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RESUMO

O cancer ¢ um dos principais problemas de saide mundial, na tltima década houve um
aumento de 20% na incidéncia e espera-se que para 2030 ocorram mais de 25 milhdes de
casos novos. Os quimioterdpicos inevitavelmente atacam células saudaveis, o que ¢
responsavel pela alta toxicidade relacionada a esses compostos. Por defesa, o organismo
libera estimulos para elimina-los, ocasionando nauseas e vOmitos. Isso faz com que os
pacientes, além das substancias quimioterapicas, precisem ser submetidos a mais doses de
farmacos antieméticos para ser possivel a conclusdo do tratamento. Nesse contexto, a
polifarmacologia surge como uma alternativa para amenizar esse problema, pois utilizando a
técnica de hibridagao molecular, ¢ possivel desenhar um composto bioativo que combata o
tumor e também atenue esse efeito adverso. Neste trabalho foram sintetizados derivados
indolizinicos que foram utilizados para a obtencdo de um composto com potencial atividade
dual, via hibridacdo molecular. Metodologias de sintese de amidas a partir de ésteres e acidos
carboxilicos foram empregadas, como o uso de catalisadores metélicos e carbodiimidas como
agentes de acoplamento. As moléculas obtidas foram caracterizadas por ressonancia
magnética nuclear (RMN) e a espectroscopia de infravermelho também foi aplicada em
alguns casos. Por fim, também foram efetuados estudos in silico para predizer aspectos
fisico-quimicos e a afinidade do hibrido sintetizado com alvos bioldgicos envolvidos no

cancer de mama e na fisiologia do vomito.

Palavras-chave: cancer; polifarmacologia; hibridagdo molecular; indolizina, émese



ABSTRACT

Cancer is one of the major global health problems. Over the past decade, there has been a
20% increase in its incidence, and by 2030, more than 25 million new cases are expected to
occur. Chemotherapeutic agents inevitably attack healthy cells, which accounts for the high
toxicity associated with these compounds. As a defense mechanism, the body releases stimuli
to eliminate them, leading to nausea and vomiting. Consequently, patients, besides receiving
chemotherapeutic substances, must also undergo additional doses of antiemetic drugs to
enable the completion of treatment. In this context, polypharmacology emerges as an
alternative to mitigate this issue, since through the technique of molecular hybridization, it is
possible to design a bioactive compound capable of both fighting the tumor and alleviating
this adverse effect. In this work, indolizine derivatives were synthesized and employed to
obtain a compound with potential dual activity via molecular hybridization. Amide synthesis
methodologies from esters and carboxylic acids were employed, including the use of metallic
catalysts and carbodiimides as coupling agents. The obtained molecules were characterized by
nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy, and infrared spectroscopy was also applied
in some cases. Finally, in silico studies were also carried out to predict physicochemical
properties and the affinity of the synthesized hybrid with biological targets involved in breast

cancer and in the physiology of vomiting.

Keywords: cancer; polypharmacology; molecular hybridization; indolizine, emesis
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1 INTRODUCAO

A expressdo ‘one drug, multiple targets’ define a polifarmacologia e tem atraido
muitos olhares da comunidade académica e da industria farmacéutica. O efeito que um
farmaco exerce depende da interagdo com seu sitio ativo dentro do organismo, isto ¢, a
resultante de forcas intermoleculares (interagdes hidrofobicas, eletrostaticas e estéricas) entre
a substancia bioativa e receptores bioldgicos. Desta forma, a polifarmacologia propde que se
uma substancia conseguir se ligar a mais de um alvo simultaneamente isso trard um efeito
terapéutico mais amplo (Samman, 2024).

Este conceito contrasta com o paradigma tradicional de um farmaco-um alvo e esta se
apresentando como uma abordagem inovadora pois, também abre caminhos para a otimizagao
de doses, permitindo a diminuicdo da quantidade de comprimidos a serem ingeridos, o que
representa um beneficio tanto para os proprios pacientes quanto para os cuidadores
responsaveis pela administragdo dos medicamentos, especialmente em populagdes idosas
(Samman, 2024).

A polifarmacologia também tem recebido uma atengao especial no estudo e tratamento
de doengas neurodegenerativas e do cancer, pois diversas proteinas e vias estdo envolvidas na
iniciacdo e progressao dessas doengas (Pinheiro et al., 2024; Samman, 2024). Além do mais,
no caso do cancer, por exemplo, os quimioterapicos convencionais atacam cé¢lulas saudaveis,
além das cancerigenas. Tal fato ¢ responsavel pela alta toxicidade relacionada a esses
compostos, e por defesa, o organismo libera estimulos para eliminé-los, ocasionando nduseas
e vomitos. Esse sintoma ¢ tdo persistente e debilitante no tratamento oncoldgico que € adotado
protocolos envolvendo o uso de antieméticos para prevencao e controle das nauseas e vomitos
induzidos por quimioterapia (NVIQ).

Portanto, neste contexto, além das substancias quimioterapicas, os pacientes precisam
ser submetidos a mais doses de farmacos antieméticos para ser possivel a conclusdo do
tratamento, o que muitas vezes acaba os desencorajando. Nesse sentido, a polifarmacologia
também pode ser utilizada para construir moléculas que além de combater o tumor, também
atenuem esse efeito colateral. A principal estratégia para se obter compostos multialvos € por
meio da hibridacdo, que ¢ uma técnica de desenho molecular que reune caracteristicas
estruturais de dois compostos bioativos em uma nova molécula que apresenta atividades duais

(Barreiro; Fraga, 2015).
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Considerando os conceitos acima, estudou-se o nucleo indolizina, cuja estrutura esta
presente na Figura 1, e pensou-se em utilizar a hibridagdo molecular para obter derivados

indolizinicos com agdo anticancerigena e antiemética, simultaneamente.

Figura 1: Estrutura da indolizina
—

/

Fonte: autoria prépria, 2025

1.1 CANCER

O cancer ¢ um dos principais problemas de saude publica mundial, na ultima década
houve um aumento de 20% na incidéncia e espera-se que para 2030 ocorram mais de 25
milhdes de casos novos. Na maioria dos paises, corresponde a primeira ou a segunda causa de
morte prematura - antes dos 70 anos. As transi¢des demograficas e epidemioldgicas pelas
quais o mundo tem passado, impactam no aumento da incidéncia desta doenga, pois o
envelhecimento, a mudanga de comportamento e o ambiente t€ém afetado a mobilidade, a dieta
e a exposi¢do a poluentes ambientais dos individuos (Santos, 2023).

Em um estudo publicado em 2023 pela Revista Brasileira de Cancerologia foi relatado
que, para o Brasil como um todo, as taxas de incidéncia de cancer apresentam um padrao de
169,6 casos por 100 mil habitantes. Esta taxa ¢ considerada intermediaria, pois a estimativa
mundial aponta variacdes entre 104,6 e 335,3 casos por 100 mil habitantes. Em relacdo ao
perfil epidemioldgico, o cancer de mama e o de prostata sdo os mais frequentes em mulheres e
homens, respectivamente, com exce¢ao do cancer de pele nao melanoma, que muitas vezes €
excluidos dos estudos estatisticos relacionados ao cancer por ser o mais comum no mundo,
mas que raramente leva a morte. Em seguida, observa-se uma prevaléncia decrescente dos
canceres de colon e reto, pulmao, colo do ttero, estdmago e cavidade oral (Santos, 2023).

O cancer ¢ caracterizado pelo crescimento descontrolado de células que originam um
tumor, conforme ilustrado na Figura 2. Este tumor ¢ causado, na maioria das vezes, pela
ativacdo de oncogenes e/ou desativacao de genes supressores de tumor, o que, por sua vez,
gera a progressdo descontrolada do ciclo celular e a inativagdo de mecanismos apoptoticos.
Essas alteracdes genéticas podem ocorrer por diversos mecanismos, como mutagdes €

desregulagdo de vias de sinalizagao celular, por exemplo (Sarkar, et al., 2013).
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Figura 2: Processo do desenvolvimento de carcinogénese
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Fonte: Freepik, 2025.

O desenvolvimento de terapias contra o cancer ¢ desafiador devido a heterogeneidade
de vias bioldgicas envolvidas na progressdo da patologia, além das variagdes existentes entre
os pacientes. O modelo de desenvolvimento de farmacos quimioterapicos que estd sendo
adotado atualmente, envolve o direcionamento simultaneo de multiplas caracteristicas da

doenca (Sarkar, ef al., 2013).

1.1.1 Nauseas e vomitos induzidos pela quimioterapia (NVIQ)

Néuseas e vomitos induzidos pela quimioterapia (NVIQ) impactam negativamente a
qualidade de vida dos pacientes oncoldgicos, podendo até desencorajar a conclusdo do
tratamento. E fundamental que seja feito uma prevengdo de NVIQ nas primeiras 24 h apos a
quimioterapia para reduzir a incidéncia deste efeito adverso nos dias subsequentes. Estudos
também demonstraram que o controle de NVIQ no primeiro ciclo quimioterapico também
afeta positivamente a ocorréncia nos ciclos seguintes (Aapro, ef al., 2018).

Um estudo feito em 2015 por Palli, et al., correlacionou diretamente o uso de
antieméticos com a adesdo da intervengdo terapéutica. Existem diretrizes que guiam a
prevencao das nauseas e vomitos induzidos por quimioterapia (NVIQ) e estudos comprovam
que o controle precoce da NVIQ ¢ vital para o manejo deste efeito adverso ao longo de todo o

tratamento (Aapro, et al., 2018).
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Entretanto, apesar dos avangos em terapias antieméticas, NVIQ ainda acomete cerca
de 70-80% dos pacientes com cancer, o que pode indicar barreiras ao uso destas diretrizes
pelos profissionais da satide e/ou uma baixa adesao ao tratamento antiemético pelos pacientes
em domicilio (Aapro, et al., 2018; Isidoro, et al., 2022).

Sabe-se que a principal causa deste efeito adverso ¢ a acdo direta dos quimioterapicos
no sistema nervoso central. No bulbo encefalico existe uma regido quimiorreceptora,
conhecida como “zona de gatilho”, conforme ilustrado na Figura 3, que constata a presenca de
substincias estranhas ao organismo e por protecdo libera estimulos para elimina-las. O
estimulo aferente liberado, viaja até o centro do vomito na medula, a qual é responsavel por
desencadear o mecanismo da émese através de estimulos eferentes. Além desta rota, a émese
também pode ser provocada pela estimulacdo direta do trato gastrointestinal (TGI) e por
mecanismos de memoria e aprendizado, que explicam casos de vOmitos antecedentes a
sessoes de quimioterapia e também justificam por qué o controle no primeiro ciclo

quimioterapico € importante para os ciclos seguintes (Rodrigues, ef al., 2021).

Figura 3: Localizagdo da “zona de gatilho” no bulbo encefélico

Vomiting center

Chemoreceptor
trigger zone

Fonte: Jove, 2025.

Nota-se que existem inimeros receptores ligados a émese, tornando o seu controle
completo uma tarefa dificil. Desta forma, o procedimento adotado envolve a combinacao de
mais de um antiemético, com diferentes mecanismos de acdo. Os antieméticos utilizados na
oncologia variam entre antagonistas dos receptores dopaminérgicos € serotoninérgicos (a),
benzodiazepinicos (b), canabinodides (c), esterdides (d) e antagonistas de receptores NK1 (e),

conforme Figura 4 (Pulido; Aleixo, 2004; Rodrigues, et al., 2021).

Figura 4: Antieméticos utilizados na oncologia
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Cl N
H
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(a) Metoclopramida

(e) Aprepitant

(c) Dronabinol (d) Dexametasona

Fonte: Pulido; Aleixo, 2004; Rodrigues, et al., 2021.

Dentre os antagonistas dopaminérgicos, destaca-se a metoclopramida, cuja estrutura
esta ilustrada na Figura 4, e ¢ responsavel por bloquear a “zona de gatilho” evitando os
estimulos eferentes que ocasionariam o vomito. Além disso, este farmaco induz a motilidade
do TGI, permitindo o esvaziamento gastrico, evitando a estase (esvaziamento retardado do
estomago) e dilatacdo gastrica, que seriam fatores responsaveis pela émese. A
metoclopramida também ¢ capaz de reduzir a sensibilidade de nervos viscerais que conduzem
impulsos do TGI até o centro do vomito (Rodrigues, et al., 2021).

Alguns quimioterapicos estimulam a liberacdo da serotonina (5-HT), o que provoca o
reflexo do vomito. Portando bloqueadores de receptores de serotonina, como a ondansetrona,
impedem a ligacdo da serotonina em seus sitios, evitando a émese. O receptor de neurocinina
1 (NK1) estd presente no centro do vomito e seu estimulo pode ocasionar nduseas e émese,
em vista disso, inibidores de receptores NK1, como aprepitant, também sdo considerados
antieméticos eficazes (Rodrigues, et al., 2021).

Compostos como benzodiazepinicos, canabindides e esteroides, apesar de nio terem
seu uso e classificagdo primaria como antieméticos, também possuem efeitos positivos no
controle de NVIQ. Em relac¢do ao benzodiazepinicos, sua a¢cdo ¢ devido ao bloqueio atipico de
receptores de dopamina e serotonina ocasionado pela olanzapina, por exemplo. Estudos
demonstram que as evidéncias que indicam o uso de canabindides para prevencao de NVIQ
ainda sdo insuficientes, mas o dronabinol ¢ permitido no Brasil para uso refratario, ou seja,
quando as terapias convencionais forem ineficazes. Em relagdao aos esterdides, o mecanismo

de a¢do ainda ndo foi bem definido, mas acredita-se que os corticoides interferem na produgao



16

e atuacdo de prostaglandinas, que desempenham um papel na fisiopatologia do vomito
(Rodrigues, et al., 2021).

Desta maneira, a maioria dos antieméticos atuam como antagonistas de receptores,
bloqueando a ac¢dao de estimuladores da émese, como dopamina, serotonina e¢ neurocinina 1

(NK1), conforme ilustrado na Figura 5.

Figura 5: Mecanismo de ac¢do antieméticos
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Fonte: adaptado de Constantini, 2025.
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A escolha adequada antieméticos € responsavel por garantir uma melhoria na
qualidade de vida dos pacientes que sofrem com nauseas e vOmitos ocasionados por
antineoplasicos. No mercado atual existem farmacos que apresentam seguranca e eficacia
comprovada e sdo indicados pela Associagdo Brasileira de Cuidados Paliativos e também pela
Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) com o objetivo de aprimorar desfechos

clinicos (Rodrigues, et al., 2021).

1.2 POLIFARMACOLOGIA

Desde o principio, o desenvolvimento de farmacos foi guiado pela busca de moléculas
que apresentem alta especificidade pelos seus alvos. O objetivo da pesquisa convencional, ao
se basear na minima interagdo possivel fora do sitio ativo, ¢ minimizar os efeitos adversos. O
processo de drug discovery focado em um unico alvo foi muito beneficiado pelos avancos

tecnologicos, principalmente com o advento da gendmica e da biologia molecular, que
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aprimoraram a identificacdo de alvos moleculares e possibilitaram uma maior afinidade entre
os receptores e os farmacos, resultando em terapias mais especificas (Kabir; Muth, 2022;
Bolognesi; Cavalli, 2016).

No entanto, nos altimos vinte anos, a descoberta de novos farmacos vem se tornando
cada vez mais desafiadora e o principal motivo ¢ a falta de eficacia das moléculas
investigadas, ou suas toxicidades. Em contrapartida, estudos mais aprofundados foram feitos
com alguns medicamentos bem-sucedidos e descobriu-se que estes modulavam mais de um
alvo e que seus éxitos provavelmente estavam relacionados a isto (Kabir; Muth, 2022).

O anticancerigeno imatinibe ¢ um exemplo notdvel, uma vez que, inicialmente foi
projetado para inibir apenas a BCR-ABL, que ¢ uma proteina anormal codificada pela fusdo
indevida dos genes BCR e ABL, que possui grande relevancia para a leucemia mieldide
cronica. Sua inibicdo ocasiona o rompimento da sinalizagdo que gera a proliferacdo de células
cancerosas. Porém, posteriormente descobriu-se que o imatinibe também inibe outras
proteinas tirosina quinases como o kit do fator de crescimento de células-tronco/mastocitos
(KIT) e o receptor beta do fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGFRB). Essa
inibi¢do adicional aumentou seu escopo de uso quimioterapico, pois as proteinas KIT e
PDGFRB desempenham papéis fundamentais nos tumores estromais gastrointestinais (GIST)
e doencas mielodisplasicas/mieloproliferativas (MDS/MPD), respectivamente (Bolognesi;
Cavalli, 2016; Antolin, et al., 2017).

Importante citar que a conduta norteada pela alta especificidade é realmente muito
eficaz para patologias que possuem um mecanismo bem estabelecido e descomplicado.
Entretanto, para doengas multifatoriais e complexas, essa abordagem nao estd demonstrando
ser muito efetiva. Doencas como cancer e distirbios do sistema nervoso central (SNC)
possuem numerosas vias envolvidas no progresso da enfermidade e portanto, diversas
proteinas podem se tornar alvos para compostos bioativos, que podem atuar de forma multipla
por efeitos aditivos ou por sinergismo (Kabir; Muth, 2022).

A resisténcia adquirida ¢ outro obstaculo atual no tratamento do cancer. As células
tumorais evoluem com o tempo e desenvolvem fatores de resisténcia através de mutagdes e do
efluxo do medicamento ocasionado por émeses, por exemplo. Normalmente, esses
mecanismos de resisténcia sdo mais evidentes quando um unico alvo foi modulado, alterando
diretamente a eficacia do farmaco. Em moléculas multi-alvos, mesmo que surjam esses

mecanismos, existem outras vias que podem continuar garantindo a eficacia do medicamento.
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Portanto, a polifarmacologia pode superar ou retardar a resisténcia adquirida a medicamentos
(Kabir; Muth, 2022).

Além disso, a polifarmacologia também pode ser empregada com o intuito de atingir
alvos distintos, porém funcionalmente integrados, abrangendo tanto aqueles envolvidos na
patologia primdria quanto os relacionados aos efeitos adversos decorrentes do tratamento. Por
exemplo, no contexto do cancer, em que a quimioterapia frequentemente induz émese, ¢
possivel projetar compostos que atuem de forma dual, combatendo o tumor e, a0 mesmo
tempo, mitigando o sintoma causado pelo proprio tratamento.

A priori, faria sentido pensar que apesar destes beneficios, estes medicamentos teriam
mais efeitos adversos. Porém, o que acontece ¢ que quando varios alvos sao modulados por
uma unica molécula polifarmacoldgica, apenas o efeito terapéutico € sinergizado, e ndo os
efeitos adversos. Este “sinergismo seletivo” se justifica pois varios alvos sdo exclusivos de
células doentes e ndo estdo presentes em células saudaveis (Kabir; Muth, 2022).

Para uma molécula ser considerada polifarmacolégica é preciso que ela se ligue a
multiplas proteinas dentro das vias de uma doenca. Essa capacidade foi nomeada como
“promiscuidade”. Apesar do termo possuir uma conotagdo negativa, espera-se uma
promiscuidade seletiva, que ocasione a minima ligacdo possivel em anti alvos, o que resultaria
em efeitos adversos. Para isto, ¢ feita uma triagem em bibliotecas de moléculas buscando
ligagdes com anti alvos conhecidos, que ja foram relacionados a seguranca farmacoldgica,

conforme demonstrado pela Figura 6 (Kabir; Muth, 2022).
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Figura 6: Demonstracdo da promiscuidade seletiva de farmacos multialvos
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Fonte: Kabir; Muth, 2022.

A identificagdo da promiscuidade de moléculas passou a ser um objeto de estudo de
diversos pesquisadores e desde entdo, relacionou-se as propriedades fisico-quimicas. A
lipofilicidade ¢ uma forte preditora de promiscuidade, pois a maioria dos sitios de ligacdo a
proteinas sao hidrofobicos. Logo, moléculas lipofilicas tendem a ter mais afinidade pelo alvo,
e serem mais promiscuas (Kabir; Muth, 2022).

O estado i6nico de uma molécula também possui uma importancia notavel na
promiscuidade. Compostos que sdo ionizados em pH fisiologico ndo tendem a ser
naturalmente promiscuos, pois existem requisitos angulares e de distancia necessarios para
que ocorra ligacdes de hidrogénio e outras interacdes polares com os alvos. Ou seja, uma
molécula ionizada precisa estar orientada corretamente para que seja promiscua. Entretanto,

moléculas baésicas (pka > 6) sdo protonadas em pH fisiologico, e esta carga positiva em um



20

centro basico ¢ uma caracteristica comum em diversos farmaco6foros envolvidos em ligacdes
em multiplos alvos, conferindo-lhes uma promiscuidade relativa (Kabir; Muth, 2022).

Fatores como massa molecular, nimero de ligacdes rotativas e contagens de anéis
também afetam a promiscuidade de substancias, mas em menor escala. Existem ferramentas
computacionais que auxiliam nesta analise, como structure based drug designing (SBDD),
que estuda a estrutura tridimensional do complexo proteina-alvo, abrangendo métodos como
docking molecular, modelagem de farmacoforo, analise e comparagdo de sitios de ligacao.
Procedimentos envolvendo ligand based drug designing também podem ser usados, esta
abordagem se resume em definir requisitos estruturais para o alvo com base nas caracteristicas

estruturais do ligante conhecido (Kabir; Muth, 2022).

1.2.1 Hibridacao molecular

O combate as doencas multifatoriais pode ser alcancado pela inclusdo de numerosos
medicamentos ao regime de tratamento ou pelo uso de um unico medicamento
polifarmacologico. Além de aumentar a adesdo ao tratamento pela diminuicao de doses a
serem tomadas, a polifarmacologia também reduz a complexidade farmacocinética e
interacoes medicamentosas (Kabir; Muth, 2022).

A hibridacdo ¢ uma estratégia de desenho molecular utilizada na sintese de farmacos
multialvos. Esta técnica retine caracteristicas estruturais de dois compostos bioativos distintos
em uma nova substancia que poderd apresentar mais de uma atividade. Quando os dois alvos
selecionados pertencem a mesma janela bioquimica, como por exemplo a cascata do acido
araquidonico, pode-se denominar o composto estudado de prototipo de farmaco duplo, dual
ou misto. Entretanto, quando os alvos pertencerem a rotas bioquimicas diferentes, mas estao
relacionados a uma mesma fisiopatologia, denomina-se o composto de protdtipo de farmaco
simbidtico (Barreiro; Fraga, 2015).

O planejamento molecular deve-se considerar todos os fatores estruturais relacionados
aos dois alvos, a fim de garantir afinidades relativas semelhantes. Na pratica, o quimico
medicinal deve obter andlogos inspirados nos ligantes naturais (fisiologicos) dos dois alvos
em uma Unica arquitetura molecular, focando na preservagdo das contribui¢des
farmacoforicas para reconhecimento dos dois biorreceptores, conforme Figura 7 (Barreiro;

Fraga, 2015).
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Figura 7: Aplicagdo da hibridacdo molecular para desenho de ligantes duplos ou simbidticos.
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Fonte: Barreiro; Fraga, 2015.

Um exemplo de planejamento de protdtipo a farmaco duplo ¢ o desenho de inibidores
duplos de 5-LOX e COX-2 (PGHS-20), ambas enzimas participam da cascata do acido
araquidonico e estdo envolvidas em processos inflamatorios. A inibicdo da COX-2 impede o
surgimento de efeitos gastroirritantes e a redugdo da resposta quimiotatica é ocasionada pela
inibicdo da 5-LOX. A Figura 8 demonstra como esta técnica foi empregada neste caso, o
meloxicam (a) foi descrito como agente inibidor seletivo para COX-2, o derivado BF-389 (b)
¢ inibidor da 5-LOX e o composto (c) possui a unidade arilmetilsulfona que est4 relacionado
ao rofecoxibe (inibidor seletivo de COX-2). Desta maneira, foram desenhados dois hibridos, o
primeiro (1) mantendo a subunidade benzotiazindnica (a) e incluindo a wunidade
arilmetilsulfona (¢) e o segundo hibrido (2) contendo a subunidade benzotiazinénica (a) e

incluindo a subunidade 2,4-di-terc-butilfenol (b) (Barreiro; Fraga, 2015).
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Figura 8: Desenho de inibidores duplos da 5-LOX e COX-2.
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Fonte: adaptado de Barreiro; Fraga, 2015.

Focando-se em prototipos de farmacos simbidticos, tem-se o exemplo descrito pelo
planejamento de candidatos a farmacos antitrombdticos simbioticos. Na clinica, geralmente
utiliza-se fArmacos com ag¢do anticoagulante e antiplaquetaria, a fim de se obter uma resposta
antitrombotica mais eficiente. Esta pratica chamou atencao de diversos grupos de pesquisa
que passaram a buscar agentes simbidticos, que atuassem tanto em receptores associados a
agregacao plaquetaria quanto em alvos ligados a cascata de coagulagdo sanguinea (Barreiro;
Fraga, 2015).

Foi proposto por Lima e colaboradores (2008), a obtencdo de novos compostos
simbidticos desenhados como candidatos a firmacos antitromboéticos. Foi hibridado
prototipos de ximelagatrano e arilsulfonato, ambos inibidores de trombina, que ¢ uma enzima
essencial na coagulacdo sanguinea, com um prototipo N-acillidrazonico, que possui
propriedades antiplaquetdrias. A arquitetura molecular construida visou preservar as
subunidades farmacoforicas responsaveis pelas atividades propostas, A, B e C, conforme
Figura 9. Foi feita uma troca bioisostérica em A e em B, visando a otimiza¢do de
propriedades farmacocinéticas. Em A, trocou-se o Cl por CH;, isosteros monovalentes, € em
B substituiu-se o grupamento N-hidroxi-benzamidina por diversas funcionalidades de pKa

variavel, originando seis hibridos diferentes (H1-H6). O espagamento no entre a subunidade



23

A do arilsulfonato e o terminal basico também foi respeitado na arquitetura do hibrido,
inserindo uma subunidade do protétipo antiplaquetdrio C como espacador (Lima, et al.,

2008).

Figura 9: Desenho de protdtipos de antitromboticos simbidticos
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Fonte: adaptado de Barreiro; Fraga, 2015

Propriedades fisico-quimicas e o ponto de ligagdo do ligante sdo cruciais para o
sucesso de um hibrido. Em relacdo a liberacdo do farmaco e sua estabilidade in vivo, os
hibridos podem ser classificados como clivaveis e ndo clivaveis. Os ligantes clivaveis sdo
metabolicamente degradados, ou seja, sdo dependentes do ambiente fisiologico (pH, enzimas,
concentracdo de metabolitos, dentre outros), que por sua vez pode estar associado a
desintegracdo do hibrido, liberando suas entidades ativas individuais que atuam em seus alvos
biologicos com acdo independente. Estas substancias sdo denominadas de “cofdrmacos” e
caracterizam-se por dois compostos bioativos idénticos ou diferentes, combinados por meio

de uma ligacao clivavel (Kumar; Herrmann; Tsogoeva, 2020).
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Considerando os exemplos citados ¢ possivel concluir que a hibridagdo molecular ¢é
uma técnica muito atraente e eficaz de planejamento e desenho de novos prototipos
candidatos a farmacos. Sendo util na sintese de novas moléculas ou até mesmo na busca por
novos alvos para medicamentos antigos que ja tenham sua prote¢do patentdria expirada, na
abordagem denominada de Selective Optimization of Sides Activities (SOSA), que ja antecipa
sua biodisponibilidade, propriedades farmacocinéticas e auséncia de provavel toxicidade

(Barreiro; Fraga, 2015).
1.3 O NUCLEO INDOLIZINA

A indolizina ¢ uma estrutura considerada privilegiada no desenvolvimento de
farmacos. Alguns derivados de indolizinas sdo candidatos a farmacos e possuem potencial
para ensaios clinicos, conforme Figura 10 (Dawood; Abbas, 2020). O composto (a)
demonstrou ser efetivo contra linhas de células cancerigenas multirresistentes ao Taxol -
farmaco anticancerigeno de referéncia - mais especificamente MES-SA/DXS e
HL60/TX1000, isoladas de sarcoma uterino e leucemia mieldide aguda, respectivamente
(James, et al., 2011). O composto (b) exibiu uma forte inibi¢do da peroxidagao lipidica, que
causa danos as membranas celulares e o composto (c) teve sua atividade anticonvulsivante
estudada em camundongos e foi selecionado como prototipo para o desenvolvimento de um

novo anticonvulsivante pois provou ter atividade sem neurotoxicidade (Singh; Mmatli, 2011).

Figura 10: Moléculas contendo indolizina biologicamente ativas
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Fonte: Singh; Mmatli, 2011.

Este trabalho ird se concentrar em sua atividade anticancerigena, pois ja foi
demonstrado que o ntcleo de indolizina possui atividade anticancerigena frente a linhas de

células de cancer colorretal, de prostata, pancreas, mamas, utero, figado e leucemia,



25

comprovando sua importancia oncoterapéutica, que foi a responsavel por impulsionar o
desenvolvimento de diversas metodologias sintéticas que levam a moléculas contendo este
heterociclo (Silva, et al., 2023; Lee, et al., 2022; Boot, et al., 2014; Nam, et al., 2022).

O ntcleo indolizina consiste em um anel heterociclico fundido contendo nitrogénio
conforme foi demonstrado na Figura 1. Uma caracteristica de sua estrutura que ¢ crucial para
sua relevancia quimica e bioldgica ¢ sua aromaticidade. Interagdes intermoleculares
envolvendo anéis aromaticos sdo essenciais para o entendimento do reconhecimento quimico
e biologico entre receptores e ligantes. Compostos aromadticos sdo sistemas ciclicos,
totalmente conjugados e planares, que possuem extrema estabilidade devido a ocupacdo
exclusiva de orbitais moleculares ligantes (Ward; Beswick, 2014; Meyer; Castellano;
Diederich, 2003).

Sistemas aromadticos seguem a regra de Hiickel, que se baseia na estrutura e
estabilidade do benzeno para prever e compreender a estabilidade aromatica de outros
compostos. Conforme a Figura 11, € possivel observar que o benzeno possui 6 elétrons m, que
ocupam todos os orbitais moleculares ligantes, resultando em uma estrutura chamada de
closed shell. Todos os compostos ciclicos, totalmente conjugados e planares possuirdo um
orbital de menor energia, seguido por uma pilha de pares degenerados de orbitais com energia
crescente. O orbital de menor energia pode suportar 2 elétrons, enquanto cada camada de
pares de orbitais degenerados podem acomodar 4 elétrons, portanto para formar a closed shell
e serem considerados aromaticos, os compostos precisaram ter 4n+2 elétrons m, em que “n” ¢
um numero inteiro que corresponde ao numero de pares de orbitais degenerados (Clayden,

Greeves; Warren, 2012).
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Figura 11: diagrama de orbital molecular do benzeno
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O nucleo indolizinico ¢ composto por uma estrutura ciclica, planar e totalmente
conjugada, possuindo um sistema de 10 elétrons 1 deslocalizados, conforme demonstrado na
Figura 12. Sendo assim, segue a regra de Huckel (4n + 2 = 10 / n = 2) e todos os critérios

estabelecidos para ser considerado uma estrutura aromatica.

Figura 12: elétrons 1 deslocalizados no nucleo indolizina

‘ Total: 10 elétrons ‘

Fonte: autoria propria, 2025.

A maioria dos medicamentos comercializados atualmente possuem ao menos um anel
aromatico, e isto deve-se as formas de interagdo destes compostos com os alvos biologicos.
As interagdes areno-areno sao primordiais nas estruturas de macromoléculas biologicas, como

DNA e proteinas, ¢ em sua ligagdo com pequenas moléculas - como farmacos. Em um estudo
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pioneiro envolvendo proteinas feito em 1985 por Burley e Petsko, foi demonstrado que, em
média 60% das cadeias laterais aromaticas de aminoacidos estdo envolvidas em interagoes do

tipo -1 (Meyer; Castellano; Diederich, 2003).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EFEITOS ANTICANCERIGENOS DE DERIVADOS INDOLIZINICOS

As indolizinas possuem ampla importancia farmacéutica, possuindo atividades
antitumorais, anti-HIV-1, anti-inflamatorias, antimicrobianas, anti-oxidantes,
anticonvulsivantes, antituberculosas, anti-esquizofrénicas, além da atividade inibitoria
enzimatica. Dentro de cada uma destas atividades existe um universo de conhecimentos e
descri¢des a respeito da interacdo entre os derivados de indolizina e os mais diversos
receptores envolvidos em cada patologia. Portanto, este trabalho serd focado em sua
capacidade inibitoria tumoral, que ¢ a responsavel pela sua acdo anticancerigena (Vieira, et
al., 2020; Singh; Mmatli, 2011; Silva, et al., 2023; Dawood; Abbas, 2020).

Dawood ¢ Abbas (2020) demonstraram a relagdo entre estrutura-atividade (SAR) de
alguns derivados de indolizina que apresentaram a¢do antitumoral em ensaios bioldgicos. As
fenotiazinas obtiveram in vitro atividade inibitéria contra a farnesiltransferase, enzima que
possui papel fundamental no desenvolvimento e progressao de varios tipos de cancer. Dentre
os derivados analisados, demonstrados na Figura 13, o composto la apresentou uma maior
poténcia, com uma concentragdo inibitoria média (ICs)) de 9 nM, muito semelhante a
referéncia (FTI-276) que possui ICsy de 7 nM. Os estudos de SAR demonstraram que
substituintes para-orientados como cloro ou bromo foram bem tolerados, mas que a presenga
de grupamentos volumosos na fracdo da indolizina foi responsavel por uma reducdo na

eficacia bioldgica (Dawood; Abbas, 2020).

Figura 13: Relagao entre estrutura-atividade (SAR) de alguns derivados da fenotiazinas
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Diversos protdtipos potenciais antiproliferativos derivados de indolizinas (Figura 14)
foram testados contra 60 linhagens de células cancerigenas, estes estio demonstrados abaixo.
Os ensaios bioldgicos revelam que todos os compostos apresentam atividade antitumoral boa
e seletiva, especificamente o composto 2d que apresentou ICs,de 1,07 uM e provou ser um

composto /ead no desenvolvimento de novas estruturas antitumorais (Dawood; Abbas, 2020).

Figura 14: Prototipos potenciais antiproliferativos derivados de indolizinas
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Fonte: Dawood e Abbas, 2020.

Nos protoétipos substituidos por ciano e amino (5), conforme Figura 15, o composto 5d
resultou em uma maior atividade inibitoria frente a linha de células A549, derivadas de um
tumor pulmonar de pneumdcito tipo II. E a troca do grupo -CN por -CO,Et foi responsavel
por uma diminuicdo consideravel na atividade do composto, demonstrando que a eficacia do
composto estd relacionada a presenca dos grupamentos ciano, amino e 4-metoxifenil

(Dawood; Abbas, 2020).

Figura 15: Protdtipos potenciais antiproliferativos derivados de indolizinas substituidos por ciano e amino
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Considerando outro grupo de derivados de indolizinas (6), demonstrado na Figura 16,
que foram relacionados a seus efeitos citotoxicos, os prototipo 6a e 6d foram os mais ativos
contra linhagens celulares de melanoma, MDA-MB-435, com inibi¢do de crescimento médio
(IGsy) de aproximadamente 30 nM. Além disso, a presenca do éster na posicao 1 do nucleo da
indolizina, contribuiu para a alta atividade inibitoria da polimerizacdo da tubulina, que ¢ uma
proteina essencial na maquinaria celular, possuindo importancia na divisdo celular e na
progressao do cancer. Entretanto, a presenca de éster no carbono C2 da indolizina ocasionou
uma redu¢do drastica da atividade inibitoria. O composto 6a teve um valor de ICsyde 8,02 p
M, enquanto 0 mesmo composto com mais um éster inserido na posi¢ao 2 teve um ICy, de
173,54 uM. A presenga da fracdo 3,4,5-trimetoxifenil também promoveu um aumento na
eficacia frente a grupamentos como 4-metoxifenil ou 3,4-dimetoxifenil (Dawood; Abbas,

2020).

Figura 16: Derivados de indolizina com atividade citotoxica

OMe 6a: Ry = CHj / Ry=R3=Ry= H

6b: R2 = CH3 / R1=R3=R4= H
OMe  gc: Ry = CH3 / Ry=R,=R4= H
6d: R4 =CN / R1=R7=R3= H

OMe

Fonte: Dawood e Abbas, 2020.

Os compostos (7a), (7b) e (7c), demonstrados na Figura 17, exibiram atividade
anticancerigena notavel frente a células do tecido uterino, SiHa, com atividade minima de
crescimento celular de -63.1, -22.4 e -54,8%, respectivamente, em comparagdo com a

referéncia de -74,1%, adriamicina (Dawood; Abbas, 2020).
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Figura 17: Derivados de indolizina com atividade citotdxica em células do tecido uterino (SiHa)

Fonte: Dawood e Abbas, 2020.

Os compostos apresentados na Figura 18 exibiram atividade anticancerigena frente a
linhagens celulares do cancer de mama. Os compostos (8a) e (8b) inibiram cerca de 50% o
crescimento das células MCF-7 e T-47D. A molécula (8c) teve um valor de 1G5, de 920 nM
contra as células MDA-MB-231/ATCC e o prototipo (8d) apresentou maior acao citotoxica
em comparagdo com o medicamento tradicional, doxorrubicina, com ICs, de 20,64 pM frente

a linha de célula MCF-7/HTB-22 (Jadhav, et al., 2024).

Figura 18: Derivados de indolizina com atividade citotoxica em células do cancer de mama
@]
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Fonte: Jadhav, et al., 2024.
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Os dados apresentados ratificam a atividade antitumoral caracteristica de moléculas
contendo indolizina e demonstram que, substituintes possuem um papel crucial na eficacia
destes derivados, podendo ocupar posigdes variadas, exercendo influéncia sobre sua atividade
bioldgica. Estudos relacionados a este heterociclo se consolidaram muito na tltima década e
comprovaram sua eficacia frente a diversas linhagens celulares cancerigenas. Pesquisas
indicam que os compostos contendo indolizinas operam através de mecanismos variados,
podendo induzir apoptose, inibir a divisdo celular e interromper vias de sinalizagcdo celular

cruciais para a sobrevivéncia e proliferagdo das células cancerigenas (Jadhav, et al., 2024).

2.2 SINTESE DE DERIVADOS INDOLIZINICOS

Em 1890 o quimico italiano Angelo Angeli relatou a preparagdo do imino-anidrido
(Figura 19) a partir do 4acido pirroilpirvico e sugeriu que sua base correspondente
completamente insaturada deveria ser denominada de pirindol, porém nomes como indolizina,

pirrodina e pirrocolina foram surgindo posteriormente (Borrows; Holland, 1948).

Figura 19: Imino-anidrido reportado por Angelo Angeli
O

@)
@)

Fonte: autoria prépria, 2025

Porém, foi s6 em 1912 que Matusik Scholtz sintetizou na Universidade de Greifswald
na Alemanha pela primeira vez a estrutura citada por Angeli - a indolizina - a partir de
2-metilpiridina e anidrido acético, conforme o Esquema 1 (a). J& em 1927, Chichibabin
desenvolveu uma abordagem geral para a sintese de indolizinas, que desde entdo ¢ um dos
métodos mais tradicionais utilizados, que consiste na condensacao intermolecular de
2-alquilpiridinas com a-haloacetonas, originando um sal de piridinio quaternario que sofre
uma ciclizacdo intramolecular catalisada por base, conforme Esquema 1 (b) (Huang, et al.,

2024).
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Esquema 1: Reacdo de Scholtz (a) e Chichibabin (b)
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Fonte: Adaptado de Huang et al., 2024; Kostik, et al., 2001.

Em 2016 Bonte et al., divulgaram a cicloadi¢do 1,3- dipolar de sais de piridinio

(iletos) com alcinos terminais originando indolizinas, conforme Esquema 2.

Esquema 2: sintese de indolizinas com iletos de piridinio e alcinos terminais
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CO,Et
R1 = —
N7/
R, ©

Fonte: Bonte, et al., 2016.

Em 2024, Vieira et al. também sintetizaram indolizinas por meio da cicloadi¢do
1,3-dipolar a partir de ylidas de piridinio e alcinos terminais, porém promovida por ultrassom.
A sonicagdo da reagdo reduziu significativamente o tempo reacional para 10 minutos,

considerando que no trabalho reportado por Bonte e et al., as reagdes levavam em torno de 18

horas.
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A reacdo promovida por ultrassom foi realizada em duas etapas, a primeira para
sintetizar o sal de piridinio a partir da piridina com 2-bromoacetofenona e a segunda para
reagir o sal formado com o alcino terminal utilizando carbonato de césio como base,
conforme Esquema 3. A partir deste método, os autores obtiveram indolizinas substituidas

com ésteres com rendimentos variando entre 21 e 99% (Vieira, et al., 2024).

Esquema 3: Sintese de indolizinas por cicloadi¢do 1,3-dipolar promovida por ultrassom

o
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0 o

Fonte: adaptado de Vieira, et al., 2024.

A aceleragdo da reacdo proporcionada pela irradiagao ultrassonica se deve a formagao,
crescimento e colapso implosivo de bolhas em liquidos, originando microrreatores, além de
contribuir para a dispersdo de materiais em uma forma finamente dividida. Essas
caracteristicas fazem da sonoquimica um método verde privilegiado em sintese organica e
sera utilizado para a obtencdo dos derivados indolizinicos iniciais deste trabalho (Vieira, et

al., 2020).

2.3 HIBRIDACAO - SINTESE DE AMIDAS

A ligagdo amida tem recebido uma notavel atengdo na pesquisa académica e na
industria farmacéutica devido a sua alta prevaléncia na natureza. No ambiente fisiologico, a
formagao de ligagao amida ¢ feita nos ribossomos, onde aminoacidos sao unidos por ligagdes
peptidicas, que sdo amidas, para originar complexas proteinas. Além do mais, a amida
também estd presente em peptideos nao codificados por ribossomos, em metabolitos
essenciais € em varios produtos naturais. Em virtude da sua biocompatibilidade, a formagao
de amidas vem sendo uma das transformag¢des quimicas mais frequentes na sintese de
ingredientes farmacéuticos ativos (IFA) (Pitzer; Steiner, 2016).

Em um levantamento feito em 2006 no departamento de Pesquisa e Desenvolvimento
(P&D) de Quimica de Processos de trés empresas farmacéuticas lideres de mercado -
GlaxoSmithKline, AstraZeneca e Pfizer - constatou-se que dentre as reacdes utilizadas para

constru¢do molecular, a acilacdo era a segunda classe mais frequente, perdendo apenas para
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alquilacdo e arilagdo de heteroatomos. Dentre as acilacdes realizadas, a N-acilagdo -
responsavel por formar amidas - correspondia a 66%, enfatizando sua abundancia em
moléculas de farmacos (Carey, et al., 2006).

Uma nova analise foi feita em 2015 por Brown e Bostrom, neste estudo os autores
fizeram uma extracdo manual da literatura de artigos publicados no Journal of Medicinal
Chemistry nos anos de 1984 e 2014. Considerando 114 artigos de 1984 e 118 artigos de 2014,
foi averiguado que em 2014, a reacdo mais frequente na etapa final da producdo de um

composto foi a formagdo da ligagdo amida, conforme Figura 20 (Brown; Bostrom, 2015).

Figura 20: Ocorréncia de reagdes na etapa final de produgdo de compostos
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Fonte: Brown; Bostrom, 2015.

Neste trabalho sera realizada a hibridagdo de derivados da indolizina com o
antiemético vendido comercialmente metoclopramida, cujas estruturas estdo na Figura 1 e 3,
respectivamente. A hibrida¢do das moléculas resultara em uma nova funcgio organica, amida.
A formagdo de amidas - amidagao - ocorre a partir da reagcdo entre uma amina € uma carbonila

eletrofilica, comumente um éster ou acido carboxilico.
2.3.1 Sintese de amidas a partir de aminas e ésteres
Existem inimeras maneiras de formar ligacdes do tipo amida a partir de aminas e

¢ésteres. Nos ultimos anos, diversos protocolos de sintese mais limpos foram desenvolvidos,

evitando o uso de reagentes toxicos e corrosivos, como cloretos de acila ou anidridos acidos.
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O uso de catalisadores metélicos se tornou muito prevalente neste tipo de reagdo, Tong e et al.
relataram em 2012 a N-acilagdo de arilaminas com ésteres utilizando um 4acido de Lewis e
uma base, cloreto de aluminio (AICl;) e trietilamina (Et;N), respectivamente, conforme
Esquema 4, obtendo bons rendimentos (53 - 96%) com condi¢des brandas (Tong; et al.,
2012).

Esquema 4: N-acilagdo de arilaminas com ésteres utilizando AICly/Et;N

o)
NH,
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| V> OEt RT 7S t o
R -
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Fonte: Tong; et al., 2012.

A reagdo que ocorre ¢ uma adicao seguida de eliminagdo, que comega com a adi¢do do
nitrogénio da amina no carbono eletrofilico da carbonila do éster, formando um intermediario
tetraédrico que ¢ convertido na amida quando a carbonila se regenera eliminando o grupo
etoxi do éster. O aluminio atua como ativador de carbonila, desta maneira se complexa com o
oxigénio aumentando a eletrofilicidade do carbono, diminuindo a energia de ativagdo
necessaria para que a adi¢ao ocorra, que € o passo determinante da reag¢do (Tong; ef al., 2012).

Tong et al. também realizaram estudos computacionais baseados na Teoria do
Funcional da Densidade (DFT) para calcular os perfis energéticos da reagdo. Os resultados
indicaram que a acilagdo, na auséncia de catalisador metalico, apresenta uma barreira
energética de 38,5 kcal/mol. Em contraste, quando o cloreto de aluminio ¢ utilizado, a energia
de ativagao reduz-se significativamente para apenas 10,8 kcal/mol (Tong; et al., 2012).

Em contrapartida, em 2021 Zhang et al. desenvolveram uma metodologia de amidagao
direta de ésteres com aminas utilizando apenas terc-butoxido de sédio (NaOt-Bu) em
temperatura ambiente, conforme o Esquema 5. O procedimento desenvolvido pelos autores se
adequa aos critérios da quimica verde e ¢ considerado uma estratégia sustentavel devido a
auséncia de metais de transi¢do e solventes, além de apresentar um amplo escopo de

substratos (Zhang; et al., 2021).
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Esquema 5: amidag@o de ésteres com amina utilizando NaOt-Bu
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Fonte: Zhang; et al., 2021.

O mecanismo proposto pelos autores envolve a 1,3-quelagcdo do éster com o cation
sodio do NaOtBu. Esta interacao ¢ responsavel por ativar a carbonila, aumentando seu carater
eletrofilico e, consequentemente, torna-la mais suscetivel ao ataque nucleofilico do nitrogénio

da amina, conforme Esquema 6 (Zhang; et al., 2021).

Esquema 6: Mecanismo de amidacao utilizando NaOtBu
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Fonte: adaptado de Zhang e et al., 2021

2.3.2 Sintese de amidas a partir de aminas e acidos carboxilicos

Como ja visto anteriormente, a formacdo de amidas ocorre por meio de uma
substituicdo nucleofilica de carbonilas promovida por aminas. Portanto, pareceria ldgico
pensar que acidos carboxilicos poderiam gerar amidas diretamente. Porém na pratica, ao
misturar uma amina (carater basico) com 4acidos carboxilicos o que prevalece ¢ a reagdo
acido-base, e ndo a substitui¢do nucleofilica, conforme apresentado no Esquema 7 (Clayden;

Greeves; Warren, 2012).
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Esquema 7: Reagdes com acidos carboxilicos e aminas
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Fonte: adaptado de Clayden; Greeves; Warren, 2012.

Desta maneira, para realizar a sintese de amidas a partir de aminas e acidos
carboxilicos ¢ necessario fazer uma pré-ativacdo do acido carboxilico, exigindo o uso de
recursos externos, como catalisadores, aditivos e agentes de acoplamento. O acoplamento
envolve o ataque do grupo amino ao carbono carbonilico pré-ativado anteriormente. A
ativacdo do 4acido carboxilico ¢ feita pela introducdo de grupos retiradores de elétrons,
formando um intermediario que pode ser transitorio, ou seja, que reage imediatamente, ou
uma molécula com estabilidade intermediaria como haletos de acila, azidas ou anidridos, ou
até mesmo uma molécula estavel como um éster (El-Faham; Albericio, 2011).

A abordagem mais tradicional utilizada para formar amidas ¢ com o uso de
carbodiimidas, como a diciclohexilcarbodiimida (DCC), cuja estrutura esta representada na
Figura 21. As carbodiimidas se caracterizam por possuir um grupo funcional com férmula
R’N=C=NR”, cujos atomos de nitrogénio sdo fracamente basicos, o que possibilita a reagao
com o acido carboxilico sem desprotona-lo, originando a O-acilisoureia (1) (Esquema 9),
intermediario ativo que reage com a amina para produzir a amida (El-Faham; Albericio,

2011).

Figura 21: Estrutura da diciclohexilcarbodiimida (DCC)

N=C=N

Fonte: autoria propria, 2025
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Entretanto, devido a alta reatividade da O-acilisoureia, além da formacgdo da amida
desejada (3) (Esquema 9), também ocorre rearranjo no intermediario, resultando na formagao
da N-acilureia (2) - que ¢ uma forma inerte do acido carboxilico inicial que ndo reage com
aminas. Esta reagdo secundaria ocorre de maneira muito rapida em dimetilformamida (DMF),
consumindo todo acido inicial e impedindo que a ligagdo peptidica se forme, mas ¢ possivel
contornar isso utilizando diclorometano (DCM) como solvente, o qual desacelera a reagdo de
rearranjo e favorece a formagao da amida (El-Faham; Albericio, 2011).

Ap6s a formagdo da amida, o DCC ¢ convertido em N,N’-diciclohexilureia (DCU) (4)
(Esquema 8), que ¢ um subproduto inerente a todas reagdes com DCC. A DCU ¢ insoluvel
em praticamente todos os solventes organicos, o que torna sua remoc¢ao desafiadora, mesmo
apés passar por coluna cromatografica. Desta forma, o DCC foi substituido por outras
carbodiimidas, como 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil )carbodiimida (EDC),
diisopropilcarbodiimida (DIC) e N-ciclohexil-N"-isopropilcarbodiimida (CIC) (El-Faham,;
Albericio, 2011).

Esquema 8: Formagao de amidas utilizando carbodiimidas
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Fonte: adaptado de El-Faham; Albericio, 2011.

O uso do EDC ¢ particularmente vantajoso pois, existe na forma comercial estavel

como um sal de cloridrato EDC-HCI (Figura 22), ou seja, tanto o reagente quanto a ureia
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formada s3o soluveis em meio aquoso, € portanto podem ser removidos em uma extragao

liquido-liquido (El-Faham; Albericio, 2011).

Figura 22: Estrutura do EDC.HC1

|
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Fonte: autoria propria, 2025

Em 2023, Traboni e et al. relataram a amidagdo de acidos carboxilicos mediada por
EDC.HCI utilizando quantidades cataliticas de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) como aditivo
nucleofilico. Neste estudo foi realizado a condensacao entre N-benzoil-glicina (1) (Esquema

9) com dodecilamina (2), originando a diamida (3) com 83% de rendimento.

Esquema 9: Amidag@o de acidos carboxilicos utilizando EDC.HCI/DMAP
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Fonte: adaptada de Traboni e ef al., 2023.

O uso de agentes de acoplamento para sintese de amidas ¢ muito consolidado e
efetivo, porém por precisar de quantidades estequiométricas desses reagentes, ¢ uma
metodologia com baixa eficiéncia atdmica, originando subprodutos indesejaveis que se
tornam residuos. Em vista disso, recentemente comecaram a surgir metodologias alternativas,
como o uso de catalisadores de boro para amidacao direta de 4cidos carboxilicos (Koshizuka;
Takahashi; Shimada, 2024).

O boro ¢ um elemento quimico considerado semimetal, que est4 situado no segundo
periodo da familia treze da tabela periddica com nimero atdmico 5, ou seja, possui cinco
elétrons que estdo distribuidos da seguinte forma: 1s* 2s* 2p'. Por sua ultima camada
eletronica ser composta apenas por trés elétrons, o boro € capaz de fazer 3 ligacdes sigma
ficando apenas com seis elétrons de valéncia, sendo uma excegdo a regra do octeto. Essas

@

caracteristicas fazem com que o boro sofra hibridizagdo sp” e permanega com um orbital “p

vazio, que o torna um receptor de elétrons (eletrofilo).
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Além disso, compostos de boro que contenham uma ligagdo B-OH reagem
reversivelmente com a hidroxilas por meio de uma reagdo de desidratagdo. Desta maneira €
possivel utilizar compostos de boro para se ligarem reversivelmente em hidroxilas de acidos
carboxilicos gerando uma ativagdo eletrofilica da carbonila e induzindo a formacao de amidas
(Koshizuka; Takahashi; Shimada, 2024).

O uso de catalisadores de boro para formacao de amidas foi introduzido em 1996 por
Yamamoto e et al. Neste estudo os autores relataram a primeira amidagao catalitica utilizando
acidos arilboronicos como catalisadores € propuseram uma visao mecanistica (Esquema 10).
Inicialmente moléculas de acidos arilboronicos (1) reagem entre si formando um trimero
desidratado (2) que reage com o acido carboxilico para formar o intermediario (aciloxi)boro
(3) que ¢ ativado pelo boro e por uma ligacdo de hidrogénio intramolecular. Ao interagir o
intermediario (3) com uma amina, ¢ produzida a amida correspondente (4), e 4gua como

subproduto (Koshizuka; Takahashi; Shimada, 2024).

Esquema 10: Mecanismo de amidag@o de &cidos carboxilicos utilizando catalisadores de boro
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Fonte: adaptada de Koshizuka; Takahashi; Shimada, 2024.
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Portanto, existem inumeras formas de sintetizar amidas a partir de ésteres e acidos
carboxilicos, variando desde métodos mais tradicionais, como o uso de carbodiimidas, até
abordagens mais recentes como, a catalise por boro. A escolha da metodologia mais adequada
depende diretamente das particularidades de cada projeto, bem como das condigdes

disponiveis para tal.
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3 JUSTIFICATIVA

A polifarmacologia vem surgindo como uma abordagem muito atrativa no
desenvolvimento de firmacos. Com o lema de “one drug, multiple targets” essa perspectiva
propde o desenvolvimento de compostos bioativos capazes de atuar em mais de um alvo
molecular, resultando em atividades duais e, consequentemente, em efeitos terapéuticos mais
amplos. Além dos beneficios farmacologicos, essa estratégia pode contribuir para a
otimizacdo das doses administradas, reduzindo, por exemplo, o nimero de comprimidos
ingeridos - o que representa um beneficio tanto para os proprios pacientes quanto para os
cuidadores responsaveis pela administragdo de medicamentos.

Tal abordagem também tem recebido atengdo crescente nas pesquisas voltadas ao
tratamento de doencas multifatoriais, como o cancer, cuja patogénese envolve multiplas vias
biologicas. Além do mais, muitas substancias quimioterapicas acabam ativando mecanismos
biologicos que resultam em efeitos adversos intensos, como nduseas e vOmitos. Nesse
contexto, a polifarmacologia ainda pode surgir como uma alternativa capaz de atuar de forma
integrada sobre diferentes alvos, podendo combater o tumor e, simultaneamente, aliviar
sintomas decorrentes do proprio tratamento.

Uma das principais estratégias para o desenvolvimento de compostos
polifarmacologicos ¢ a hibridagdo, que ¢ uma técnica de desenho molecular que retne
caracteristicas estruturais de dois ou mais compostos bioativos em uma unica entidade
quimica. Sabe-se também que, compostos aromaticos e heterociclicos estdo presentes na
maioria dos farmacos aprovados, portanto ¢ evidente a importancia de utilizar a hibridag¢ao
molecular para sintetizar moléculas contendo essas caracteristicas.

O nucleo indolizina consiste em um anel aromatico heterociclico contendo nitrogénio,
e j& demonstrou atividade anticancerigena in vitro frente a diferentes linhagens celulares,
incluindo do cancer colorretal, de prdstata, pancreas, mamas, utero, figado e leucemia. Nesse
cenario, mostra-se promissor combinar essa estrutura a um farmaco antiemético por meio da
hibridagao molecular, visando obter derivados sintéticos capazes de atuar simultaneamente no
combate as células cancerigenas e no alivio de nauseas e vOmitos, que ¢ um dos efeitos

adversos mais persistentes e debilitantes da quimioterapia.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GERAIS

Sintetizar moléculas contendo o nacleo da indolizina, hibrida-las com um antiémetico
comercialmente conhecido e realizar estudos in silico de suas propriedades fisico-quimicas e

afinidades com alvos bioldgicos conhecidos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Sintetizar moléculas contendo o nucleo da indolizina;
II.  Hibridar as moléculas sintetizadas com o antiemético comercialmente aprovado,
metoclopramida;
III.  Utilizar técnicas espectrométricas para caracterizar as moléculas sintetizadas;
IV.  Realizar estudos in silico para predizer propriedades fisico-quimicas e investigar a
afinidade do hibrido com alvos moleculares envolvidos no cancer de mama e na

fisiologia do vOomito.
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5 METODOLOGIA E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Este trabalho teve como objetivo principal sintetizar, via hibridacdo molecular, a
molécula (1), presente no Esquema 12, a partir de um derivado indolizinico e da molécula da
metoclopramida, cuja estrutura esta presente na Figura 4 e ¢ o principio ativo do antiemético
conhecido popularmente como Plasil. Esse estudo foi desenvolvido em parceria com o
Laboratorio de Catélise Molecular (LAMOCA) da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), o qual ¢ chefiado pelo Prof. Dr. Paulo Henrique Schneider, do qual o grupo de
pesquisa foi responsavel pelo desenvolvimento da metodologia de obten¢do de derivados da
indolizina do Esquema 3, presente no topico 2.2, que serdo as mesmas sintetizadas neste
trabalho.

Os derivados indolizinicos desenvolvidos por Vieira ef al., originam moléculas
funcionalizadas com éster (2) — Esquema 11 — e ao analisar a estrutura da metoclopramida (3)
observou-se que esta apresenta uma por¢do amina, que € capaz de reagir com ésteres,
formando amidas. Desta maneira, o hibrido (1) foi desenhado a partir da origem de uma

ligacdo amida entre as moléculas (2) e (3).

Esquema 11: Retrossintese do hibrido derivado da indolizina e metoclopramida
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Fonte: autoria propria, 2025

5.1 SINTESE DE 3-BENZOILINDOLIZINA-1-CARBOXILATO DE ETILA

Conforme a proposta apresentada no Esquema 12, foi sintetizado o derivado

indolizinico (2) a partir do método desenvolvido em 2024 por Vieira et al.
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Esquema 12: sintese de derivados indolizinicos utilizando ultrassom
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Fonte: adaptado de Vieira, ef al., 2024.

Esta metodologia envolve a cicloadi¢ao 1,3- dipolar de sais de piridinio com alcinos
terminais. Como materiais de partida, foram utilizados a piridina (6), que reage com a
2-bromoacetofenona (7) originando um sal de piridinio (8). Com o auxilio de uma base
(Cs,COs), ¢ originado uma ilida, a partir do sal de piridinio, que reage com o etil propiolato
(9) obtendo-se o composto 3-benzoilindolizina-1-carboxilato de etila (2).

O conteudo bruto da reagdo foi extraido com solugdo saturada de cloreto de sédio
(NaCl) e acetato de etila (EtOAc), posteriormente a fase organica foi seca com sulfato de
magnésio anidro (MgSO,) e filtrada. Foi realizada uma purificagdo por coluna cromatografica
e o produto foi identificado qualitativamente por cromatografia de camada delgada (CCD),

ilustrada na Figura 23, em 15% EtOAc/Hexano, com um fator de retengdo (Rf) de 0,5.

Figura 23: CCD reagéo de obtengdo do composto (2)

P = piridina (6) - Material de partida

= B = 2-bromoacetofenona (7) - Material de partida
-
A = alcino (etil propiolato (9)) - Material de partida
Q I = 3-benzoilindolizina-1-carboxilato de etila (2)
¢ 8 A I

Fonte: autoria prépria, 2025

O produto foi obtido como um so6lido marrom, ilustrado na Figura 24, com um
rendimento de 66 % e posteriormente foi caracterizado por ressonancia magnética nuclear

(RMN) e por espectrometria de infravermelho.
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Figura 24: séliflo da 3-benzoilindolizina-1-carboxilato de etila (2)

Fonte: autoria propria, 2025

O mecanismo de reacional esta proposto no Esquema 13, e inicialmente ocorre pelo
ataque nucleofilico do nitrogénio da piridina no carbono alfa da 2-bromoacetofenona por
meio de uma reagdo de substitui¢do nucleofilica do tipo SN,, originando o sal de piridinio. O
carbonato de césio é responsavel por desprotonar o sal de piridinio, originando uma ilida, que
reage com o alcino terminal a partir de uma cicloadi¢do 1,3-dipolar, originando o heterociclo
fundido. Por  fim, ocorre uma oxidagdo  espontdnea  para  gerar a

3-benzoilindolizina-1-carboxilato de etila (2).

Esquema 13: Mecanismo de reaqéo de sintese do composto (2)

T " Br = (\J [;j
D 40— 0 ka L
- 0

O I
¥
|
\,
~— Cs,C0;4 \.\ 0%
~ = Ot
H
-
Q O E] A
} OFt H .\ P—OEt ;,/“‘Nz 7 |
N NSy \C O
H\ /'_‘.\
g N\ g 4 ()’JL‘OH

Fonte: adaptado de Vieira ef al., 2024; Bonte, et al., 2016
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5.2 HIBRIDACAO: SINTESE DE AMIDAS A PARTIR DE
3-BENZOILINDOLIZINA-1-CARBOXILATO DE ETILA

Devido a complexidade da molécula da metoclopramida (3) e ao custo envolvido, o
método de sintese foi otimizado utilizando a 4-bromoanilina (5) — uma anilina com
reatividade semelhante a por¢do da metoclopramida que ira reagir para formar o hibrido (1), e
para-substituida para simplificar a visualiza¢do dos sinais dos hidrogénios no RMN de 'H —

conforme Esquema 14.

Esquema 14: Retrossintese do hibrido com 4-bromoanilina para otimizagdo do método
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Fonte: autoria propria, 2025

Portanto, inicialmente este trabalho focou-se na obtencdo do hibrido (4). Desta

maneira, pensou-se na amidacao direta entre ésteres e aminas, conforme Esquema 15.

Esquema 15: Sintese de amida a partir de éster e amina com AICL/Et;N
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Fonte: autoria propria, 2025
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O método escolhido inicialmente foi o descrito por Tong ef al. (2012), que consiste na
utilizagdo de cloreto de aluminio (AICl;) como catalisador e trietilamina (Et;N) como base,
conforme o Esquema 15. Foram testadas diferentes condi¢des reacionais, conforme Tabela 1,

mas nao foi detectado produto por cromatografia de camada delgada (CCD) em nenhum caso.

Tabela 1: Condigdes reacionais reagdo de amidagdo a partir de ésteres e aminas

Entrada Solvente Atm Tempo Temperatura Rendimento
1? ACN Aberta 18 h TA Nao detectado
2 ACN Inerte 19h 90°C Nao detectado
3 DMF Inerte 24 h 90°C Nao detectado

Estequiometria: 1,0 equivalente (2), 1,2 equivalentes (5) 3,0 equivalentes (AICl;) e 2,2 equivalentes (Et;N)
* foi utilizado 2,0 equivalentes de AICI,

Logo, resolveu-se testar a metodologia proposta por Zhang et al. (2021), que utiliza o
terc-butdxido de sddio (NaOt-Bu) como ativador da carbonila, conforme Esquema 16. Desta
forma, utilizou-se 1,5 equivalentes de (2), 1,0 equivalente de (5) e 1,5 equivalentes de
NaOt-Bu em tetraidrofurano (THF), em temperatura ambiente, atmosfera aberta, durante 18 h.

No entanto, mesmo ap0s esse periodo, ndo foi observado a formagao do produto por CCD.

Esquema 16: Sintese de amida a partir de éster ¢ amina com NaOt-Bu

Br
N Br Oy -NH
= NaOt-Bu N VS o
s N/ * N
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Fonte: autoria propria, 2025

5.3 HIDROLISE DO ESTER DE 3-BENZOILINDOLIZINA-1-CARBOXILATO DE ETILA

Com o objetivo de obter o hibrido (4) em mente, decidiu-se mudar a estratégia de

sintese. Conforme mencionado no topico 2.3, a formagdo de amidas também pode ocorrer por
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meio da reagdo entre aminas e carbonilas de 4cidos carboxilicos. Desse modo, decidiu-se
hidrolisar o éster do composto (2) para formar amidas a partir do derivado indolizinico

funcionalizado com 4acido carboxilico (10), conforme Esquema 17.

Esquema 17: Sintese de amida a partir de acido carboxilico e amina
Br

© OH Br © NH
= — — -
N7 * s N/

o) NH, o

(10) (©)) C))

Fonte: autoria propria, 2025.

A conversdo do éster ao respectivo acido foi realizada com base no procedimento

reportado por Steinmetz ef al. (2012), incorporando adaptacdes metodologicas a este trabalho,

conforme o Esquema 18.

Esquema 18: Metodologia de hidroélise do éster do composto (2)
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Fonte: autoria propria, 2025

A obtencdo de acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico (10) foi realizada com 100% de
rendimento, ou seja, foi possivel converter todo material de partida (2) em 4cido carboxilico
(10). Apds 22h de reacdo, o bruto foi neutralizado com uma solu¢ao de HCI 1 mol/L e o

composto (10) precipitou no meio reacional e foi filtrado. O produto foi obtido como um

solido de cor bege, conforme Figura 25.
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Figura 25: so6lido de acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico (10)

R

Fonte: autoria propria, 2025

O composto (10) foi identificado por cromatografia de camada delgada (CCD),
conforme Figura 26, em 30% EtOAc/Hexano, com um fator de reten¢do (Rf) de 0,17. O
composto (10) também foi caracterizado por ressonancia magnética nuclear (RMN) e por

espectrometria de infravermelho.

Figura 26: CCD reagdo de obtengdo do composto (10)

- I = 3-benzoilindolizina-1-carboxilato de etila (2) - Material de partida

H = hidrélise (acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico (10))
@

—_————

x 5]

Fonte: autoria propria, 2025

O mecanismo reacional da hidrdlise estd apresentado no Esquema 19 e consiste no
ataque do ion hidroxido no carbono carbonilico, a formac¢do de um intermedidrio tetraédrico
que ¢ convertido em acido carboxilico quando a carbonila se regenera eliminando o grupo
etoxi do éster na forma de etanol. Porém, como ¢ uma hidrolise em meio bésico, o produto

fica desprotonado e quando o meio € neutralizado com 4cido, ele precipita.
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Esquema 19: Mecanismo de reacdo de hidrolise do composto (2)
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Fonte: autoria propria, 2025

54 HIBRIDACAO: SINTESE DE AMIDAS A PARTIR DE ACIDO
3-BENZOILINDOLIZINA-1-CARBOXILICO

Com o acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico (10) obtido, buscou-se novamente
sintetizar o hibrido (4), conforme Esquema 17. Apesar de existirem métodos mais recentes ¢
inovadores para obteng¢do de amidas a partir de 4cidos carboxilicos e aminas, como os de
catdlise com boro, preferiu-se utilizar metodologias mais tradicionais, por serem mais
consolidadas, devido ao tempo estipulado para desenvolvimento deste trabalho. Deste modo,
se baseando na metodologia desenvolvida por Traboni et al. em 2023, foram utilizadas
carbodiimidas como agentes de acoplamento e 4-dimetilaminopiridina (DMAP) como
catalisador.

Inicialmente testou-se uma reagdo com a carbodiimida DCC, cuja estrutura esta
presente na Figura 21, em diclorometano (DCM) em temperatura ambiente e atmosfera inerte
(entrada 1, Tabela 2). Apos 16 horas, foi feita uma CCD da reacdo em 30% EtOAc/Hexano,
representada na Figura 27, e foi observado a presenga de um composto diferente dos materiais

de partida, sugerindo a formag¢ao do produto.
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Figura 27: CCD da entrada 1, Tabela 2

I = 4cido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico (10) - Material de partida
A = 4-bromoanilina (5) - Material de partida

w | D=DCC
s | pm=DmaP

~,

r n o on & | R=Reacdo (bruto)

@

0

Fonte: autoria propria, 2025

A reagdo foi extraida com agua e acetato de etila, a fase orgénica foi seca com sulfato
de magnésio anidro (MgSQO,) e filtrada. Para purificacdo, o produto bruto foi recristalizado em
hexano/diclorometano, obtendo-se um solido branco (precipitado 1 - P1) que nao foi soluvel
em nenhum solvente organico, indicando que este correspondia a uréia (DCU) que ¢ formada
como produto secundario neste tipo de reacdo. Porém, observou-se a precipitagdo adicional de
solido no filtrado, repetindo-se o procedimento de filtracao. Por fim, foi feita outra CCD em

30% EtOAc/Hexano com os materiais de partida, o filtrado e os precipitados, conforme

Figura 28.
Figura 28: CCD da entrada 1, Tabela 2 - apds recristalizacao
. — I = 4cido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico (10) - Material de partida
= A = 4-bromoanilina (5) - Material de partida

> g i D =DCC

: DM = DMAP
@)

——fy————i— I = filtrado

P1 = precipitado 1
P2 = precipitado 2

Fonte: autoria propria, 2025

Considerando-se os resultados, filtrou-se novamente o filtrado resultante até que ndo
houvesse mais precipitagdo de sélido. Com exce¢do do P1, todos os s6lidos foram unidos e
foram analisados por ressonancia magnética nuclear (RMN). Porém, o resultado foi
inconclusivo e as integrais do RMN 'H néo coincidiam com a quantidade de hidrogénios da
molécula do hibrido (4).

Partiu-se entdo para uma nova tentativa substituindo o DCC por EDC, cuja estrutura

esta na Figura 22, visto que sua ureia resultante ¢ soluvel em 4agua e poderia ser retirada numa
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extracdo liquido-liquido (entrada 2, Tabela 2). Entretanto, nesta reagcdo nao foi identificado
produto por CCD. Pensou-se entdo que o motivo para tal, era a baixa solubilidade do
composto (10) em diclorometano, portanto foi decidido trocar o solvente para tetraidrofurano
(THF) e fazer a reagdo em aquecimento (entrada 3, Tabela 2). Porém, ndo foi detectado
produto por CCD novamente.

Foi verificada a disponibilidade do reagente EDC.HCI, utilizando-o para conduzir um
novo teste da reacdo nas mesmas condi¢des anteriores (entrada 4, Tabela 2). Apds 15 horas de
reacdo, foi observado a presenca de um novo composto por CCD em 30% EtOAc/Hexano
com Rf = 0,62. Desta forma, o bruto foi extraido e lavado varias vezes com agua para

eliminar toda uréia resultante, obtendo-se o sélido marrom presente na Figura 29.

Figura 29: so6lido obtido reagdo da entrada 4, Tabela 2

Apb6s isto, foi feito outra CCD em 30% EtOAc/Hexano (Figura 30) e decidiu-se fazer
uma analise por RMN, que indicou a formag¢do do produto, porém ainda ndo estava puro, pois

foi observado a presenga de ureia no espectro.

Figura 30: CCD da entrada 4, Tabela 2

I =4cido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico (10) - Material de partida
e®
o A = 4-bromoanilina (5) - Material de partida

R = Reagdo (apos extracao)

— Fonte: autoria propria, 2025
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Com esses resultados, foi feita uma coluna cromatografica utilizando acetato de
etila’hexano como eluente para purificacdo do produto. O sélido amarelo obtido (Figura 31)

foi analisado por RMN, permitindo a caracterizacao do hibrido (4).

Figura 31: solido hibrido (4)

oy - Wiy

Fonte: autoria propria, 2025

Acredita-se que o reagente EDC poderia estar degradado, o que pode ter
comprometido a reagdo, uma vez que, tanto o EDC quanto o EDC.HCI correspondem a
mesma carbodiimida, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida. O mecanismo geral para a
formagdo de amidas por este método estd presente no Esquema 20, e consiste na ativagao do
acido carboxilico pelo DMAP, permitindo que ele reaja com o EDC, formando um
intermediario que sofre uma adicdo de outra molécula de DMAP, visto que este ¢ mais
nucleofilico que a amina, seguida de eliminagdo liberando a ureia como produto secundario.
O segundo intermediario reativo resultante reage com amina, formando a amida equivalente e

regenera o catalisador.
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Esquema 20: mecanismo de sintese de amida a partir de carbodiimida
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Tabela 2: Condi¢des reacionais rea¢do de amidacdo a partir de acidos carboxilicos € aminas
Entrada Reagente Solvente Atm  Tempo Temperatura Rendimento
1 DCC DCM Inerte 16 h TA N3o identificado
2 EDC DCM Inerte 16 h TA Nao detectado
3 EDC THF Inerte 15h 70°C Nao detectado
4 EDC.HCI1 THF Inerte 15h 70°C 39 %

52 EDC.HCI THF Inerte 22 h 70°C N3ao identificado
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6° EDC.HCI THF Inerte 18 h 70°C N3o identificado

72 EDC.HCI THF Inerte 18h30 70°C N3do identificado

Estequiometria: 1,0 equivalente (10), 1,0 equivalentes (5) 1,2 equivalentes (carbodiimida) e quantidades
cataliticas de DMAP
# foi utilizado 1,0 equivalente de metoclopramida (3) no lugar da 4-bromoanilina (5)

Como foi possivel sintetizar o hibrido (4) empregando EDC.HCI/DMAP em THF a 70
°C sob atmosfera inerte, as mesmas condi¢des foram utilizadas para a sintese do hibrido (1),
derivado da metoclopramida, que constitui o principal objetivo deste projeto (entrada 5,
Tabela 2). Inicialmente, planejava-se adquirir a metoclopramida como substancia ativa pura,
no entanto devido ao prazo de entrega incompativel com o cronograma experimental,
optou-se por realizar a extra¢do do farmaco a partir de comprimidos de Plasil, obtidos em
farmacias comerciais.

A metoclopramida esta presente na forma de cloridrato no Plasil e foi extraida a partir
do método relatado por Kahali e Khanam em 2018, que consiste em triturar o comprimido,
solubilizar em 4gua e adicionar NaOH 1 mol/L para formar a base de metoclopramida, em
seguida filtra-se a mistura resultante e recristaliza-se o precipitado em acetona. Seguindo este
método, obteve-se um rendimento de extragdo de 68 % e o so6lido branco obtido (Figura 32)
foi caracterizado por RMN, para confirmar a identidade da metoclopramida. O ponto de fusao
foi determinado em 147-149 °C, valor compativel com o reportado na literatura para esse

composto (PubChem).

Figura 32: s6lido metoclopramida

Fonte: autoria prépria, 2025

A reagdo de formagdao de amida a partir do acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico

(10) com metoclopramida foi realizada em 22 horas e uma CCD do bruto reacional foi
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realizada (Figura 33) em 10% metanol/cloroférmio — tal eluente foi escolhido devido a alta
polaridade da metoclopramida. Extraiu-se a reagdo com uma solugdo aquosa acida para
eliminar o restante de metoclopramida (material de partida), seguida de uma lavagem com
solucdo aquosa basica para retirar o restante do acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico
(material de partida) e por fim, uma ultima lavagem com 4gua para neutralizar a fase
organica. Apos isso, fez-se outra CCD e a mancha com Rf = 0,38 desapareceu. Pensou-se
entdo que o produto poderia ser a mancha com Rf = 0,96 (Figura 33). Desta forma, foi
realizada outra CCD em 30% EtOAc/Hexano (Figura 34), para comparar a polaridade do
possivel produto com o hibrido (4), obtido anteriormente — mesmo que a metoclopramida

permanccCesse na base.

Figura 33: CCD do bruto da reagdo da entrada 5, Tabela 2

.
I = acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico (10) - Material de partida
- w= M =metoclopramida - Material de partida
® ,
e D R = bruto reacional
B G —
Figura 34: CCD da reagdo entrada 5, Tabela 2 - ap6s extragdo
7
b
s | I'=4cido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico (10) - Material de partida
a M = metoclopramida - Material de partida
. | P = possivel produto
@ p p
MR

Decidiu-se entdo, realizar uma purificacdo por meio de filtragcdo isocratica em silica,
utilizando como eluente uma propor¢ao de acetato de etila:hexano de 30:70. Apos a filtragao,
foi obtido um soélido laranja (Figura 35), que foi analisado por RMN, entretanto o resultado

foi inconclusivo e ndo foram observados os sinais referentes aos hidrogénios do produto —

hibrido (1).
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Figura 35: s6lido obtido apos filtragdo isocratica em silica da reag@o da entrada 5, Tabela 2

Logo, repetiu-se a reagdo nas mesmas condi¢cdes reacionais, para realizar outras
formas de isolamento do possivel produto (entradas 6 e 7, Tabela 2). Na primeira tentativa,
tentou-se uma recristalizagdo, em etanol a quente, do produto a partir do bruto da reagao.
Realizou-se uma analise por RMN do so6lido obtido, mas as integrais no espectro de 'H ndo
corresponderam ao produto. Por fim, repetiu-se novamente a reagdo (entrada 7, Tabela 2), que
foi extraida com menos agua (2x de 10 mL), devido a possibilidade de se perder o produto
para a fase aquosa, considerando a sua alta polaridade. Foi realizado uma analise por RMN da
fase organica resultante, para verificar se havia indicios da presenca do produto, mesmo que
impuro. No RMN de "C constatou-se a presen¢a de sinais na regido de amidas (160-180
ppm), observou-se a presenca de trés picos nesta regido, que podem se relacionar aos
carbonos carbonilicos da amida ja existente na molécula da metoclopramida, & amida
originada pela reacdo (produto) e a amida da ureia (subproduto).

Portanto, acredita-se que foi possivel sintetizar o hibrido (1), mas seu isolamento e
purificacdo permanece sendo um desafio, mostrando que este método ainda precisa ser
otimizado, de modo que esses aspectos serdo abordados como perspectivas futuras deste
trabalho. Por outro lado, o hibrido (4) foi obtido e caracterizado com sucesso.

Por fim, foram medidos os pontos de fusdao das moléculas que foram sintetizadas e
isoladas com sucesso, conforme Figura 36. Os resultados confirmaram que as substancias
analisadas se tratavam de moléculas diferentes, confirmando que os materiais de partidas

reagiram entre si, formando os produtos correspondentes.
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Figura 36: Pontos de fusdo das moléculas sintetizadas
Br
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Os pontos de fusdo (PF) também estdo condizentes com os tipos de forcas
intermoleculares presentes em cada molécula. A molécula contendo éster possui a menor
temperatura, pois possui apenas aceptores de ligacdo de hidrogénio, diferente da molécula
contendo 4cido carboxilico (10) e amida (4). Além disso, o composto (2) possui maior
liberdade conformacional na por¢do etilica do éster, o que dificulta o empacotamento
cristalino, enfraquecendo a interacdo entre as moléculas.

A molécula com 4acido carboxilico (10) apresenta o maior PF pois, além de possuir
tanto grupos aceptores e doadores de ligacao de hidrogénio, essas moléculas formam dimeros
ciclicos muito estaveis a partir de ligagdes de hidrogénio entre duas moléculas idénticas,
originando um ciclo de oito membros, que contribui para formar uma rede cristalina muito
organizada com fortes interacdes intermoleculares. Esses fatores sdo responsaveis por
aumentar a energia do sistema e consequentemente, a temperatura de fusao.

A deslocalizacdo eletronica inerente a fungdo organica amida € responsavel por
conferir um carater eletrostatico mais pronunciado aos hibridos de ressonancia desses
compostos. Essa polarizacdo, por consequéncia, aumenta a poténcia das interagdes
intermoleculares e resulta em elevados valores de ponto de fusdo. Entretanto, no composto
(4) o par de elétrons livre do nitrogénio também estd deslocalizado com a nuvem eletronica

do anel aromatico.

5.5 CARACTERIZACAO DAS MOLECULAS OBTIDAS

A técnica de ressondncia magnética nuclear (RMN) mede a energia absorvida ou
emitida pelos nucleos atomicos quando estes estdo submetidos a um campo magnético

externo e sdo irradiados por energia na regido de radiofrequéncia do espectro eletromagnético.
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A promoc¢do ou retorno do nucleo a estados energéticos diferentes ¢ denominada de
ressonancia, que ¢ detectada e gera um espectro. Logo, o espectro de RMN correlaciona a
radiofrequéncia aplicada com a absor¢do ou emissao de energia pelos nucleos. A
radiofrequéncia ¢ na ordem de megahertz (MHz), por isso os deslocamentos quimicos sdo
dados em parte por milhao (ppm).

A ressonancia experimentada pelos nucleos ¢ influenciada de maneira distinta pelo
ambiente quimico em que eles se encontram. Assim, cada nucleo apresenta um deslocamento
quimico caracteristico, gerando sinais diferentes no espectro e permitindo sua identificagao.

Os nucleos que possuem numero de massa e/ou nimero atdmico impar apresentam
spin nuclear diferente de zero, o qual estd associado a um momento magnético, que produz
interacdes magnéticas com o ambiente. Porém os nucleos das moléculas sdo envolvidas por
elétrons que, sob a influéncia de um campo magnético externo, como ocorre na técnica de
RMN, movem-se de forma a gerar seu proprio campo magnético, que age em oposi¢do ao
campo externo, o que ocasiona um efeito de blindagem nos nucleos, ou seja, altera a
intensidade do campo externo que cada nucleo de fato experimenta (campo efetivo).

A regido da direita de um espectro de RMN ¢ denominada de campo alto, nesta regiao
a frequéncia efetiva sentida pelos nucleos ¢ menor devido a alta blindagem ocasionada pelo
ambiente eletronico. Ja a regido da esquerda ¢ denominada de campo baixo e considerada
desblindada, o que aumenta a frequéncia efetiva sentida pelos nticleos.

As analises de RMN foram obtidas em um espectrofotometro Bruker 400 (Instituto de
Quimica-UFRGS) operando em frequéncias de 400 MHz e 100 MHz. Os espectros foram
calibrados pelo pico do padrio interno tetrametilsilano (8 = 0.00 ppm) e pelo pico do solvente

deuterado utilizado.
5.5.1 Caracterizacio do 3-benzoilindolizina-1-carboxilato de etila (2)

O composto (2), 3-benzoilindolizina-1-carboxilato de etila, foi caracterizado por RMN
de 'H e de "*C. No espectro de RMN de 'H (Figura 37), o tripleto € o quarteto em 1,39 e 4,37
ppm se referem aos carbonos alifaticos do éster j e i, respectivamente. Ambos estao no campo
alto do espectro, pois seu ambiente eletronico blinda os nucleos, fazendo com que o campo
efetivo seja menor. Os dois hidrogénios i estdo um pouco mais desblindados devido ao efeito
do atomo de oxigénio do éster, que atrai a densidade eletronica para si, aumentando a
intensidade do campo experimentado em i. Ja os dubletos em 9,97 e 8,9 ppm se referem aos

hidrogénios a e d, respectivamente. O hidrogénio a ¢ o mais desblindado do espectro pois,
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além de ser influenciado pelo efeito indutivo do nitrogénio, também sofre desblindagem

ocasionada por efeito mesomérico da carbonila do éster. O singleto referente ao hidrogénio e

esta em 7,82 ppm, porém sofreu sobreposicdo com os sinais dos hidrogénios f e f°. O tripleto

com integral relativa a 7,45 ppm ¢ referente ao hidrogénio h e o tripleto em 7,09 ppm ¢

relacionado ao hidrogénio b, pois este estd mais afastado do nitrogénio e das carbonilas (que

seriam responsaveis por desblindar o nicleo) e portanto possui um campo efetivo menor. Por

fim, o multipleto em 7,55 ppm se refere aos hidrogénios ¢, g e g’.

Figura 37: Espectro de RMN de 'H do composto (2)
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d h
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Da mesma forma, foram analisados os sinais do espectro de RMN de “C (Figura 38)

do composto (2). Os picos mais blindados em 60,24 ¢ 14,67 ppm se referem aos carbonos

alifaticos do éster, enquanto o carbono 9 ¢ o mais desblindado, devido ao efeito do oxigénio
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da carbonila, sendo seguido pelo carbono 16, que também ¢ uma carbonila porém possui uma
deslocalizagdo eletronica com o atomo de oxigénio do éster ocasionando um efeito de

desblindagem menor.

Figura 38: Espectro de RMN de '*C do composto (2)

3-benzoilindolizina-1-carboxilato de etila

BC NMR (100 MHz, CDCl;): & 185.72, 164.21, 140.02, 131.60,
129.34, 129.17, 129.10, 128.53, 127.83, 122.64, 119.64, 115.42,
106.42, 60.24, 14.67.
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Importante ressaltar que essa molécula foi sintetizada a partir do método desenvolvido
por Vieira et al. (2024) e ambos espectros, de 'H e °C, estdo de acordo com a referéncia
utilizada. E como complemento foi realizada uma espectroscopia de infravermelho, que ¢ uma
técnica que detecta as vibragdes assimétricas das ligagdes quando em contato com radiagdo na
faixa de infravermelho do espectro eletromagnético. As frequéncias vibracionais sao

representadas pelo nimero de onda (cm™) em fungdo da transmitancia, que é a porcentagem
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de radiagdo que atravessa a amostra sem ser absorvida. De maneira simplificada, utiliza-se o
modelo do oscilador harmoénico para descrever o movimento vibracional gerado,
considerando atomos como esferas e ligagdes como molas. A constante da mola K se
relaciona com a forga da ligacdo e quanto maior o valor de K, maior a frequéncia vibracional.

No espectro de infravermelho da Figura 39, observa-se o estiramento C-H de carbono
sp® em 2950 cm™ referente aos carbonos alifaticos do éster; também ¢ possivel identificar as
duas carbonilas da molécula a partir dos picos em 1680 e 1610 cm™, que se relacionam a
carbonila do éster e da cetona, respectivamente. Importante destacar que, normalmente
carbonilas de cetonas e ésteres apresentam frequéncias de 1715 e 1735 cm™, porém a
molécula de 3-benzoilindolizina-1-carboxilato de etila apresenta um sistema totalmente
conjugado e desta forma, doa densidade eletronica para a carbonila através do efeito
mesomérico. Por consequéncia, o hibrido de ressonancia possui um maior carater de ligagdo
sigma. Esse fendmeno pode ser entendido como um enfraquecimento da ligagdo dupla da

carbonila, ocasionando uma diminuic¢do do valor de K e da frequéncia vibracional.

Figura 39: Espectro de infravermelho do composto (2)
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5.5.2 Caracterizacio do acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico (10)

Foi feita a caracteriza¢do do acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico por RMN de 'H e
BC, conforme Figura 40 e 41. Os picos referentes a regido aromatica se mantiveram como na
caracterizagdo do composto (2), visto que a Unica diferenca entre as moléculas ¢ a funcao

organica presente na posi¢do 1 do anel heterociclico. A sintese do composto (10) foi
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comprovada pelo desaparecimento dos picos em 1,39 ¢ 4,37 ppm no RMN 'H e dos picos em
14,67 € 60,24 ppm no RMN "C, referentes aos hidrogénios e carbonos etilicos do éster do
composto (2).

Observa-se que o hidrogénio do 4cido carboxilico ndo foi detectado no espectro, isto
pode ter ocorrido por este hidrogénio estar ligado diretamente em um heterodtomo, o que o
torna mais reativo podendo sofrer trocas rapidas com o deutério do CDCl;, e dependendo do
tempo que o nucleo de hidrogénio esteja de fato na molécula, nos diferentes estados

energéticos, excitado e relaxado, este proton pode ndo ser detectado.

Figura 40: Espectro de RMN de 'H do composto (10)

Acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico

"H NMR (400 MHz, DMSO): 9.86 (d, J = 7.0 Hz, 1H), 8.33 (d, J =
8.8 Hz, 1H), 7.78 (d, J= 6.8 Hz, 2H), 7.69 — 7.52 (m, 5H), 7.31 (td, J
=6.9, 1.3 Hz, 1H).
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Figura 41: Espectro de RMN de "*C do composto (10)

Acido 3-benzoilindolizina-1-carboxilico

BC NMR (100 MHz, DMSO): § 184.51, 164.57, 139.44, 139.17,
131.60, 128.66, 128.50, 128.39, 128.30, 121.75, 119.00, 115.94,
106.30.
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Também foi realizada uma espectrometria de infravermelho (Figura 42) para
corroborar os resultados, onde ¢ possivel observar que se obteve uma banda alargada entre
3400 e 2400 cm’ referente estiramento da ligagdo OH do acido carboxilico e os picos
carbonilicos se aproximaram, ou seja, houve um deslocamento do pico em 1680 cm’,
relacionado a carbonila do éster, para 1660 cm™. Carbonilas de 4cidos carboxilicos possuem
uma frequéncia vibracional menor do que ésteres porque o hidrogénio da carboxila esta
participando de ligacdo de hidrogénio intermoleculares, estando mais afastado do oxigénio, o
que permite-o a doar mais densidade eletronica para a carbonila do que em ésteres,

enfraquecendo mais a ligagdo C=0 e diminuindo a frequéncia observada.
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Figura 42: Espectro de infravermelho do composto (10)
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5.5.3 Caracterizacio da metoclopramida

Como a metoclopramida foi extraida a partir de comprimidos de Plasil, fez-se a
caracterizagdo do solido extraido para confirmar sua identidade. O composto foi analisado por
RMN de 'H e de "*C. No espectro de '"H RMN (Figura 43), os picos em 8,21 ¢ 8,10 ppm se
referem aos hidrogénios aromaticos a e b, o sinal de a estd levemente em campo mais baixo
pois os substituintes em orto, cloro e amida, sdo responsaveis por desblindar o proton por
efeito indutivo e mesomérico, respectivamente. Os singletos em 6,28 e 4,40 ppm se referem
aos hidrogénios da amida ¢ da amina (i e h). O singleto em 3,86 ppm com integral referente a
trés hidrogénios se relaciona com os hidrogénios da metoxila. Esperaria-se que o sinal dos
hidrogénios d se desdobrassem na forma de tripleto, porém estes podem ter sofrido um
acoplamento com o hidrogénio da amida fazendo com que o sinal se desdobrasse na forma de
um quarteto em 3,48 ppm, diferente dos hidrogénios e, que por sua vez, aparecerem na forma
de tripleto em 2,60 ppm. Por fim, os sinais mais blindados do espectro se relacionam aos
hidrogénio f e g, na forma de um quarteto em 2,56 ppm e um tripleto em 1,03 ppm,

respectivamente.



Figura 43: Espectro de RMN de 'H metoclopramida
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No espectro de *C da metoclopramida (Figura 44), é possivel observar sinais que se

relacionam com as andlises feitas no espectro de 'H. O carbono em 164,49 ppm ¢é referente a

carbonila, pois ele ¢ fortemente desblindado pelo oxigénio. O mesmo ocorre com os carbonos

2,3 e 5, que estdo diretamente ligados 4 um heterodtomo. Assim como no espectro de 'H, o

carbono 1 sofre desblindagem por efeito mesomérico e indutivo, o que aumenta o campo

efetivo experimentado e resulta em um deslocamento quimico de 133,13 ppm. O sinal mais

blindado associa-se com os carbono CHj; das etilas, pois seu ambiente eletronico ¢ mais

intenso, ja os carbonos 7, 9, 10, 11 e 12 aparecem na regido de carbonos alifaticos porém
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estdo ligados a heterodtomos que puxam a densidade eletronica para si, e desblindam os

carbonos, aumentando o campo efetivo.

Figura 44: Espectro de RMN de "*C metoclopramida
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5.5.4 Caracterizacao do hibrido (4)

Foi possivel caracterizar por RMN de 'H e "C a molécula de
3-benzoil-N-(4-bromofenil)indolizina-1-carboxamida (hibrido (4)). Mesmo apds a purificagdo
por coluna cromatografica, ainda permaneceram pequenos vestigios de ureia (subproduto)
junto com o produto. Embora esses tracos ndo tenham impedido a identificagdo da molécula,

eles justificam a observacdo de 16 hidrogénios na regido aromatica, em vez dos 15



70

hidrogénios esperados para o produto puro. A ureia ¢ uma diamida, e hidrogénios desse tipo
de grupo funcional geralmente apresentam deslocamentos quimicos entre 5,0 € 9,0 ppm.
Conforme Figura 45, observa-se que os hidrogénios mais desblindados em 9,76 e 8,39
ppm se relacionam aos hidrogénios a e d, relativos a por¢do da indolizina do produto, seguido
do singleto referente ao hidrogénio e em 7,74 ppm. O tripleto em 6,96 ppm se refere ao
hidrogénio b, devido ao menor efeito de desblindagem ocasionado pelas carbonilas e

nitrogénios. J4 o multipleto entre 7,41-7,24 ppm representa 9 hidrogénios aromaticos,

identificados na Figura 44.

Figura 45: Espectro de RMN de 'H do hibrido (4)

3-benzoil-N-(4-bromofenil)indolizina-1-carboxamida (hibrido (4))

'H NMR (400 MHz, CDCL,): 9.76 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 8.39 (d, J =
8.9 Hz, 1H), 7.74 (s, 1H), 7.61 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 7.43 (s, 1H),
7.41 —7.24 (m, 9H), 6.96 (t, J = 7.0 Hz, 1H).

ful
Q
a
O
~ un OVI NN MODWLM—OWOWOWMOWWI WO m (o'}
L TORNOVOTITIMNMMMANN— GGG — n o~
a o COOMNINININNNNNNNNNN YW Wm — —
2 9 S AN Y [
c. gg.hjjkk
i
ff ﬂ ’
e I 1 ‘
|
n \ 4'\‘ L ,'H"‘/JH ] ®
f\ I\ | AR | I
| | I (VAR I
VAN _JW Y A N
=T A T— 1 L
o o o o [sa]
S S S S =]
= ~ = a =
a 775 7.70 7.65 7.60 7.55 750 7.45 740 735 730 725 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90
f1 (ppm)
d
!‘ |
\‘\ “‘I |
An “\ ,\
J
— 5 "M‘l
8 TS
o 3
9.74 -
fL(ppm) | :BT? |
fi (ppm) ‘ \
'
| MU UL Jk_,‘L —

1.00-=
1.00=

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05 00
f1 (ppm)



71

Os resultados do RMN de "*C (Figura 46) corroboram estes resultados, com os picos
em 185,72 e 162,64 ppm referentes aos carbonos carbonilicos da cetona (9) e da amida (16),

respectivamente, € todos os outros sinais na regido aromatica do espectro — como ¢ esperado.

Figura 46: Espectro de RMN de "*C do hibrido (4)

3-benzoil-N-(4-bromofenil)indolizina-1-carboxamida (hibrido (4))

BC NMR (100 MHz, CDCl;): 8 185.72, 162.64, 140.41, 140.35,
137.67, 132.39, 131.90, 129.30, 128.89, 128.14, 124.79, 122.52,
122.22,120.39, 117.13, 116.20, 109.45.
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5.6 PARTE EXPERIMENTAL

5.6.1 Sintese De 3-Benzoilindolizina-1-Carboxilato De Etila (2)
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Em uma vidraria apropriada para uso de ultrassom de ponteira, adicionou-se 3 mL de
acetonitrila (para uma escala de 1 mmol), 2-bromoacetofenona e a piridina. A mistura foi
submetida a 5 minutos de radiacdo ultrassonica em uma amplitude de 50%. Em seguida,
adicionou-se o carbonato de césio e o etil propiolato, mantendo-se a irradiagdo por mais 5
minutos. O bruto foi extraido com acetato de etila e solugdo saturada de cloreto de sodio, a
fase organica foi seca com sulfato de magnésio e filtrada. Realizou-se purificagdo por coluna
cromatografica utilizando acetato de etila:hexano como eluente. Produto obtido como um

s6lido marrom com rendimento de 66% e ponto de fusdo de 86-92°C.

5.6.2 Sintese Acido 3-Benzoilindolizina-1-Carboxilico (10)

Em um baldo de fundo redondo, solubilizou-se o composto (2) em tetrahidrofurano
(THF), adicionou-se 2 mL de etanol (para escala de 1 mmol), 0 mesmo volume de agua
destilada ¢ NaOH 1 mol/LL (I mmol de NaOH para cada 0,3 mmol do composto (2)). O
sistema foi aquecido a 60°C e mantido sob refluxo. Apds 22 horas, o bruto foi neutralizado
com HCl 1 mol/L (3 equivalentes para cada equivalente de NaOH), ocasionando a
precipitagdo do produto que foi filtrado. O produto foi obtido como um sélido de cor bege

com rendimento de 100% e ponto de fusdo de 237-243°C.

5.6.3 Hibridacao - Sintese Hibrido (4)

Em um tubo schlenk, sob atmosfera inerte, adicionou-se 15 mL de tetrahidrofurano
seco (para escala de 1 mmol) juntamente com o composto (10), 4-bromoanilina, EDC.HCI e
quantidades cataliticas de DMAP; o sistema foi aquecido a 70°C. Apds 16 horas, o THF foi
evaporado e o bruto foi extraido com acetato de etila e agua destilada. O produto foi obtido

como um so6lido amarelo com rendimento de 39 % e ponto de fusdo de 195-200°C.

5.6.4 Extracao Metoclopramida

Os comprimidos de Plasil foram triturados em um gral com auxilio de pistilo € o p6
resultante foi solubilizado em 4gua. Sob constante agitagdo, adicionou-se NaOH 1 mol/L gota
a gota (3 equivalentes de NaOH em relagdo a quantidade metoclopramida) e a mistura foi

filtrada. Quando o precipitado estava seco, recristalizou-se em acetona para obter a
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metoclopramida como um cristal branco com rendimento de 68 % e ponto de fusdo de

147-149 °C.

5.7 ESTUDOS IN SILICO

Foram realizados ensaios computacionais na plataforma SwissADME para prever
algumas caracteristicas fisico-quimicas da molécula projetada (hibrido (1)), que auxiliaram a
definir se o composto possui druglikeness.

Os resultados indicaram que a molécula viola apenas um dos critérios da Regra dos
Cinco de Lipinski — conjunto de diretrizes utilizado para prever o potencial de um composto
apresentar boa biodisponibilidade oral. A unica violagdo observada foi a massa molecular
acima de 500 Da, uma vez que o hibrido apresenta 547,05 g/mol.

Uma das Regras de Lipinski esta relacionada ao coeficiente de parti¢do octanol/agua
(LogP,,), definido como o logaritmo da razdo entre as concentracdes de uma substancia
distribuida entre duas fases imisciveis: n-octanol (fase organica) e agua. Esse parametro
reflete a lipofilicidade do composto e, segundo as diretrizes de Lipinski, deve apresentar valor
inferior a 5,0 para favorecer boa absor¢do oral. No caso do hibrido, o LogP calculado foi de
4,45, permanecendo dentro do limite recomendado.

Com o grafico boiled-egg obtido na simulagdo, presente na Figura 47, também ¢&
possivel observar que o hibrido possui uma alta absorcao gastrointestinal (HIA), o que ¢
positivo para uma administracdo via oral. Entretanto, a molécula ndo atravessa a barreira
hematoencefalica (BBB). Tal predicdo poderia conferir um aspecto negativo, pois muitos
receptores antieméticos se situam no bulbo encefélico, contudo existem antieméticos
aprovados que sdo eficientes mesmo sem atravessar a BBB, como a domperidona, que possui
0o mesmo mecanismo de a¢cdo da metoclopramida (em receptores dopaminérgicos) mas atua
predominantemente no trato gastrointestinal e, justamente por ndo penetrar no SNC, apresenta

menor incidéncia de efeitos adversos neurologicos, como distonia e tremores.
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Figura 47: grafico boiled-egg obtido no SwissADME
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Portanto, o derivado indolizinico idealizado neste trabalho apresenta propriedades
fisico-quimicas favoraveis e compativeis com caracteristicas de druglikeness, reforcando a
relevancia da continuidade dos estudos envolvendo essa molécula para o desenvolvimento de
novos farmacos. Além disso, visando compreender seu potencial de interacdo com alvos
bioldgicos, foram realizadas simulagdes computacionais capazes de fornecer informagdes
sobre seu comportamento e suas possiveis interagdes no organismo.

Existem diversos alvos envolvidos no tratamento do cancer de mama, um exemplo € o
proprio DNA e as enzimas envolvidas na sua replicacdo. A doxorrubicina ¢ um exemplo de
farmaco comumente utilizado neste tipo de cancer e atua diretamente no material genético das
células cancerigenas. A enzima topoisomerase II ¢ um dos seus alvos pois ela ¢ responsavel
por mediar processos cruciais para o ciclo celular, interagindo diretamente com a fita dupla de
DNA (Thorn, et al., 2011).

Porém, os agentes quimioterapicos mais utilizados no tratamento do cancer de mama
frequentemente provocam relevantes toxicidades, que por vezes, desencorajam a conclusdo do
tratamento. O medicamento 5-FU (5-fluorouracil), por exemplo, tém sido associado a
alteragdes no trato gastrointestinal em mais de 80% das pacientes, impactando diretamente na

qualidade de vida (Kameo, ef al., 2021).
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A atividade citotoxica dos quimioterapicos € responsavel por lesionar as células,
ocasionando a liberacdo de substancias que enviam sinais ao cérebro para eliminar esta
“ameaca” por meio da émese. Os agonistas dopaminérgicos sao uma das classes de desses
compostos e mimetizam a dopamina enddégena em receptores do tipo D2 presentes na “zona
de gatilho” do bulbo enceféalico, conforme Figura 3 (Belkacemi; Darmani, 2020).

Neste sentido, considerando a topoisomerase Il e o receptor de dopamina D2 como
importantes proteinas envolvidas no cancer de mama e na cascata do vomito, adotou-se a
estratégia de structure based drug designing (SBDD) e estudou-se a estrutura tridimensional
do complexo proteina-ligante, destes alvos com o hibrido (1), a partir da técnica de docking.

A técnica de docking ¢ empregada no Planejamento de Farmacos Auxiliado por
Computadores (CADD, do inglés Computer Assisted Drug Design) e consiste na predi¢cao da
melhor orientagdo, a chamada “pose”, do ligante na interacdo com o receptor. O docking,
diferente da técnica de dinamica molecular, simula um sistema estatico entre a
proteina-ligante para prever a melhor posi¢do de encaixe, podendo gerar bons insights com
rapidez e um custo computacional baixo (Barreiro; Fraga, 2015).

O docking realizado foi do tipo blinding docking, ou seja, as superficies das proteinas
foram investigadas pelo algoritmo do programa, em busca de possiveis sitios de ligacao,
considerando fatores como as forgas intermoleculares (interagdes hidrofobicas, eletrostaticas e
estéricas) entre o ligante e os receptores.

O experimento foi realizado no CB-Dock 2, um servidor gratuito de acesso online,
desenvolvido por uma equipe de pesquisadores liderada pelo Dr. Yang Cao, da Sichuan
University, China, e seus colaboradores (Liu, Yang, 2022). O objetivo foi analisar a afinidade
da molécula proposta neste trabalho, projetada por hibridagdo molecular, com os receptores
envolvidos em sua potencial atividade dupla — tanto na patologia primaria (cancer), quanto
na mediacdo das nduseas e vomitos induzidos por quimioterapia.

O resultado do docking do hibrido (1) com a topoisomerase II estd na Figura 48. Para
a enzima, foi utilizada a estrutura do PDB com codigo SGWK, que foi obtida por difragdo de
raio-X e estd complexada com o DNA — que foi retirado para a realizagao do experimento.
Nota-se que a topoisomerase II possui dois monomeros iguais, portanto para fins de

simplificagdo computacional, considerou-se apenas um deles.
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Figura 48: Docking entre hibrido (1) com a topoisomerase I

Fonte: autoria propria (PyMOL), 2025

Destaca-se que o sitio de ligacdo predito, fica na regido que o DNA estava
complexado na estrutura do PDB utilizada, o que fornece evidéncias que o hibrido (1)

impediria a atividade da topoisomerase II com o DNA, conforme demonstra a Figura 49.

Figura 49:Resultado do docking sobreposto a estrutura da proteina complexada com DNA (5GWK)

Fonte: autoria propria (PyMOL), 2025

No que diz respeito as interagdes com a proteina, conforme representado na Figura 50,

o hibrido (1) forma ligagdes de hidrogénio com os residuos THR-767 ¢ SER-763, utilizando o
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hidrogénio da ligacdo amida localizada na regido correspondente a metoclopramida (a). A
carbonila da ligagdo amida formada a partir da hibridacdo, também faz ligacdo de hidrogénio

com o residuo de aminoacido GLY-725 (b).

Figura 50: ligagdo de hidrogénio do hibrido (1) com a topoisomerase 11

SER-763

(@) (b)

Fonte: autoria prépria (PyMOL), 2025

O ntcleo indolizinico do hibrido (1) faz interagdo -1 do tipo 7-shape com o residuo
de aminoacido HIS-759, que faz uma intera¢do complementar com o TYR-757, conforme
Figura 51. Essa interagdo reforca a biocompatibilidade de compostos aromaticos, conforme

apresentado no topico 1.3.

Figura 51: interagaom-Tt do hibrido (1) com a topoisomerase 11

Fonte: autoria propria (PyMOL), 2025
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Para o docking do hibrido (1) com o receptor de dopamina D2, utilizou-se a estrutura
do PDB com codigo 6CM4. O resultado esta presente na Figura 52 e observa-se que o melhor
encaixe previsto € no interior do canal do receptor que fica situado na membrana celular e o
ligante interage com a parte da cavidade que fica voltada ao meio externo da célula — local ao

qual um possivel fdrmaco teria acesso.

Figura 52: Docking entre hibrido (1) com o receptor D2

Fonte: autoria prépria (PyMOL), 2025

O hibrido (1) faz ligacdo de hidrogénio com dois residuos de aminoacidos no sitio
ativo, o TRP-100 e THR-412, conforme apresentado na Figura 53. Ambas as interacdes
acontecem entre o oxigénio carbonilico e hidrogénios polares. Importante ressaltar que uma

dessas interagdes ocorrem na ligagao originada com a hibridagao proposta neste trabalho.

Figura 53: interac@o de hidrogénio entre hibrido (1) com o receptor D2

L)

3-& \ TRP-100
L )

Fonte: autoria prépria (PyMOL), 2025
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A afinidade relativa prevista, ou seja, a energia livre de ligagao, foi de -8.6 kcal/mol e
-9.7 kcal/mol para o complexo hibrido(1)-topoisomerase II e hibrido(1)-receptor D2,
respectivamente. Esses valores indicam que o processo € energeticamente favoravel e
espontaneo (AG < 0) para ambos os alvos e que ndo ha preferéncia de um receptor sob o
outro, pois as afinidades sao muito similares.

A molécula proposta neste trabalho possui uma afinidade ligeiramente maior pelo
receptor da dopamina, esse resultado pode ser explicado pelos volumes das cavidades do sitio
de ligagdo. Os volumes dos sitios sdo 5120 e 1354 A’ para topoisomerase II e para o
receptor D2, respectivamente. O fato da cavidade da topoisomerase Il ser muito maior
significa que, existe mais possibilidade de movimentacdo do ligante, podendo resultar em
uma menor quantidade de contatos efetivos com os residuos de aminoécidos. Diferente do
receptor D2, que oferece um encaixe mais “ajustado” com menos liberdade conformacional
para a molécula do ligante.

Portanto, os resultados obtidos sdo promissores e indicam que o hibrido projetado ndo
apenas apresenta propriedades fisico-quimicas favoraveis, como também demonstra boa
afinidade pelos alvos relacionados a sua potencial atividade dual. Além disso, a auséncia de
uma preferéncia marcante por um dos alvos sugere que a molécula tende a atuar de forma

equilibrada em ambos, sem evidenciar seletividade excessiva por apenas um deles.
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6 CONCLUSOES

Com este trabalho foi possivel reiterar a importancia da polifarmacologia no contexto
atual de desenvolvimento de farmacos. Essa estratégia foi utilizada para sintetizar moléculas
com potencial atividade biologica que sejam capazes de atuar em mais de um alvo,
possibilitando uma otimiza¢dao das doses necessarias no tratamento dos pacientes. De forma
mais especifica, projetou-se um composto, via hibridacdo molecular, visando a interacdo com
receptores envolvidos tanto no cancer quanto na resposta emética, com o propdsito de
desenvolver uma molécula capaz de atuar sobre a patologia primdria (cancer) e também sobre
um dos principais efeitos adversos do proprio tratamento, as nduseas e vomitos induzidos por
quimioterapia.

Inicialmente, sintetizou-se o derivado indolizidinico 3-benzoilindolizina-1-carboxilato
de etila (2). Considerou-se entdo sua hibridacdo com um antiemético de uso clinico
consolidado, a metoclopramida. O composto (2) foi obtido por meio de uma cicloadigdo
1,3-dipolar promovida por ultrassom, apresentando bom rendimento (66%).

Entretanto, a tentativa de hibridar essa molécula com 4-bromoanilina — empregada
como modelo em substituicdo a metoclopramida para otimizagdo do método — por meio de
uma amidacdo direta entre aminas ¢ ésteres ndao obteve sucesso, nao sendo observada
formagdo de produto. Assim, seguiu-se a estratégia alternativa de hidrolisar o éster de (2) para
obtenc¢do do correspondente acido carboxilico, permitindo a posterior reacdo de acoplamento
com a 4-bromoanilina mediada por carbodiimidas.

Foi realizada a hidrolise do éster com sucesso, originando o composto (10) com 100%
de rendimento. Em seguida, procedeu-se a reacdo de hibridag¢do entre o acido carboxilico e a
4-bromoanilina utilizando EDC.HCI como agente de acoplamento, DMAP como catalisador e
THF como solvente, a 70 °C sob atmosfera inerte. Embora tenham surgido inimeros desafios
relacionados a purificagdo, tais obstaculos foram superados, permitindo a obtengdo do produto
com rendimento de 39 %.

As mesmas condi¢des reacionais foram aplicadas a sintese do derivado indolizinico
hibridado com a metoclopramida. Foram obtidos indicios de formag¢do do produto por CCD e
RMN; no entanto, sua purificagdo e isolamento ainda representam um entrave. Assim,
permanece necessaria a otimizagao do método, especialmente quanto ao tempo reacional e as

estratégias de purificagdo, aspectos que constituem perspectivas futuras deste projeto.
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Todas as moléculas obtidas foram devidamente caracterizadas por RMN de 'H e °C, e
a técnica de infravermelho também foi utilizada em alguns casos, fornecendo dados adicionais
que corroboraram os resultados.

Por fim, foram realizados estudos in silico de predi¢ao de aspectos fisico-quimicos da
molécula estuda e foi realizado um docking com a topoisomerase Il e com o receptor de
dopamina D2, ambos alvos envolvidos no cancer de mama e na resposta emética bioldgica,
respectivamente. Obteve-se resultados promissores, como boas propriedades druglikeness e

afinidades relativas favoraveis entre o ligante e os receptores.
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