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Discovery of Novel Heteroarylazole N-phenylpiperazine Prototypes Candidates to
Atypic Antipsychotic Drugs

Abstract: This work describes the discovery of new N-phenylpiperazine prototypes belonging to pyrazole series,
i.e. LASSBio-579 (10a), or to 1,2,3-triazole series, represented by LASSBio-581 (10c), which were designed from
the structural simplification of the atypical antipsychotic drug clozapine (8). The evaluation of the affinity and
intrinsic activity profiles of LASSBio-579 and LASSBio-581 indicate its ability to bind dopamine receptors from
D,-like family, acting as pre-synaptic agonists. Additionally, the investigation of the antipsychotic properties of
these two prototypes in behavioral models has confirmed its effectiveness, which is also dependent on the
modulation of serotoninergic receptors 5-HT,, and 5-HT;4. The pronounced antipsychotic effect evidenced for
these N-phenylpiperazine derivatives through in vivo pharmacological assays confirmed their importance as
new neuroactive drug-candidate prototypes for the treatment of schizophrenia.
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Resumo

Este trabalho descreve a descoberta dos novos protétipos N-fenilpiperazinicos pirazdlico LASSBio-579 (10a) e
1,2,3-triazdlico LASSBio-581 (10c), os quais foram planejados a partir da simplificacdo estrutural do farmaco
antipsicdtico atipico clozapina (8). A avaliagcdo do perfil de afinidade e atividade intrinseca de LASSBio-579 e
LASSBio-581 indicam sua habilidade de se ligar a receptores dopaminérgicos da familia D,-like, onde atuam
como agonistas pré-sindpticos. Adicionalmente, a investigacdo das propriedades antipsicéticas destes dois
protdtipos em modelos comportamentais permitiu confirmar sua eficacia, a qual é também dependente da
modulagdo de receptores serotoninérgicos 5-HT,, e 5-HTi;a. O pronunciado perfil de agdo antipsicotica
evidenciado para estes derivados N-fenilpiperazinicos em protocolos farmacoldgicos in vivo confirmou sua
importancia como novos protétipos neuroativos candidatos a farmacos para o tratamento da esquizofrenia.
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1. Introdugao

As aminas biogénicas, e.g. catecolaminas, dopamina e
serotonina, sao neurotransmissores que participam
da regulacdo de fungGes e vias metabdlicas associadas
ao sistema nervoso central, cuja modulacdao dos
receptores-alvo pode acarretar diversas desordens
psiquiatricas, incluindo ansiedade,’ depresséo,2
esquizofrenia3 e mal de Parkinson® além de
desordens como a disfuncdo erétil.” Entre estas, a
esquizofrenia tem um reconhecido impacto global por
afetar c.a. 2% da populagdo mundial, normalmente
em idade produtiva, acarretando um expressivo 6nus
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aos sistemas de satde.”” Este quadro preocupante
tem contribuido para alavancar as pesquisas para o
desenvolvimento de novos fdrmacos antipsicéticos
mais eficazes e com reducdo dos efeitos adversos dos
farmacos classicamente empregados no tratamento
da esquizofrenia, e.g. haloperidol (1), clorpromazina
(2) e a fluanisona (3) (Figura 1). Por esta razido,
atualmente 4 entre os 20 farmacos mais vendidos no
mundo s3ao empregados para o tratamento da
esquizofrenia, i.e. olanzapina (4), quetiapina (5),
aripiprazola (6) e risperidona (7) (Figura 2), e sdo
responsaveis pela movimentacgdo de c.a. 19 bilhdes de
ddlares em vendas por ano.?
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Os sintomas positivos e negativos caracteristicos
da mudanca comportamental evidenciada em
pacientes portadores de esquizofrenia foram por
muito tempo associados a diferencas de expressao e
modulacdo de receptores dopaminérgicos do subtipo
D, em algumas regides do sistema nervoso central,
levando Carlsson e Lindqvist a proporem a hipdtese
dopaminérgica como uma das principais razdes para a
génese desta doenca.” Por outro lado, hoje se
conhece a limitada eficacia e os cldssicos efeitos

Ya

adversos extrapiramidais associados ao emprego
terapéutico de farmacos antipsicdticos tipicos, i.e.
aqueles que atuam seletivamente como antagonistas
de receptores D,, e.g. haloperidol (1), e a necessidade
de se desenvolver novos farmacos antipsicéticos que
atuem através da modulacdo de multiplos receptores,
em especial os receptores serotoninérgicos 5-HT,, e
5-HT,,, e.g. clozapina (8), um dos primeiros
antipsicdticos com mecanismo de ag3o atipico.’
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Figura 1. Exemplos de farmacos antipsicéticos tipicos

Neste contexto, muitos farmacos capazes de
modular a acdo destes neurotransmissores atuando

como agonistas ou antagonistas de seus
correspondentes  biorreceptores apresentam a
subunidade N-arilpiperazina em seu arcabouco

molecular, como pode ser evidenciado, por exemplo,
nas estruturas do antipsicético tipico fluanisona (3)
(Figura 1) e dos antipsicoticos atipicos olanzapina (4),
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guetiapina (5), aripiprazola (6) e clozapina (8) (Figura
2). O perfil de atividade diferenciado demonstrado
pela clozapina (8) resultou na génese de novos
andlogos estruturais visando reproduzir sua acdo
antipsicdtica sem, entretanto, apresentar seus efeitos
adversos (Figura 2), através de aplicacdo de diferentes
estratégias de  modificagdo  molecular, e.g.
bioisosterismo.
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Figura 2. Exemplos de farmacos antipsicéticos atipicos
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2. Génese estrutural de protétipos N-
fenilpiperazinicos heteroarilazdlicos

Considerando a continua necessidade de inovacao
no ambito do desenvolvimento de novos farmacos
Uteis para o tratamento da esquizofrenia, iniciamos
em 1999 um projeto que objetivava o planejamento,
a sintese e a avaliagdo farmacoldgica de novas
substancias candidatas a protétipos antipsicéticos, o
gual teve como marco o planejamento estrutural de
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funcionalizados, propostos como
receptores dopaminérgicos da familia D,-like.
arquitetura molecular dos novos derivados pirazélicos
e 1,2,3-triazélicos-N-fenilpiperazinicos adequada-
mente funcionalizados fora planejada através da
simplificagdo molecular do antipsicoético atipico
clozapina (8), de modo a manter os grupamentos
farmacoféricos necessdrios para interacdo com o
biorreceptor-alvo, i.e. os receptores dopaminérgicos
(Figura 3).

ligantes de
10,11 A

uma nova familia de derivados heterociclos
,CHs
N
e
N
N N=
ROWH
N
H
Clozapina (8)
"Template" rigido D,/D,
Contracdo Abertura e
de anel contragdo
de anel
. cl Unidade
Unidade C espagadora
espacadora
N —
BN\ Abertura de
N anel
H
Y
L-741(9) LASSBio-579 (10a): Y = Cl; X = CH; W =H

"Template" rigido D,

LASSBio-580 (10b): Y =H; X=N; W=H
LASSBio-581 (10c): Y =Cl; X=N; W=H

Figura 3. Planejamento estrutural dos protétipos N-fenilpiperazinicos neuroativos LASSBio-579 (10a), LASSBio-
580 (10b) e LASSBio-581 (10c)

Neste contexto, a abertura do anel 1,4-diazepinico
central de 8, seguida de fechamento com contragdo
de anel, permitiu identificar o anel heterociclo
pirazola e, por conseguinte, seu iséstero 1,2,3-triazola
presentes nos compostos alvo deste estudo (10), os
quais foram wunidos ao grupo farmacofdrico N-
arilpiperazina através de uma unidade metilénica
espacadora, em analogia ao protdtipo inddlico L-741
(9), previamente descrito por Kulagowski e
colaboradores™ como ligante de receptores D, (Figura
3). Adicionalmente, foram introduzidas modificacoes
nas posicbes Y e W dos compostos N-
fenilpiperazinicos N-arilazélicos (10) (Figura 3) com

grupos com diferentes propriedades
estereoeletrbnicas, visando a identificagdo dos
requisitos estruturais mais adequados para a
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interacdo com o biorreceptor alvo.™

3. Sintese dos prototipos N-
fenilpiperazinicos pirazdlicos e 1,2,3-
triazdlicos

Os N-fenilpiperazinicos N-arilazélicos (10) foram
sintetizados explorando metodologias classicas e
reprodutiveis, usando como intermediarios-chave,
para introducdo do fragmento N-fenilpiperazina
funcionalizado, os aldeidos 1-fenil-4-formilpirazol (11)
e 1-fenil-4-formil-1,2,3-triazol (12) substituidos, como
ilustrado no Esquema 1.1

31



Fraga, C. A. M. et al.

Ya

CHO
H,N_ I\ /a <
2" >NH N\N N\N\
e OMe " Hcl cat., EtOH, A DMF/POCl;
> —_—
OMe OMe 80-90°C
Y
13 Y Y
14 15 1
CHO N
NH2 N3 OH Né m \
oc. N N.” ~CHO
1) NaN02 HCl, HZO' 5 C, 1) (D-CH?’ A: N N
, - + A _
2) NaN; NaOAc,H,0, t.a. I 2) MnO, CHCl; t.a.; *
Y Y 3) Separagdo
cromatografica v Y
16 17 18 12 19
7:3

Esquema 1. Metodologia sintética para a preparacdo dos aldeidos pirazdlicos (11) e 1,2,3-triazdlicos (12)
funcionalizados

O processo eleito para a construcdo dos aldeidos Por sua vez, os aldeidos 1,2,3-triazdlicos

heteroaromaticos da série pirazdlica (11) e da série
1,2,3-triazdlica (12) explorou como matérias-primas
as correspondentes fenil-hidrazinas (13) ou anilinas
(16) substituidas (Esquema 1). Neste contexto, a
reacao de condensacdo catalisada por acido de fenil-
hidrazinas funcionalizadas (13) com 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (14) fornece o respectivo
derivado N-fenil-pirazélico (15), o qual pode ser
regiosseletivamente formilado em C-4 do anel
heterociclico através do tratamento com o complexo
de Vilsmeier-Haack, produzindo o aldeido pirazélico
desejado (11).1%"*

correspondentes foram preparados explorando o
acoplamento [2+3] das correspondentes arilazidas
funcionalizadas (17) com alcool propargilico (18), a
qgual resulta na formacdo de uma mistura 7:3 dos
regioisomeros funcionalizados em C-4 vs C-5 do anel
heterociclico com o grupo hidrdximetileno. Oxidacao
quimiosseletiva desta mistura de regioisdmeros de
alcoois pseudo-benzilicos com MnO, ativado, seguida
de separacdo cromatografica da mistura de aldeidos
N-fenil-1,2,3-triazélicos (12) e (19), permitiu a
obtencdo de (12) em grau de pureza adequado para a
realizacdo da etapa final desta rota sintética. '
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LASSBio-579 (10a): Y = Cl; X = CH; W = H; 90%
LASSBio-580 (10b): Y = H; X=N; W = H; 72%
LASSBio-581 (10c): Y =Cl; X=N; W = H; 77%

Esquema 2. Construgao dos derivados N-fenilpiperazinicos pirazélicos e 1,2,3-triazélicos através de aminagao
redutiva dos correspondentes aldeidos heteroaromaticos

Finalmente, de posse dos aldeidos
heteroaromaticos funcionalizados (11) e (12), a etapa-
chave para construgdo dos derivados N-
fenilpiperazinicos alvo consistiu na redugcdo do
intermedidrio imina, transientemente produzido pela
condensagdo acido catalisada do grupo carbonila de

32

(11) ou (12) com as correspondentes N-
fenilpiperazinas, com cianoboro-hidreto de sddio em
MeOH (Esquema 2). llustrativamente, através desta
estratégia sintética os derivados N-fenilpiperazinicos
pirazdlico LASSBio-579 (10a) e 1,2,3-triazdlico
LASSBio-581 (10c) foram preparados em 60% (3
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etapas) e 37% (4 etapas) de rendimento global. ****

Os derivados isostéricos para-clorofenil
substituidos LASSBio-579 (10a) e LASSBio-581 (10c),
bem como o andlogo ndo substituido LASSBio-580
(10b) foram selecionados como representativos das
correspondentes séries congéneres para investigacao
do perfil farmacolégico em modelos in vitro e in vivo,
como descreveremos a seguir.

4. Avaliacao das propriedades
farmacoldgicas in vitro e in vivo

Inicialmente a avaliagdo do perfil ligante dos
derivados LASSBio-579 (10a), LASSBio-580 (10b),
LASSBio-581 (10c) para receptores Di-like, D,-like,
muscarinicos e nicotinicos foi investigado através da
sua capacidade de deslocar, respectivamente, os
ligantes tritiados SCH-23390, YM-0915-2, benzilato de
quinuclidinila e (+)-epibatidina em ensaios de ligagdo
especifica na concentracdo de “screening” de 10

Receptores dopaminérgicos
D2 pré-sindpticos

Antagonista
dopaminérgico

Angonista
‘ dopaminérgico

® e

Glutamato

LASSBio-579 (10a)
Agonista
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uM.'! Este ensaio permitiu caracterizar a seletividade
destes derivados N-fenilpiperazinicos como ligantes
de receptores D,-like, i.e. D,, D3 e/ou D,, conforme
antecipado no seu planejamento estrutural.
Adicionalmente, a analise da curva concentragao-
resposta para o deslocamento do ligante YM-09151-2
em membrana de cérebro de ratos permitiu inferir
valores de Ki variando entre 0,3-0,5 pM para os
isdsteros pirazélico LASSBio-579 (10a) e 1,2,3-
triazélico LASSBio-581 (10c), enquanto que LASSBio-
580 (10b) apresentou afinidade 5 vezes menor pelos
receptores D,-like.

Adicionalmente, ensaios de eletrofisiologia
permitiram caracterizar seu perfil de atividade
intrinseca, em fung¢do da capacidade de aumentar ou
reduzir as correntes pds-sindpticas espontaneas (PSC)
induzidas pela a¢do do glutamato em receptores
AMPA. Por sua vez, a liberacdo de glutamato é
regulada por receptores dopaminérgicos D, pré-
sinapticos, como ilustra a Figura 4."**

Receptores glutamatérgicos
AMPA p6s-sindpticos

LASSBio-581 (10c) LASSBio-580 (10b)
Agonista Antagonista

Figura 4. Caracterizagdo do perfil de atividade intrinseca de LASSBio-579 (10a), LASSBio-580 (10b) e LASSBio-581
(10c) através da modula¢do da formacdo de correntes espontaneas induzidas por glutamato

Através deste protocolo in vitro foi possivel
evidenciar que LASSBio-579 (10a) e LASSBio-581 (10c)
foram capazes de reduzir as PSC induzidas por
glutamato, sendo caracterizados como agonistas
dopaminérgicos  pré-sindpticos, enquanto que
LASSBio-580 (10b) aumentou as PSC e por isto foi

Rev. Virtual Quim. |Vol 2| |No. 1| |28-37]

caracterizado como antagonista de receptores D,-like
pré-sinapticos.™ Estes resultados confirmam a
capacidade de modular a atividade intrinseca dos
derivados N-fenilpiperazinicos funcionalizados (10),
como agonista ou antagonista de receptores
dopaminérgicos, em funcdo de manipulagdes em sua
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estrutura quimica,™ como a introdug3o do dtomo de
cloro na posicdo para do anel aromatico ligado
diretamente ao nucleo azélico (Figura 4).

ApOds estes estudos o derivado pirazélico LASSBio-
579 (10a) e o derivado 1,2,3-triazdlico LASSBio-581
(10c) foram selecionadas para a realizagdo de testes
farmacoldgicos in vivo."*®

Ao serem avaliados em modelos de efeitos e
comportamentos mediados pelo sistema
dopaminérgico em ratos e camundongos, LASSBio-
579 (10a) e LASSBio-581 (10c) demonstraram uma
acdo peculiar  sobre a neurotransmissdo
dopaminérgica. Um  efeito inibitério  sobre
comportamentos associados a modula¢do do sistema
dopaminérgico, especialmente de LASSBio-579 (10a),
foi demonstrado em testes relacionados com o
envolvimento de fung¢Ges motoras, e.g. bloqueio da
estereotipia anfetaminica. Este efeito provavelmente
é mediado pela ativacdo de receptores D, pré-
sindpticos demonstrado nos ensaios in vitro.

Por outro lado, os efeitos hipotérmico e sobre a

Ya

motilidade intestinal apresentados pelas substancias
apontaram para uma acdo estimulatéria das fungdes
dopaminérgicas.™>*®

Para a investigacdo do mecanismo de acdo de
LASSBio-579 (10a) e LASSBio-581 (10c) foi
selecionado o modelo de afericdo da temperatura
corporal. Ambas as substancias apresentaram um
efeito hipotérmico dose-dependente (15 - 60 mg/kg
ip; 30 mg/kg v.0.)""® efeito classicamente
relacionado a acdo de agonistas dopaminérgicos nos

centros de regulacdo da temperatura corporal,
especialmente agonistas de receptores D, e.g.
apomorfina (20) (Figura 5). Porém, a pré-

administracdo de haloperidol (1) 0,5 mg/kg i.p.
(antagonista D,/Ds) ndo alterou o efeito hipotérmico
das substincias.”>*® Desta forma, uma vez que os
derivados em estudo ndo apresentaram significativa
afinidade por receptores D;-like em ensaios de ligacdo
especifica,’t pode-se afirmar que a hipotermia
induzida por LASSBio-579 (10a) e LASSBio-581 (10b)
ndo é mediada pela ativacdo direta de receptores
dopaminérgicos D,-like.

385
——SAL (10a)
38,0 579
—&— 581
37,5
: 0
S \
=~ 370 "
g N\N
=
g 365 .
2 LASSBio-581 (10c)
D
F 360 o]
35,51
35,0
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (min)

Apomorfina (APO, 20)

Figura 5. Efeitos hipotérmicos de LASSBio-579 (10a), LASSBio-581 (10c) (30 mg/Kg, i.p.) e apomorfina (APO, 20)
(1 mg/Kg, i.p.). SAL = solugdo salina

Por outro lado, a pré-administracdo de uma dose
elevada de haloperidol (1) (4 mg/kg i.p.) levou a uma
potenciacdo do efeito hipotérmico de LASSBio-579
(10a) e de LASSBio-581 (10c). Além disso, o
haloperidol nesta dose induziu uma reducdo na
temperatura dos animais per se® O efeito
hipotérmico de altas doses de haloperidol assim como
sua reversao pela pré-administracdo de agonistas de
34

receptores 5-HT, s3ao relatados na literatura.””’
Considerando este conjunto de dados e a grande
afinidade da clozapina (8) por receptores
serotoninérgicos, ficava clara a necessidade de
investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico
no efeito hipotérmico evidenciado para LASSBio-579
(10a) e LASSBio581 (10c), especialmente da
modulacdo de receptores 5-HT e 5-HTa.
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Neste contexto, a completa reversao do efeito
hipotérmico de LASSBio-579 (10a) e LASSBio-581
(10b) promovida pela administracdo do antagonista
seletivo de receptores 5-HT;, WAY-100635 (21)
indicou que o efeito hipotérmico evidenciado era
dependente da a¢do agonista destes compostos sobre
este subtipo de receptores serotoninérgicos.™®
Adicionalmente, a acdo destes derivados N-
fenilpiperazinicos como antagonistas de receptores 5-
HT,» também foi caracterizada devido a sua
capacidade de reverter de forma dose-dependente os
reflexos comportamentais conhecidos como “head-
twitches” e “ear-scratches” induzidos pelo agonista 5-
HT,a (+)-DOI (22) em camundongos.*®

5. Investiga¢ao do perfil farmacocinético
de LASSBio-579 e LASSBio-581

Concomitantemente aos estudos
farmacodinamicos, foi realizada a avaliacdo do perfil
farmacocinético de LASSBio-581 (10c)'*?! e LASSBio-
579 (10a)”* em ratos. Foram determinados os

Fraga, C. A. M. et al.

principais pardmetros farmacocinéticos para cada
uma destas substancias pelas vias intravenosa (10
mg/kg), intraperitoneal (30 e 60 mg/kg) e oral (30
e/ou 60 mg/kg)."*** Os resultados obtidos apontam
para um perfil de biodisponibildade mais adequado a
utilizacdo terapéutica do derivado 1,2,3-triazdlico
LASSBio-581 (10c) em comparagdo com o iséstero
pirazolico LASSBio-579 (10a), o qual apresentou
reduzida biodisponibilidade oral e intraperitoneal
(Tabela 1)."** Nestes estudos foi possivel avaliar
também a distribuicdo destes derivados N-
fenilpiperazinicos em varios érgdos, com destaque
para o tecido cerebral, local da a¢do farmacoldgica
destas substancias.”"?

Estes resultados indicam, em associacdo aos
efeitos farmacodindmicos comparativos evidenciados
para estes derivados N-fenilpiperazinicos, que o
derivado LASSBio-579 (10a) deve ser expressivamente
mais eficaz que LASSBio-581 (10c), pois é capaz de
produzir efeitos farmacoldgicos em protocolos in vivo
em concentracdes plasmaticas de 25-40 vezes
menores.

OYO Me NH,
MeO
N
NJ N~ OMe

: OMe

WAY-100635 (21)

(£)-DOI (22)

Figura 6. Estruturas de WAY-100635 (21) e (1)-DOI (22)

Tabela 1. Fator de biodisponibilidade oral e intraperitoneal de LASSBio-579 (10a) e LASSBio-581 (10c) em ratos,
apo6s administragdo de doses de 30 ou 60 mg/kg

Substancia/dose

LASSBio-579 (10a) / 30 mg/kg

)
LASSBio-579 (10a) / 60 mg/kg
)
)

LASSBio-581 (10c) / 30 mg/kg
LASSBio-581 (10c) / 60 mg/kg

6. Conclusoes

A elevada segurancga terapéutica evidenciada pela
baixa toxicidade aguda encontrada para os protdtipos
LASSBio-579 (10a) (DLs;= 1409,0 mg/Kg) e LASSBio-
581 (10c) (DLsp= 708,0 mg/Kg)*>*® e a caracterizagdo
de seu perfil como antipsicético atipico atuando
Rev. Virtual Quim. |Vol 2| |No. 1| |28-37]

Biodisponibilidade (%)

Intraperitoneal Oral
1,6 -
1,8 0,6
49,0 24,0
45,0 26,0

através de mecanismo de ac¢dao que envolve as a¢des
agonista de receptores dopaminérgicos D,-like pré-
sindpticos, antagonista de receptores
serotoninérgicos 5-HT,, e agonista de receptores
serotoninérgicos 5-HT;,, similar ao farmaco
aripiprazola (6) (Figura 1), validaram o planejamento
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estrutural destes protétipos heterociclos neuroativos
empregando estratégias racionais de modificacdo
molecular e confirmaram sua importancia como
novos candidatos a farmacos uUteis para o tratamento
da esquizofrenia.”®
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