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DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO DA ESQUIZOFRENIA

Campo da Invencao

001 A presente invencdo se refere a moléculas ativas sobre o sistema nervoso
central. Mais especificamente, as moléculas da presente invencdo referem-se a
derivados benziltiazolidindnicos Gteis no tratamento da esquizofrenia ou de outras
manifestacdes clinicas que requeiram o uso de antipsicoticos.

Antecedentes da Invencdo

002 A esquizofrenia tem sido descrita como “a pior doenga que afeta a humanidade”,
devido a multiplicidade de sintomas e a permanéncia dos mesmos ao longo da vida do
paciente (TANDON et al., 2008). Ela é um transtorno psiquiatrico cronico e
incapacitante, uma doenca de natureza complexa, com manifestacbes multiplas e
quadros variados e a mais importante das psicoses. Cerca de 1% da populacdo
desenvolve esta doenca ao longo da vida, sendo a incidéncia semelhante em homens e
mulheres. E uma das formas mais importantes de doenca psiquiétrica, uma vez que afeta
pessoas jovens. Além disso, estudos mostram que pacientes esquizofrénicos apresentam
uma taxa de mortalidade duas vezes maior do que a populacédo em geral, pela maior
prevaléncia e gravidade das condicdes clinicas (CRISMON E DORSON, 1997;
GRAEFFet al., 1999; RANG et al., 2004; ELKIS et al., 2008).

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

004  Geralmente, o transtorno tem inicio com um episédio agudo, caracterizado por
manifestacdes psicoticas positivas (sintomas positivos), como delirios, alucinacgdes, fala
e comportamento desorganizados e agitacdo motora (GRAEFF et al., 1999; STAHL,
2000).
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005 Com a progressdéo da doenga tendem a surgir 0s sintomas negativos
(embotamento afetivo, falta de iniciativa, isolamento social, pensamento estereotipado,
anedonia, entre outros) e cognitivos (falta de atencdo e concentracdo, problemas de
memoria e aprendizagem, fluéncia verbal comprometida). Neste estagio, quando nao
tratados, os pacientes ficam cada vez mais deteriorados, podendo desenvolver um
quadro de deméncia grave (GRAEFF et al., 1999; TSAI E COYLE, 2002).

Neurobiologia da esquizofrenia
Teorias neuroquimicas
Esquizofrenia e as hipoteses dopaminérgica e glutamatérgica

006 A teoria dopaminérgica foi proposta por Carlsson, ganhador do Prémio Nobel
em 2000, com base na evidéncia farmacoldgica indireta em seres humanos e em animais
de experimentacdo (RANG et al., 2004). A hipdtese dopaminérgica classica da
esquizofrenia postula que os sintomas positivos da doenca sejam secundarios a uma
hiperatividade dopaminérgica subcortical ou, mais precisamente, mediados pelos
receptores dopaminérgicos do tipo D2 da via dopaminérgica mesolimbica (LARUELLE
et al.,, 1996; ABI-DARGHAM et al., 1998, 2000; ABI-DARGHAM, 2004; ABI-
DARGHAM E LARUELLE, 2005). Esta hipdtese é sustentada pelos fatos de agonistas
dopaminérgicos do tipo D> em uso continuado induzirem sintomas similares aos
positivos esquizofrénicos e de que toda medicacdo efetiva como antipsicotica,
necessariamente, bloqueia, em algum grau, esses receptores (ABI-DARGHAM, 2004;
ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005). A hip6tese dopaminérgica para a
esquizofrenia atribui também um prejuizo na atividade da via dopaminérgica
mesocortical (KNABLE E WEINBERGER, 1997; DAVIS et al., 1991), havendo, neste
caso, uma hipoatividade desta via envolvendo o receptor dopaminérgico do tipo D1 no
cortex pré-frontal (ABI-DARGHAM, 2004). Esta hipofuncdo dopaminérgica estaria
relacionada com os sintomas negativos e cognitivos vistos na doenga (KNABLE E
WEINBERGER, 1997; DAVIS et al., 1991; GOLDMAN-RAKIC et al., 2004), e tem
sido corroborada por estudos em humanos e em animais mostrando que a deplecéo

dopaminérgica no cortex pré-frontal causa sintomas semelhantes, bem como pela
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verificacdo de que os receptores dopaminérgicos D1 encontram-se aumentados nessa
regido de pacientes esquizofrénicos (KNABLE E WEINBERGER, 1997; DAVIS et al.,
1991; ABI-DARGHAM et al., 2002; GOLDMAN-RAKIC et al., 2004). Assim,
acredita-se que um déficit de atividade dopaminérgica cortical e um aumento de
atividade dopaminérgica subcortical coexistam na doenca (ABI-DARGHAM, 2004;
ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005). Esta coexisténcia é explicada pelo fato das
transmissdes dopaminérgica dos sistemas mesocortical e mesolimbico serem reguladas
por circuitos neuronais complexos que incluem sinapses glutamatérgicas e
GABAEérgicas, interagindo entre si indiretamente (ABI-DARGHAM, 2004). Tal
interacdo € evidenciada por diversos estudos realizados em animais, mostrando que
manipula¢bes que diminuem a atividade dopaminérgica no cértex pré-frontal geram um
aumento na atividade das vias dopaminérgicas subcorticais, tanto a espontanea quanto
aquela induzida por anfetamina ou apomorfina (PYCOCK et al., 1980; DAVIS et al.,
1991). Contudo, diversos trabalhos tém oferecido evidéncias de que uma disfuncdo da
transmissdo glutamatérgica envolvendo os receptores NMDA estd associada a
esquizofrenia (BRESSAN E PILOWSKY, 2003; GOFF E COYLE, 2001; COYLE et
al., 2003; ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005).

007  De fato, é sabido que antagonistas de receptores NMDA, como a fenciclidina e a
cetamina, sdo capazes de induzir tanto os sintomas positivos como 0s negativos e
cognitivos da doenca em sujeitos higidos, bem como em pacientes esquizofrénicos
(KRYSTAL et al., 1994; LAHTI et al., 1995).

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

009  Antagonistas do receptor NMDA, como fenciclidina, produzem sintomas
psicoticos (alucinacgdes, distdrbios do pensamento) em seres humanos; foi também
relatado haver reducdo das concentracdes de glutamato e do nimero de receptores
glutamatérgicos em cérebros postmortem de esquizofrénicos (RANG et al., 2004).
Novos antipsicoticos agonistas de receptores metabotrépicos pré-sinapticos de

glutamato do tipo R2 e R3 (mGIuR2/3) atuariam modulando diretamente a liberacéo de
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glutamato. O composto LY2140023, em ensaio clinico de fase II/111, foi comparada com
olanzapina (Zyprexa®), demonstrando eficacia um pouco menor para reduzir 0s
sintomas positivos, mas os pacientes ndo ganharam peso, ao contrario, perderam em
média 0,5 kg, indicando que agonistas destes mGIuRs podem representar um avanco na
pesquisa por antipsicéticos com melhor tolerabilidade. O mecanismo de acdo dos
agonistas de mGIuRs ainda ndo estd completamente elucidado. Por um lado, agonistas
mGIuR2/3 inibem a liberagdio de dopamina, demonstrando haver uma
interconectividade funcional das vias glutamatérgicas e dopaminérgicas, sendo portanto
possivel que agonistas mGIluR2/3 tenham como alvo final o mecanismo convencional
de antagonismo dos receptores dopaminérgicos do tipo D2. Por outro lado, os receptores
MGIuR2/3 podem formar um complexo com receptores 5-HTza, sugerindo que a
ativacdo destes receptores glutamatérgicos poderia regular a sinalizacdo serotonérgica
(SNYDER E MURPHY, 2008).

0010 Uma desregulacdo dopaminérgica também causa alteracbes na transmissdo
glutamatérgica, uma vez que aferéncias glutamatérgicas corticais e projecOes
dopaminérgicas convergem em sinapses envolvendo neurbnios GABAEérgicos no
estriado (KOTTER, 1994; CEPEDA E LEVINE, 1998). De uma maneira geral,
mostrou-se que os receptores D1 e D> apresentam papeis antagbnicos em relacdo a
transmissdo glutamatérgica, via receptor NMDA, no estriado (CEPEDA E LEVINE,
1998; ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005). A estimulacéo dos receptores D inibe a
transmissdo glutamatérgica por receptor NMDA, enquanto que a dos receptores D1 a
favorece (CEPEDA E LEVINE, 1998; ABI-DARGHAM E LARUELLE, 2005). Assim,
tanto as interacdes glutamato/dopamina quanto dopamina/glutamato parecem ser

relevantes para a fisiopatologia da doenca.

0011 As primeiras formas de tratamento da esquizofrenia introduzidas na pratica
médica foram o eletrochoque, a lobotomia e o choque insulinico, mas foram logo
desacreditadas (SWAYZE, 1995; TANDON et al., 2010). O tratamento farmacoldgico
deste distdrbio teve inicio somente na década de 50, com a descoberta acidental dos
efeitos da clorpromazina (TANDON et al., 2010). Posteriormente, diversos outros

compostos com propriedades farmacologicas semelhantes foram desenvolvidos, dando
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origem a classe dos neurolépticos, antipsicoticos tipicos ou, ainda, antipsicéticos de

primeira geracao.

0012 Os antipsicéticos tipicos podem ser divididos em trés principais classes
quimicas: os fenotiazinicos (sendo a clorpromazina o principal farmaco), os
tioxanténicos (clorprotixeno) e as butirofenonas (haloperidol). Trés destes agentes
(clorpromazina, flufenazina e haloperidol) ainda constam na lista de medicamentos
essenciais da Organiza¢do Mundial da Saude (WHO, 2009).

0013 Os antipsicaticos tipicos diferem-se quanto a poténcia, farmacocinética e perfil
de efeitos adversos. Centenas de ensaios clinicos demonstram que o0s antipsicéticos
tipicos suprimem ou atenuam manifestacBes psicéticas agudas e reduzem a frequéncia
de recidivas. Em consequéncia, reduzem o numero e o tempo de hospitalizacbes e
viabilizam outras formas de tratamento. Embora Gteis para aliviar os sintomas positivos
da esquizofrenia, sdo pouco eficazes no alivio dos sintomas negativos e cognitivos, além
de um percentual de pacientes (chamados refratarios) responderem pouco ou nada a
estes medicamentos (GRAEFF et al.,, 1999; BALDESSARINI E TARAZI, 2001;
GARDNER et al., 2005).

0014 Além disso, estes antipsicoticos de primeira geracdo apresentam uma gama de
importantes efeitos adversos. Os chamados efeitos extrapiramidais estdo diretamente
ligados ao excesso de bloqueio dos receptores dopaminérgicos D2 na via nigro estriatal.
Os pacientes podem apresentar quadros de distonia muscular, acatisia, podendo
desenvolver Parkinson farmacologico e, com a extensdo do tratamento, discinesia
tardia. O aparecimento destes sintomas é a principal causa de abandono do tratamento
por parte dos pacientes. O bloqueio de receptores dopaminérgicos na via
tuberoinfundibular acarreta num aumento dos niveis séricos de prolactina, com
conseqiiente aumento do tamanho e sensibilidade das glandulas mamarias, diminuicéo
da libido, amenorréia e galactorréia (CRISMON E DORSON, 1997; GRAEFF et al.,
1999; BALDESSARINI E TARAZI, 2001; GARDNER et al., 2005).

0015 A procura de substancias que superassem as limitagdes dos farmacos tipicos

existentes no mercado conduziu ao desenvolvimento da clozapina, em 1971, primeiro
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farmaco dos chamados antipsicoticos atipicos ou de segunda geragdo para 0s quais ndo
existe uma definicdo universal. A conceituacdo mais simples utiliza apenas um critério
de inclusdo: produzir o efeito antipsicotico na maioria dos pacientes em doses que nao
causam efeitos extrapiramidais importantes. Outros atributos que vém sendo descritos
incluem uma maior eficacia em relacdo aos sintomas negativos e a ndo alteracdo dos
niveis séricos de prolactina e/ou um mecanismo de acdo que envolveria mais de um

receptor.

0016 Os principais representantes deste grupo sdo clozapina, olanzapina, quetiapina,
risperidona, ziprasidona e aripiprazol. Todos eles se caracterizam por apresentar uma
afinidade para varios receptores (mecanismo de acdo multireceptor), envolvendo a
ligacdo tanto a receptores dopaminérgicos (especialmente D7) quanto serotonérgicos (5-
HT, elou 5-HTia) (CRISMON E DORSON, 1997; GRAEFF et al., 1999;
BALDESSARINI E TARAZI, 2001; HIROSE et al., 2004; FARAH, 2005; GARDNER
et al., 2005; YAGCIOGLU, 2007).

0017 Na realidade, ainda ndo se sabe exatamente qual o mecanismo de acdo
responsavel pela diferenca clinica vista entre antipsicéticos tipicos e atipicos. Ha na
literatura diversas teorias para tentar explicar o0 mecanismo responsavel pela
atipicalidade. Muitas destas teorias postulam que o perfil atipico é secundario a
interacdes que estes farmacos exerceriam em outros receptores dopaminérgicos que nao
0 Do (isto é, em D3, D3, Ds), ou mesmo da relagdo de poténcia de bloqueio entre eles
(por exemplo, D4/D2, D1/D2) (SEEMAN et al., 1997; STRANGE, 2001; TAUSCHER et
al., 2004). Outras teorias afirmam que o perfil atipico é secundario a acdo dos farmacos
em receptores ndo dopaminérgicos, em especial os receptores 5-HT2a, OU mMesmo
dependeria de uma boa relacdo de poténcia para o bloqueio dos receptores 5-HT2a/D2
(MELTZER et al.,, 2003). Ha também teorias que afirmam que a atipicalidade é
secundaria a blogueios dopaminérgicos seletivos no SNC, ou seja, alguns farmacos
apresentariam maior propensdo a bloquear zonas limbicas do que estriatais
(PILOWSKY et al., 1997; STRANGE, 2001; BRESSAN et al., 2003). Outra teoria
mantém o receptor D> como alvo chave dos antipsicoticos sem precisar invocar

atividade em outros receptores, sendo que a diferenca entre atipicos e tipicos se da pelo
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fato dos primeiros se desligarem rapidamente do receptor (rapida dissociacdo). Desta
forma, os antipsicoticos atipicos seriam facilmente deslocados dos receptores quando a
dopamina enddgena for liberada o que permitiria uma transmissdo neuronal mais
normal no cérebro de paciente (KAPUR E SEEMAN, 2001).

0018 Os antipsicoticos atipicos sdo, atualmente, preconizados como tratamento de
primeira linha na esquizofrenia. Em funcédo das grandes diferencas observadas no que
diz respeito tanto a eficacia quanto aos efeitos adversos (LEUCHT et al., 2009;
TANDON et al., 2008), estes farmacos devem ser avaliados individualmente na hora da

prescri¢do e ndo como uma classe homogénea.

0019 A clozapina apresenta melhora tanto de sintomas positivos como negativos e
60% dos pacientes que ndo respondem ao tratamento com antipsicéticos tipicos podem
apresentar melhora com o seu uso, razdo pela qual € o farmaco de escolha em caso de
refratariedade aos tratamentos mais classicos. Em relacdo ao seu mecanismo de acéo,
ainda discutido, a clozapina apresenta maior afinidade para os receptores serotonérgicos
do tipo 5-HT. do que para os receptores dopaminérgicos D»-like, sendo que sua
afinidade para o subtipo D4 € um pouco maior do que para o D2. Entretanto, 0 maior
problema com a utilizacdo da clozapina é o aparecimento eventual de agranulocitose
(cerca de 1 a 2% dos pacientes). Dada a gravidade e a potencial letalidade deste quadro
(aproximadamente 1%), o uso deste farmaco é restrito na pratica clinica a casos
refratarios aos tratamentos convencionais (CRISMON E DORSON, 1997; GRAEFF et
al., 1999; FARAH, 2005; GARDNER et al., 2005; ELKIS E MELTZER, 2007).

0020 Os outros antipsicaticos atipicos também apresentam efeitos adversos limitantes
de sua utilizacdo terapéutica. A utilizacdo crbnica de olanzapina, quetiapina (e
risperidona), assim como da clozapina, estd associada ao aumento de peso e um
aumento da propensdo a inducdo de diabetes tipo Il. Essas alteracdes metabdlicas
aumentam significativamente o risco de morte por doenca cardiovascular, que ja é a
principal causa de mortalidade dos pacientes com esquizofrenia. Os distarbios
metabolicos associados aos antipsicéticos atipicos sdo, portanto, um desafio atual para

0s psiquiatras no dia-a-dia (ELKIS et al., 2008). J& o tratamento com risperidona (+
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ziprasidona e olanzapina) pode levar ao desenvolvimento de efeitos extrapiramidais
com o aumento da dose (OWENS, 1996; FARAH, 2005).

0021 O aripiprazol, as vezes chamado de antipsicético de terceira geracdo, possui um
perfil de efeitos adversos caracterizado por menor ganho de peso quando comparado aos
outros antipsicoticos (junto com a ziprasidona), pouca sedacdo e auséncia de elevacéo
de prolactina. A particularidade do seu mecanismo de acéo residiria no fato de atuar
como agonista parcial nos receptores D2 ou de apresentar seletividade funcional neste
receptor (MAILMAN e MURTHY, 2010). Além disso, apresenta atividade agonista
parcial nos receptores 5HT1a e antagonismo em receptores 5HT2a. Entretanto, seu custo
elevado exige apoio governamental para que a populacdo menos favorecida possa
utilizd-lo (MAMO et al., 2007).

0022 Uma das alternativas atualmente propostas para o tratamento da esquizofrenia
sd0 0s agonistas de receptores metabotrépicos de glutamato do tipo R2/R3 (mGIuR2/3)
que, além de parecerem mais seguros que 0s antipsicoticos atipicos atuais, poderiam

apresentar uma melhora de cognicdo e uma melhor tolerabilidade.

0023 Dados do estudo Clinical Antipsychotic Trials of Intervention Effectiveness
(CATIE) financiado pelo NIH indicam que 74% dos pacientes abandonam o tratamento
em 18 meses quer seja em funcdo da baixa tolerabilidade ou da eficacia incompleta
(LIEBERMAN et al., 2005), uma das razdes pela qual ha necessidade de novos

farmacos antipsicéticos.

Sumaério da Invencédo

0024 E um objeto da presente invencdo compostos benziltiazolidindnicos de formula

molecular (1)
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ativos em modelos animais preditivos de atividade antipsicotica: inibi¢do de climbing
induzido por apomorfina em camundongos e inibi¢do da hiperlocomogéo induzida por
cetamina. E, portanto, um objeto da presente invengao proporcionar moléculas Uteis no
tratamento da esquizofrenia ou de outras manifestac@es clinicas que requeiram o uso de

antipsicoticos e composic¢des farmacéuticas contendo as mesmas.

0025 E um objeto da presente invencdo, compostos benziltiazolidindnicos de formula
molecular (I) ndo induziram catatonia em camundongos e ndo causarem
comprometimento motor quando comparadas aos antipsicéticos tipico, haloperidol, e
atipico, clozapina. E, portanto, outro objeto da presente invencdo proporcionar
moléculas e composi¢cbes farmacéuticas contendo as mesmas que nao induzam efeitos

extrapiramidais, comuns a outros antipsicoticos, especialmente os tipicos.

0026 E um objeto da presente invencgdo, compostos benziltiazolidindnicos de formula
molecular (1) que ndo potenciaram o tempo de sono barbiturico, em camundongos. E,
portanto, outro objeto da presente invencdo proporcionar moléculas e composicdes
farmacéuticas contendo as mesmas, que ndo acarretem nos efeitos sedativos tipicos de

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

0027 E um objeto da presente invencdo, compostos benziltiazolidindnicos de formula
molecular (I) capazes de prevenir a hiperlocomocdo induzida por cetamina, em doses
que per si que ndo afetem a locomogdo, e de prevenir prejuizo induzido pelo agonista
serotonérgico (+)-DOI na inibicdo de sobressalto por pré-pulso, em camundongos. E,
portanto, outro objeto da presente invencdo proporcionar moléculas e composicoes

farmacéuticas contendo as mesmas que apresentem um perfil de antipsicético atipico.

0028 E um objeto da presente invencdo, compostos benziltiazolidindnicos de formula
molecular (I) ndo apresentarem toxicidade quando administradas a camundongos por 14
dias nas doses de 15 e 30 mg/kg, v.o.. E, portanto, outro objeto da presente invengéo
proporcionar moléculas e composi¢cdes farmacéuticas contendo as mesmas que

apresentem baixo potencial toxico.

Breve Descricdo das Figuras
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Figura 1 - mostra o efeito de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 (30 mg/kg, n=10), no modelo de
escalada induzido por apomorfina em camundongos. Tratamentos: HAL (haloperidol
0,5 mg/kg, v.0.); CLO (clozapine 15 mg/kg, v.0.); Veiculo (solucdo salina + 1%
polissorbato); Apomorfina (4 mg/kg, s.c.). O parametro avaliado foi o indice de
climbing. Resultados expressos em média + erro padrdo. ANOVA post hoc Student-
Newman-Keuls. Diferenca significativa em relacdo ao grupo Veiculo+Veiculo
**p<0,01 ***p<0,001. Diferenca significativa em relacdo ao grupo
Veiculo+Apomorfina #p<0,01; *#p<0,001.

Figura 2 - mostra o efeito de FPY-3 (5, 15 e 30 mg/kg, v.0.) no modelo de escalada
induzida por apomorfina em camundongos. O parametro observado foi o indice de
climbing. Tratamentos v.o0.: Veiculo (salina + polissorbato 80 1% 1 mL/100g, n=10),
HAL (haloperidol 0,5 mg/kg, n=10), CLO (clozapina 15 mg/kg, n=8). Tratamentos s.c.:
Veiculo (salina + vitamina C 1mg/mL), Apomorfina (apomorfina 4 mg/kg). Resultados
expressos em media + erro padrdo. ANOVA post hoc Student Newman Keuls:
Diferenca significativa em relacdo ao grupo Veiculo+Veiculo *p<0,05 ***p<0,05.
Diferenca significativa em relagéo ao grupo Veiculo+Apomorfina #p<0,05 ##p<0,001.

Figura 3 - mostra o efeito de diferentes doses de FPY-3 (1, 5 e 15 mg/kg, v.0. no teste
de hiperlocomogédo induzida por cetamina, em camundongos. Tratamentos: HAL
(haloperidol 0,01 mg/kg,v.0.), CLO (clozapine (1 mg/kg, v.0.), Cetamina (10 mg/kg,
s.c.). Resultados expressos em média = erro padrdo. ANOVA post hoc Student-
Newman-Keuls. Diferenca significativa em relacdo ao grupo Veiculo+Veiculo
**p<0,01; ***p<0,001. Diferenca significativa em relacdo ao grupo Veiculo+Cetamina
#p<0,05 ##p<0,001.

Figura 4 - mostra o efeito de FPY-3 (15 mg/kg, v.0.) no teste de inibig&o de sobressalto
por pré-pulso, em camundongos, onde o0s agentes inibidores deste processo sdo a
apomorfina, o (£)-DOI e a cetamina. Tratamentos: HAL (haloperidol 0,5 mg/kg,v.0.),
CLO (clozapine (15 mg/kg, v.0.), apomorfina (3 mg/kg, s.c.), (£)-DOI (0,5 mg/kg, s.c.),
cetamina (30 mg/kg, s.c.). Resultados expressos em media + erro padrdo. ANOVA post
hoc Student-Newman-Keuls. Diferenga significativa em relagdo ao grupo

Veiculo+Veiculo *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. Diferenca significativa em relacdo ao
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grupo Veiculo+Apomorfina ou Veiculo+DOI ou Veiculo+Cetamina #p<0,05 #p<0,01
##<0,001.

Figura 5 - mostra o controle de ganho de massa corporal durante 14 dias dos
camundongos tratados agudamente com FPY-3 (2000 mg/kg, v.0.) (n=3).

Figura 6 - mostra o controle de ganho de massa corporal durante 14 dias dos
camundongos tratados diariamente com FPY-3 (15 e 30 mg/kg, v.0.) ou veiculo (n=6).

Diferenca significativa em relagcdo ao grupo Veiculo *p<0,05.

Figura 7 - mostra a estrutura quimica dos compostos sintetizados: 3-(4-cloro-benzil)-5-
[3-(4-cloro-fenil)-3H-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-tiazolidina-2,4-diona  FPT-2, 3-(2-
cloro-6-fluoro-benzil)-5-[3-(4-cloro-fenil)-3H-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-tiazolidina-
2,4-diona FPT-4 e 3-(2-cloro-6-fluoro-benzil)-5-(1-fenil-1H-pirazol-4-ilmetileno)-
tiazolidina-2,4-diona FPY-3.

Figura 8 — mostra um esquema de doses para avaliacdo da toxicidade oral aguda,

iniciando pela dose de 2000 mg/kg, segundo OECH.

Descricado Detalhada da Invencédo

0029 Os exemplos descritos a seguir ndo tém a intencdo de limitar o escopo da

presente invencdo, mas apenas de mostrar uma das formas de concretiza-la.
Preparacéo dos derivados

0030 O processo de obtencdo dos derivados benziltiazolidindnicos e as caracteristicas

dos compostos obtidos envolveram o emprego das etapas descritas a seguir:

3-(4-Cloro-benzil)-5-[3-(4-cloro-fenil)-3H-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-tiazolidina-2,4-
diona FPT-2

3-(2-Cloro-6-fluoro-benzil)-5-[3-(4-cloro-fenil)-3H-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-
tiazolidina-2,4-diona FPT-4

3-(2-Cloro-6-fluoro-benzil)-5-(1-fenil-1H-pirazol-4-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona
FPY-3.
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0031 O processo de obtengéo dos derivados benziltiazolidindnicos de formula (1)

envolveu o emprego das seguintes etapas:
a) condensacdo de fenilidrazinas funcionalizadas com 1,3-tetrametoxipropano;
b) formulacdo do 1-fenilpirazol funcionalizado (I1) obtido em a);
c) diazotacdo e substituicdo nucleofilica aromatica de anilinas funcionalizadas;
d) cicloadicdo [2+3] das azidas (IV) com alcool propargilico;
e) oxidacao do alcool 1,2,3-triazélico (V) obtido na etapa d);

f) condensagdo tipo Knoevenagel-Cope dos derivados tiazolidindnicos
benzilados com os aldeidos correspondentes: 1-fenil-4-formil-pirazélico ou

1,2,3-triazolicos.

0032 A etapa a) ocorre pela reacdo de condensagédo de fenilidrazinas para-substituidas
com tetrametoxipropano em solugdo contendo um alcool e um acido protico, aquecida a
temperatura de refluxo durante um periodo de 60 minutos (MENEGATTI et al, 2003).
Ao término da condensacdo, o pH do meio reacional é ajustado e apds extragdo com
diclorometano e evaporacdo do solvente, os derivados 1-fenilpirazdlicos, de formula
geral (I), funcionalizados com diferentes grupamentos R sao obtidos:

i)

N

R
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0033 A obtencgdo do 1-fenilpirazol (I1), ocorre na etapa b), pela adicdo de (II) a uma
mistura equimolar de dimetilformamida e oxicloreto de fosforo, a qual é mantida na

temperatura de 80-85°C por 12 horas (MENEGATTI et al, 2003).

0034 Ao término da formulacdo, o pH do meio reacional € ajustado e apos extragcdo
com diclorometano e evaporacao do solvente, os correspondentes derivados 1-fenil-4-
formil-pirazolicos, de formula geral (I11), funcionalizados com diferentes grupamentos

R sdo obtidos:

H
%Q
I
N\
N
R (11

0035 Na etapa c), anilinas para-substituidas sdo diazotadas ap0s tratamento com uma
solucédo aquosa de nitrito de sédio em meio acido por 40 minutos a temperatura de 0°C.
Em seguida, o correspondente sal de diaz6nio obtido como intermediario é tratado com
uma solucdo aquosa de azida de sodio em meio basico, a temperatura ambiente por 120

minutos.

0036 Ao término da substituicdo nucleofilica aromatica, as correspondentes arilazidas,
de formula geral (IV), funcionalizados com diferentes grupamentos R s&o obtidos por
filtracéo:

(V)

0037 Na etapa d), as arilazidas funcionalizadas (I\V) sdo tratadas com alcool
propargilico em solucdo de tolueno a temperatura de refluxo durante um periodo de

tempo variando entre 3 a 5 horas (KOLB et al, 2001). Ao término da reacdo de
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cicloadicdo [2+3], os correspondentes alcodis 1,2,3-triazolicos de formula geral (V),

funcionalizados com diferentes grupamentos R séo obtidos por filtracdo:

R V)

0038 A reacdo de oxidacao ocorre na etapa e), através do tratamento dos alcoois 1,2,3-
triazélicos funcionalizados (V) com dioxido de manganés em solugdo contendo solvente
clorado, a temperatura ambiente por periodo de tempo que varia entre 60 a 180 minutos.
Ao término da reacdo de oxidacdo e apo6s a filtragdo do meio e evaporagdo do solvente,
os correspondentes aldeidos 1,2,3-triazélicos de formula geral (VI), funcionalizados

com diferentes grupamentos R séo obtidos:

H
O
Wj
N<
N
R (V1)

0039 A dltima etapa da reacdo, f), corresponde a uma reacdo de condensacédo
equimolar dos derivados 3-benzil-tiazolidina-2,4-dionas funcionalizados com o0s
aldeidos 1-fenil-4-formil-pirazélico ndo substituido de férmula geral (I11) e com o
derivado 1-(4-cloro-fenil)-1H-[1,2,3]triazol-4-carbaldeido em presenca de benzeno
como solvente e piperidina como solvente. A mistura reacional foi aquecida por 48
horas e em seguida, colocada a baixa temperatura. O produto precipitado apos filtracdo
foi lavado com uma mistura de etanol/agua e acetonitrila. Os derivados
benziltiazolidinnicos FPT-2, FPT-4 e FPY-3 obtidos apresentaram um grau de pureza
suficiente para as analises. Os derivados codificados FPT 3-(4-cloro-benzil)-5-[3-(4-

cloro-fenil)-3H-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-tiazolidina-2,4-diona FPT-2,
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C19H12CIN4O3S, apresentou um rendimento de 54 % e ponto de fusdo de 165-166 °C e 0
3-(2-cloro-6-fluoro-benzil)-5-[3-(4-cloro-fenil)-3H-[1,2,3]triazol-4-ilmetileno]-

tiazolidina-2,4-diona FPT-4, Ci9H11Cl2FN4O2S, apresentou rendimento de 29 % e
ponto de fusdo 145-146 °C. O composto 3-(2-Cloro-6-fluoro-benzil)-5-(1-fenil-1H-
pirazol-4-ilmetileno)-tiazolidina-2,4-diona FPY-3 CyoH13CIFN30.S apresentou um
rendimento de 53% e ponto de fusdo 218-219 °C. A comprovacdo estrutural dos
derivados sintetizados foi realizada pelos espectros no infravermelho registrados em
aparelho IFS 66 Bruker, em pastilha de KBr, pelos espectros de ressonancia magnética
nuclear de protons efetuados em um aparelho espectrometro Bruker AC 300 P,
utilizando o DMSOds como solvente e pelo espectro de massas, impacto eletronico a
70eV registrados em um aparelho HP 5987. As caracteristicas espectroscopicas no
infravermelho notadamente as absorcdes na regido da carbonila e da dupla ligacao
etilénica e no espectro de ressonancia magnética nuclear de prétons observando-se o
dublete CH> benzilico, o singlete do grupamento etilénico além dos prétons aromaticos
para os compostos FPT e FPY preparados estdo de acordo com a estrutura proposta. Na
espectrometria de massa as fragmentacOes observadas e a intensidade dos picos dos
isdtopos apos impacto eletrénico encontram-se igualmente em acordo com as estruturas

propostas.

Estudo Farmacoldgico
Ensaios in vitro
Preparacéo do tecido

0040 Ratos foram sacrificados por decapitacdo. O encéfalo foi imediatamente
removido e colocado no gelo para dissecacdo das estruturas de interesse: estriado,
hipocampo e cortex. Em seguida, foram pesados e estocados em nitrogénio liquido (-
70°C). Esse procedimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Cuidados Animais da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

0041 O estriado foi homogeneizado em Potter de Teflon a 4°C a 20 volumes por
grama de tecido de tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) contendo MgCl, 8mM e EDTA 5

mM. A suspensdo resultante foi ultracentrifugada a 48000 gav a 4°C por 20 minutos. O
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sedimento foi ressuspenso em 20 volumes de tampdo e incubado a 37°C por 10 minutos
para remocdo de neurotransmissores enddgenos. Essa suspensdo foi esfriada no gelo e
ressuspendida em tampéo, rendendo 1,5 mL/g de tecido e, por fim, estocada no

nitrogénio liquido até seu uso.

0042 Hipocampo e cortex foram homogeneizados em Potter de Teflon a 4°C a 20
volumes (hipocampo) ou 10 volumes (cértex) de tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) por
grama de tecido. A suspensdo resultante foi centrifugada duas vezes a 900 gmax a 4°C
por 10 minutos. Os sobrenadantes resultantes foram juntados e ultracentrifugados a
48000 gav por 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso em tampéo e incubado a 37°C
por 10 minutos. Posteriormente, essa suspensdo foi esfriada no gelo e ultracentrifugada
duas vezes (48 000 gav por 10 minutos a 4°C). O sedimento final foi ressuspenso em
tampao na proporcéo de 1,5 mL/g de tecido e estocado em nitrogénio liquido.

0043 A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951),

utilizando-se como padréo albumina de soro bovino.

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

0044 Para determinar a ligagcdo dos compostos aos receptores de dopamina do tipo D»-
like, as preparacbes membranares da estrutura de interesse, corpo estriado, (50 pg
proteina) foram incubados na presenca do radioligante [*H]-YM-09151-2 (0,1 nM) a
37°C, no escuro, por 60 minutos em uma solu¢do contendo 120 mM NaCl, 5 mM
MgCly, 1,5 mM CaCl,, 1 mM EDTA e Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) em um volume final
de 500 pL. A ligacdo ndo especifica foi determinada pela incubacdo na presenca de 30
uM de (-)-sulpirida.

Ensaio de radioligacéo a receptores 5-HTia (HALL et al., 1985; PEROUTKA, 1986;
MONGEAU 1992)

0045 Para determinar a ligagcdo dos compostos aos receptores de serotonina 5-HT 14, as
preparacfes membranares da estrutura de interesse, hipocampo (50 pg de proteina),
foram incubadas na presenca do radioligante [*H]-8-OH-DPAT (1 nM) a 37°C por 15
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minutos em uma solucéo contendo 1 mM CaClz, 1 mM MnClz, 10 uM de pargilina e
Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) em um volume final de 500 uL. A ligacdo ndo especifica foi

determinada pela incubacéo na presenca de 10 uM de serotonina.

Ensaio de radioligacéo a receptores 5-HT2a (LEYSEN et al., 1982; NELSON et al.,
1993)

0046 Para determinar a ligacdo dos compostos aos receptores de serotonina 5-HT2a,
as preparacdes membranares da estrutura de interesse, cortex total (150 ug proteina),
foram incubadas na presenca do radioligante [*H]-cetanserina (1 nM) a 37°C por 15
minutos em uma solugdo contendo 100 nM de prazosina e Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) em
um volume final de 500 pL. A ligagdo nédo especifica foi determinada pela incubagédo na

presenga de 1 uM de cetanserina.

0047 ApOs a incubacdo, as amostras foram rapidamente lavadas em 4 mL de Tris-HCI
5 mM (3X) e imediatamente filtradas sobre filtros de fibra de vidro (GMF 3, Filtrak,
Germany) previamente umedecidos em tampdo Tris-HClI 5 mM (D2-like) ou
polietilenoimina 0,5% (5-HT1a e 5-HT2a). Os filtros foram, entéo, secos e colocados em
vials individuais contendo liquido de cintilacdo (POPOP (1,4-bis-[2-(5-feniloxazol)]-
benzeno 0,1 g/L e POP (2,5-difeniloxazol) 4,0 g/L em tolueno). A radioatividade retida
nos filtros foi contada em cintilometro (Packard Tri-Carb 1600 TR) (Tabela 1).

Tabela 1. Afinidades de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 por receptores do tipo D»-like, 5-HT1a

e 5-HT2a. Clozapina e aripiprazole foram usados como farmacos de referéncia.

Ki (LM)
Composto i
D2-like 5-HT1a 5-HT2a
FPT-2 - - 23,9
FPT-4 - - -

. . 7,3
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FPY-3
Clozapine 0,114 0,378 0,014
Aripiprazole 0,001 0,001 0,007

- Os compostos produziram menos de 15% de inibicdo da ligacdo do radioligante
quando usados na concentragéo de screening (10 M), impossibilitando a construcgdo de

uma curva de competicéo e o calculo do seu Ki.
Testes comportamentais/ Testes in vivo
Animais

0048 Foram utilizados camundongos CF1, machos, adultos (20 - 30 g), provenientes
da colbnia da Fundacdo Estadual de Producdo e Pesquisa em Saude (FEPPS-RS). Antes
dos experimentos, os animais foram ambientados por um periodo minimo de 72 horas
no biotério de passagem da Faculdade de Farmécia - UFRGS. Os camundongos foram
mantidos em caixas plasticas de 17 x 28 x 13 cm com, no maximo, 8 animais por caixa
e os ratos foram mantidos em caixas plasticas de 28 x 42 x 16 cm em grupos de, no
maximo, 5 animais por caixa. Os animais foram mantidos sob ciclo claro/escuro de 12
horas, com temperatura constante (23 + 1 °C), sob sistema de exaustdo e umidade
monitorada. Os animais tiveram livre acesso a agua e alimento (racdo certificada
Nuvital®). Nos experimentos realizados com administracdo das substancias teste por

via oral, os animais passaram por um periodo de 5 horas de jejum antes do teste.

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

0049 A apomorfina € um agonista dopaminérgico e o blogueio de seus efeitos
comportamentais € uma resposta observada tanto para antipsicéticos tipicos como

atipicos.

0050 Camundongos foram tratados com a substancia teste, veiculo (1mL/100g, v.0.),

haloperidol (0,5 mg/kg, v.0.) ou clozapina (15 mg/kg, v.0.). Em seguida, foram
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colocados individualmente em gaiolas de metal, onde permaneceram durante meia hora
para adaptagdo. Transcorrido este periodo, os animais receberam uma injecdo de
apomorfina 4 mg/kg s.c. ou veiculo; sendo imediatamente recolocados nas gaiolas, onde
permaneceram por trinta minutos. Neste periodo, os animais foram observados a cada 5
minutos durante 1 minuto, registrando-se 0 maior nimero de patas na grade, presenca
de escalada continua ou intermitente e presenca ou auséncia de estereotipia. Todos esses
parametros contabilizados geram um indice de climbing: O ponto para nenhuma pata na
grade e auséncia de estereotipia, 1 ponto para nenhuma pata na grade mas presenca de
estereotipia, 2 pontos para uma, duas ou trés patas na grade, 3 pontos para escalada
intermitente e 4 pontos para escalada continua. Esse indice é avaliado para fins

estatisticos.
Inducéo de catatonia (CARLINI, 1973)

0051 Este teste € utilizado para deteccdo do potencial de inducdo de efeitos

extrapiramidais.

0052 Camundongos foram tratados com as substancias teste FPT-2, FPT-4 e FPY-3
(30 mg/kg, v.0.), veiculo (ImL/100g, v.0.), haloperidol (0,5 mg/kg, v.0.) ou clozapina (5
e 15 mg/kg, v.0.). Os animais foram delicadamente posicionados sobre uma barra de
madeira elevada 6,5 cm do chdo, apoiados apenas pelas patas dianteiras, 30, 60 e 90
minutos apds o tratamento. Foi mensurado o tempo de permanéncia, em segundos, dos

animais nesta posi¢do incomoda nos intervalos descritos (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 (30 mg/kg, v.0.) no teste de inducdo de
catatonia em camundongos. A avaliacéo foi feita 30 (T30), 60 (T60) e 90 (T90) minutos

apos o tratamento.

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

SAL 1 mL/100g 1,2+0,6 1,4+09 1,7+0,9

Haloperidol 0,5 mg/kg 11,5+ 11,5* 19,2 + 13,9%** 24,5 + 9,9%**

Clozapina 15 mg/kg 13,3+£12, 3** 11,9 £ 8,1** 35+£37
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Clozapina 5 mg/kg 3,1+39 1,5+£0,9 16+£15
FPT-2 30 mg/kg 23+24 7,4+110 75+6,2
FPT-4 30 mg/kg 25+£22 3,7+£52 59+8.3
FPY-3 30 mg/kg 1,6+1,4 1,5+0,8 45+47

Resultados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA de duas vias com medidas
repetidas post hoc Student Newman Keuls. Diferenca significativa em relacdo ao grupo
SAL *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.

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

0053 Camundongos foram habituados ao rota-rod 24 horas antes do teste (Dia 1). O
experimento consistiu de duas exposicdes ao aparelho (5 rpm), denominadas selecéo e
sessdo teste (Dia 2). Na selecdo, apenas 0s animais que apresentaram tempo de
permanéncia de no minimo 90 segundos foram considerados aptos a continuar no teste.
Imediatamente apds esta sessdo, 0s animais selecionados receberam o tratamento com
as substancias teste FPT-2, FPT-4 e FPY-3 (30 mg/kg, v.0.), veiculo (1mL/100g, v.0.),
haloperidol (0,5 mg/kg, v.0.) ou clozapina (5 e 15 mg/kg, v.0.) e 60 minutos apds foram
novamente colocados no aparelho (sessdo teste). Os parametros avaliados foram maior

tempo de permanéncia, em segundos, e nimero de quedas (Tabela 3).

Tabela 3. Efeito de FPT-2, FPT-4 e FPY-3 (30 mg/kg, v.0.) no teste de avaliagdo da
coordenacgdo motora em aparelho de rota-rod, em camundongos. Pardmetros avaliados:

maior tempo de permanéncia e numero de quedas.

Tratamento Dose Permanéncia Quedas

TO T60 TO T60
SAL 1 mL/100g 224, 2+ 59,7 224,6 + 64,6 1,416 1,1+15
Haloperidol 0.5 mg/kg 238,9+70,1 84,6 £ 62,8** 1,2+16 15,2 + 8,9***
Clozapine 15 mg/kg 238.3+ 745 86.9 + 89.8** 13+14 21,3 £17,5%**
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Clozapine 5 mg/kg 249.6 £ 65.5 216.2 £ 74,5 09+11 1,0+£09
FPT-2 30 mg/kg 2456 £ 92,3 250,0 £ 69,0 1627 45+104
FPT-4 30 mg/kg 234,3+68,1 198,9+824 1,8+16 35%49
FPY-3 30 mg/kg 228,4 + 88,6 212, 7+944 1,4+23 1,7+£23

Resultados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA de duas vias com medidas
repetidas post hoc Student Newman Keuls. Diferenca significativa em relacdo ao grupo
SAL em T60 **p<0,01 ***p<0,001.

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

0054 Parametros de locomoc¢do sdo comumente avaliados em roedores nas etapas
iniciais da investigagdo de um provavel efeito central de compostos, principalmente
devido a sua simplicidade. A avaliacdo da atividade locomotora é capaz de demonstrar
tanto efeitos depressores quanto estimulantes do sistema nervoso central, caracterizados
por uma diminui¢do ou aumento da locomocdo espontanea, respectivamente, o que pode

ser visualizado neste teste.

0055 Camundongos foram tratados com o composto teste FPY-3 (30 mg/kg, v.0.),
haloperidol (0,5 e 4 mg/kg, v.0.), clozapina (5 e 15 mg/kg, v.0.) ou veiculo (1 mL/100g,
v.0.) e, ap6s 60 minutos, os animais foram colocados em uma caixa de acrilico
transparente (45 x 30 x 30 cm), com o fundo preto dividido em 24 quadrantes iguais. Os
animais foram ambientados por 5 minutos e, posteriormente, observados por 15
minutos, registrando-se manualmente o nimero de cruzamentos entre os quadrantes
(crossings), o numero de episédios em que 0s animais levantaram o corpo apoiados
apenas pelas patas traseiras (rearings) e o nimero de comportamentos de auto-limpeza

(groomings). Todo procedimento foi realizado em ambiente de penumbra (Tabela 4).

Tabela 4. Efeito de FPY-3 (30 mg/kg, v.0.) no teste de exposi¢cdo ao campo aberto, em
camundongos, em um periodo de observacdo de 15 minutos. Parametros avaliados:

numero de crossings, rearings e groomings.
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Tratamento Dose Crossings Rearings Groomings
SAL 1 mL/100g 306,5+179,1 98,7427 20,3+7,8
Haloperidol 4 mg/kg 71,0 £110,7** 6,8 + 13,9*** 1,4 +2,6%**
Haloperidol 0,5 mg/kg 151,1+117,9 32,9 £ 30,4** 6,5 £ 2,8***
Clozapina 15 mg/kg 1450+ 71,5 25,6 £29,3** 2,8 £ 2,4%**
Clozapina 5 mg/kg 183,4+ 44,9 87,6 + 24,2 11,7 £ 3,7**
FPY-3 30 mg/kg 315,4 +154,5 112,1 + 56,6 18,1+6,1

Resultados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA post hoc Student Newman

Keuls. Diferenga significativa em relagdo ao grupo SAL **p<0,01 ***p<0,001.
Teste de Potenciagdo do Sono Barbiturico (WILLIANSON et al., 1996)

0056 Este teste avalia uma atividade geral sobre o Sistema Nervoso Central.
Camundongos foram tratados com o composto teste FPY-3 (30 mg/kg, v.0.), veiculo
(ImL/100g, v.0.), haloperidol (0,5 e 4 mg/kg, v.0.) ou clozapina (5 e 15 mg/kg, v.0.).
Decorridos 60 minutos, uma solucdo de pentobarbital sodico (Cristalia®, 40 mg/kg, i.p.)
foi administrada a todos os grupos. Determinou-se, entdo, o tempo para indugédo
(laténcia) e a duragdo do sono barbitdrico, em minutos, determinados pela perda e
retomada do reflexo postural. Estabeleceu-se 240 minutos como valor maximo de

duracéo do sono (Tabela 5).

Tabela 5. Efeito de FPY-3 (30 mg/kg, v.0.) no teste de potenciacdo do sono barbiturico,

em camundongos. Parametros avaliados: laténcia para inducdo do sono e duragdo do

Sono.

Tratamento Dose Laténcia (min) Duracéo do sono (min)
SAL 1 mL/100g 44+0,7 34,2+ 143

Haloperidol 4 mg/kg 35+10 86,2 + 48,0***
Haloperidol 0,5 mg/kg 50+28 295+11.3

Clozapina 15 mg/kg 35+1,3 71,8 + 23,7**
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Clozapina 5 mg/kg 4,7+29 45,6 £ 29,5

FPY-3 30 mg/kg 54 +3,9 29,4 18,5

Resultados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA post hoc Student-Newman-
Keuls. Diferenca significativa em relacdo ao grupo SAL *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001.

Hiperlocomocéo induzida por antagonistas NMDA

0057 A administracdo aguda de antagonistas de receptores NMDA (fenciclidina,
cetamina e MK-801) é capaz de produzir uma sindrome comportamental em roedores
caracterizada pelo aumento da atividade locomotora. Este efeito tem sido amplamente
utilizado como um modelo animal de esquizofrenia relacionado aos efeitos psicoticos
induzidos pela administracdo destes compostos em seres humanos. Ao contrario do
efeito induzido por agentes dopaminérgicos, a hiperlocomocéo induzida por fenciclidina
e analogos é blogueada apenas por farmacos antipsicéticos atipicos, especialmente
aqueles com grande afinidade por receptores 5-HT, (JENTSCH E ROTH, 1999;
GEYER E ELLENBROEK, 2003).

0058 Para verificar o perfil de atipicalidade das substancias previamente selecionadas,
foi realizado o teste de hiperlocomocéo induzida por cetamina (10 mg/kg, s.c.) segundo
Moreira e Guimaraes (2005) e Satow e colaboradores (2009). Os animais foram tratados
por via oral com o composto-teste e colocados na caixa de locomogdo para ambientar
por 30 min. Imediatamente ap0s esse periodo, 0s animais receberam cetamina ou

veiculo por via s.c. e foram observados por 20 min em relacdo ao numero de crossings.
Modelo de inibicéo de sobressalto por pré-pulso

0059 Este modelo esta baseado no fato de que pacientes esquizofrénicos possuem uma
disfuncédo na inibicdo de pré-pulso, caracterizada pela manutencdo da resposta motora
ao pulso, ao contrario dos individuos normais, 0s quais ndo respondem mais a um
estimulo relevante (pulso) quando, precedente a este, é fornecido um estimulo de menor

intensidade (pré-pulso).

0060 Animais de laboratério podem ser condicionados a ndo mais responderem ao

pulso frente a exposicdo a um pré-pulso. Este comportamento pode ser corrompido pela
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administracdo de diversos agentes farmacoldgicos, cujo mecanismo de acdo leva a
alteragdo de algum sistema neurotransmissor envolvido nas bases neuroquimicas da
esquizofrenia (GEYER E ELLENBROEK, 2003; VAN DEN BUUSE et al., 2005).

0061 Os primeiros agentes utilizados foram os dopaminérgicos, como a apomorfina.
O efeito dessa substancia neste modelo é revertido por praticamente todos 0s
antipsicoticos, ndo sendo uma ferramenta Gtil na diferenciacdo entre moléculas com
perfil tipico e atipico (GEYER E ELLENBROEK, 2003). Um segundo grupo de drogas
utilizadas caracteriza-se pela estimulagdo da neurotransmissdo serotonérgica. Para tanto,
sdo utilizados agonistas de receptores 5-HT2a ((¥)-DOI) e indutores da liberacdo de
serotonina (MDMA) (GEYER E ELLENBROEK, 2003; VAN DEN BUUSE et al.,
2005). A administracdo de antagonistas NMDA (fenciclidina, cetamina e MK-801)
induz um robusto déficit na inibicdo de pré-pulso em ratos e camundongos. Estes dados
caracterizam a inibicdo de pré-pulso como uma ferramenta capaz de identificar
potenciais novos antipsicoticos com perfil multireceptor (JENTSCH E ROTH, 1999;
GEYER E ELENBROEK, 2003).

0062 Através desse modelo foi feita uma investigacdo do envolvimento dos sistemas
dopaminérgico, serotonérgico e glutamatérgico para as substancias previamente
selecionadas, utilizando apomorfina (3 mg/kg s.c.), (z)-DOI (0,5 mg/kg s.c.) e cetamina

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

0063 Apo6s a administracdo das substancias, os camundongos foram colocados no
equipamento de medida de resposta de sobressalto (Insight®) para ambientacdo com um
ruido de fundo (65dB) por 5 minutos, o qual permaneceu durante todo o experimento. O
ensaio consistiu de 55 sessdes, divididas em pulso Gnico (115 dB) e um pulso precedido
de um pré-pulso de 80, 85 ou 90 dB.

Toxicidade Oral Aguda - Determinagéo da faixa de Dose Letal Mediana (DLso)

0064 Este teste avalia a toxicidade apds exposicdo a uma dose Unica ou dose
fracionada administrada no periodo de 24 horas e foi realizado segundo a instrucéo
normativa 423 da OECD para avaliacdo da toxicidade oral aguda de agentes quimicos,

adaptadas as condicOes da Faculdade de Farmacia da UFRGS.
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0065 Inicialmente, FPY-3 foi administrado na dose de 2000 mg/kg, v.0., a 3
camundongos machos. Os animais foram observados diariamente por 14 dias, e foi
computada a freqliéncia de mortes e sinais de toxicidade com énfase nos intervalos de 1,
2, 6 e 24 horas ap0s o tratamento. Os sinais de toxicidade avaliados foram piloerecéo,
ptose palpebral, contor¢bes abdominais, locomogéo, hipotermia (animais juntos no
canto da caixa), tonus muscular, tremores, paralisia dos membros posteriores, salivagéo,

secrecdo brénquica, convulsdes. Foi realizado um controle de ganho de massa corporal.

0066 No caso de ocorréncia de morte de 2 ou 3 camundongos, a dose seria diminuida,
segundo uma sequencia decrescente de doses: 300, 50 e 5 mg/kg, conforme preconizado
pela OECD (2001). Seria determinada, entdo, a faixa de DLso das substancias testadas
segundo o Anexo 2 da OECD: “test guideline 423”. A sequéncia de execugdo desse
experimento pode ser acompanhada na figura 8.

Toxicidade doses repetidas

0067 Este teste avalia a toxicidade ap0s a exposicao a doses repetidas e foi realizado
segundo a instrugdo normativa 407 da OECD (1995) para avaliacdo da toxicidade oral
em doses repetidas de agentes quimicos, adaptado as condi¢cdes da Faculdade de
Farmécia da UFRGS.

0068 Camundongos machos (n=10/grupo) foram tratados diariamente por 14 dias com
solucdo salina (1 mL/100 g) e 2 diferentes doses de FPY -3: dose minima efetiva no teste
de atividade do tipo antipsicética (15 mg/kg, v.0.) e uma dose duas vezes maior (30
mg/kg, v.0.).

0069 Durante todo o tratamento, 0s animais permaneceram no biotério da Faculdade
de Farmacia. Foi feito também um controle de ganho de massa corporal durante os 14
dias de tratamento. No 15° dia, os animais foram eutanasiados com tiopental e tiveram

sangue e orgaos retirados (Tabela 6).

Tabela 6. A massa relativa corporal dos 6rgaos rins, adrenais, bago, figado, coracao,
pulmao e cérebro dos camundongos tratados por 14 dias com veiculo ou FPY-3 (15 e 30
mg/kg, v.0).
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Veiculo FPY-3 FPY-3
Orgao (n=6) 15 mg/kg (n=6) 30 mg/kg (n=6)
Rins 18+0,1 18+£0,3 1,8+£0,1
Adrenais 0,018 + 0,001 0,019 + 0,004 0,018 = 0,004
Baco 05+£0,2 0,3+£0,1 0,5+£0,2
Figado 7,204 7,0£04 7,3+£0,9
Coracéo 0501 05%0,1 05x0,1
Pulmé&o 05+£01 05+£0,1 05+0.1
Cérebro 13+0,1 13+0,1 1,2+0,1

Resultados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA.

0070 As analises bioquimicas e hematoldgicas foram realizadas As analises
bioquimicas foram realizadas no equipamento LABMAX, (kits Labtest) (tabela 7). As
analises hematoldgicas foram feitas no ABXMICROS60 (kits Sullab) (Tabela 8).

Tabela 7. Anélises Bioquimicas ap0s 14 dias de tratamento. AST (aspartato
aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase), CK (creatina fosfoquinase).

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

AST (U/L) 771,7+76 61,8 £5,9* 71,3+145

ALT (U/L) 71,8 £26,9 85,2+22,8 68,2 £ 18,6
Fosfatase alcalina (U/L) 2,2%+26 52+32 2,3+38

Uréia (mg/dL) 69,5 +5,7 65,8 + 6,1 58,5 + 8,7*
Glicose (mg/dL) 183,2+ 255 273,0+ 1134 263,5+479
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+05
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Colesterol (mg/dL) 126,2 £ 13,5 124,7 £19,8 133,5+17,6
Triglicerideos (mg/dL) 128,0 + 50,8 153,8 + 55,5 92,3+249
Acido arico (mg/dL) 4,1+38 42+31 3023
HDL (mg/dL) 52,0+£8,0 53,2+6,2 56,0 £4,8

Resultados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA post hoc Dunnet. Diferenca

em relacdo ao grupo veiculo. *p<0,05.

Tabela 8. Analises Hematologicas ap6s 14 dias de tratamento. VCM (volume
corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentracdo de

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

FPY-3 FPY-3

Veiculo (n=6) 15 mg/kg (n=6) 30 mg/kg (n=6)
Leucocitos (x105/mm3) 3,7+£11 3,709 5,0+0,8*
Eritrdcitos (x108/mm?d) 6,6 +0,5 72+04 6,8+0,7
Hemoglobina (g/dL) 12,1+0,8 13,4 + 0,4%* 12,0+0,6
Hematdcrito (%0) 34,724 382+24 36,4 +3,0
Plaguetas (x108/mm?3) 1,0+0,5 1,0+0,2 1,0+0,4
VCM (umd) 52,7 + 1,4 52,8+ 15 53,2+15
HCM (pg) 18,4 +0,6 18,6 0,8 17,711
CHCM (g/dL) 35015 352+23 332+13
RDW (%) 141+1,0 13,7+£0,2 14,0+ 0,5
Diferencial
Eosindfilos 1+0 1+0 1+0
Neutrdfilos 36,0 £ 3,7 288+41 30,5+81
Basofilos 0£0 00 00
Mondcitos 1+0 1+0 1+ 0
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Linfécitos 61,7+4.9 70,7+4,3 67,7+8,1

Resultados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA post hoc Dunnet. Diferenca
em relacdo ao grupo veiculo. *p<0,05.

Vantagens da presente invencao

0071 Os resultados apresentados demonstram que os derivados benziltiazolidindnicos
séo ativos nos modelos animais de sintomas positivos e cognitivos da esquizofrenia em
doses que ndo apresentam uma tendéncia para causar catatonia, comprometimento
motor ou sedacdo. Dessa forma, essas substancias mostraram-se promissoras para o
desenvolvimento de farmacos efetivos no tratamento da esquizofrenia. Além disso,
podem ser uma perspectiva de farmacos antipsicoticos com alvo biolégico distinto do
sistema monoaminérgico, uma vez que ndo apresentaram uma alta afinidade pelos

receptores Da-like, 5-HT1a € 5-HT2a.
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Reivindicacoes

1) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA, caracterizados por serem 0S CcOompostos

benziltiazolidindnicos de formula molecular (1)

Sendo R: Cl, H; R1: ClI, H; R2: F, H; R3: CI, H;
X: N, CH.

2) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizados pelo

emprego das seguintes etapas na obtencdo de compostos de formula molecular
(1):

a) condensacdo de fenilidrazinas funcionalizadas com 1,3-tetrametoxipropano;
b) formulacdo do 1-fenilpirazol funcionalizado (I1) obtido em a);

c) diazotacao e substituicdo nucleofilica aromatica de anilinas funcionalizadas;
d) cicloadicao [2+3] das azidas (V) com alcool propargilico;

e) oxidacdo do alcool 1,2,3-triazo6lico (V) obtido na etapa d);

f) condensacdo tipo Knoevenagel-Cope dos derivados tiazolidindnicos
benzilados com os aldeidos correspondentes: 1-fenil-4-formil-pirazélico ou

1,2,3-triazolicos.
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3) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA de acordo com as reivindicagcdes 2, caracterizados
pela etapa a) consistir numa reacdo de condensagdo de fenilidrazinas para-
substituidas com tetrametoxipropano em solucdo, contendo um éalcool e um
acido pratico, aquecida a temperatura de refluxo durante um periodo de tempo
adequado, com posterior ajuste do pH do meio reacional, e, em seguida, extracdo
com diclorometano e evaporacdo do solvente, para a obtengéo dos compostos de
formula (I1).

i)

N

Ro(I)

4) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA de acordo com as reivindicacdes 1-3, caracterizados
pela etapa b) consistir da adicdo de (II) a uma mistura equimolar de
dimetilformamida e oxicloreto de fosforo, a qual é mantida na temperatura de
80-85° C por 12 horas, sendo ao término da reacdo, o pH do meio reacional é
ajustado e, em seguida, extracdo com diclorometano e evaporacao do solvente,

para a obtengdo dos compostos de formula geral (111).

o
I
N<

N

R (111)

5) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA de acordo com as reivindicagOes 1-4, caracterizados

pela etapa c) consistir numa diazotagéo de (I1) seguida de um tratamento com
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uma solucdo aquosa de nitrito de sédio em meio &cido por 40 minutos a
temperatura de 0° C com o consequente tratamento do sal de diaz6nio obtido
com uma solucdo aquosa de azida de sddio em meio basico, a temperatura
ambiente por 120 minutos para obtencdo dos compostos de formula molecular
(v)

V)

6) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA de acordo com as reivindicagdes 1-5, caracterizados
pela etapa d), consistir no tratamento das arilazidas funcionalizadas (I\V) com
alcool propargilico em solucdo de tolueno a temperatura de refluxo durante um
periodo de tempo variando entre 3 a 5 horas, seguido de cicloadicéo [2+3], para
a obtencédo dos produtos de férmula molecular (V).

OH
N
|
NS

N

R V)

7) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA de acordo com as reivindicacdes 1-6, caracterizados
pela etapa e) consistir numa oxidacgdo através do tratamento dos alcoois 1,2,3-
triazolicos funcionalizados (V) com didxido de manganés em solucdo contendo
solvente clorado, a temperatura ambiente por periodo de tempo que varia entre
60 a 180 minutos seguida de filtracdo do meio e evaporacao do solvente, para

obtencdo dos compostos de formula geral (V1).
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8) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA de acordo com as reivindicagdes 1-7, caracterizados
pela ultima etapa da reacdo f) corresponder a uma condensacdo equimolar dos
derivados 3-benzil-tiazolidina-2,4-dionas funcionalizados com os aldeidos 1-
fenil-4-formil-pirazélico ndo substituidos de formula geral (Il) e com o
derivado 1-(4-cloro-fenil)-1H-[1,2,3]triazol-4-carbaldeido em presenca de
benzeno e piperidina, como solvente, sendo que a mistura reacional é aquecida
por 48 horas e em seguida, colocada a baixa temperatura seguida de filtracdo e

lavagem com uma mistura de etanol/agua e acetonitrila.

9) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizados por
estarem na forma de composi¢Oes farmacéuticas compreendendo compostos de

formula molecular (1) farmaceuticamente aceitavel.

10) DERIVADOS BENZILTIAZOLIDINONICOS UTEIS NO TRATAMENTO
DA ESQUIZOFRENIA de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizados pelo
uso dos compostos de formula molecular (1) ser para manufatura de
medicamentos, particularmente no tratamento da esquizofrenia ou outras

manifestacdes clinicas que requeiram o uso de antipsicoticos.
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