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RESUMO

“DERIVADOS DE ALFA-AMINOAMIDA UTEIS NO TRATAMENTO DE
PERTURBAgéES ADITIVAS”

Métodos de utilizagao de certos derivados de alfa-
amincamida no tratamento de SPI e perturbacdes aditivas.
Os compostos desta invengdo sd8o capazes de reduzir ou
mesmo suspender 0s sintomas de SPI e perturbac¢fes aditivas

substancialmente sem efeitos secundarios.
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DESCRICAO

“DERIVADOS DE ALFA-AMINOAMIDA UTEIS NO TRATAMENTO DE
PERTURBAQéES ADITIVAS”

A inveng¢do relaciona-se com derivados de 0O-
amincamida, uma classe de quimicos inibidores da monoamina
oxidase B (MAOB) , blogueadores do canal de soédio,
inibidores da recaptagdo da dopamina e moduladores dos
niveis de glutamato para utilizagdec no tratamento de

perturbagdes aditivas.

ANTECEDENTES DA INVENQKO

Tipicamente diferentes drogas (anfetaminas, cocaina,
heroina, nicotina, &lcool), mesmo com um alvo molecular
primario diferente, tém em comum a accdo de aumentar a
transmissdo de dopamina no sistema mesolimbico. Tém sido
utilizadas diferentes abordagens no tratamento das
perturbacdes aditivas e a sua maioria procura modular o
sistema dopaminérgico.

Os inibidores da MAOB afectam o metabolismo da
dopamina em seres humanos e primatas, conduzindo a um
prolongamento do periodo de tempo da dopamina nos
respectivos receptores. A utilizacdo do inibidor da MAOB
tem demonstrado ser benéfica no tratamento de patologias
em que existe défice dopaminérgico, como é o caso da
doenca de Parkinson.

Novos dados apoiam a hipdtese de os inibidores da
MAOB poderem ser benéficos no tratamento de perturbacgdes

aditivas. Estudos realizados em ratos e em Sseres humanos
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revelaram que a selegilina (um inibidor especifico de
MAOB) possul um moderado efeito anti-reforg¢o durante a
desintoxicacdo da cocaina e pode melhorar as deficiéncias
de dopamina durante a privagdo, as dquals, segundo se
pensa, contribuem para ©0s episddios de reincidéncia
(Schiffer et al, 2003 Synapse 48:35-8). Houtsmuller et al.
revela em Psychopharmacology, 172(1), 2004, 31-40 que a
selegelina pode ser um composto Util no tratamento do
abusc e dependéncia da cocaina.

Recentemente observou-se que 0s fumadores possuem uma
actividade MAOB reduzida nas plaquetas e cérebro.

Colocou-se a hipdtese de uma actividade MAOB reduzida
no cérebro estar envolvida no aumento das propriedades
aditivas da nicotina. Num estudo de fase 11,
multicéntrico, a lazabemida, outro inibidor MAOB (20
mg/dia) aparentemente aumenta a percentagem de abandono do
habito de fumar (entre 17 e 30%) (Berlin et ai, 2002
Addiction 97:1347-1354). Tony et al. revela em Biological
Psychiatry, 53(2),2003, 136-143 que a segelina aumenta as
taxas de abandono do habito de fumar.

Além disso, demonstrou-se também que os blogueadores
do canal de ©Na podem ser eficazes no tratamento de
perturbagbes aditivas. Efectivamente, um recente estudo
clinico demonstrou que o topiramato (um bloqueador do
canal de Na) ¢é eficaz no tratamento da dependéncia do
alcool (Johnson et ai, 2003, 50 The Lancet 36l1l: 1677-
1685).

Os actuais tratamentos das perturbag¢des aditivas
incluem farmacos antidepressivos, agonistas dos receptores
opiaceos e agonistas parciais como naltrexona e

buprenorfina, benzodiazepinas e dissulfiram para a



desintoxicacao do alcool, As desvantagens destes
tratamentos incluem varios efeitos secunddrios e uma
eficdcia terapéutica ainda insatisfatodria.

Uma vez que existem sinais da potencial eficdcia dos
compostos com actividade inibidora MACB e compostos com
actividade Dblogueante do <canal sdédic no tratamento de
perturbag¢des aditivas, & proposta a utilizagdo de
derivados de alfa-aminocamida, uma classe de quimicos
inibidores da monoamina oxidase B (MAOB), bloqueadores do
canal de sdédio da presente invengdo no tratamento de
perturbagdes aditivas.

0Os documentos W0S90/14334, W094/22808, WO0S7/05102, WO
97/0511 e W099/35215, divulgam compostos de
benzilaminopropionamida substituida activos sobre 0
sistema nervoso central e Uteis como agentes anti-
epilépticos, anti-Parkinson, neuro-protectores,
antidepressivos e antiespastico hipndético (ver também
Pevarello P. et al. (1998), J. Med. Chemistry, 41: 579-
590). Os documentos W099/35125 e W099/35123 divulgam
compostos de Dbenzilaminopropanamida substituida activa
sobre o sistema nervoso central e Gtil como agentes

analgésicos.

DESCRIGAO DA INVENGAO

A presente inven¢do proporcicna métodos rapidos e
altamente eficazes para tratar ©perturbacbes aditivas
utilizando, in vivo, certos compostos oO-amincamida numa
terapéutica que ¢ uma alternativa superior aos tratamentos

existentes.



Numa forma de realizacdo, a invencdo inclui a

utilizacdo de peloc menos um farmaco que € um composto O-

amincamida seleccionado de:

2—(4-Benziloxibenzilamino)propanamida;

2-[4-(2-Metoxibenziloxi)-benzilamino]propanamida;

2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]propanamida;

(S)—(+)-2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]

propanamida

2-[4-(2-Fluorocbenziloxi)-benzilamino] -2-metil-

propanamida;

2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-N-metil-

propanamida;

N-{2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino] }propionil-

pirrclidina;

2-[4-(3-Metoxibenziloxi)-benzilamino]propanamida;

2-[4-(3-Cianobenziloxi)-benzilamino]propanamida;

2-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]propanamida;

(S)—(+)-2-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]

propanamida;



2—-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-metil-

propanamida;

2—[4-(3-Fluorocbenziloxi)-benzilamino] -N-metil-

propanamida;

N-{2-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino] }propionil-

pirrolidina;

2-[4-(4-Fluorobenziloxi)-benzilamino]propanamida;

2—-[4-(3-Fluocrobenziloxi)-benzilamino]-2-metil-

propanamida;

2-[4-(2-Clorobenziloxi)-benzilamino]propanamida;

2-[4-(3-Clorobenziloxi)-benzilamino]propanamida;

2—(4-Benziloxibenzilamino)-3-hidroxi-propanamida;

2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-3-hidroxi-

propanamida;

2—[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-3-hidroxi-

propanamida;

2—(4-Benziloxibenzilamino)-3-hidroxi-N-metil-

propanamida;

2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-3-hidroxi-N-

metil-propanamida;



2—-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-3-hidroxi-N-

metil-propanamida;

2—[4-(2-Clorobenziloxi)-benzilamino]-3-hidroxi-N-

metil-propanamida;

2—-[4-(3-Cianocbenziloxi)-benzilamino]-3-hidroxi-N-

metil-propanamida;

2-[4-(3-Cianocbenziloxi)-benzilamino]-2-metil-3-

hidroxi-N-metil- propanamida;

2-[4-(3-Clorobenziloxi)—-feniletilamino]propanamida;

2—={4-[2-(3-Fluorofenil)-etiloxilbenzilamino}

propanamida;

2—-{4-[2-(3-Fluorofenil)-etil]lbenzilamino]propanamida;

2—[N-(4-Benziloxibenzil)-N-metilamino]propanamida;

2—{4-[(3-Clorobenziloxi)—-feniletil] —amino}

propanamida;

2-[4-Benziltiobenzilamino]propanamida;

2-[4-(2-Fluorobenziltio)-benzilamino]propanamida;

2-[4-(3-Fluorobenziltio)-benzilamino]propanamida;



2-[4-(3-Fenilpropiloxi)-benzilamino]propanamida;

2-[4-(4-Fenilbutiloxi)-benzilamino]propanamida;

2-[4-(5-Fenilpentiloxi)-benzilamino]propanamida;

2—(4-Benziloxibenzilamino)-3-fenil-N-metil-

propanamida;

2—(4-Benziloxibenzilamino)-3-metil-N-metil-

butanamida;

2—(4-Benziloxibenzilamino)-2-fenil-acetamida;

2-[4-(2-Fluorocbenziloxi)-benzilamino]-2-fenil-

acetamida;

2-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-fenil-

acetamida;

2-[4-(2-Fluorcobenziloxi)-benzil-N-metilamino]-2-

fenil-acetamida;

2—-[4—-(3-Fluorobenziloxi)-benzil-N-metilamino]-2-

fenil-acetamida;

2—[4-(3-Clorobenziloxi)-benzilamino]-2-fenil-

acetamida;

2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-(2-

fluorofenil)-acetamida;



2—-[4-(2-Fluocrobenziloxi)-benzilamino]-2-(3-

fluorofenil)-acetamida;

2—[4-(3-Fluorocbenziloxi)-benzilamino]-2-(2-

fluorofenil)—-acetamida;

2—[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-(3-

fluorofenil)-acetamida;

2—-[4-(3-Clorobenziloxi)-benzilamino]-2-(3-

fluorofenil)-acetamida;

2—-(4-(2-Tieniloxi)-benzilamino)propanamida;

ou seus isdémeros épticos, misturas e sais
farmaceuticamente aceitaveis para a preparacdc de um

medicamento para o tratamento de perturbag¢des aditivas.

Os sais farmaceuticamente aceitaveis dos compostos da
invencdo incluem, por exemplo, sais de adicdo de acido com
dcidos inorganicos, ©por exemplo, os Acidos nitrico,
cloridrico, bromidrico, sulfurico e fosférico ou &cidos
organicos, por exemplo, o0s Aacidos acético, propidnico,
glicdlico, lactico, oxdlico, maldénico, malico, tartarico,
citrico, succinico, benzdico, cinédmico, mandélico,

metanossulfonico, p-tcluenossulfdénico e salicilico.

Alguns dos compostos da invengdo podem ter atomos de
carbono assimétricos e, portanto, podem existir tanto como
misturas racémicas como isdmeros Opticos individuais

(enantidmeros). Em concordancia, 0 termo “sails



farmaceuticamente aceitdveis” da O-amincamida da invencdo
também pretende incluir no seu ambito todos os possiveis

isémeros opticos e suas misturas.

Os compostos preferidos que podem ser wutilizados
separadamente ou em combina¢dc com outros compostos, numa
guantidade eficaz para tratar um ou mais sintomas de SPI
num doente sdo S)—(+)-2-[4-(2-fluorobenziloxi) -
benzilamino]propanamida ou (S)—(+)-2-[4-(3-

fluorobenziloxi)-benzilamino]propanamida.

Numa forma de realizacdo o doente a ser tratado é um
mamifero, incluindo seres humanos, em necessidade de
alivio, ou inibig¢do dos sintomas de um ou varios sintomas

de perturbac¢des aditivas.

Em particular, ao mamifero em necessidade do

tratamento acima mencionado deve ser administrada uma dose

de uma O-amincamida da inven¢do conforme acima definido
que varia de 0,3 a 100 mg/kg de peso corporal por dia.
“Tratamento”, conforme aqui utilizado, inclui quaisguer
cuidados por procedimentos ou aplicacbes a um mamifero, e
em particular, um ser humano, que sao destinados a

a) evitar que a doenca ou transtorno ocorra num
individuo que pode estar predisposto a doenca/transtorno,
mas nao foi ainda diagnosticado com a mesma; b) inibir a
doenga/transtorno ou estado patoldgico, isto €&, deter o
seu desenvolvimento; ou c¢) aliviar a doenga/transtorno ou
estado  patoldgico, isto &, causando  regressdo da

doenga/transtorno ou estado patoldgico.
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Num outro aspecto, a 1invengdo inclui a utilizacgdo de

uma das O-aminoamidas listadas acima administradas como o
agente activo de uma composicao farmaceuticamente
aceitdvel com actividade no tratamento de perturbacdes
aditivas que pode ser preparada por meio de procedimentos
convencionais, por exemplo, misturando o agente activo com
um veiculo ou materiails excipientes orgidnicos e/ou
inorganicos, farmaceuticamente aceitaveis,

terapeuticamente inertes.

Os compostos preferidos utilizados numa quantidade
eficaz para tratar perturba¢des aditivas num doente sao
(S)—(+)-2-[4-(2-fluorobenziloxi)-benzilamino]propanamida
ou (S)—(+)—2-[4-(3-fluorobenziloxi) -
benzilamino]propanamida. Os compostos e 0SS  seus sais
farmaceuticamente aceitdveis podem ser obtidos por meio de
processos bem conhecidos conforme descrito nos pedidos de

patente descritos acima.

“Terapéutica de combinag¢do” (ou “co-terapéutica”)
inclui a administragdo de um composto alfa-aminocamida da

invenc¢ao e pelo menos um segundo agente, por exemplo:

- agonistas de dopamina tais como bromocriptina,
cabergelina, lisurida, pergolida, ropinirole,
apomorfina, sumanirole, rotigotina, talipexole,
di-hidroergocriptina e pramipexole,

- levodopa, levodopa mails carbidopa (SINEMETI®),
levodopa mails carbidopa de libertacdo controlada

(SINEMET-CR®) , levodopa mais benserazida
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(MADOPAR®), levodopa mais benserazida (MADOPAR-
HBS) de libertag¢do controlada,

- 1inibidcres de COMT tais <como tolcapone e
entacapone, STALEVO®, Amantadina

- e agentes anticolinérgicos,

como parte de um regime de tratamento especifico destinado
a proporcionar o efeito Dbenéfico da co-accdo destes
agentes terapéuticos. O0s beneficios de tais combinagdes
incluem a redugdo da dose de agentes convencionais (isto
¢, que ndo sdo os agentes da presente invengdo) com a
consequente reducdo dos efeitos secundariocs de tais
agentes convencionais. O efeito benéfico das combinag¢des
incluem a co-acgdo farmacocinética ou farmacodinamica
resultante da combinag¢ido dos agentes terapéuticos. A
administracdo destes agentes terapéuticos em combinacéo,
tipicamente, ¢ levada a cabo por um periodo de tempo
definido (geralmente minutos, horas, dias ou semanas
dependendo da combinacgdo selecciconada). A “terapéutica de
combinacdo” pode ser, mas em geral ndo ¢, destinada a
abranger a administracdo de dois ou mais agentes
terapéuticos como parte de regimes monoterapéuticos
separados que, 1ncidentalmente e arbitrariamente, resultam
nas combinag¢des levadas em consideragdo pela presente
invengdo. A “terapéutica de combinacdo” destina-se a
adoptar a administragdo destes agentes terapéuticos numa
maneira sequencial, isto &, em que cada agente terapéutico
é administrado num tempo diferente, bem Como a
administracdo destes agentes terapéuticos, ou pelo menos
dois dos agentes terapéuticos, de uma maneira

substancialmente simulténea. A administracao
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substancialmente simultdnea ©pode ser conseguida, por
exemplo, administrando ao individuo wuma céapsula Tunica
tendo uma proporgdo fixa de cada agente terapéuticoc ou em
capsulas multiplas, tUnicas para cada um dos agentes
terapéuticos. A administragdo sequencial ou
substancialmente simultédnea de cada agente terapéutico
pode ser realizada por meio de qualguer via apropriada
incluindo as vias orais, vias intravenosas, vias
intramusculares e a absorcdo directa através de tecidos da
membrana mnmuccsa. 0s agentes terapéuticos podem ser
administrados pela mesma via ou por vias diferentes. Por
exemplo, um primeirc agente terapéutico da combinacéo
seleccionada pode ser administrado por injeccgdo
intravenosa ao passo que 0s outros agentes terapéuticos da

combinagdo podem ser administrados oralmente.

Alternativamente, por exemplo, todos 0©0s agentes
terapéuticos podem ser administrados oralmente, ou todos
0s agentes terapéuticos podem ser administrados por
injeccdo intravenosa. A sequéncia na qual os agentes
terapéuticos sdo administrados ndo é estritamente critica.
A “terapéutica de combinacao” também abrange a
administracdo dos agentes terapéuticos conforme descrito
acima em combina¢do adicional com outros ingredientes
biologicamente activos e terapéuticas ndo-farmacoldgicas
(por exemplo, cirurgia ou tratamento por radiagdo). Em que
a terapéutica de combinagdo compreende ainda um tratamento
ndc-farmacoldégico, o tratamento ndc-farmacolégico pode ser
conduzido em qualguer momento adequado, desde que um
efeito Dbenéfico da co-acgdo da combinag¢ao de agentes

terapéuticos e tratamento ndo-farmacoldgico seja



conseguido. Por exemplo, em ¢asos apropriados, o efeito
benéfico ¢é ainda alcangado gquando © tratamento néo-
farmacoldégico ¢é temporariamente removido da administracdo
dos agentes terapéuticos, talvez por dias ou mesmo

semanas.

As composicdes de G—aminoamidas da invengdo podem ser
administradas numa variedade de formas farmacéuticas, por
exemplo, por via oral na forma de comprimidos, pastilhas,
capsulas, comprimidos revestidos com agucar ou pelicula,
solugdes liquidas, emulsdes ou suspensdes; por via rectal,
na forma de supositérios; por via parentérica, por
exemplo, por injec¢do intramuscular ou 1intravenosa ou
perfusdo; e por via transdérmica na forma de um sistema
dérmico, pomada, emulsdo, locdo, solugdo, gel, creme e

spray nasal.

Os wveiculo ou materiais excipientes organicos e/ou
incrgénicos, farmaceuticamente aceitédveis,
terapeuticamente 1inertes Uteils na preparagdo de tais
composig¢gbes incluem, por exemplo, Agua, gelatina, goma
aradbica, lactose, amido, celulose, estearato de magnésio,
talco, 6leos vegetais, ciclodextrinas e
polialguilenoglicdis. As composic¢des de oO—aminoamidas
podem ser esterilizadas e podem ainda conter componentes
bem conhecidos dos especialistas na técnica, tais comc,
por exemplo, conservantes, estabilizantes, agentes
humedecedores ou emulsionantes, por exemplo, ©6leo de
parafina, monooleato de manida, sails para ajustar a

pressao osmotica e tampdes.
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Adicionalmente, as formas orails sélidas podem conter,
juntamente com o agente activo, diluentes, por exemplo,
lactose, dextrose, sacarose, celulose, amido de milho ou
amidoc de Dbatata; lubrificantes, por exemplo, silica,
talco, acido estearico, estearato de magnésio ou de
cadlcio, e/ou polietileno glicéis; agentes de ligagdo, por
exemplo, amidos, gomas arabicas, gelatina, metilcelulose,
carboximetilcelulose ou polivinil pirrolidona; agentes de

desagregagdo, por exemplo, um amido, 4&cidc alginico,

alginatos ou glicolato de amido sédico; misturas
efervescentes; corantes; edulcorantes; agentes de
humedecimento, tais Como lecitina, polisorbatos,

laurilsulfatos; e, em geral, substincias ndo-tdxicas e
farmacologicamente 1inactivas wutilizadas em formulag¢des
farmacéuticas. As preparag¢des farmacéuticas podem ser
preparadas de gqualquer maneira conhecida, por exemplo, por
meio de processos de mistura, granulac¢do, formagdo de
comprimido, revestimento com acglcar ou revestimento com

pelicula.

As formulagbes orais compreendem formulagdes de
libertacdo sustentada gue podem ser preparadas de uma
maneira convencional, por exemplo, aplicando um

revestimento entérico aos comprimidos e granulos.

A dispersdo liquida para administracdo oral pode ser,
por exemplo, xaropes, emulsdes e suspensdes. 0s xaropes
podem ainda conter como veiculo, por exemplo, sacarose ou

sacarose com glicerina e/ou manitol e/ou sorbitol.
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As suspensbes e emulsdes podem conter como veiculo,
por exemplo, uma goma natural, A&agar, alginato de sdédio
pectina, metilcelulose, carboximetilcelulose ou 4&lcool
pelivinilico. As suspensdes ou solucdes para injecgdes
intramusculares podem conter, Jjuntamente com o composto
activo, um veiculo farmaceuticamente aceitdvel, por
exemplo, Aagua esterilizada, azeite, oleato de etilo,
glicdis, por exemplo, propileno glicol e, se desejado, uma
quantidade adequada de <cloridrato de 1lidocaina. As
soluc¢des para 1injeccdes intravenosas ou perfusdes podem
conter como veiculo, por exemplo, A&gua esterilizada ou,
preferencialmente, podem ser na forma de solugdes salinas

estéreis, aguosas ou isotédnicas.

Os supositdrios podem conter, juntamente com o agente
activo, um wveiculo farmaceuticamente aceitdvel, por
exemplo, manteiga de cacau, polietileno glicol, um
tensoactivo de éster de 4cido gordo de polioxietileno

sorbitano ou lecitina.

As composicdes incluindo as O-amincamidas da invencao
sdo, em geral, na forma de uma dose unitdria contendo, por
exemplo, 20 a 7000 mg de ingrediente activo por forma de
dosagem unitdria. O tratamento adequado ¢ dado 1 ou 2 ou 3
vezes ao dia, dependendo da taxa de eliminacdo. Em
concordancia, a dose desejada pode ser apresentada numa
dose Unica ou como doses divididas administradas em
intervalos apropriados, por exemplo, de duas a quatro ou

mais sub-doses por dia.
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As composigdes  farmacéuticas incluindo uma O~
aminocamida da invencdo podem conter, por unidade de
dosagem, por exemplo, capsula, comprimido, pd para
injeccdo, colher de chd, supositdérioco de 20 a 7000 mg do

agente activo.

As doses Optimas terapeuticamente eficazes a serem
administradas podem ser prontamente determinadas pelos
especialistas na técnica e variardo, basicamente, com a
concentra¢do da preparagdo, com o modo de administragao e
com o avango do estado ou transtorno inflamatdério tratado.
Além disso, factores associados com o individuo em
particular sendo tratado, incluindo a idade, peso, dieta e
tempo de administrag¢io do individuo, resultardo na
necessidade em ajustar a dose a um nivel apropriado

terapeuticamente eficaz.

As wvantagens das utilizag¢des da invenc¢do conforme
definido acima sdo muitas e incluem a possibilidade de
tratar basicamente todos os tipos sintomas de perturbagdes

aditivas.

EXEMPLO 1

Estudo de interac¢do da cocaina com ratinhos

Tipicamente, as drogas psicoestimulantes aditivas,
como as anfetaminas e cocaina, induzem um aumento da
actividade locomotora em roedores e primatas. Alguns
compostos com potenciais propriedades anti-aditivas podem
prevenir o aumento da actividade locomotora induzida pelas
drogas psicoestimulantes. (Katz JL, KopajticTA, Myers KA,

Mitkus RJ, ChiderM, Behavioral effects of cocaine:
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interactions with D1 dopaminergic antagonists and agonists
in mice and squirrel monkeys. J Pharmacol ExpTher. 1999
Oct;291 (1):265-79).

0 efeito dos compostos de ensaic ¢ avaliado num
modelo de ratinho de aumento da locomog¢do induzido por
cocaina.

Método

Sujeitos: Ratinhos Swiss-Webster machos Aparelho:
camaras automatizadas com células fotoeléctricas

Farmacos: Cocaina 20 mg/kg administrada ip, compostos
de ensaic dissoclvidos em veiculo administrados ip em doses
diferentes (10-100 mg/kg) imediatamente antes da cocaina.

Teste comportamental: Animais (8 por grupo
experimental) receberam injecgdo ip de cocaina (20 mg/kg)
ou soro fisioldgico e qualquer um dos compostos de ensaio
((10-100 mg/kg ip) ou respectivo veiculo e registou-se a
actividade locomotora durante 1 hora.

Andlise dos dados

Tempo: Registou-se em grafico a actividade média (+
SEM) com veiculo, apenas cocaina e cada dose do composto
de ensaio isolado + cocaina por periodos de 10 min.

Efeito maximo: O periodo de 30 min em que a cocaina
(20 mg/kg) produz a actividade méxima ¢é utilizado para
determinar o efeito do composto de ensaio. Efectua-se uma
transformacdo logl0 das contagens médias do periodo de 30
min para cada sujeito a fim de homogeneizar as varidncias
para analises posteriores. Procedeu-se a uma analise
estatistica ANOVA e compara-se o veiculo e cada dose do
composto de ensaio + cocaina com apenas cocaina para
determinar os efeitos significativos (p<0,05) da dose.

Realizou-se uma regressdo linear utilizando o método dos
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"quadrados minimos"; ¢é feita uma regressdo das contagens
médias do periodo de 30 min por sujeitos ao longo da
porcdo descendente da curva contra a 1logl0 da dose do
compesto de ensaio. A ADS0 (dose que atenua a estimulacido
induzida por cocaina em 50%) é determinada & partir da

andlise de regressédo linear.

EXEMPLO 2

Andlise de discriminagdo rato droga no rato

As tarefas de discriminac¢ao da droga (Drug
Discrimination - DD) consistem num procedimento para
avaliacdo da capacidade de um composto para substituir um
farmaco psicoatcivo (tal como uma droga). O rato aprende a
utilizar estimulos interoceptivos farmacoldgicos para
indicar de entre dois ou trés manipulanda quais irdo
fornecer comida (aprendizagem dependente do estado). Estas
tarefas constituem o melhor modelo animal para examinar
efeitos "subjectivos" do farmaco. Além disso, 0s
procedimentos DD podem ter a capacidade para, em
determinados casos, medir de modo 1ndependente varios
efeitos subjectivos diferentes de um farmaco, incluindo
alguns que promovem o abuso de drogas (euforigénicos) e
outros que detém o abuso de drogas (nocioceptivos).

Os efeitos potenciadores ou preventivos do abuso de
drogas dos compostos de ensaio sdo avaliados num modelo de
discriminag¢do da cocaina em ratos.

(Colpaert FC (1986) Drug discrimination: behavioral,
pharmacological and molecular mechanisms of discriminative
drug effects, 1in Behavioral Analysis Of Drug Dependence,
Goldberg SR and Stolerman IP eds, pp 161-193, Academic

Press, Orlando).
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Métodos

Sujeitos: Foram conduzidos estudos em ratos Sprague-
Dawley machos. Todos os animails sdo alojados num viveiro
com temperatura e humidade controlada, com um ciclo de 12
horas luz/escuriddo (luzes ligadas as 7 horas da manhi).
Todas as experiéncias sdo conduzidas durante a fase de luz
do ciclo luz/escuro, entre as 8 da manhd e as 3 horas da
tarde. Os ratos foram mantidos a aproximadamente 80-85% do
peso corporal ad 1ib.

Discriminacd@o da Cocaina. 0Os ratos sédo alimentados
diariamente com cerca de 15 g de racdo de laboratdrio
padrao pelo menos 30 min depois do teste, mantendo-os nos
respectivos pesos individuais ac longo do estudo. Os
sujeitos sao diariamente testados em camaras de
condicionamento operante com duas alavancas. Existe ruido
branco durante o© teste para mascarar sons estranhos. A
iluminagdo ambiente é feita com uma lampada em cima, ao
centro do painel frontal (luz doméstica). As alavancas
estdo dispostas com um intervalo de 17 cm, com pares de
lampadas (diodos emissores de 1luz, LEDs) sobre cada uma
das alavancas, também no painel frontal. As zrespostas
reforcadas dispensam uma bola de 45 mg numa bandeja de
alimento centrada entre as alavancas, no painel frontal da
camara. Os sujeitos sdo inicialmente treinados para
carregar em ambas as alavancas num programa de proporcao
fixa de 10 respostas (FR 10) de refor¢o com alimento e
para discriminar injecgles i.p. de 29 umol/kg de cocaina
(10 mg/kg) de injecgdes i.p. de soro fisioldgico Depois da
injecgédo de cocaina, as respostas em apenas uma das
alavancas sao reforgadas, depois da injecgdo com  SOro

fisioldégico sdo reforcadas as respostas na outra alavanca.
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A atribuicdo das alavancas apropriadas para cocaina ou
para soro fisioldgico sdo contrabalancadas em todos o0s
ratos. Imediatamente apdés a 1injecg¢do, os ratos séo
colocados dentro de cémaras experimentais. Um periodo de 5
min de repouso, durante o gual a luz e o0s LEDs estdo
apagados e as respostas ndo comportam consequéncias
programadas precede a ilumina¢do da luz e dos LEDsS. Apenas
as respostas na alavanca adequada s&o reforcadas e as
respostas na alavanca inadequada reinicia o requisito de
resposta FR. Cada apresentacdo de comida é seguida de um
periocdo de repouso de 20 s, durante o qual todas as luzes
estdo apagadas e as respostas nao sao seguidas de
consequéncias programadas. As sessfes terminam apdés 20
apresentacgdes de comida ou 20 min, O que ocorrer primeiro.
SessBes de treino com injecgdes de cocaina (C) e soro
fisiolégico (S) sdc conduzidas diariamente, durante 5 dias
por semana e numa sequéncia de dupla alternadncia (por
exemplo SCCS).

Os testes foram iniciados quando o©0s desempenhos
atingem critérios de pelo mencs 85% de resposta adequada
global e durante o0s primeiros FR 10 da sessdoc durante
quatro sessdes consecutivas. Doses seleccionadas dos
compestos de ensalo foram administradas po em alturas
diferentes, até 360 min apds a injecgldo para examinar a
evolucgdo no tempo dos efeitos do estimulo de
discriminag¢do. Depois de uma sessdo de ensaio, espera-se
gue o sujeito cumpra os critérios de  desempenho
anteriormente mencionados durante duas sessdes de treino
consecutivas (cocaina e soro fisioldgico) para @ ser
novamente submetido ao teste. S3ao conduzidas sessdes de

ensaio repetidas com pelo menos duas sessGes de treino
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entre cada ensaio até estarem determinados o0s efeitos
integrais da dose em cada sujeito. As sessdes de teste sdo
idénticas as sessbes de treino, com a uUnica excepg¢do de 20
respostas consecutivas em qualquer alavanca 530
reforcadas.

Para cada um dos ratos estudados no procedimento de
discriminagdo da cocaina, calculam-se a taxa de respostas
global e a percentagem de respostas gue ocorre na alavanca
apropriada da cocaina. Os valores médios sido calculados
para cada medigdo em cada dose de farmaco. Se menos de
metade dos ratos respondeu a uma dose particular, ndo se
calcula o valor médio para a percentagem de respostas
apropriadas a «cocaina a essa dose. Adoptou-se como
critério de conservagdo pelo menos 20% de respostas
apropriadas & cocaina, para assumir uma diferencga
significativa do soro fisioldégico; 80% ou mals de
respostas apropriadas a cocaina é tomado como semelhante a
dose de treino da cocaina e niveis intermédios de
respostas apropriadas a cocaina 530 considerados
substituicdo parcial.

Andlise dos dados. Os resultados dos estudos de
discriminacao da cocaina sdo avaliados com dados
recolhidos durante toda a sessdo, que duram no maximo 20
min,

Se um sujeito especifico ndo completar um programa a
taxa fixa durante o0s testes, o0s respectivos dados sao
incluidos na média da taxa de respostas mas nado sao
incluidos na média da percentagem de respostas na alavanca
da cocaina. Calcula-se um valor ED50 utilizando analise de
regressao linear para 0s compostos de ensaio que

substituem a cocaina (>80% de respostas apropriadas ao
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farmaco). Para o©0s compostos de ensaio que substituem
parcialmente a cocaina (>20%5 e <80% de respostas

apropriadas) a menor dose gue produz substituigdo maxima e
a percentagem dada. Para os compostos que ndc substituem a
cocaina (<20% resposta apropriada ao farmaco) ¢é calculada
a maior dose testada.

EXEMPLO 3

Teste de auto-administracdo no rato

O teste de auto-administracdo de farmaco € um método
muito divulgado para estudar as propriedades de reforc¢o de
uma droga (como a cocaina) e os efeitos de varios
compostos nestas propriedades de recompensa. Neste teste,
0 rato é treinado para "trabalhar" a fim de receber uma
administragcdo oral ou intravenosa de drogas. Este método
comportamental permite avaliar se um composto de ensaio
tem algum efeito nas propriedades de reforgco de uma droga
indutora de dependéncia. (CaineS.B.; Lintz R; Koob G.F.:
Intravenous drug self-administration techniques in
animals. In: Behavioral Neuroscience: A Practical
Approach. ed. por A. Sahgal pp 117-143, Oxford University
Press, Nova Iorque. 1993; Fischman MW, Behavioral phar-
macology of cocaine J.Clin Psychiatry. 1988 Fev; 49
Supl:7-10).

Método

Sujeitos

Ratos Sprague - Dawely machos, ccm peso entre 350-400
g sdoc alojados em grupos de 3 numa gaiola e é-lhes
fornecida acesso ad Iibitum a alimento e 4agua e sdo
mantidos num ciclo de 12 h luz-escuriddo.

Auto-Administracdo



Todos os animais foram cirurgicamente implantados com
um cateter Jugular silastico sob anestesia com quetamina
(60 mg/kg IP) e pentobarbital de sédio (20 mg/kg ip). O
cateter passou subcutaneamente para uma por¢do exposta do
cranio onde fica fixo com acrilico dentdrio a quatro
parafusos de aco inoxiddvel inseridos no cranio. A altura
de sessdo de auto-administragdo (normalmente 6 dias por
semana) o cateter ¢ ligado a um sistema giratdério através
de uma mola metalica, que estd, por sua vez, ligada a uma
bomba de perfuséo.

Sete dias ap6s a cirurgia, o0s animais sdo deixados
aceder durante 2 h por dia a uma alavanca metdlica montada
na parede lateral de uma gaiola de condicionamento
operante normalizada, a 3 cm do chdao da gaiola. A forga
necessdria para carregar na alavanca é, em média, de 30
gramas (entre o©s 25 e 0s 35 gramas em gaiolas diferentes).
As préprias gaiolas sdo colocadas dentro de salas com
amortecimento sonoro. Encontram-se duas alavancas em cada
camara operante, uma alavanca produz uma perfusdo de
droga, enquanto a outra permanece inactiva ao 1longo de
todas as sessbes. A alavanca activa resulta numa injecgéo
intravenosa de 0,1 ml de <cloridrato de <cocaina (0,50
mg/kg/injecgdo) dissolvido em 0,9% de soro fisioldgico e
administrada ao longo de 4s. Um sistema giratdrio permite
gue o animal se desloque livremente na gaicla. Coincidindo
com o 1inicio da injecgdo, ¢ ligada uma luz de estimulo,
localizada 1 cm acima da alavanca na mesma parede lateral
da camara operante durante 20s, durante esse periodo a
alavanca permanece 1inactiva. Carregar na alavanca enquanto
a luz do sinal estava apagada foi reforg¢ado segundo um

programa de reforgco continuc (taxa fixa 1, FR-1)- Assim
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gue os animais revelaram consumo estavel da droga ao longo
de trés dias (um intervalo de menos de 15% do consumo
didrio ao longo de trés dias) o programa de auto-
administragdo é trocado por um FR1I0Q até estabilizar (15-20
dias) e depois da-se inicio ao estudo. Num dia de ensaio,
0s animiais s&do submetidos a um pré-tratamento ip
imediatamente antes do inicio da sessdo com o composto de
ensaio. Sdo utilizadas doses diferentes do composto de
ensaio. Cada dose ¢ testada apenas uma vez por cada animal
utilizando um esquema do quadrado latino. Pelo menos dois
dias de auto-administracido de referéncia separam os dias
de ensaio da droga.

Andlise dos dados

O numero total de reforcos ganhos durante a sessdo de
120 min é registado e computa-se a andlise estatistica dos
dados utilizando uma andlise de varidncia factorial de um
factor com medi¢des repetidas (ANOVA) ou teste t de
Student quando apropriado. Comparacdes de médias
individuais sdo efectuadas com o teste a posteriori de
Newman-Keuls.

EXEMPLO 4

Sensibilizacdo comportamental induzida pela cocaina

em ratos.

A dependéncia de drogas é um comportamento patoldgico
caracterizado por uma procura e consumoc compulsivo de
droga. Um modelo animal destas alteragdes comportamentais
consiste no aumento duradouro da actividade locomotora
induzida pela administracgao repetida de drogas
psicoestimulantes em roedores (Robinson et al., 1993)
conhecida como sensibiliza¢do comportamental induzida por

drogas. O efeito dos compostos de ensaio ¢ avaliado num
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modelo de sensibilizagdo comportamental induzida por
cocaina.

Método

Sujeitos: S3o utilizados ratos Wistar machos entre
200-250 g de peso a chegada.

Dispositivo para avaliagdo da actividade locomotora.
A actividade locomotora ¢é medida em dezasseis gaiolas
idénticas em arame metdlico, pendentes, medindo cada uma
36 ¢cm (L) x 25 cm (L x 20 cm (A). Cada gaiola continha
dois conjuntos de células fotoeléctricas emissoras-—
detectoras de infravermelhos, posicionadas ao longo do
eixo longitudinal 1 cm acima da grelha do chdo e a 8 cm da
parte da frente e parte de tras da gaiola. O ruido de
fundo ¢ criado por um gerador de ruido brancoc. O movimento
no interior das gaiolas produziu interrup¢des das células
fotoeléctricas, que ficam automaticamente registadas por
um computador IBM compativel.

Procedimento de sensibilizagcdo e tratamento. Os
animais sdo habituados as camaras de actividade locomotora
durante 2-3 dias consecutivos antes da experiéncia.
Animais receberam 5 injecgdes ip didrias de cocaina (15
mg/kg) ou soro fisicldégico e qualgquer um dos compostos de
ensaio (40-100 mg/kg ip) ou respectivo veiculo e registou-
se a actividade locomotora durante 3 horas. Dez dias
depois da Ultima injeccdoc de cocaina ou de @ soro
fisiclégico (dia 15), os animais sdo desafiados com 15
mg/kg de cocaina na auséncia do composto de ensaio e
controla-se novamente a actividade locomoctora durante 3 h.

No guinto dia de tratamento com cocaina, o©0s animais
submetidos a pré-tratamento 1ip com veiculo revelaram uma

resposta locomotora maior (20% superior ao primeiro dia, p
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<0,05). Dez dias depois da ultima injeccdo de cocaina ou
de soro fisioldgico os animais sdo desafiados com 15 mg/kg
de cocaina na auséncia do composto de ensaio e controla-se
novamente a actividade locomotora durante 3 h. Prevé-se
gue o0s ratos submetidos a tratamento prévio com cocaina e
gue ndo receberam o composto de ensalio revelem uma maior
resposta em termos de actividade locomotora a cocaina (30
% maior do gue no primeiro dia, p <0,05). Se os ratos que
foram submetidos a pré-tratamento com o composto de ensaio
durante os 5 dias de tratamento com cocaina ndo revelaram
um aumento da actividade locomotora, o composto de ensaio
¢ considerado como tendo um efeito na prevencdo da
toxicodependéncia psicoestimulante. (Koob, G.F., Sanna,
P.P. & Bloom, F.E. Neuron 21,467-4761998; RobinsonT.E. &
Berridge K.C. The neural basis of drug craving: an
incentive-sensitization theory of addiction. Brain Res
Brain Res Rev 18, 247-91, 1993)

Andlise dos dados. Os dados (numero total de
interrup¢gdes do feixe em 3 horas) sdo analisados
utilizando ANOVA em dois factores, com medigdes repetidas
em um factor, incluindo os quatro grupos experimentais
(isto é SOro fisioldgico/veiculo, SOro
fisicldgico/composto de ensaio, cocaina/veiculo e
cocaina/composto de ensaio) e dois momentos (dia 1 e dia
5), seguido de andlise dos efeitos simples. Utiliza-se uma
segunda analise ANOVA em dois factores com medigdes
repetidas em um factor para comparar o dia 1 e o dia do
desafio, seguido de um teste post hoc de Newman-Keuls.

EXEMPLO 5

Ensaios de discrimina¢do de mrogas em macacos
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A discriminacgédo da cocaina é uma analise
comportamental amplamente utilizada para avaliar
medicagdes de tratamento candidato. A poténcia e evolugdo
temporal dos efeitos comportamentais do tipo da cocaina
produzidos por uma administra¢do aguda do composto de
ensaio sd0 determinadas neste procedimento.
Especificamente, o composto de ensaio é administrado seja
iscladamente seja como pré-tratamento da cocaina em
macacos rhesus treinados para discriminar 0,4 mg/kg de
cocaina do soro fisioldgico.

Método

Sujeitos: 0Os sujeitos sd3o macacos rhesus machos
adultos (Macaca mulatta). 08 macacos sdo mantidos com uma
dieta de 3-4 biscoitos para macaco (Purina Monkey Chow
Jumbo ref? 5037) e um peda¢o de fruta fresca por dia para
além de granulado com sabor a fruta fornecido durante as
sessdes operantes. A 4gua encontra-se livremente a
disposicdo para todos o©0s macacos a qualgquer altura. Os
macacos sao alojados numa sala com temperatura e humidade
controlada, com um ciclc de 12 horas luz/escuridido (luzes
ligadas das 7 horas da manhd até as 7 horas da tarde).

Aparelho. Cada macaco ¢ alcjado individualmente numa
cédmara em ago inoxidavel bem ventilada (5¢ x 71 x 69 cm).
As gaiclas de alojamento de todos 0s macacos sSao
modificadas para incluir um painel operante (28 3 28 cm)
montado na parede da frente. Trés teclas de resposta
guadradas, transltcidas (6,4 x 6,4 cm) encontram-se
dispostas com um intervalo de 2,54 c¢m, numa linha
horizontal de 3,2 cm a contar do topo do painel operante.
Cada tecla pode ser iluminada por luzes de estimulo

vermelhas ou verdes (LEDs superbrihantes). O painel
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operante pode ainda suportar um dispensador de granulado
montado exteriormente (Gerbrands, Model G5210) que fornece
1 g de granulado alimentar para um receptdculo de alimento
montado na gaiola sob o painel de resposta operante. O
funcionamento dos painéis operantes e a recolha dos dados
sdo realizados com um computador localizado numa sala
separada.

Treino da discriminacéo. Os procedimentos de
discriminag¢do da droga sdo semelhantes aos utilizados
noutros estudos (Lamas X, Negus SS, Hall E e Mello NK
(1995) da relagao entre 08 efeitos do estimulo
descriminante e concentracdes de cocaina intramuscular no
plasma de macacos rhesus. Psychopharmacology 121:331-338;
Negus SS3, Mello NK, Portoghese PS, Lukas SE and Mendelson
JH (1995) Role of delta opioid receptors 1in the
reinforcing and discriminative stimulus effects of cocaine
in rhesus monkeys. J Pharmacol Exp Ther 273: 1245-1256.;
Negus SS, Mello NK, Lamas X and Mendelson JH (1996) Acute
and chronic effects of flupenthixol on the discriminative
stimulus and reinforcing effects of cocaine in rhesus
monkeys. J Pharmacol Exp Ther 278: 879-890.

As sessdes de discriminacdo consistem em multiplos
ciclos e sdo conduzidos 5 dias/semana. Cada ciclo
consistiu num pericdc de repouso de 15 min, seguidc de um
pericdo de resposta de 5 min. Durante o periodo de
repouso, todas as luzes de estimulo encontram-se
desligadas e as respostas ndo tinham qualquer consequéncia
programada. Durante o periodo de resposta, as teclas de
resposta direita e esquerda sdo 1luminadas com cor
vermelha ou verde e 08 macacos podem receber até 10

bolinhas de alimento ao responder sob programa de taxa
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fixa (FR) 1gual a 30 de apresentac¢do de alimento. Para um
grupo de macacos, a tecla da esquerda ¢ iluminada com cor
verde e a tecla da direita é iluminada com cor vermelha.
Para o outro grupo de macacos, as cores das teclas de
resposta encontram-se invertidas. A tecla central nunca é
iluminada e a resposta na tecla do centro ndo provoca
gqualquer consequéncia programada. Se todo o granulado de
alimento disponivel for apresentado antes do fim do
periodo de resposta de 5 min, sdo desligadas as luzes de
estimulo que iluminam as teclas de resposta e as respostas
seguintes ndo tém consequéncias programadas durante o
resto do periodo de resposta. Nos dias de treino, o0s
macacos recebem uma injecg¢do i.m. de soro fisioldgico ou
0,40 mg/kg de cocaina, 5 min apdés o inicio de cada periodo
de repouso (isto é, 10 min antes do periodo de resposta).
Depois de administrado o scro fisioldgico, sO as respostas
na tecla verde (tecla apropriada para o soro fisioldgico)
apresentam alimento, enquanto a seguir a administracgdo de
0,40 mg/kg de cocaina sé a resposta na tecla vermelha
(tecla apropriada para a droga) apresenta alimento.
Respostas na tecla errada reiniciam o© requisito FR na
tecla apropriada. As sessdes diarias consistem em um a
cinco ciclos e se a dose de treino de cocaina for
administrada, ¢ administrada apenas durante o Ultimo
ciclo. Deste modo, o0s dias de treino consistem em 0-5
ciclos de soro fisioldgico seguidos de 0-1 ciclos da
droga.

Durante o periodo de resposta de cada ciclo, séo
determinadas trés varidveis dependentes: 1) percentagem da
resposta apropriada a 1injeccdo antes da aplicagi@€o do

primeiro reforgo [(respostas apropriadas & injeccédo dadas
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antes do 1° reforgo/total de respostas dadas antes do 1°
reforgo) x 100]; 2) percentagem de respostas apropriadas a
injecgdo durante todo o periodo de resposta [(respostas
apropriadas a injecgdo dadas durante o pericdo de
resposta/total de respostas dadas durante o periodo de
resposta) x 100] e 3) taxa de respostas (total de
respostas dadas durante o periodo de resposta/total de
tempo em que as luzes de estimulo foram acendidas).
Considerou-se que 0Ss macacos adquiriram discriminag¢doc da
cocaina quando os seguintes trés critériocs foram cumpridos
por sete de oito sessbBes de treino consecutivas: 1) a
percentagem de respostas apropriadas a injeccdoc antes da
aplicagdo do primeiro reforg¢o ¢ maior ou igual a 80% para
todos os ciclos; 2) a percentagem de respostas apropriadas
a injecgdo para todo o ciclo é maior ou igual a 90% para
todos o0s ciclos e 3) pelo menos uma bolinha ¢é ganha
durante todos o0s ciclos de treino.

Treino da discriminagdo. Assim que 0SS macacos cumprem
0s critérios de discriminacdo da cocaina, da-se inicio aos
testes. As sessdes de teste sdo idénticas as sessdes de
treino com excepgdo da resposta a gualquer uma das teclas
apresentar alimento e a cocaina ou os compostos de ensaio
serem administrados como descrito sbaixo. Foram conduzidas
duas séries de experiéncias para caracterizar os efeitos
do composto de ensaioc administrado isoladamente ou como
cocaina em  pré-tratamento. Na primeira série de
experiéncias, foli determinado o tempo dos efeitos do
composto de ensaio. Uma unica dose do composto de ensaio
(1 - 100 mg/kg) ¢é administrada no inicio da sessdo de
teste e iniciam-se periodos de resposta de 5 min apds 10,

30, 100 e 300 min. Na segunda série de experiéncias, foram
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determinados os efeitos do pré-tratamento do compcsto de
ensaio na discriminacdo da cocaina. Uma unica dose do
composto de ensalo é administrada numa altura apropriada
antes da sessdo de ensalo em gque se determina a curva
dose-efeito cumulativa da cocaina (0,013-1,3 mg/kg). Em
geral, a droga do ensaio ¢ avaliada até doses que produzem
uma alterag¢do significativa da curva dose-efeito da
cocaina ou diminuem as taxas de resposta para menos de 0,1
respostas/seqg, média calculada ac longo de toda a sesséoc.

Andlise dos dados. A percentagem de resposta
apropriada & cocaina (na totalidade do periodo de
resposta) e as taxas de resposta encontram-se registadas
em graficos em funcdo do tempo apds administracdo do
composto de ensaio (para estudos da evolugdo do tempo) ou
a dose cumulativa de cocaina (para os estudos de pré-
tratamento do composto de ensaio). A percentagem de
resposta apropriada & cocaina para um dado ciclo foi
incluida na analise apenas caso o macaco dé pelo menos 30
respostas durante o ciclo (isto €, respostas suficientes
para resultar na apresentagcdo de um reforgo). S3ao
definidos valores ED50 como sendo a dose do composto de
ensaio ou cocaina que produz 50% de resposta apropriada a
cocaina e sdo calculados pela interpclagdo linear a partir
de curvas dose-efeito por sujeito individual. Para cada
compesto de ensaio foram calculades os valores EDS0 a
partir dos dados obtidos no momento aproximado do pico de
efeito.

EXEMPLO 6

Teste de auto—administracdc no macaco

Os procedimentos de auto-administragdo em animais de

laboratério s&do frequentemente utilizados para avaliar
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medicagbes candidatas a gestdo da dependéncia da cocaina e
drogas estimulantes psicomotoras relacionadas.
Normalmente, as experiéncias sao conduzidas para
determinas a forma como as drogas alteram as taxas de
resposta ou o numero de injec¢les i.v. num Unico programa,
com reforgos em conseguéncia de um numero fixo e
progressivamente crescente de respostas, isto é taxa fixa
(FR) ou programas de taxa progressiva (Mello NK and Negus
SS (1996) Preclinical evaluation of pharmacotherapies for
treatment of cocaine and opioid abuse using drug self
administration procedures. Neuropsychopharmacology 14:375-
424). Nesta pesquisa, a comparacdo das alteragdes entre o
comportamento de auto-administragido e desempenho mantido
por outroc reforco, tal como apresentacdo de alimento, pode
proporcionar uma escala de selectividade comportamental
nos efeitos de uma medicacdc cadidata (Woolverton WL
(1996) Intravenous self-administration of cocaine
underconcur-— rent VI schedules of reinforcement.
Psychopharmacolo- gy 127:195-203.; Negus SS, Brandt MR,
and Mello NK (1999) Effects of the long-acting monoamine
reuptake inhibitor indatraline on cocaine self-
administration in rhesus monkeys. J Pharmacol Exp Ther
291:60-69; Caine SB, Negus SS, and Mello NK (2000) Effects
of dopamine D1 -like and DZ-1like agonists on cocaine self-
administra- tion in rhesus monkeys: rapid assessment of
cocaine dose-effect functions. Psychopharmacoleogy 148:41-
51).

Método

Sujeitos: 0Os sujeitos sdo macacos rhesus machos
adultos (Macaca mulatta). 08 macacos sdo mantidos com uma

dieta de 3-4 biscoitos para macaco (Purina Monkey Chow



Jumbo ref? 5037) e um pedac¢o de fruta fresca por dia para
além de granulado com sabor a fruta fornecido durante as
sessBes operantes. A A4gua encontra-se livremente a
disposigdo para tocdos os macacos a gqualgquer altura. Os
macacos sao alojados numa sala com temperatura e humidade
controlada, com um ciclo de 12 horas luz/escuriddo (luzes
ligadas das 7 horas da manhd até as 7 horas da tarde).
Procedimentos cirtrgicos. Cateteres em borracha de
silicone de duplo lumen (i.d. 0,7 mm o.d. 2,0 mm) foram
implantados na veia Jjugular ou femoral, saindo na regido
escapular média. Todos os procedimentos cirtrgicos séo
executados em condig¢bes assépticas. OCs macacos sao
inicialmente sedados com guetamina (5 mg/kg) e é induzida
anestesia com tiopental de sdédio (10 mg/kg, 1.v.). Além
disso, 0s macacos sdo tratados com 0,05 mg/kg de atropina
para reduzir salivacdo. Na sequéncia da insercdoc do tubo
traqueal, é mantida a anestesia com isoflurano (1-1,5% em
oxigénio). Depols da cirurgia administra-se Aspirina ou
acetaminofeno (80-160 mng, p.0.) durante 3 dias.
Administra-se um antibidético procaina penicilina G
(300.000 U/dia, 1i.m.) todos os dias durante 5 dias. O
cateter 1.v. é protegido por um sistema de fixacdo gue
consiste num colete de nylon ajustado a medida ligado a um
cabo de ag¢o inoxidavel flexivel e pivd de fluidos (Lomir
Biomedical, Malone, NI). Este sistema de fixacdo flexivel
permite liberdade de movimentos aos macacos. A paténcia do
cateter ¢é avaliada periodicamente por administracdoc 1i.v.
de um barbitudrico de curta duragdo, meto-hexital (3 mg/kg,
i.v.) O cateter é considerado patente se a administracdo
i.v. de meto-hexital produz uma perda to tonos muscular no

espago de 10 s.
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Aparelho comportamental: Cada macaco ¢ alojado
individualmente numa cdmara em ag¢o inoxidavel bem
ventilada (64 x 64 x 79 cm). As gaiolas de alojamento de
todos o0s macaccos sdc modificadas para incluir um painel
operante (28 x 28 cm) montado na parede da frente. Trés
teclas de resposta quadradas, transltucidas (6,4 x 6,4 cm)
encontram-se dispostas com um intervalo de 2,54 c¢m, numa
linha horizontal de 3,2 cm a contar do topo do painel
operante. Cada tecla pode ser iluminada por luzes de
estimulo vermelhas ou verdes (LEDs superbrihantes). O
painel operante pode ainda suportar um dispensador de
granulado montado exteriormente que fornece 1 g de
granulado alimentar com sabor a fruta para um receptaculo
de alimento montado na gaiola sob o painel de resposta
operante. Além disso, duas bombas de seringa (modelo B5P-
IE; Braintree Scientific, Braintree, MA, ou modelo 980210;
Harvard Apparatus, South Natick, MA) encontram-se montados
em c¢ima de cada gaiola para administracdoc de soro
fisicldégico ou solugdes da droga através dos dois lumen
dos cateteres i.v. O funcionamento dos painéis operantes e
a recolha dos dados s&o realizados com um computador
localizado numa sala separada.

Procedimentos de treino iniciais. Os procedimentos
para a avaliagdo das respostas mantidas por cocaina e
alimento foram similares aos empregues noutros estudos
(Negus SS, Mello NK, Portoghese PS and Lin CE (1997)
Effects of kappa opioids on cocaine self-administration by
rhesus monkeys. J Pharmacol Exp Ther 282:44-55; Negus SS,
Mello NK, Portoghese PS, Lukas SE e Mendelson JH (1995)
Role of delta opioid receptors in the reinforcing and

discriminative stimulus effects of <cocaine 1in rhesus
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monkeys. J Pharmacol Exp Ther 273:1245-1256). Segundo um
protocolo bédsico, ¢ alimento e injeccdes i.v. encontram-se
a disposigdo durante trés componentes alternados. Tanto o
alimento como as injecgdes i.v. encontram-se disponiveis
segundo um programa de reforgo FR30. Uma luz vermelha ¢é
associada a apresentagdo de alimento e uma luz verde ¢
associada as injecgbes da droga. O componente de alimento
e de droga sdo separados por um periodo de repouso de 5
min. A totalidade da sessdo alimento-droga-alimento dura
120 min e ¢ executada diariamente entre as 15 e as 17
horas. Durante o treino, a soluc¢do disponivel para auto-
administracdo durante o componente droga é alternada entre
0,032 mg/kg(inj de cocaina e soro fisioldgico. Os macacos
sdo treinados até cumprirem os seguintes critérios de
auto-administracéo estdvel de cocalina: 1) 3 dias
consecutivos durante o0s gquais a taxa de resposta durante o
componente droga de cada sessdo difere em ndo mais de 20%
da taxa de resposta do componente droga média; 2) extincido
rapida do soro fisioldgico, segundo a indicagdo de uma
diminuicdo das taxas de resposta do componente droga no
primeiro dia de substituigdo por soro fisioldgico.

Teste de auto-administracdo. Assim que 0©0S macacos
atingem os critérios de niveis estaveis elevados de auto-
administracdo de cocaina e alimento, da-se inicio aos
testes utilizando sessdes de substituicgdo, nas quais doses
diferentes de <cocaina (0,00032-0,1 mg/kg/injecgdo) sdo
substituidas pelas condigcdes da dose de treino soro
fisiolégico/cocaina. A dose de manutengdo de cocaina foi
restabelecida depois de cada teste de substituicéo,

durante um periodo de pelo menos 4 dias e até o numero de
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reforcos por dia mantido pela cocaina e alimento regressar
aos niveis de referéncia.

Avaliag¢do do composto de ensaio. 0Os compostos de
ensaio sdo avaliados utilizando um teste do procedimento
do tratamento. Uma primeira experiéncia examina os efeitos
de tratamento ndo-contingente com soro fisioldgico ou
composto de ensaio em respostas de alimento e de cocaina.
Os compostos de ensalio sdo administrados i.m. (ou 1i.p. e
p.o.) antes da sessdo. O0s compostecs de ensaio serdo
administrados até doses que produzem ou uma mudanca
estatisticamente significativa no ramo ascendente da curva
dose-efeito da auto-administracdo de cocaina ou eliminam
as respostas durante o primeiro componente de alimento.
Numa segunda experiéncia, pelo menos trés doses dos
compostos de ensaio sdo avaliadas como pré-tratamentos
para uma dose unitdria de cocaina no pico da curva dose-
efeito da cocaina. Estes estudos iniciais sdo utilizados
para identificar uma dose do composto de ensaio que seja
activa do ponto de vista comportamental no procedimento de
auto-administracdo da droga. Assim que a dose activa do
ponto de vista comportamental da droga em ensaio ¢
identificada, essa dose ¢ administrada como pré-tratamento
a uma série de diferentes doses unitarias de cocaina.
Deste modo, pode ser determinado o efeito de uma dose
activa do ponto de vista comportamental da droga de ensaio
na totalidade da curva dose-efeito da cocaina. Outras
doses dos compostos de ensaio podem ainda ser testadas.

Andlise dos dados. O numero total de injecgdes ou
bolinhas de alimento apresentadas por dia pode ser
determinado como a taxa de resposta. Os dados dos efeitos

do composto de ensaio na auto-administracdo da cocaina séo
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avaliados wutilizando ANOVA em um ou dois factores. Uma
andlise ANOVA significativa fol seguida de comparagdo das
médias individuais utilizando o ensailo post hoc de Duncan.

O critério da significancia foil estabelecido em p<0,05.
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REIVINDICACOES

1. Utiliza¢dao dos compostos seleccionados a partir de:

2—(4-Benziloxibenzilamino) propanamida;
2-[4-(2-Metoxibenziloxi)-benzilamino]propanamida;
2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]propanamida;
(S)—(+)-2-[4-(2-Fluorcbenziloxi)-benzilamino]propanamida;
(S)—(+)-2-[4-(3-Fluorcbenziloxi)-benzilamino]propanamida;
2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino] -2-metil-propanamida;
2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-N-metil-propanamida;
N-{2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilaminoc] }propionil-
pirrolidina;
2-[4-(3-Metoxibenziloxi)-benzilamino]propanamida;
2-[4-(3-Cianobenziloxi)-benzilamino]propanamida;
2-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]propanamida;
2-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-metil-propanamida;
2-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino] -N-metil-propanamida;
N-{2-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino] }propionil-
pirrclidina;
2-[4-(4-Fluorobenziloxi)-benzilamino]propanamida;
2-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-Z2-metil-propanamida;
2—[4-(2-Clorobenziloxi)-benzilamino]propanamida;
2-[4-(3-Clorobenziloxi)-benzilamino]propanamida;
2—(4-Benziloxibenzilamino)-3-hidroxi-propanamida;
2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino] -3-hidroxi-propanamida;
2—[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilaminoc] -3-hidroxi-propanamida;
2-(4-Benziloxibenzilamino)-3-hidroxi-N-metil-propanamida;
2—-[4-(2-Fluorcbenziloxi) -benzilamino]-3-hidroxi-N-metil-

propanamida;



(3]

2—-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-3-hidroxi-N-metil-
propanamida;
2—-[4-(2-Clorobenziloxi)-benzilamino]-3-hidroxi-N-metil-
propanamida;
2—-[4-(3-Cianobenziloxi)-benzilamino]-3-hidroxi-N-metil-
propanamida;
2—-[4-(3-Cianobenziloxi)-benzilamino]-2-metil-3-hidroxi-N-
metil-propanamida;
2-[4-(3-Clorobenziloxi)-feniletilamino]propanamida;
2-{4-[2-(3-Fluorofenil)-etiloxi]benzilamino}propanamida;
2—-{4-[2-(3-Fluorofenil)-etil]lbenzilamino]propanamnida;
2—-[N-(4-Benziloxibenzil)-N-metilamino]propanamida;
2-{4-[(3-Clorobenziloxi)-feniletil]-aminoc}propanamida;
2-[4-Benziltiobenzilamino]propanamida;
2-[4-(2-Fluorobenziltio)-benzilamino]propanamida;
2-[4-(3-Fluorobenziltio)-benzilamino]propanamida;
2-[4-(3-Fenilpropiloxi)-benzilamino]propanamida;
2-[4-(4-Fenilbutiloxi)-benzilamino]propranamida;
2-[4-(5-Fenilpentiloxi)-benzilamino]propanamida;
2-(4-Benziloxibenzilamino)-3-fenil-N-metil-propanamida;
2—(4-Benziloxibenzilamino)-3-metil-N-metil-butanamida;
2-(4-Benziloxibenzilamino)-2-fenil-acetamida;
2—-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-fenil-acetamida;
2—-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-fenil-acetamida;
2—-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzil-N-metilamino]-2-fenil-
acetamida;
2—[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzil-N-metilamino]-2-fenil-
acetamida;
2—-[4-(3-Clorobenziloxi)-benzilamino]-2-fenil-acetamids;
2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-(2-fluorofenil) -

acetamida;



2-[4-(2-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-(3-fluorofenil) -
acetamida;
2-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-(2-fluorofenil) -
acetamida;
2—-[4-(3-Fluorobenziloxi)-benzilamino]-2-(3-fluorofenil) -
acetamida;
2—-[4-(3-Clorobenziloxi)-benzilamino]-2-(3-fluorofenil) -
acetamida;

2—(4-(2-Tieniloxi)-benzilamino)propanamida;

ou seus isdmeros oOpticos, misturas e sais farmaceuticamente
aceitdveis para a preparagdo de um medicamento para o

tratamento da patologias aditivas.

2. Utilizacdo do composto de acordo com o definido na
reivindicagcdo 1 que €& (S)—-(+)-2-[4-(2-fluorobenziloxi)-

benzilamino]propanamida.

3. Utilizagdo do composto de acorde com ¢ definido na
reivindicagdo 1 que & (S)—-(+)-2-[4-(3-fluorobenziloxi)-

benzilamino]propanamida.

4. Utilizagdo dos compostos de acordo com o definidoc em
gualguer uma das reivindicagdes 1 a 3 em combinagdo com
agonistas da dopamina e/ou com levodopa, carbidopa,

benserazida e suas combinag¢des.

5. Utilizagao dos compostos de acordo com o definido
nas reivindicagées 1 a 3, em que o referido medicamento ¢
para ser administrado numa dose que varia de (0,3 a 100

mg/kg de peso corporal por dia.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

