizofrenia. O circuito
critico envolve a participacdo de interneuréniosBBArgicos de rapida transmissao (b)
e neurdnios piramidais glutamatérgicos (c). Altéem; em todos 0s mecanismos
moleculares neste circuito, incluindo receptoresIMVIAMPA, e mGIuR (a e b) e suas
vias intracelulares podem resultar em uma disfunigsistema. Além disso, alteracdes
na neurotransmissdo da acetilcolina (Ach) ou dopanpodem ter participacdo na
fisiopatologia da esquizofrenia, através da modidagestes circuitos. Figura adaptada
de Gaspar e colaboradores, 2009.
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3.2 Interneurbnios GABAérgicos

O circuito neuronal cortical e hipocampal compreenéurdnios excitatorios (a
grande maioria composto por neurbnios piramidaisamas classes de interneurénios
inibitorios GABAérgicos. Os interneurbnios GABA&gs séo divididos em diferentes
subtipos baseados na morfologia, eletrofisiolog@ectividade sinaptica e expressao
génica. Os interneurdnios que contém parvalbummegvam centenas de neurdnios

piramidais, controlando seus disparos e sincradudblf et al., 1995; Miles et al., 1996).

Além da funcdo fundamental de manutencdo da fuogéaal, os interneurdnios
GABAérgicos sao fundamentais na maturacdo do o¢orcuieuronal durante o
desenvolvimento pos-natal. Circuitos corticais GAS8gicos sdo altamente imaturos no
nascimento (Chattopadhyaya et al., 2004). No cgotéxfrontal (CPF) de primatas, a
maturacdo do padrao de inervacdo GABAérgica freiguaente se estende até o periodo
de pés-adolescéncia (Hashimoto et al., 2009), swdgegue problemas na maturacéo dos
neurdénios GABAérgicos podem levar a distarbios apsiquiatricos, como a

esquizofrenia (Nakazawa et al., 2012).

Outra evidéncia de que a patofisiologia da esqrenid pode ter origem nos
interneurdnios vem de dados sugerindo que a higéatude receptores NMDA ocorre de
forma mais robusta em interneurdnios, e ndo endn&s piramidais. 1ISso ocorre porque
um unico interneurdnio se projeta para centenasedednios piramidais (Cobb et al.,
1995). Assim, a hipofuncdo de receptores NMDA em umico interneurdnio poderia
desinibir o disparo de um grande nimero de neusdpil@midais corticais e, com isso,
aumentar o impacto do bloqueio de um receptor NM@& neurbnios piramidais

individuais (Homayoun e Moghaddam, 2007).

Estudos experimentais e evidéncias clinicas sogeagae uma disfuncdo na
inibicio GABAérgica e o consequente desbalanca exdcitacdo e inibicdo do cortex é
responsavel, ao menos em parte, pelo processoispatmjico de varias desordens
neuropsiquiatricas, entre elas a esquizofreniagBenBerretta, 2001). Entretanto, ainda
nao se sabe se o comprometimento na rede de mténies € a causa primaria da
esquizofrenia ou um efeito secundario, decorremtealleracées em outros sistemas
neurotransmissores (Nakazawa et al., 2012).
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Reynolds e colaboradores (2004) demonstraram quequantidade reduzida de
células parvalbumina nas regifes frontais e hippe@sné encontrada na esquizofrenia.
Essa reducéo de parvalbumina pode representada perdadeira de densidade celular
ou ainda, uma perda de interneurbnios GABAérgiamsgue pode levar a uma

excitotoxicidade secundaria devido ao excessouwtamhto.

3.3 Hipofunc¢éo de receptores NMDA

A hipotese da hipofuncédo de receptores NMDA naiestrenia (Olney e Farber,
1995; Onley et al.,, 1999) veio para unificar o modéioquimico da doenca,
complementando algumas questdes pendentes nadapidpaminérgica. Essa hipotese
da hipofuncdo de receptores NMDA surgiu da obsé@éwage que drogas como a
fenciclidina (PCP) e a cetamina, antagonistas e&igos de receptores NMDA, ao se
ligar ao sitio intracanal do receptor, preveniaenaada de calcio na célula, levando a
minimizacdo de efeitos observados na esquizofrax@mo alucinacfes, desordem de

pensamento e, principalmente, sintomas negativos{#l et al., 1994).

Posteriormente, Olney e Farber (1995) propusenamepamente que o sitio de
acao para cetamina e PCP ao induzir sintomas daesiquizofrénico, e neurotoxicidade
em ratos, eram o0s receptores NMDA expressos emnauednios GABAEérgicos no
talamo e no cérebro frontal basal. A rede de efglo bloqueio de receptores NMDA
seria a desinibicdo de projecdes neuronais, residtaa elevacdo do glutamato cortical e
na liberacdo de acetilcolina. Consequentementragfies neurodegenerativas poderiam

desenvolver um processo excitotoxico.

A funcdo reduzida de receptores NMDA em interneio® corticais poderia
aumentar o processo de excitotoxicidade atravetedmibicdo das projecdes neuronais
glutamatérgicas cortico-cortical e cortico-talam(kanradi e Heckers, 2003; Stone et al.,
2007). Law e Deakin (2001) verificaram em estugdost mortenma reducédo de mRNA
para a subunidade NR1 de receptores NMDA no hippoagsquerdo de pacientes

esquizofrénicos.
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3.4 Cultura priméria de neurdnios cerebelares comaima ferramenta de estudo da

excitotoxicidade

Um sisteman vitro de cultura celular pode servir como um modeloddset Util
para o estudo de substancias que atuam no Sistermadd Central (SNC). Entretanto,
ele deve se assemelhar a natureza e ao comportadeneurdnio# vivo. Para tanto,
ele deve ser composto de uma populacdo quase hoewogi células para permitir
estudos bioquimicos e de biologia molecular em todaltura e as células devem ser de
facil manuseio. Muitas das linhagens celulares deardmios disponiveis ndo sao
adequadas devido a alteracdes no seu fendtipo guaordparadas com as células de
origem. Uma alternativa interessante € encontraalecituras granulares, que podem
servir como um modelo adequado de neurdnios alt@ntkferenciados. A desvantagem
de utilizacdo de células primarias, no entanto,ué glas consistem em populagdes
neuronais mistas. Assim, em circunstancias paaties| a presenca de componentes nao
neuronais (principalmente astrocitos) pode serlpnoéitica, uma vez que eles possuem
diferentes caracteristicas funcionais e metabdlidastretanto, células granulares
cerebelares sdo de um elevado grau de pureza.ddd@®% das células em cultura séao
células cerebelares granulares, constituindo arnpaipulacdo neuronal homogénea no
encéfalo de mamiferos (D'mello et al., 1993; Caateite, 2002). Além disso, elas
amadurecem tardiamente (pos-natal) no desenvolwrem SNC. Estas caracteristicas
permitem o isolamento dessas células em animairreascidos e, assim, podem ser
cultivadasin vitro (Kramer e Minichiello, 2010). A cultura primariae dneurdénios
cerebelares tem sido usada ha quase 30 anos e, @déd, se tornou 0 modefovitro
mais popular para estudar aspectos da neurobioldegenvolvimental, funcional e

patolégica em uma populacdo homogénea de neur@@aogestabile, 2002).

Culturas primarias de neurdnios fetais ou neogai@mbém sdo amplamente
utilizadas para estudar neurodegeneracéo e neteofoo(Contestabile, 2002). Como ja
mencionado, o glutamato € o principal neurotransonisxcitatorio do cérebro, e também
uma potente excitotoxina. Quando exposto por urgdgeeriodo de tempo em culturas
neuronais, concentracdes micromolares podem levama rapida neurotoxicidade
(Chuang et al., 1992; Schori et al. 2002). Chuawcglaboradores (1992) demonstraram

por diferentes métodos de quantificacdo de sob&ecia neuronal que o glutamato,
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guando adicionado a culturas primarias de neuréeosbelares, induz neurotoxicidade,
efeito bloqueado por MK-801, demonstrando que aicidxde € mediada pelos
receptores NMDA (Schori et al., 2002).

Uma vez que a cultura primaria de neurbnios esgpretsmanto re ores
glutamatérgicos permeaveis a calcio como receptw@esNMDA, esses neurdnios sao
um importante modelo usado para analise de exzitidade (Carroll et al., 1998; Lim e
Ho, 1998).

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Preparacédo de FPY-3

A preparacdo em escala de miligramas e multigraseafPY-3: 3-(2-Cloro-6-
fluoro-benzil)-5-(1-fenil- H-pirazol-4-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-dioné2) foi realizada
pelo Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutic®([Nla UFPE conforme descrito
no Capitulo I1.

2)

4.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar, 7 a 9 dias, provaiei® de INSERM U982
(Université de Rouen, Franca). Os ratos foram rdagtem caixas plasticas de 28 x 42 x
16 cm em grupos de, no maximo, 1 fémea com ostéithpor caixa. Os animais foram

mantidos sob ciclo claro/escuro de 12 horas, conpéeatura constante (231 °C), sob
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sistema de exaustdo e umidade monitorada. Os antaram livre acesso a agua e

alimento.

4.3 Etica

A manipulacdo animal foi realizada segundo os [pins éticos relatados por
Goldim (1995) e as normas do Council for InternaioOrganizations of Medical
Sciences (CIOMS), Resolucéo 714, de junho de 200Z;onselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV) e a Lei n® 11794 de outubro @& que estdo de acordo com o
European Communities Council Directive de 24 deenalro de 1986 (86/609/EEC). Os
ratos foram eutanasiados por decapitacdo paradatata estrutura cerebral de interesse.
Os protocolos experimentais foram aprovados pelmi®ode Etica em Pesquisa da
UFRGS (projeto n°17613).

4.4 Drogas e Farmacos

A substancia FPY-3 foi sintetizada e caracterizpda ressonéancia magneética
nuclear de hidrogénio (RMN ) pelo Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica
(NUGPIT — UFPE). Outras drogas e farmacos utilizsaftmam: (+)-MK-801 (Sigma®),
MPEP (Tocris®), EGLU (Tocris®), em grau farmacéatic

4.5 Ensaiosn vitro

Estes experimentos foram realizados na Equipe WactNeurotrophiques et
Différenciation Neuronale, INSERM U982 (Institut tMenal de la Santé et de la
Recherche Médicale, Unité 982), Université de Rouanca, sob supervisdo do Dr.
David Vaudry.
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4.5.1 Cultura priméria de neurénios cerebelares

A cultura primaria de neurénios foi preparada emanelo-se cerebelo de ratos de
7 a 9 dias (Gallo et al., 1982; Kramer e Minicliel2010; Facci e Skaper, 2012). As
células foram dissociadas do cerebelo por digest&amatica com tripsina (2,5%) e
trituradas para obtencéo de uma suspensao célsl@élulas foram semeadas em placas
de 24 pocos pré-preparadas com poly-D-lysina, naidade de 1,2 x £@élulas/mL. As
células dissociadas foram cultivadas de duas difesormas: A) na auséncia de soro no
meio de cultura (DMEN, HAM F12, antibidtico, Gibkd®(cultura de células
indiferenciadas/imaturas); B) em meio de culturatendo 10% de soro fetal bovino
(Lonza®) e 25 mM de KCI (cultura de células diferi@das/maduras). Citosina
arabinofuranosida (10 uM) foi adicionada 24 h apdseparacao da cultura primaria de
células diferenciadas para impedir o crescimentaélelas ndo-neuronais. As culturas

foram mantidas em incubadora a 37° C e 5% dg CO

4.5.2 Estudo do efeito de FPY-3 sobre culturas @rias de neurdnios cerebelares e do

seu efeito neuroprotetor em um modelo de morteamalitnduzida por glutamato

Cinco dias ou 3 horas apds a preparacdo das aulprraarias de neurbnios
diferenciados e indiferenciados, respectivamemsteghilas foram tratadas com FPY-3 na
faixa de concentracdo de f0a 10™°M. As diluicbes de FPY-3 foram preparadas em
meio de cultura a partir de uma solucéo-mae (10 &% de DMSO). A concentracao
final maxima de DMSO nas diferentes concentracdedd 0,01%. Cada tratamento foi
realizado em quadruplicata, sendo repetido de ¥ezé&s em culturas independentes. As
placas foram tratadas através da adicdo diretaluigdd contendo FPY-3 (20 pL) ao

meio de cultura das placas.

No modelo de morte induzida pelo glutamato (excimidade) foram utilizadas
apenas as culturas diferenciadas com cinco diaspldsas foram tratadas com as
diferentes concentracées de FPY-3{#010™M) e, apds 2 horas, coincubadas, ou néo,
com glutamato (100 uM) (Chuang et al., 1992).
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Como controle para acdo neuroprotetora foi utiiza@ACAP (10M)
(polipeptideo ativador da adenilato ciclase higofeg com reconhecida atividade

antiapoptotica (Vaudry et al., 1999).

4.5.3 Efeito de FPY-3 em associacdo com difereamtéggonistas glutamatérgicos no

modelo de excitotoxicidade em cultura primaria éendnios diferenciados

As culturas primarias de neurdnios diferenciadoanfotratadas no quinto dia apos
a sua preparacdo, conforme ja descrito, com FPY¥33%{) e diferentes antagonistas
glutamatérgicos: antagonista de receptores NMDA:-80 (10 uM), antagonista pré-
sinaptico de receptores mGIuR2/3, Grupo II: EGLW ({@xM) e antagonista nao-
competitivo de receptores mGIuR5, Grupo I: MPERIKY). Apés 48 horas, foi avaliada

a viabilidade celular nessas culturas.

4.5.4 Avaliacdo da viabilidade celular

Vinte e quatro, 48 ou 72h apos os diferentes traméms descritos no item acima,
foi realizada a medida da viabilidade celular pasaculturas diferenciadas. Para as
culturas indiferenciadas, a viabilidade celular foedida apenas 48 horas apés o0s
tratamentos. A técnica utilizada, em ambos os cdebsda fluoresceina diacetato. Essa
técnica consiste da medida de fluorescéncia (leleoplacas FlexStation3), apos lise
celular. E medida a quantidade total de fluoresceimduzida a partir da fluoresceina
diacetato pelas células vivas em cada poco da fkidér et al., 1990). Os resultados
foram confirmados por microscopia de fluorescér{biicroscopio Leica) atraveés do
software MetaMorph, com aumento de 20x, usando cmidg@ da calceina (Kit
LIVE/DEAD® ViabilityCytotoxicity, Molecular Probes). O derivado acetometoxi da
calceina (calceina AM) pode ser transportado atraemembrana celular em células
vivas. Esse grupo acetometoxi obscurece a partmalécula que forma quelato com
calcio. Apés o transporte na célula, esterasemdelnlares removem o grupo. A
molécula liga-se ao célcio no interior da célukesuftando numa forte fluorescéncia
verde. Como células mortas perdem esterases atwagnte células vivas sdo marcadas
(Harvey E Chintala, 2007).
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4.6 Analise Estatistica

Para a realizacdo das andlises estatisticas deso®irs vitro foi utilizado o
softwareSigma Stat versdo 2.03 (Jandel Scientific Corpmra®). Para avaliar o efeito
de diferentes concentracées de PT-31 em culturaapia de neurdnios cerebelares foi
utilizada uma ANOVA seguida por Dunnet (na ausédeiglutamato) ou Bonferroni (na

presenca de glutamato). Aceitou-se o nivel de fgidnicia P<0,05 (User's Manual,
1997).

5. RESULTADOS
5.1 Ensaiosn vitro

5.1.1 Efeito de diferentes concentracbes de FPYh3celtura primaria de neurbnios
indiferenciados

FPY-3 (10'° a 10"°M) n&o alterou a viabilidade celular em 48h (FigRyajuando
adicionado diretamente a cultura primaria de naasdindiferenciados (cultura sem
soro), em relacdo ao controle, demonstrando a elasée neuroprotecdo em células
imaturas. Como esperado, PACAP aumentou a viat@éid&lular (efeito antiapoptético)

nestas condicoes.
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Figura 2. Efeito de FPY-3 (18° a 10°M) e PACAP (10M) em cultura priméria de
neurdnios cerebelares indiferenciados (3-5 plagaadruplicata). Resultados expressos
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em meédiaterro padrao. ANOVpost hocDunnet. Diferenca significativa em relacdo do
grupo CTR (controle) **P<0,001.

5.1.2 Efeito de diferentes concentracfes de FPYh3celtura primaria de neurbnios

diferenciados em presenca de glutamato

FPY-3 (10° a 10™M) ndo apresentou efeito neurotoxiqger se quando
administrado diretamente a cultura de neurdniosr@hifciados em nenhum dos tempos
avaliados: 24h (Figura 3A), 48h (Figura 4A) e 7BlgQra 5A).

Na presenca de glutamato (100 uM), FPY-3 demonsimo@feito protetor contra
a morte induzida por glutamato, nas concentracées0d’ a 10*M, protecéo essa que
persistiu durante todos os tempos avaliados: 24jur@ 5B), 48h (Figura 6B) e 72h
(Figura 7B).
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Figura 3. Efeito de FPY-3 (18 a 10"*M) em cultura primaria de neurénios cerebelare2dm
de tratamento na auséncia (A) ou na presenca (B)l0@euM de glutamato (3-4 placas,
guadruplicata). C) Imagens dos tratamentos feies ggcnica da calceina. A) ANOM#ost hoc
Dunnet. B) ANOVA post hoc Bonferroni. Resultados expressos em médiaterro dpadr
Diferenca significativa em relacdo ao grupo Ctrnoole, ndo tratado) P<0,05 **P<0,01
** P<(,001. Diferenca significativa em relacéo ao gr@n100 (glutamato 100 pMP<0,05
P <0,01"P<0,001.
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Figura 4. Efeito de FPY-3 (18 a 10*M) em cultura primaria de neurénios cerebelarest8m
de tratamento na auséncia (A) ou na presenca (Bl0@euM de glutamato (3-4 placas,
guadruplicata). C) Imagens dos tratamentos feides t¢cnica da calceina. A) ANOWJost hoc
Dunnet. B) ANOVA post hoc Bonferroni. Resultados expressos em meédiaterro apadr
Diferenca significativa em relacdo ao grupo Ctrnfomle, ndo tratado) P<0,05 **P<0,01
** P<0 001. Diferenca significativa em relacéo ao gr@o100 (glutamato 100 pMP<0,05
P <0,01"P<0,001.
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Figura 5. Efeito de FPY-3 (18 a 10"*M) em cultura primaria de neurénios cerebelare¥2m
de tratamento na auséncia (A) ou na presenca (Bl0@euM de glutamato (3-4 placas,
guadruplicata). C) Imagens dos tratamentos feides tgcnica da calceina. A) ANOM#ost hoc
Dunnet. B) ANOVA post hoc Bonferroni. Resultados expressos em meédiaterro apadr
Diferenca significativa em relacdo ao grupo Ctrnomle, ndo tratado) P<0,05 **P<0,01
** P<0,001. Diferenca significativa em relacéo ao gr@o100 (glutamato 100 pMP<0,05
P <0,01"P<0,001.
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5.1.3 Efeito de FPY-3 em associacdo com difereameagonistas glutamatérgicos no

modelo de excitotoxicidade em cultura primaria éendnios diferenciados

FPY-3 (10M) ndo potencializou o efeito neuroprotetor dosagahistas
glutamatérgicos MK-801 (iGlu NMDA), EGLU (mGIluR2/&rupo 1) e MPEP mGIuRS5,

Grupo I) em 48 horas.
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Figura 6. Efeito de FPY-3 (18°M) em cultura primaria de neurdnios cerebelaregi8m
de tratamento com MK-801 (10 uM) (A) EGLU (10 uMB) (e MPEP (1 uM) (C) (3-4
placas, quadruplicata. ANOVApost hoc Bonferroni. Resultados expressos em
médiaterro padrdo. Diferenca significativa em r@&a@o grupo Ctr (controle, nao
tratado) ***P<0,001. Diferenca significativa em relacado ao gr@e100 (glutamato 100
M) *#P<0,01"*P<0,001.
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6. DISCUSSAO

FPY-3 demonstrou um efeito neuroprotetor contreoxacidade induzida pelo
glutamato em culturas primarias de neurénios céasediferenciados, o que representa
uma vantagem em relacdo a alguns antipsicoticaso dmloperidol (Ukai et al., 2004),
risperidona (Koprivica et al., 2010) e clozapinail{&l et al., 2002). Esse efeito
neuroprotetor foi bastante robusto, persistind@ulier as 72 horas avaliadas. Entretanto,
esse efeito ndo foi verificado em culturas de edlumaturas, sugerindo um efeito

seletivo para células diferenciadas e com a redenal ja formada.

O efeito protetor de FPY-3 sobre a morte neuramduizida por glutamato néo foi
alterado pela coincubacdo com antagonistas de togespglutamatérgicos ionotrépico
NMDA (MK-801) e metabotrépicos mGIuR5 (MPEP) e mBRI3 (EGLU), os quais,
por sua vez, apresentaram também um efeito pratetdra a toxicidade induzida pelo
glutamato. Muitos estudos relacionando neuroproteciégantes de receptores mGlu tém
sido publicados, mas ndo encontramos estudos mdstra efeito dos antagonistas
metabotropicos MPEP e EGLU em cultura priméria @erdnios cerebelares com
inducdo de toxicidade por glutamato. Além disso,estudos apresentam resultados
conflitantes, dependendo do momento da adicaoigastés, a natureza da preparacao, a
concentracdo da substancia ou a presenca ou auskncelulas gliais, como pode ser

observado nos dados relatados a seguir.

Agonistas do Grupo Il mGIluR2/3 inibem a liberagi@oglutamato e promovem a
sintese e liberacdo de fatores neurotroficos eradists (Bruno et al., 2001). Movsesyan
e Faden (2006) demonstraram que a atividade needpra de potenciais ativadores do
Grupo Il de mGIluRs, apés um trauma tanto em cudtureuronais como em culturas
mistas, € mediada pelos receptores mGIuR2, e ndoRB8GMukhin e colaboradores
(1997) verificaram em um modelo celular de injuneuronal pés-traumatica, usando
uma cultura mista de neurdnios e células gliaig, @uativacdo de mGIluRs do Grupo |
exacerbou a morte neuronal induzida por NMDA, entpa inibicdo desses receptores
foi neuroprotetora. Kohara e colaboradores (2008straram que YM-202074, um
antagonista seletivo de receptores mGIuR1, apmsemim efeito neuroprotetor,
reduzindo o volume do infarto. O estudo realizado $zydlowska e colaboradores

(2007) demonstrou o potencial efeito neuroprotatoto de antagonistas seletivos
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mGIuR1 (EMQMCM) como de antagonistas mGIuR5 (MPER), fatias hipocampais e
em modelo de isquemia vivo. Entretanto, Blaabjerg e colaboradores (2003¥igaram
em fatias hipocampais organotipicas de ratos expa@siconcentracdes excitotoxicas de
NMDA que o efeito neuroprotetor de DHPG, um ageniséio seletivo de receptores
mGlu do Grupo I, foi abolido por um antagonisteeteb mGIuR1 (LY367385), porém
nao pelo antagonista seletivo mGIuR5 (MPEP). Narmot esse efeito sO foi visto
guando DHPG foi adicionado as fatias hipocampaissamia exposicdo ao NMDA, sendo
perdido quando adicionado por 2 horas imediatameyés o insulto. Bao e
colaboradores (2001) verificaram que tanto o aganmGIuR5 (CHPG) como o
antagonista mGIuR5 (MPEP) sao neuroprotetores @uaddhinistrados ap0s a isquemia

cerebral, evidenciando a complexidade dos mecasigmeolvidos com neuroprotecao.

Estudos avaliando o envolvimento da neurotransmigk#amatérgica na possivel
acao neuroprotetora dos antipsicoticos sao raraendum foi encontrado utilizando
cultura primaria de neurbnios cerebelares nas baeasultadas neste trabalho. O
tratamento de culturas hipocampais organotipicas goetiapina, um antipsicético
atipico, reduziu significativamente a toxicidadéunida por NMDA, sugerindo que a
quetiapina possui um efeito neuroprotetor. Ess&oefei perdido apdés 2 horas de
tratamento com DHPG. O bloqueio isolado de receptomGIluR1 (antagonista
LY367385) e mGIuR5 (antagonista MPEP) nédo aboliuefeito neuroprotetor da
guetiapina. Entretanto, a coadministracdo dos antstjais mGIluR1 e mGIuR5 blogueou
o efeito neuroprotetor, sugerindo que a acdo neoi€pra da quetiapina requer a

ativacao global de mGluRs do Grupo | para ocoBaskys et al., 2005).

Neste trabalho demonstramos que efeito protetor-El¥-3 contra a morte
neuronal induzida por glutamato parece nédo estaciomado com sua capacidade de
interagir com receptores NMDA, mGIuR2/3 e mGluRGjacativacdo (mGIuR2/3) ou
inativacdo (NMDA e mGIuR5) pode resultar em aumethds niveis de glutamato e
consequente excitoxicidade. Porém, até o momeaim,temos dados sobre o perfil de
ligacdo de FPY-3 a esses receptores. Sabe-se guendel se liga a receptores
dopaminérgicos Pe D,, serotonérgicos 5-HE e 5-HT,, € GABAa (Betti, 2009). Por
outro lado, FPY-3 pertence ao mesmo grupo quintiaaqglidinbnico) da troglitazona,

um ligante de receptores ativados pelo proliferatboperoxissomo (PPAR), com acao
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neuroprotetora demonstrada no mesmo modelo utdizeste trabalho. A troglitazona
protegeu neurbnios cerebelares da toxicidade iddugpelo glutamato em cultura
primaria quando adicionada ap0s a exposicao aargaib, sem bloquear o influxo de
calcio mediado pelos receptores NMDA, sugerindosgieefeito neuroprotetor é devido

a outros produtos consequentes da ativacao dgstoeee NMDA (Uryu et al., 2002).

Receptores ativados pelo proliferador de peroxiss@APAR) sdo membros da
superfamilia de receptores hormonais nuclearesjuass séo fatores de transcricao
ativados por ligantes. Até o presente momento, ig@ipos foram relatados: PPAR
PPAR3 e PPAR/ Inicialmente, pensava-se que a atividade de PBARRlimitada ao
metabolismo lipidico e & homeostase glicémica. destuposteriores mostraram que a
ativacdo de PPAR regula a resposta anti-inflaneté@iproliferacdo e a diferenciacdo
celular, assim como a apoptose (Houseknecht e2@)2; Sung et al., 2004). IniUmeros
estudos atuais apontam o efeito neuroprotetor daistgs PPAKR (Rosa et al., 2008;
Swanson et al., 2011; Semple e Haeusslein, 201dtjiV al., 2012). PPAJRe expresso
em varios tipos celulares no Sistema Nervoso Centtano microglia, neurdnios,

astrocitos e oligodendrdcitos (Carta et al., 2011).

Devemos levar em consideracdo também que o moddioxitidade celular aqui
utilizado é uma fonte de estresse e, este Ultim@® ®rtemente associado com uma
resposta inflamatoéria (Garcia-Bueno et al., 20E)idéncias sugerem uma hipétese
neuroinflamatéria na esquizofrenia (Monji et ab09). Dados neuropsicofarmacolégicos
demonstram que antipsicoticos atipicos (clozapitanzapina e risperidona) e tipicos
(haloperidol) modulam a producéo de citosinas pfianatorias (Kato et al., 2007) e sua
normalizacdo esta correlacionada a melhora densagqsicoticos (Monji et al., 2009).
Agonistas PPAR reduzem a expressdo de mediadores pro-inflamat(Dantzer et al.,

2008) e ativam vias antioxidantes (Park et al. 4200

Os receptores PPAR também séo de grande interessmntexto da esquizofrenia
porque regulam o metabolismo lipidico e diabetesne,especial, o equilibrio entre a
gordura visceral e periférica, equilibrio esterali® em pacientes esquizofrénicos, que
ainda pode ser agravado com o uso de antipsicofldosrobin, 2003). No capitulo
anterior, demonstramos em um estudo de toxicidadeagnundongos, que 0s parametros

bioquimicos e hematoldgicos e o ganho de massambnpéo foram alterados de forma
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significativa durante 14 dias de tratamento com 8P{15 e 30 mg/kg, v.0.). Estes
resultados podem indicar uma possivel vantagemPde3-sobre os antipsicéticos visto
que estudos tém atribuido ao uso de antipsicottipscos a ocorréncia de sindrome
metabdlica. Henderson e colaboradores (2000) ddraosus1 que mais de um ter¢co dos
pacientes esquizofrénicos tratados com clozapimantkl cinco anos desenvolveram
diabetes. Um estudo no qual os camundongos foratiadtys pela via oral durante sete
dias com antipsicéticos, verificou que clorpromazinclozapina e ziprasidona
aumentaram os niveis plasmaticos de trigliceriqgdosimozhi et al., 2006). Também é
atribuida a clorpromazina e a clozapina a indugddigerglicemia em camundongos
(Dwyer e Donohoe, 2003; Arulmozhi et al., 2006)p @aumento de peso corporal dos
animais (Cope et al., 2005).

7. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a hipdétese neurodegenerativa da e$guin, o efeito
neuroprotetor encontrado para FPY-3 é um dado gsmmie merece um estudo mais
aprofundado, como o estudo de marcadores envolnidoprocesso de apoptose, por

exemplo Bcl-2, Bax e caspase-3.
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ABSTRACT

Neurochemical bases of schizophrenia are still fody understood. Although
disturbances on dopaminergic and serotoninergicrotreunsmission are currently
considered as pivotal in schizophrenia etiologyesal studies provided evidences of
changes in the central noradrenergic activity inizgphrenic patients. Norepinephrine
(NE) is one of the key neurotransmitters involveccognition, particularly in cognitive
functions mediated by the prefrontal cortex (PFC)e NE operates in different families
of the adrenergic receptors, but tlieadrenoceptor demonstrated beneficial effects on
memory and neuroprotection. In this study we euallia new imidazolidine derivative,
3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-imidazolidine-2,4-diofl-31, am,,-adrenoceptor agonist,
in mice models predictive of efficacy in the treatih of schizophrenia positive
symptoms (apomorphine-induced climbing and ketarmdeced hyperlocomotion) and
on models related to cognitive symptoms (prepulskibition and novel object
recognition task); it was also evaluatadvitro in cerebellum primary cell culture of rats,
in the presence and absence of glutam&i®0 uM), searching for a possible
neuroprotective effect. PT-31 prevented the apomogsinduced climbing (0.3, 1, 3 and
10 mg/kg) and the ketamine-induced hyperlocomotiér8 and 1 mg/kg), without
inducing catalepsy neither motor impairment. PT¢Bland 3 mg/kg) protected the PPI
impairment induced by apomorphine, (x)-DOI and kate. PT-31 (3, 10 and 30 mg/kg)
did not affect mice short nor long-term memaqogr se but it (30 mg/kg) protected
against the ketamine-induced memory impairment wdgiministered at different stages
of memory process in the novel object recognitiaskt acquisition, consolidation and
retrieval. In addition, PT-31 was tested on cerebelgranule cells (I¢ to 10**M) and
it was not toxicper se but it had a neuroprotective effect (M, 48 hours of
incubation). In conclusion, the present study cotter&zes PT-31 as a promising
antipsychotic compound, since it presents a preeai pharmacology predictive of
efficacy in relieving schizophrenia positive andgotive symptoms, as well as

neuroprotective properties.

Keywords: novel object recognition task, prepulse inhibiticerebellum granule cells,

apa-adrenoceptor, imidazolidine derivative.
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1. INTRODUCTION

Although the neurochemical bases of schizophrerganat fully understood, the
dominant hypothesis has focused on the dopaminabmitm disturbance in the brain.
In the last decades, other neurotransmitters ssidem@tonin, glutamate, GABA, among
others, have also been considered. NorepinephEé ljas received little attention, but
since the early 70's the involvement of this catkeuine has been also proposed (Stein
and Wise, 1971; Hartmann, 1976). NE is one of tbg keurotransmitters involved in
cognition, particularly in cognitive functions matkd by the prefrontal cortex (PFC)
(Arnsten and Li, 2005; Ramos and Arnsten, 2007)di®s on the involvement of the
noradrenergic system in schizophrenia demonstridgi@idclonidine, arnu,-adrenoceptor
partial agonist, improved cognition, as well as f@sitive and negative symptoms
(Freedman et al., 1982; Fields et al., 1988; Mdasle 1995). On the other hand,
increased levels of NE activity in the PlGadrenoceptors can impair cognitive function
(Arnsten et al., 1999).

The NE operates in five different families of ttdrenergic receptorssy, a,, B, B2
and B3 (IUPHAR, Goldman-Rakic et al., 1990), but with heghaffinity for the a,
receptors (Mac Donald et al., 1997, Ramos and Ams2007). Thex,-adrenoceptor
participates in the regulation of a wide range bygiological functions by modulating
the release of hormones such as insulin and adnen@eterhoff et al., 2003; Moura et
al., 2006), and neurotransmitters such as serotmminglutamate (Scheibner et al., 2001;
Pan et al., 2002; Dong et al., 2008). The bendfamions of NE in the PFC result from
the stimulation of thew,-adrenoceptors, where a high density of these tersepas been
observed (Goldman-Rakic et al., 1990).

Different response profiles are producedubyadrenoceptor agonists which can be
attributed to the three subtypes @f receptors, cloned in humang;a, aog and a,c
(Kobilka et al., 1987; Regan et al., 1988; Lomaseewl., 1990). Immunocytochemical
studies in monkeys’ brain have shown thg{ subtype is largely expressed in the PFC,
being the subtype predominant in this region (Aetkal., 1994). It has been shown that
the ability of guanfacine (an anti-hypertensivegjro improve cognitive function in the
PFC is due to its selectivity to thg, site (Uhlen et al., 1995). In addition, studieshwi
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knockout mice have emphasized the importance ofathereceptor subtype, since
animals with mutations in this subtype lost thedfemal effect on working memory after
guanfacine treatment (Franowicz et al., 1998). &heeceptor is also responsible for
mediating a variety of others pharmacological éffesuch as analgesic, anticonvulsant,

anesthetic and neuroprotective (Dong et al., 2008).

Studies have shown that neurons dissociated fegradrenoceptors agonists
modulate glutamate and NMDA receptor responsesjciad the damage caused by
glutamate on cultured retinal neurons (Baptistalget2002). These results suggest the
possibility of a direct modulation of the-adrenoceptor on the activity of the NMDA
receptor, as a mechanism of neuroprotection. Dadgcaworkers (2008) reported that in
experimental models of glaucoma and retinal exaiiotty, the modulation of NMDA
receptor function by, seems to be the main mechanism mediating the peaiective
effect of exogenous, agonists. Ma and coworkers (2004) in turn, showret the
neuroprotective effect of dexmedetomidine pgi@drenoceptor agonist, in mixed cultures
of cortical neurons and glial cells of mice was qtetely reversed by anma-

adrenoceptor antagonist.

In this work, we performed the pre-clinical invesiiion of the antipsychotic and
neuroprotective properties of a new-adrenoceptor agonist, the 3-(2-chloro-6-
fluorobenzyl)-imidazolidine-2,4-dione named PT-33udo et al., 2010). PT-31 was
evaluated in animal models of positive and cogaitymptoms of schizophrenia and in

cerebellum granule cells exposed or not to glutamatirotoxic concentration.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Chemistry

The preparation of the 3-(2-chloro-6-fluorobenayhidazolidine-2,4-dione PT-31
compound was performed by the Nucleus in Theramovation (NUPIT), from the
Federal University of Pernambuco, Brazil (UFPE)dascribed by Sudo and coworkers
(2010).
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Figure 1. Molecular structure oPT-31 (3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-imidazolidine4z,
dione).

2.2 Behavioral Experiments
2.2.1 Animals

Adult male CF1 mice (25 — 35 g) from Fundacéo Hstdde Producao e Pesquisa
em Saude (FEPPS-RS) breeding colony and Wistar(Tats 9 days), from INSERM
U982 (Université de Rouen, France) were used. Mieee housed in plastic cages in
groups of five mice (17 x 28 x 13 cm) with free @ss to food (Nuvital®) and water.
Animals were kept at constant room temperature{22 °C), under a 12 h light-dark
cycle (lights off at 7:00 pm) and were adaptedotal conditions for at least 72 h before
the experiments. Mice were only tested once. Afleziments were performed by human

observers blind to treatment and according to daarized protocol.

2.2.2 Ethics

The study was approved by the Local Ethical Conami{CEP), which is linked to
the National Commission of Research Ethics (CON@Eytocols 2007975 and 17613),
and performed according to guidelines of The NatioResearch Ethical Committee
(published by National Heath Council - MS, 19984 drazilian law (Brasil, 2008),
which are in compliance with the International Gugl Principles for Biomedical
Research Involving Animals (CIOMS, 1985) and withe tEuropean Communities
Council Directive of November 24 1986 (86/609/EEC).

Immediately after the experiments, mice were eueahby cervical dislocation,

while the rats were sacrificed by decapitationeimove the cerebral structure of interest.
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2.2.3 Drugs and treatments

Apomorphine  hydrochloride hemihydrate (SIGMA, Bigzi ketamine
(CRISTALIA, Brazil), (+)-DOI hydrochloride (SIGMABrazil), clozapine (NOVARTIS,
Brazil), haloperidol (GALENA, Brazil), sodium pertarbital (CRISTALIA, Brazil), L-
glutamic acid (SIGMA, France), MPEP hydrochlorid€OCRIS, France), EGLU
(TOCRIS, France) and (+)-MK-801 hydrogen maleatds(\#A, France) were used as
reference drugs. PT-31 was synthesized and chaescidy hydrogen nuclear magnetic

resonance' NMR).

PT-31 and haloperidol were suspended in saline wattdition of 1% (v/v) of
polissorbate 80 (Tween®). Sodium pentobarbital vda®ctly dissolved in saline.
Apomorphine was dissolved in saline with additidr0d.% ascorbic acid and clozapine
was dissolved in saline with addition of 0.1% aceitid 0.1 M. Vehicle groups received
saline with 1% (v/v) polissorbate 80. In timevivo studies, the drugs were administered
by intraperitoneal and oral (gavage) routes (10kglbody weight) or subcutaneously (5

mL/kg body weight).

2.2.4 Apomorphine-induced climbing

Mice were treated with PT-31 (0.3; 1; 3; 10 andn3@kg p.o.), haloperidol (0.5
mg/kg p.o.), clozapine (5 mg/kg p.o.) or vehicles{ftreatment) and immediately put in
cages (29 x 23 x 19 cm) with the floor, walls an@ tonsisting of metal bars (2 mm
diameter). Animals were allowed to freely expldne tages for 30 min. After that, they
were immediately treated with apomorphine 4 mg/kyehicle s.c. (second treatment).
The climbing behavior score was evaluated as: nlobehavior (0 point), increased
activity and sniffing (1 point), occasional clingirto sides of cage with forepaws (2
points), intermittent clinging to sides or top aige with all four paws (3 points) and
uninterrupted climbing with all four paws (4 point€limbing behavior was scored at 5,
10, 15, 20, 25 and 30 min after second treatmemnirastration. The period of
observation in each interval was 1 min. The cligbimdex was calculated as the sum of

all scores obtained by the same animal at eachititee/al.
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2.2.5 Ketamine-induced hyperlocomotion

Mice were treated with vehicle, haloperidol (0.0h/kg, p.o.), clozapine (1
mg/kg, p.o.) or PT-31 (0.3; 1; 3; 10 and 30 mg/kg.)p and allowed to freely explore
during 30 minutes the locomotor cage, an area nsddecrylic (transparent walls and
black floor, 30 x 30 x 45 cm) divided into 24 sgemof equal area. Then ketamine was
subcutaneously injected at 10 mg/kg. Immediatetgratetamine injection, locomotor

activity was recorded for 20 minutes.

2.2.5 Prepulse inhibition of startle reflex (PPI)

The PPI test was performed in a startle chambesigt®, Brazil), in which a
loudspeaker produced a continuous background mdi$® dB of sound as well as the
acoustic startle pulses. A white noise pulse wasl as the startle stimulus, which had an
intensity of 115 dB and duration of 50 ms; threféedent noise intensities (80, 85 and 90
dB, duration 20 ms) were used as prepulses. Annaaittation time of 5 min, during
which the mice received no stimulus except the gemknd noise, was followed by 5
initial startle stimuli. After this habituation pyoam, the test program was started with
five different trial types presented in a randomdeor (1) pulse alone, (2) control (no
stimulus), (3) pulse with preceeding prepulse of d®, (4) pulse with preceeding
prepulse of 85 dB and (5) pulse with preceedingoyise of 90 dB. A total of 10
presentations of each trial type were given withirger-stimulus interval randomized
between 10 s and 30 s. Percent PPI of the statigonse was calculated as follows:
100 - [(response to acoustic prepulse plus statttaulus trials/startle response alone
trials) x 100]. Mice were treated with vehicle, BI-(1, 3, 10 and 30 mg/kg p.o.),
clozapine (15 mg/kg, p.o.) or haloperidol (0.5 ngg/k.o.) and 30 min later they were
injected s.c. with either saline or the PPI disingptdrugs: apomorphine (3 mg/kg), a
dopaminergic agonist; ketamine (30 mg/kg), a NMD#&Ragonist, or (+)2,5-dimethoxy-
4-iodoamphetamine-DOI (0.5 mg/kg), a 5-43c agonist. The animals treated with
apomorphine or ketamine were immediately placethenstartle chambers and the PPI
measurement was started. The animals who recet)eld@l were placed in the startle

chambers 15 min after treating and the PPl measmnewas started.
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2.2.6 Novel object recognition task

The animal model used in this study was adaptedh fkdoura and coworkers
(2006) and is based on the fact that rodegmtferentially explore unfamiliar (novel)
objects (Ennaceur and Delacour, 1988; Myskiw e2@08). The test was performed in
an acrylic box with three closed walls and onedpament wall (45 x 30 x 30 cm). Before

starting the experiment (day 1), animals were gdmhdled once a day for five days.

2.2.6.1 Effect on short-term memory

On day 1 (habituation) the animals were placedhm lbox for 10 minutes and
allowed to freely explore the environment. On dayh2 animals were treated by gavage
with vehicle, PT-31 (3, 10 and 30 mg/kg), clozapiheng/kg), haloperidol (0.01 mg/kg)
or intraperitoneally with ketamine (10 mg/kg) ormuhbefore the training session. In the
training session, the animals were placed in thefbo10 minutes in the presence of two
identical objects (A, A); those animals that didt mxplore one of the objects were
excluded from the experiment. Ninety minutes laber animals were placed once again
in the box containing the familiar object (A) anithe unfamiliar (B) object. The time
exploring each object was measured during 10 msnuaé objects had the same color,

texture and size, but different shapes.

2.2.6.2 Effect on long-term memory

Habituation, training session and treatments wareied out as described above
by using another group of animals. Twenty four Boafter the training session, the
animals were placed again in the box in the preseh@ familiar object (A) and a new

object (C). The time exploring each object was réed for 10 minutes.

2.2.6.3 Effect on long term memory impairment irdulsy ketamine

On day 1 the animals were placed in the box fomifutes and allowed to freely

explore the environment. On day 2, mice were tceatgraperitoneally with vehicle or
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ketamine (10 mg/kg) one hour before the trainings®m. In the training session, they
were placed in the box during 10 minutes in thes@nee of two identical objects (A, A).
Twenty four hours later, the animals were placegirag the box containing the familiar
object (A) and a different object (C).

PT-31 (3, 10 and 30 mg/kg), clozapine (1 mg/kg) aaloperidol (0.01 mg/kg)

were administered by gavage at three different nmisn@s follows:

Experiment 1: the drugs were administered one betore training (at the same

moment of ketamine or vehicle administration).
Experiment 2: the drugs were administered righarafaining.

Experiment 3: the drugs were administered one lhefiore long-term memory

testing.

In all experiments, the object exploration indexsvealculated by the following
formula: Exploration index = time observing eacheab (A, B or C)/ time observing

both objects.

2.2.7 Models of potential antipsychotic adverse eftt

The potential of PT-31 to induce three classicaipagchotic adverse effects was

evaluated: catalepsy, motor coordination impairnaert sedation/hypnosis.

2.2.7.1 Spontaneous locomotor activity

Locomotor activity was monitored in an arena madeacrylic divided into
squares of equal area. Mice were treated with PT03;, 1; 3; 10 and 30 mg/kg p.o.) or
vehicle and sixty minutes later positioned at tppamatus center. After a five-minutes
habituation period, mice were observed during 6Gutes. The following parameters
were recorded by the software Noldus®: number o$sings, rearings and total distance.

All procedure was performed in twilight environment
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2.2.7.2 Catalepsy test

Mice were treated with vehicle, PT-31 (3, 10 andv&§kg p.o.), haloperidol (0.5
mg/kg, p.o.) or clozapine (5 and 15 mg/kg, p.offeA30, 60 and 90 minutes, mice were
gently placed by forepaws on a wood bar elevatBat® from the floor. The time spent

by the animals in this position (up to 30 seconwds3 recorded.

2.2.7.3 Rota-rod test

Rodent motor impairment was evaluated through rothtest. The apparatus
consisted of a cylinder of 3 cm of diameter rotgtat 5 rpm. One day before the test the
mice were trained during five minutes. On the tist the mice that were able to stay at
least 90 seconds balanced on the rotating rod welected for testing. Animals’
performance was measured by human observers baftde60 minutes after drug
administration. Mice were treated with vehicle, 8T-(10 and 30 mg/kg p.o.),
haloperidol (0.5 mg/kg, p.o.) or clozapine (5 aldmig/kg, p.o.). The integrity of motor
coordination was assessed on the basis of thedotigee of permanence and the number

of falls in a 5 minutes period.

2.3In vitro assays

The in vitro assays were performed in the Equipe Facteurs Wepioques et
Différenciation Neuronale, INSERM U982 (Institut t\mal de la Santé et de la
Recherche Médicale, Unité 982), Université de Ro&eance.

2.3.1 Culture of rat cerebellar granule cells

Cerebellar granulle cells were prepared from 7 talays rats, as previously
described (Gallo et al., 1982; Kramer and MinidbieR010; Facci and Skaper, 2012).
Briefly, cells were dissociated from the cerebellloy mechanical chopping and
treatment with trypsin and DNase and were thereglan poly-D-lysine precoated 24-

well plates, at a density of 1.2 x®1€ells/mL. Dissociated cells were cultured in basal
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medium (DMEN, HAM F12, antibiotic, Gibko®) contamg 10% fetal bovine serum
(Lonza®) and 25 mM KCI. Cytosine arabinoside (10)uas added 24 hours later, to
arrest the growth of non-neuronal cells. It hasnbeell established that these cultures
consist of more than 90% neurons after 8 days bfireu The cultures were maintained
in an incubator at 37°C and 5% €O

2.3.2 The neuroprotective effect of PT-31 in a rhadeexcitotoxicity in cerebellar

granule cells

For routine neurotoxicity assay, glutamate (100 wwls added directly to the
culture medium when cells were 5 days, and cef lwas assessed 24, 48 and 72 hours
later by fluorescein production from fluoresceimabtate (FlexStation3) (Didier et al.,
1990), and confirmed visually by the calcein teguei (LIVEDEAD®
Viability/Cytotoxicity, Molecular Probes) followed by fluorescence microscopy
(MetaMorph, Leica) (Harvey and Chintala, 2007). Foharacterization of the
neuroprotective effect of PT-31, different concatitns (10°° to 10**M) were added
120 min before glutamate exposure and were coirtedbaith glutamate in the culture
medium during the course of the experiment. PT-a% also incubated alone. The PT-31
dilutions were prepared in culture medium fromacktsolution (10 mM, 100% DMSO).
The DMSO maximum final concentration in the cultwas 0.01%. Each treatment was
performed in quadruplicate and repeated 3 to 5gimendependent cultures. The plates
were treated by direct addition of the PT-31 ddoti(20 pL) to the medium culture

plates.

2.4 Statistical Analysis

Catalepsy and rota-rod results were analyzed bywewp repeated-measures (RM)
analysis of variance (ANOVA), with treatment as first factor and time interval or
session (second factor) as the repeated-measuremdkphine-induced climbing,
ketamine-induced hyperlocomotion, prepulse inlobitiand locomotor activity were
submitted to a one-way ANOVA, as tlire vitro assays. Novel object recognition was

analyzed by Student’s pairédest. The analyses were performed using Sigma23i&t
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software (Jandel Scientific Corporation). Differeac were considered statistically

significant atP<0.05.

3. RESULT S
3.1 Behavioral experiments
3.1.1 Apomorphine-induced climbing

One-way ANOVA revealed a significant main effectRr-31 [F(11,108)=8.050,
P<0.001] in the apomorphine-induced climbing (Fig. Post hocStudent Newman
Keuls analysis indicated a significant decreasthénapomorphine-induced climbing by
the administration of PT-31 at the doses of ®@30(001), 1 P=0.004), 3 P=0.003) and
10 mg/kg P=0.005), as the antipsychotics haloperidol 0.5 mg(R<0.001) and
clozapine 5 mg/kgR=0.026) when compared with vehicle-apomorphine grdRiT-31
did not prevent the climbing behavior effect at thighest tested dose (30 mg/kg)
(P=0.076).

204 *k*k
=
#
w 154
()
°
=
o 104 1
£
o
E
O 5-
C ! ! ! !
SAL CLO HAL 30 SAL CLO HAL 03 1 3 10 30
PT-31 PT-31 (mg/kg p.o.)
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(4 mg/kg s.c.)

Fig. 2. Effect of PT-31 (0.3; 1; 3; 10 and 30 mg/kg pio.)the apomorphine-induced
climbing behavior. Clozapine (CLO 5 mg/kg p.o.) dradoperidol (HAL 0.5 mg/kg p.o.)
were used as reference drugs. Data are expressedeas+S.E.M (n=8-10/group).
ANOVA post hoc Student Newman Keuls. Different from SAL+SAL *#%0.001;
different from SAL+ApomorphinéP<0.05"P<0.01"P<0.001.
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3.1.2 Ketamine-induced hyperlocomotion

Fig. 3 shows a significant main effect of PT-31 @~Nay ANOVA
F(11,94)=13.455P<0.001] in the ketamine-induced hyperlocomotiBost hocStudent
Newman Keuls indicated a significant decrease enkstamine-induced hyperlocomotion
by the administration of PT-31 at the lowest dos€d.3 (P=0.006) and 1 mg/kg
(P<0.010), as clozapine 1 mg/kd<0.001), when compared with vehicle-ketamine
group, but not haloperidol 0.01 mg/kg=0.943). Doses of clozapine (1 mg/kg p.o.) and
haloperidol (0.01 mg/kg) were chosen on the batiabsence of effect on animals’
spontaneous locomotion and the results obtainednaaecordance with literature data
(Satow et al., 2009).
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SAL CLO HAL 30 SAL CLO HAL 0.3 1 3 10 30
PT-31 PT-31 (mg/kg p.o.)
SAL Ketamine
(10 mg/kg s.c.)

Fig. 3. Effect of PT-31 (0.3; 1; 3; 10 and 30 mg/kg p.orn ketamine-induced
hyperlocomotion. Clozapine (CLO 1 mg/kg p.o.) amdbperidol (HAL 0.01 mg/kg p.o.)
were used as reference drugs. Data are expressedeas+S.E.M (n=7-8/group).
ANOVA post hocStudent Newman Keuls. Parameter observed: numberossings.
Different from SAL+SAL ***P<0.001; different from SAL+ Ketamir#<0.05"*P<0.01

#P<0.001.

3.1.3 Prepulse inhibition

PT-31 (1, 3, 10 and 30 mg/kg, p.o.), neither thigpagichotics tested altered the
normal prepulse inhibition (PPI) response of angnfDne-Way ANOVA: 80 dB
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F(6,51)=0.926P=0.485, 85 dB F(6,51)=0.508=0.799, 90 dB F(6,51)=4.16P<0.002]
(Fig. 4A). Apomorphine (3 mg/kg s.c.), (x)-DOI (Ondg/kg s.c.) and ketamine (30 mg/kg
s.c.) induced prepulse inhibition impairment asestpd: apomorphine (3 mg/kg s.c.)
[One-Way ANOVA: 80 dB F(7,70)=3.82P<0.002, 85 dB F(7,70)=2.06P=0.060, 90
dB F(7,70)=1.505P=0.182] (Fig. 4B), (x)-DOI (0.5 mg/kg s.c.) [One-WANOVA: 80
dB F(7,64)=5.674,P<0.001, 85 dB F(7,64)=1.90%=0.086, 90 dB F(7,64)=1.721
P=0.122] (Fig. 4C), and ketamine (30 mg/kg s.c.) ¢day ANOVA: 80 dB
F(7,64)=3.891P<0.002, 85 dB F(7,64)=1.76=0.112, 90 dB F(7,64)=1.378=0.236]
(Fig. 4D).

Post hocStudent Newman Keuls revealed that the lowest sla$ePT-31, 1
(P<0.036) and 3 mg/kgPE0.005) prevented the deficit induced by apomorplonly
when the prepulse intensity was 80 dB. The samélgrof action was observed for
clozapine P=0.038) and haloperidoP&0.002) (Fig. 4B). In the serotoninergic model,
PT-31 1 P<0.001), 3 P<0.010) and 10 mg/kgP(<0.002) were effective in preventing
the PPI disruption at 80 dB, as clozapif={.018. Haloperidol did not prevent the
prepulse inhibition deficit in neither of the préges intensities. PT-31 in all tested doses:
1 (P<0.008), 3 P<0.008), 10 P<0.001) and 30 mg/kgPk0.019) also prevented the
ketamine induced impairment of prepulse inhibitiah 80 dB, as well as clozapine
(P=0.013) and haloperidoPE0.033).
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haloperidol (HAL 0.5 mg/kg p.o.) were used as reffiee drugs. Data are expressed as
mean+S.E.M. ANOVApost hocStudent Newman Keuls. Parameter observed: %PPI.
Different from SAL+SAL *<0.05 *P<0.01 ***P<0.001; different from
SAL+Apomorphine, SAL+(+)-DOI or SAL+Ketamin#<0.05"P<0.01"P<0.001.

3.1.4 Novel object recognition

Student’'s paired-test revealed that PT-31 did not impair short-tarmamory
(STM) nor long-term memory (LTMper se,at all tested doses: 3 (STRE0.039, LTM
P=0.012), 10 (STMP<0.001, LTM P<0.001) and 30 mg/kg (STMP<0.001, LTM
P<0.008), as clozapine (1 mg/kg) (STR&0.018, LTM P=0.016). Unlike, haloperidol
(0.01 mg/kg) (STMP=0.424, LTMP=0.702) and the NMDAR antagonist, ketamine (10
mg/kg) (STMP=0.948, LTMP=0.984), impaired both types of memory (Fig. 5).
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Fig. 5. Effect of PT-31 (3, 10 and 30 mg/kg p.pgr seon short and long-term memory
at the novel object recognition task. Clozapine @CL mg/kg p.o.) and haloperidol (HAL
0.01 mg/kg p.o.) were used as reference drugs. &)dBC are different objects. Data are
expressed as mean+S.E.M (n=6-10/group). Pairest.tRarameter observed: exploration
index. Different from object A in the same group<0.05 **P<0.01 ***P<0.001.
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Further we investigated the ability of PT-31 to yaet or reverse memory

impairment induced by ketamine, by administerinat itlifferent moments of the memory

formation process. When administered with ketamedore training

(encoding and

consolidation), PT-31 3P<0.009), 10 P<0.012) and 30 mg/kgPE0.001), as clozapine
(P=0.024), were able to prevent the memory impairmedtced by ketamine, but not

PT-31 1 mg/kgP=0.108) neither haloperidaP€£0.210) (Fig.6).
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Fig. 6. Effect of PT-31 (1, 3, 10 and 30 mg/kg p.0.) ongdarm memory impairment
induced by ketamine (10 mg/kg, i.p.). PT-31 wasited one hour before the training
session. Clozapine (CLO 1 mg/kg p.o.) and halopéfidAL 0.01 mg/kg p.o.) were used
as reference drugs. A and C are different objdatda are expressed as mean+S.E.M
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(n=8-9/group). Paired t-test. Parameter observegioeation index. Different from
object A in the same grou%0.05 **P<0.01 ***P<0.001.

When administered right after training (consolida)j PT-31 demonstrated a
dose-response effect: the highest tested dose 3Kgn{§<0.020), but not 10 mg/kg
(P=0.270) and 3 R=0.451) reversed the ketamine-memory impairmenbz&pine
(P=0.774) also protected memory, but not haloperiBeD.317) (Fig.7).
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Fig. 7. Effect of PT-31 (3, 10 and 30 mg/kg p.o.) on loegat memory impairment
induced by ketamine (10 mg/kg, i.p.). PT-31 was iatstered after the training session.
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Clozapine (CLO 1 mg/kg p.o.) and haloperidol (HALOD mg/kg p.o.) were used as
reference drugs. A and C are different objectsal2aé expressed as mean+S.E.M (n=7-

10/group). Paired t-test. Parameter observed: equdm index. Different from object A
in the same groupP<0.05 **P<0.01.

Finally, when treated one hour before the long-teremory test (retrieval), PT-31
demonstrated the same profile: reversing the keaimduced memory deficit at the
highest dose 30 mg/kg?£0.035), but not at 10PE0.053) and 3 mg/kgPE0.053).
Clozapine P=0.012) also protected memory, but not haloperigisD.387) (Fig.8).
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Fig. 8. Effect of PT-31 (3, 10 and 30 mg/kg p.o.) on loegit memory impairment
induced by ketamine (10 mg/kg, i.p.). PT-31 wasted one hour before the long-term
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memory session. Clozapine (CLO 1 mg/kg p.o.) arldgeaidol (HAL 0.01 mg/kg p.o.)
were used as reference drugs. A and C are diffavbjgcts. Data are expressed as
mean+S.E.M (n=7-9/group). Paired t-test. Parametieserved: exploration index.
Different from object A in the same group<0.05 **P<0.01.

As a control, Table 1 shows that there was no &ltar in the objects total

exploration time of all groups of treatment whenmpared to the control group

(vehicle+vehicle) [One-Way ANOVApost hocStudent Newman Keuls. Acquisition:
Training F(10,86)=3.346,P<0.001; LTM F(10,86)=2.852P<0.005; Consolidation:
Training F(9,82)=0.970P=0.472; LTM F(9,82)=1.212P=0.301; Retrieval: Training
F(9,78)=3.247P<0.002; LTM F(9,78)=1.94%=0.060].

Table 1.Objects total exploration time (seconds) of PT-B13, 10 and 30 mg/kg, p.o.),
clozapine (CLO 1 mg/kg p.o.) and haloperidol (HAIOD mg/kg p.o.) on the different
protocols of the novel object recognition test.

Treatment Acquisition Consolidation Retrieval

Training LTM Training LT™M Training LT™M
SAL+SAL 1726 £37.5 154.3+424 137.6+49.2 1199%+38.0 182.1+34.1 165.0+84.3
KET+SAL 165.1+£31.5 163.6+38.1 157.5+43.8 142.2+556 165.1+295 139.4+250
SAL+HAL 165.9+28.5 133.6+48.0 162.6+48.3 99.3+34.5 134.9+46.6  123.9+34.7
KET+HAL 178.4+33.4 160.6+62.8 133.5+35.3 92.3+38.5 201.8+28.6 188.3+54.7
SAL+CLO 171.7+448 103.3+44.1 1576+350 121.4%+275 1544+19.1 125.8+17.3
KET+CLO 141.9+41.7 135.0+30.3 162.7+31.5 123.4+42.3 202.0+40.0 98.6+70.2
SAL+PT-31(30) 151.9+349 99.1+31.1 140.6+41.4 118.0+ 31.2 169.8+ 23.0 138.1+ 26.2
KET+PT-31(2) 116.8+£26.0 109.5+29.0 NE NE NE NE
KET+PT-31(3) 140.8+£34.3 123.1+35.7 180.6+ 21.9 1209+ 224 138.0+ 32.7 1269+ 51.0
KET+PT-31(10) 117.1+28.4 108.0+22.7 164.8+ 49.3 1286+ 525 1584+ 40.0 133.2+ 40.0
KET+PT-31(30) 133.6+22.8 119.5+22.7 1540+ 426 141.2+ 52.7 176.7+55.1 131.3+ 40.9

Data are expressed as meantS.D. ANQ)At hocStudent Newman Keuls.

LTM (long-term memory); NE (not evaluated).
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3.1.5 PT-31 effects on models of potential antipsiic adverse effect
3.1.5.1 Spontaneous locomotor activity

As shown in Fig. 9, One-Way ANOVA demonstrated tA@t31 does not have an
effect over mice locomotor activity [crossings B®=0.779,P=0.570], exploratory
behavior (rearings [F(5,59)=0.45&=0.806]) neither total distance [F(5,59)=0.715,
P=0.615].
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Fig. 9. Effect of PT-31 (0.3, 1, 3, 10 and 30 mg/kg, pam)locomotor activity of mice.
Parameters evaluated: number of crossings, rearamghk total distance. Data are
expressed as meantS.E.M (n=10/group). ANOVA.

3.1.5.2 Catalepsy test

Two-Way RM ANOVA showed a significant effect of #tenent
[F(6,179)=17.041,P<0.001], time [F(2,179)=0.749P=0.475] and treatment x time
interaction [F(12,179)=4.404P<0.001]. Post hoc analyses indicated that, after 30
minutes, haloperidol 0.5 mg/kég£0.004) and clozapine 15 mg/kB=0.005) increased
the time spent by mice at the imposed uncomfortgdmsition. After 60 minutes,
haloperidol 0.5 mg/kgR<0.001) and clozapine 15 mg/ké=0.007) maintained the
catalepsy effect, and after 90 minutes, just haldpkedid (P<0.001). PT-31 (3, 10 and
30 mg/kg) did not cause catalepsy in neither ofithe evaluated (Table 2).
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Table 2. Effect of PT-31 (3, 10 and 30 mg/kg p.o.) in cgtaletest at 30, 60 and 90
minutes after treatment. Clozapine and haloperdok used as reference drugs.

Treatment Dose 30 minutes 60 minutes 90 minutes
(T30) (T60) (T90)

SAL 1 mL/100g 1.1+04 1.1+05 2317
Haloperidol 0.5 mg/kg 11.5+11.5* 19.2 £ 13.9%** 24.5 + 9.9%**
Clozapine 5 mg/kg 3.1+£3.9 1.5+£0.9 16+£15
Clozapine 15 mg/kg 114 +11.4* 11.1 £ 8.0** 3.88
PT-31 3 mg/kg 1.3+04 1.9+0.9 16+1.2
PT-31 10 mg/kg 1.8+1.7 1.2+1.0 0.7+0.2
PT-31 30 mg/kg 24 +1.7 35128 41+48

Data are expressed as mean+S.D (n=8-10/group). wiayoRM ANOVA post hoc
Student Newman Keuls. Different from SAL at the satime of measure P<0.01
*** P<0.001.

3.1.5.3 Rota rod test

Two-way RM ANOVA demonstrated that mice presentdekrations in the
permanence time (treatment factor F(5,111)=4.498=0.002; time factor
F(1,111)=30.065P<0.001; treatment x time interaction F(5,111)=5,#80.001) and in
the number of falls (treatment factor F(5,111)=8,76°<0.001; time factor
F(1,111)=23.228P<0.001; treatment x time interaction F(5,111)=9,3330.001) when
compared to their own performance before the treatmAs expectedyost hocanalysis
indicated that haloperidol 0.5 mg/kd?<0.001) and clozapine 15 mg/kd<0.001)

decreased the maximum permanence time on the a@ppanad increased the number of

falls (haloperidolP<0.001, clozapin€’<0.001). PT-31 (10 and 30 mg/kg) did not affect

the maximum permanence time neither the numbaealisf fTable 3).
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Table 3. Effect of PT-31 (10 and 30 mg/kg, p.o.) in the roid test. Clozapine and
haloperidol were used as reference drugs.

Treatment Dose Permanence time Number of falls

TO T60 TO T60
SAL 1 mL/100g 224.2 £ 59.7 224.6 £ 64.6 14+£16 A415
Haloperidol 0.5 mg/kg 255.3+£59.3 79.2+£755** 0.7x1.0 35 12.0%**
Clozapine 5 mg/kg 249.6 £ 65.5 216.2+74.5 0911 1.0+£0.9
Clozapine 15 mg/kg 238.3+74.5 86.9+89.8** 134 21.3+17.5%**
PT-31 10 mg/kg 233.0 £ 68.5 223.2+65.2 19+15 1.3+0.9
PT-31 30 mg/kg 274.0+57.4 212.4 + 86.6 0.5+0.8 24+35

Data are expressed as mean+S.D (n=8-10/group). WwayoRM ANOVA post hoc
Student Newman Keuls. Different from the first meas (basal, TO) at the same
treatment group P<0.001.

3.2In vitro assays
3.2.1 Effect of different concentrations of PT-8piimary cell culture

PT-31 (10" to 10™M) did not affect cell viability at 24h (Fig. 10A)
[F(4,18)=1.551P=0.242], 48h (Fig. 10B) [F(4,15)=1.48P=0.274] and 72h (Fig. 10C)
[F(4,17)=2.259P=0.119], when added directly to the cerebellum giacells.
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Fig. 10. Effect of PT-31 (18° to 10'*M) in cerebellum granule cells (3-5 plates,
quadruplicate). Data are expressed as mean+S.ENDVAA post hocDunnet. A) 24h
treatment; B) 48h treatment; C) 72h treatment.
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3.2.2 Effect of PT-31 in a model of neurotoxiaityrimary cell culture

In the presence of glutamate (100 pM), PT-31'tM) demonstrated a significant
neuroprotective effect against the excitotoxicifiea 48 hours (Fig. 11B). The PT-31
concentrations I8 and 10*M, also at 48h, showed a tendency to protect neuron
against the glutamate-induced toxicity. This ternyecan be already observed within 24
hours, when these concentrations are not diffdrent the control group (Fig. 11A). Fig.
11C illustrates the results obtained after 48 h&rs31 treatment in the presence or not

of glutamate.
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Fig. 11.Effect of PT-31 (18° to 10"*M) in cerebellum primary culture in the presence
of 100 uM glutamate (3-4 plates quadruplicate).UuResare expressed as meanzS.E.M.
ANOVA post hocBonferroni. Different from control P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001.
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Different from glutamaté’P<0.05 *P<0.01. A) 24h treatment; B) 48h treatment; C)
Images of cerebellum primary cultures after 48htiresnt.

4. DISCUSSION

A previous study by Sudo and coworkers (2010) dtarzed PT-31, a new
imidazolidine derivative, as am-adrenoceptor agonist with antinociceptive synergic
effect with morphine. Alphaadrenoceptors mediate regulatory influence overoua
physiological, behavioral and endocrine functicars] are implicated in conditions such
as hypertension, anxiety, endogenous depressioncagditive functions (Maze and
Tranquilli, 1991). More than two decades has passace the neuroprotective effect of
clonidine and desmedetomiding-adrenoceptor agonists, was demonstrated (Ma,et al.
2005). However, this effect has not yet receivedqgadte attention. Furthermore, some
studies on the involvement of the noradrenergid¢esysin schizophrenia demonstrated
that clonidine, when administered alone or in carabon with antipsychotics, improved
cognition, as well as the positive and negativegpms (Freedman et al., 1982; Fields et
al., 1988; Maas et al., 1995). In this study we destrated that PT-31 is effective on
schizophrenia positive and cognitive symptoms, euthinducing extrapyramidal side
effects in mice and has a neuroprotective effeairsf the excitotoxicity. These results
point to the involvement of the noradrenergic sysia schizophrenia, which has been

neglected in the past years.

In the apomorphine-induced climbing, PT-31 was aite in all tested doses,
except the highest one (30 mg/kg). This resultaaidis an antipsychotic effect and also
suggests a biphasic effect. Once this model iscbasehe induction by apomorphine of
a hyperdopaminergic state in animals, it is coregb¢d motor agitation, and it can also
respond to substances that induce motor impairm@ustall et al., 1978; Geyer and
Ellenbroek, 2003). However, PT-31 was active atedothat did not induce catalepsy
neither affect spontaneous locomotion nor altehedpierformance of animals in the rota-
rod, indicating that the effect observed in thenbling behavior is genuinely an effect
suggestive of action on positive symptoms. Therenas much information in the

literature about the effect af-adrenoceptors ligands in this animal model, butokh
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study (Quock et al., 1984) demonstrated that tledrgmtment with low doses of an

adrenoceptor antagonist, BE-2254, failed to sugpapsmorphine-induced climbing.

The biphasic effect of PT-31 was also seen in thetarkine-induced
hyperlocomotion. The lowest doses (0.3 and 1 mgAkgyke effective, but not the highest
ones. Unlike the effect induced by dopaminergic négle the PCP-induced
hyperlocomotion and its analogs (ketamine and MK)88 blocked only by atypical
antipsychotic (Jentsch and Roth, 1999; Geyer atehBiloek, 2003). As far as we know
this is the first time that the effect of aradrenoceptor agonist in the ketamine-induced
hyperlocomotion was demonstrated. Another studpligloed by Irifune and coworkers
(1991), demonstrated that phenoxybenzamine, a elects/e a-adrenergic antagonist,
did not reverse the ketamine-induced hyperlocomottallinen and coworkers (1998)
demonstrated that dexmedetomidine, @nadrenoceptor agonist, inhibited the D-

amphetamine-induced hyperlocomotion.

The results from the prepulse inhibition (PPI) ameline with the putative
atypicality of PT-31 as well as replicate its bipitaeffect. The PT-31 lowest doses (1
and 3 mg/kg) protected against the PPI deficitaiced by apomorphine, (x)-DOI and
ketamine whereas PT-31 10 mg/kg was effective @vgmting the deficit induced by (z)-
DOI and ketamine and the highest dose (30 mg/kgyemted only the PPI deficit
induced by ketamine. As expected haloperidol wds &b prevent apomorphine and
ketamine-induced PPI deficits only, while clozapprevented also the PPl impairment
induced by (£)-DOI. The prepulse inhibition (PPlpdels in animals the preattentive
deficits observed in schizophrenic patients, witnslational and face validity (Jones et
al. 2011; Porsolt et al. 2010). Apomorphine andakehe can disrupt PPI in rodents,
which can be prevented by typical and atypical pmytthotics, whereas 5-Hic
agonists induce PPI disruption that is preventeatypical antipsychotics only (Auclair
et al., 2006; Geyer et al., 2001; Martin et al.020Schall et al., 1999; Swerdlow et al.,
1998). Therefore, these results point to the p@ketfect of PT-31 in improving the
disruption of preattentional processes, which resacrucial to the treatment of
schizophrenia (Young et al., 2011). Several presdinstudies suggested that and a,
noradrenergic receptors are involved in PPIl: Svesvdand coworkers (2006) showed

that clonidine protected against the disruptionP#tl induced by cirazoline, aw-
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adrenergic agonist, in rats. Alsene and Bakshi 12@Valuated the regulation of PPI by
the locus coeruleus (LC), the primary source of tNEorebrain, and demonstrated that
PPI deficits in rats were prevented by the prettneat with clonidine or prazoziru{-
adrenoceptor antagonist) as well as by the antipics olanzapine and quetiapine. In
schizophrenic patients under stable medication, skasorimotor impairment was
normalized by adding low doses of clonidine to itheeatment (Oranje and Glenthoj,
2013).

In the novel object recognition task, none of tasted doses (3, 10 and 30 mg/kg)
impaired neither short nor long-term memories waéministered to normal mice. When
long-term memory was impaired by the pre-adminigtraof ketamine, PT-31 at the
highest dose (30 mg/kg) was able to protect agaeistimine effects when administered
at different moments: before training, after tragiiand before long-term memory. The
lower doses (3 and 10 mg/kg) were effective in preévg the memory impairments
when administered concomitantly with ketamine (asitjon phase) only, being
apparently ineffective on consolidation and retmeprocesses. All types of memory
depend on the integrated activity of various braites and involve more than one
receptor or post-receptor mechanism, but evidepoed to a complex interaction among
adrenoceptors, indicating an inhibitory role @f on memory consolidation and a
favourable effect ofx, by enhancing influence d¥; and, receptors on consolidation
(Izquierdo et al., 2004). Jentsch and Anzivino @00emonstrated that the deficits of
visual attention and spatial memory produced by MDA antagonist PCP are
attenuated by the pre-treatment with clonidine,clvhis highly effective in preventing
many of the behavioral effects of NMDA antagonigtspossible mechanism by which
clonidine suppresses PCP-induced behavioral defigt by preventing abnormal
monoamine or acetylcholine transmission in braiodpced by the psychotomimetic
drugs. Within neocortical regions, such as PFQgtlage a large number of postsynaptic,
as well as presynaptia, receptors (Aoki et al., 1998). Data from monkendicate that a
significant portion of the neurocognitive effectsctonidine is mediated by postsynaptic
receptors because destruction of the presynapteclalamines terminals potentiates,
rather than decreases, the pro-cognitive effects afjonists in tests of working memory

(Arnten and Goldman-Rakic, 1985). Thus we may sappimata, agonists, such as
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clonidine and also PT-31, may act via postsynaptechanisms to enhance excitatory
transmission in cortical circuits, opposing thesets of PCP. Supporting this conclusion,
clonidine was found to increase synaptically evokrdtatory postsynaptic potentials in
PFC neurons recordea vitro (Carr et al., 2007).

The dorsolateral PFC is involved in attention, anlbss of synaptic circuitry in
this area may be a cause of attentional defectsndifda and Agius, 2012). In
schizophrenia, there is a reduction in the greytenaif the brain (Lieberman et al., 2005)
and it occurs in the frontal cortex, and resultamexpansion of the lateral and third
ventricles (Glantz and Lewis, 2000). In adition,iht was originally thought that D
antagonism and dopamine disruption in the substaing® was the cause of tardive
dyskinesia, a new theory suggests that haloperglahstead killing the cells of the
substance nigra to cause the parkinsonism-likectsff@iNandra and Agius, 2012). Thus,
besides searching for a drug helpful in alleviatognitive symptoms is desirable to find

antipsychotics with neuroprotective properties.

PT-31 was tested on cerebellum granule cells{10 10'*M), where it was not
toxic per se and showed a neuroprotective effect against thécitp induced by
glutamate (100 uM), only at 1M, suggesting an inverted U-shaped pattern, whash h
already been reported to other adrenergic substariéaris and coworkers (2006)
demonstrated that the neuroprotective effect ofrdletomidine on perinatal excitotoxic
brain injury was mediated by thes-adrenoceptor subtype and it displayed a U-shaped
dose-response curve, decreasing neuroprotectiyegepiies with large doses; although
this phenomenon is not fully understood, it hasmbe#ributed to a partial agonism at the
ap-adrenergic receptors (Marien et al., 2004). THecefof PT-31 is in agreement with
studies that demonstrated thatadrenoceptor agonists modulate glutamate and NMDA
receptor-mediated responses in neuroprotection im@8aptiste et al., 2002; Dong et al.,
2008). The antagonism of the presynapgi@drenoceptors results in trophic effects such
as the production of BDNF (Marien et al., 2004).n&xs and coworkers (2009)
proposed that the administration of@radrenoceptor agonist during the critical phase of
synaptogenesis activates the endogenous postsymapepinephrine-mediated trophic
system, which couples to a pERK-Bcl-2 pathway todprce its antiapoptotic effect.

Laudenbach and coworkers (2002) demonstrated tip@tective effects of clonidine
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and dexmedetomidine in primary cortical neuronaltutas exposed to NMDA.
Furthermore, it has been postulated thatdrenergic agonists, such as clonidine and
dexmedetomidine, that present an imidazoline nmtpeir structure also interact with the
imidazoline receptors (Khan et al., 1999). A roler fimidazoline receptors in
neuroprotection has been suggested by the findihgs idazoxan, an imidazole
antagonist, and rilmenidine, an imidazole agonmshtect neurons against ischemic
damage and reduce the volume of infarction (Maieseal., 1992). The reputed
neuroprotective effect associated withréceptor binding comes from the observation
that drugs occupying these receptor binding siteduding clonidine and rilmenidine,
increase the influx of CG& into cells and thus create a “Casink, which could be
neuroprotective (Ma et al., 2005). It's conceivatblat PT-31 binds to this receptor, but

this assumption deserves further studies.

5. CONCLUSION

The results discussed so far characterize the muidéne derivative 3-(2-chloro-
6-fluorobenzyl)-imidazolidine-2,4-dione PT-31, aps-adrenoceptor agonist, as a new
chemical entity with a pre-clinical pharmacologyegictive of effects in relieving
schizophrenia cognitive and positive symptoms withimducing extrapyramidal side
effects. These findings are relevant since theapytamidal side effects and the lack of
efficacy on treating cognitive symptoms remain @ lohallenge on schizophrenia
therapeutic. In addition, this study adds evidethega,,-adrenoceptor could represent a
target for antipsychotic drugs, as well as reinésréthe notion that this receptor plays a

role in cognition and neuroprotection.
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CONSIDERACOES FINAIS

A esquizofrenia € uma doenca que acomete cerc&ddalpopulacdo mundial.
Entre 25 e 50% dos pacientes esquizofrénicos testaridio, e aproximadamente 10%
conseguem, contribuindo para uma taxa de mortaidaitb vezes maior que a da
populacdo em geral. A expectativa de vida dos ptaseesquizofrénicos esta diminuida
em 20 a 30 anos, ndo apenas devido a alta taxaodalioede, mas também devido ao
aparecimento prematuro de doencas cardiovascyl@rssnon e Dorson, 1997; Elkis et
al., 2008; Rang et al., 2008; Stahl, 2008). Alémssdj estudos demonstram que pelo
menos um terco dos pacientes com esquizofreniareféatarios ao tratamento com
antipsicoticos (Ascher-Svanum et al., 2007). Unndstrealizado pelo Instituto Nacional
de Saude dos Estados Unidos demonstrou que 74%agtentes descontinuam 0 uso
com dezoito meses de terapia pela baixa toleradiidou pela eficacia incompleta,
indicando a necessidade de novas terapias (Snydéurghy, 2008). Geralmente, o
transtorno tem inicio com um episédio agudo, e pede caracterizado por cinco
diferentes tipos de manifestacdes: sintomas positivegativos, cognitivos, agressivos e
afetivos (Stahl, 2008).

Existem mais de vinte farmacos antipsicoéticos pa@clinico, mas as diferencas
entre eles sdo pequenas. Os antipsicoticos sadiddisi em tipicos ou de primeira
geracdo (clorpromazina e haloperidol), e atipicasde segunda geracdo (clozapina,
olanzapina, ziprasodona, quetiapina, risperidoAagi{er-Svanum et al., 2007; Elkis e
Meltzer, 2007; Rang et al., 2008). Os antipsic&itipicos agem primariamente como
antagonistas dos receptores dopaminérgicoOB sintomas positivos da esquizofrenia
respondem bem ao tratamento com estes farmacosrsstomas negativos tendem a
piorar com estes medicamentos, além dos sintom@apeamidais, que surgem em
doses terapéuticas (Rang et al., 2008; Stahl, 2@B3Bantipsicoticos atipicos, uma classe
com baixa tendéncia para causar efeitos extraplas)i sdo potentes antagonistas de
multiplos subtipos de receptores, incluindo receggode dopamina e serotonina.
Entretanto, uma significativa parte dos pacientegicua refrataria ao tratamento, além
desta nova classe induzir graves efeitos advesm®o agranulocitose (clozapina),
aumento de peso e diabetes (Rang et al., 2008, 2:08). Eficacia semelhante entre

antipsicaoticos tipicos e atipicos foi encontraddratamento de pacientes néo-refratarios
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em um grande estudo clinico (CATIE: clinical amyigdsotic trial on intervention
effectiveness) (Lieberman, 2006). Nesse estudoficéicea de alguns antipsicéticos
tipicos e atipicos em pacientes com esquizofreriinica foi investigada e o principal
efeito adverso dos antipsicoticos atipicos, conmtaazapina, foi associado a um ganho
de peso e alteracfes na glicose e no metaboligriuich. Os resultados obtidos nesse
estudo revelam que os antipsicoticos atipicos rém ideais para o tratamento da
esquizofrenia, existindo ainda uma necessidadeedengolvimento de antipsicéticos
com diferentes mecanismos de acdo e menor inceléecefeitos adversos (Jafari et al.,
2012). Além disso, os farmacos antipsicoticos eralgéio conseguem tratar 0s sintomas
cognitivos da doenca, como problemas de atencéenednm de trabalho, os quais estao
diretamente relacionados ao fato da esquizofregriausia doenca incapacitante (Insel,
2010).

No ambito desta Tese de Doutorado, inserida em urogr&ma de
Desenvolvimento de Novos Farmacos, novas molécatan padrées moleculares
distintos (derivadodN-fenilpiperazinico,N-benziltiazolidinico e imidazolidinico) foram
estudadas, visando a descoberta de novos agerdgpsuicamente Uteis no tratamento
da esquizofrenia. Sabe-se que o0s medicamentos rsEtoumentos essenciais a
preservacdo, manutencdo e promoc¢ao da Saude. €» amemedicamento representa um
importante fator de inclusdo social que dependdisjaonibilidade do farmaco que, em
85% dos casos, é de origem sintética. Neste cemandigura-se a importancia daber-
fazer farmacos e medicamentos para viabilizar as patitide Saude autbnomas,

necessarias as demandas das Nac¢des soberanasqalFraga2008).

Diversas estratégias podem ser utilizadas no @erejto de novas moléculas
candidatas a farmacos. A principal € aquela baseadaecanismo de acao pretendido,
também denominada de abordagem fisiologica, a spidindamenta no conhecimento
prévio dos processos fisioldgicos e das alteragdeslvidas na desordem em questao
(Barreiro e Fraga, 2008; Wermu008). Alternativamente, quando a estrutura do alvo
terapéutico ndo € conhecida, o desenho moleculanostes padrdes estruturais do
candidato a composto-prototipo desejado pode seduzido a partir do emprego de
estratégias de planejamento estrutural da quimiediamal como a identificacdo de

novos analogos ativos do substrato natural do tecemu do agonista da enzima
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eventualmente eleita como alvo-terapéutico. O jpdamnento molecular racional destes
analogos-ativos pode se dar pela introducdo de fitaghes estruturais em um
composto-prototipo, objetivando sua otimizacdo, a sejfarmacocinética ou
farmacodinamica (Barreiro e Fraga, 2008; Wermu@i982. Outra estratégia largamente
utilizada para o desenvolvimento de novos farméeseia-se na modificacdo estrutural
de farmacos conhecidos, levando a identificacdma@es compostos-prototipos que
atuam pelo mecanismo farmacolégico do primeirodsatenominados de farmacoe-
too (Barreiro e Fraga, 2008). Entretanto, essa egieatéem sendo considerada, por
alguns autores, como responsavel por inovacéesagarama vez que origina farmacos
muito similares aqueles ja existentes (Milne, 20&3se problema surgiu no inicio dos
anos 80 e 90, quando a industria farmacéutica pencgue poderia arrecadar milhdes de
dolares por ano com versdes levemente modificadafamnacos ja aprovados como
medicamentos. Dessa forma, o investimento em ven@dadinovacdes praticamente nao
ocorreu, uma vez que se conseguia lucrar muitoaapesm farmacose-too Essa crise
também teve reflexo na descoberta de novos farmee@s tratar a esquizofrenia, que

pouco avangou nos ultimos cinquenta anos (Pratt,2012; Milne, 2003).

A industria farmacéutica, infelizmente, possui boaes para ver investimentos
no desenvolvimento de novos farmacos para o SN® g¢oais arriscados que em outras
areas. Farmacos que atuam no SNC custam mais m leads tempo para chegar ao
mercado. Ainda, apenas 8% dos farmacos que chegamsado clinico, sdo realmente
aprovados, o que representa metade da taxa dessutas demais areas terapéuticas.
Geralmente o fracasso de farmacos do SNC ocorrestagios mais avancados dos
estudos clinicos, apdés um investimento bastantefisigtivo da industria. Adicionado a
esses problemas, modelos animais, particularmearte giesordens psiquiatricas, estao
longe de serem perfeitos para prever quais compastodo realmente efetivos em
humanos, além dos ensaios clinicos serem geralmaitecomplicados para desordens
do SNC. Todas essas questdes, juntas, fazem dabeéesc e desenvolvimento em

Neurociéncia mais arriscada (Miler, 2010).

Frente ao exposto, acreditamos que a principalriboitdo dessa Tese foi a
identificacdo de trés novas moléculas com poteraniéipsicético, LASSBIi0o-1422, um

derivado N-fenilpiperazinico, FPY-3, um derivadd-benziltiazolidinico e PT-31, um
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derivado imidazolidinico. Para isso, buscamos nowef®rdagens no estudo de
antipsicéticos, deixando de lado a abordagem cksde farmacosne-too Essas
moléculas parecem nao ter como alvo biolégico esp®res classicos envolvidos na
esquizofrenia, dopaminérgicos e/ou serotonérgiSagder e Murphy, 2008). Entretanto,
apesar de LASSBIi0-1422, FPY-3 e PT-31 atuarem af@rente em diferentes alvos
bioldgicos, essas moléculas apresentam basicarnemtesmo perfilin vivo. Sabemos
gue a esquizofrenia, em funcdo da sua diversidada\ibs, representa uma doenca de
dificil tratamento. Os modelos animais para deswdesiquiatricas complexas e
heterogéneas, como a esquizofrenia, sdo ferrambéatiante Uteis para investigar as
bases neurobioldgicas da desordem, uma vez quecefaruma plataforma mais rapida
para monitorar a progressdao da doenca que em hgmanorepresentam uma
oportunidade para testar novas substancias qupatBsiam ser testadas diretamente em
humanos. Entretanto, um problema com os modelosagsié que ndo existe um “padrao
ouro” disponivel para tratar todos os sintomas po&sa ser usado como um controle
positivo nos estudos pré-clinicos, apesar de fasmammo haloperidol e clozapina
conseguirem reverter comportamentos relacionadssdderentes sintomas. Estima-se
gue existam mais de vinte modelos animais de esiyeida (Carpenter e Koenig, 2008),
mas o desenvolvimento de novos modelos mais can$idgy preditivos das desordens
psiquiatricas, como a esquizofrenia, ainda € essgrara aumentarmos o entendimento
das bases neurobioldgicas da desordem e, consemuetie, desenvolvermos novos

farmacos eficazes na terapia (Pratt et al., 2012).

A funcionalizacdo dos analogos de LASSBIio-579,w#&lo N-fenilpiperazinico,
protétipo para o desenvolvimento de novos antipisios, resultou em compostos muitos
semelhantes do ponto de vista farmacodinamico; npotéASSBio-1422 mostrou-se
eficaz em modelos animais preditivos de sintoma#ipos da esquizofrenia, sem causar
prejuizo motor nem sedacao. Além disso, mostrcatige no tratamento de prejuizo pré-
atencional e memoria, 0 que representa um avancoredatdo a maioria dos
antipsicéticos disponiveis. LASSBio-1422 atua commo antagonista de receptores do
tipo D,. Acreditamos que a grande contribuicdo dessa mlalégi retomar a importancia
de um alvo, que por muito tempo permaneceu destamtedmas que mostrou ser muito

importante no tratamento dessa doenca. LASSBio-14@@e ser uma importante
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ferramenta molecular para o desenvolvimento de s\@ndipsicoticos. A partir desses
resultados, verificamos que a otimizacdo farmacdoddgle LASSBio-579 atingiu seu

objetivo, uma vez que a sua funcionaliza¢céo resuwta um composto muito semelhante
in vivo, porém, com um diferente perfil de ligacdo aoseptures estudados e sem

comprometimento motor (Neves et al., 2003; 2008320

A segunda molécula estudada, FPY-3, um derivtienziltiazolidinico, também
foi efetiva nos modelos animais preditivos de sirde positivos da esquizofrenia, sem
causar efeitos motores e sedacéo. Entretanto,a omitribuicdo dessa molécula foi seu
perfil sobre o metabolismo lipidico, quando comgaraos antipsicéticos atipicos, pois a
auséncia de toxicidade apOs 14 dias de tratamegres menor potencial para inducéao
de sindrome metabdlica, um dos principais efeithgeimos da segunda geracdo de
antipsicéticos (Elkis et al.2008). FPY-3 também protegeu neurdnios primarios
cerebelares contra a toxicidade induzida pelo glata, 0 que representa uma vantagem
em relagcdo aos demais tratamentos se levarmos esidemcao a excitotoxicidade,
processo que ocorre na esquizofrenia (Benes etBer2®01; Konradi e Heckers, 2003;
Stone et al., 2007). Por se tratar de uma estrumaiacular inédita, os dados gerados
nessa tese levaram a elaboracédo de um relatornvelecdo para pedido de depdsito de
patente no Instituto Nacional de Propriedade Indals{INPI), a fim de proteger a
estrutura geral dos derivadbisbenziltiazolidinicos. Ainda, FPY-3 pode representm
importante protétipo para o desenvolvimento de sow®léculas que possam tratar

doencas neurodegenerativas.

O derivado imidazolidinico PT-31, por sua vez,gpo3ima estrutura molecular
inédita, nunca antes estudada para atividade aijgs. PT-31, um agonistaya-
adrenérgico, mostrou-se eficaz no tratamento dé¢orsas cognitivos, que ainda
representam um dos principais desafios no tratameatesquizofrenia (Young et al.,
2011). O sistema noradrenérgico foi estudado haddéc(Stein e Wise, 1971; Hartmann,
1976), porém o interesse por esse sistema foi kem@o ao longo dos ultimos anos
(Oranje e Glenthoj, 2012). Recentemente, percehayse retomada do interesse pelo
sistema noradrenérgico e PT-31 vém reforcar a itApola do mesmo, uma vez que se
mostrou eficaz em modelos animais preditivos desias positivos e, principalmente,

cognitivos da esquizofrenia, sem causar efeitosapixmidais, e ainda mostrou um
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efeito neuroprotetor em cultura primaria de new®nPT-31 ja possui um depdsito de
patente no INPI referente a sua atividade antieptica; porém, um novo pedido sera

solicitado pelo nosso grupo, em funcéo do seu p@kantipsicotico.

Por fim, se considerarmos a existéncia de uma deseriatividade no setor
farmacéutico, relacionada com a diminuicdo constalt nUmero de novas entidades
guimicas efetivamente inovadoras, e juntarmos conpeaquisa académica para
desenvolver os primeiros estagios da descobert@odes farmacos, sugerimos que as
moléculas estudadas no ambito dessa Tese, LASSR®-IFPY-3 e PT-31, possam
representar ferramentas ou prototipos em estratédga desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento da esquizofrenia.
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