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RESUMO 

 

As tetracetonas representam uma classe promissora de compostos orgânicos, cujas propriedades 

estruturais e funcionais têm despertado interesse nas ciências farmacêuticas devido à sua 

versatilidade sintética e potencial bioativo, demonstrando em diversos estudos atividades 

biológicas como ação anti-inflamatória, antioxidante, antibacteriana e, mais recentemente, 

atividade inibitória sobre a enzima tirosinase. Assim, o presente estudo teve como objetivo 

desenvolver uma rota sintética eficiente e ambientalmente sustentável para obtenção de 

derivados de tetracetonas, bem como avaliar seu potencial antitirosinase por meio de screening  

in silico (docking molecular) e in vivo com testes de toxicidade embrionária em zebrafish 

(Danio rerio). A reação de formação das tetracetonas foi otimizada a partir de benzaldeído (1 

mmol), dimedona (2,0 mmol) e Al(OH)3 (10%), como catalisador em água, como solvente, 

aquecida a 80ºC por 60 min. Em seguida a reação foi filtrada, recristalizada. Após otimização 

da reação diferentes compostos foram preparados (3a-3h) e caracterizados por RMN de 1H e 

RMN de 13C IV-. O estudo de docking molecular foi realizado com a tirosinase humana (PDB 

ID: 5M8N), utilizando os softwares ChemSketch, Discovery Studio® e o servidor DockThor. 

Para triagem da atividade antimelanogênica e toxicidade embrionária utilizou-se o modelo in 

vivo zebrafish, conforme protocolo OECD 236. Os resultados demonstraram que a metodologia 

proposta foi eficiente na síntese das tetracetonas, com rendimentos que variaram de moderados 

a excelentes (44,22% a 95,29%), foi observado que a presença de grupos eletronegativos nos 

aldeídos  influenciou nos rendimentos (3a, 48,55% e 3g, 44,22), possivelmente por efeitos 

eletrônicos e baixa solubilidade em meio aquoso, enquanto que os aldeídos com grupos 

doadores de elétrons do tipo -CH3 3e ou -OCH3 3b, renderem 95,29% e 86,51%, 

respectivamente, favorecendo a condensação com a dimedona. Já no docking molecular, os 

compostos apresentaram boa afinidade pelo sítio ativo da tirosinase, com valores de energia de 

ligação semelhantes ou superiores aos inibidores MMS e ácido kójico, sugerindo relevante 

atividade inibitória, tendo os compostos 3g  e 3d se destacado, apresentando valores de 

afinidade de -8.391 kcal/mol e -8.229 kcal/mol, respectivamente, enquanto o MMS e o ácido 

kójico apenas −7.500 e −7.254 kcal/mol e as interações observadas para estes compostos foram 

similares aquelas vistas nos controles para os resíduos de aminoácidos de Tyr362, Arg374, 

His381 e Ser394. Nos ensaios com zebrafish, os compostos 3g e 3d corroboram os resultados 

obtidos no teste in silico demonstrando efeito despigmentante visualmente perceptível, além de 

baixa toxicidade nas concentrações testadas. Os derivados de tetracetonas, neste estudo, 

apresentaram potencial significativo como agentes antitirosinase, com perfil promissor para 

desenvolvimento de aplicações cosméticas e terapêuticas. O uso de rota sintética verde, 

associado a ferramentas computacionais e modelos alternativos, reforça a aplicabilidade deste 

estudo no contexto do desenvolvimento racional de novos fármacos. 
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ABSTRACT 

 

Tetraketones represent a promising class of organic compounds whose structural and functional 

properties have aroused interest in pharmaceutical sciences due to their synthetic versatility and 

bioactive potential. Several studies have demonstrated biological activities such as anti-

inflammatory, antioxidant, and antibacterial properties, and, more recently, tyrosinase 

inhibitory activity. Thus, the present study aimed to develop an efficient and environmentally 

sustainable synthetic route for obtaining tetraketone derivatives and to evaluate their 

antityrosinase potential through in silico screening (molecular docking) and in vivo embryonic 

toxicity tests in zebrafish (Danio rerio). The tetraketone formation reaction was optimized 

using benzaldehyde (1 mmol), dimedone (2.0 mmol), and Al(OH)3 (10%) as a catalyst in water 

as a solvent, heated to 80°C for 60 min. The reaction was then filtered and recrystallized. After 

reaction optimization, different compounds (3a-3h)  were prepared and characterized by 1H 

NMR and 13C IV- NMR. Molecular docking was performed with human tyrosinase (PDB ID: 

5M8N) using ChemSketch and Discovery Studio® software, and the DockThor server. The in 

vivo zebrafish model was used to screen for antimelanogenic activity and embryonic toxicity, 

according to the adapted OECD 236 protocol. The results demonstrated that the proposed 

methodology was efficient in the synthesis of tetraketones, with yields ranging from moderate 

to excellent (44.22% to 95.29%). It was observed that the presence of electronegative groups 

in the aldehydes influenced the yields (3a, 48.55% and 3g, 44.22%), possibly due to electronic 

effects and low solubility in aqueous medium, while the aldehydes with electron donating 

groups of the type -CH3 3e or -OCH3 3b, yielded 95.29% and 86.51%, respectively, favoring 

condensation with dimedone. In molecular docking, the compounds showed good affinity for 

the tyrosinase active site, with binding energy values similar to or higher than the inhibitors 

MMS and kojic acid, suggesting relevant inhibitory activity. Compounds 3g and 3d stood out, 

presenting affinity values of -8,391 kcal/mol and -8,229 kcal/mol, respectively, while MMS 

and kojic acid only had -7,500 and -7,254 kcal/mol. The interactions observed for these 

compounds were similar to those seen in the controls for the amino acid residues Tyr362, 

Arg374, His381 and Ser394. In the zebrafish assays, compounds 3g and 3d corroborate the 

results obtained in the in silico test, demonstrating a visually perceptible depigmenting effect, 

in addition to low toxicity at the concentrations tested. The tetraketone derivatives in this study 

showed significant potential as anti-tyrosinase agents, with a promising profile for the 

development of cosmetic and therapeutic applications. The use of a green synthetic route, 

combined with computational tools and alternative models, reinforces the applicability of this 

study in the context of the rational development of new drugs. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas, o desenvolvimento de novos compostos bioativos com 

potencial farmacológico tem sido um dos principais objetivos da química medicinal e das 

ciências farmacêuticas. Nesse contexto, as tetracetonas têm se destacado como uma classe 

promissora de substâncias orgânicas, cuja estrutura química permite a obtenção de diversos 

derivados funcionais com atividade biológica relevante. Tais compostos apresentam equilíbrio 

tautômero ceto-enólico, cuja estabilidade e reatividade dependem fortemente do ambiente 

químico e das condições de reação, o que os torna versáteis para aplicações sintéticas e 

farmacológicas. 

A literatura descreve múltiplas rotas sintéticas para a obtenção de tetracetonas, 

variando desde métodos clássicos envolvendo descarboxilação de derivados do ácido malônico 

até abordagens mais recentes baseadas em catálise verde, fotocatálise e sistemas livres de 

solventes. A busca por procedimentos mais eficientes, sustentáveis e economicamente viáveis 

impulsiona a inovação no campo da síntese orgânica, especialmente quando se considera o 

impacto ambiental de processos convencionais que utilizam catalisadores tóxicos ou solventes 

orgânicos voláteis. Nesse cenário, destacam-se métodos baseados em catalisadores 

heterogêneos reutilizáveis, líquidos iônicos e condições reacionais brandas, como micro-ondas 

e irradiação com LED. 

Além de sua importância sintética, as tetracetonas têm demonstrado diversas 

atividades biológicas, incluindo ação anti-inflamatória, antioxidante, antibacteriana e, mais 

recentemente, atividade inibitória sobre a enzima tirosinase. Esta última representa um alvo 

terapêutico de relevância biomédica, dada sua participação essencial no processo de 

melanogênese e sua implicação em distúrbios pigmentares e câncer de pele, como o melanoma. 

A inibição seletiva da tirosinase vem sendo intensamente estudada tanto para aplicações 

dermatológicas quanto para o desenvolvimento de agentes antimelanogênicos e cosméticos 

clareadores. 

Neste contexto, a avaliação do potencial antitirosinase de tetracetonas sintetizadas 

por rotas alternativas se torna relevante, especialmente quando associada ao uso de métodos in 

silico como o docking molecular, que permite prever interações proteína-ligante e orientar o 

desenvolvimento racional de inibidores enzimáticos. Além disto, a validação da bioatividade 

dessas substâncias pode ser realizada por meio de testes in vivo utilizando o zebrafish (Danio 



 

19 
 

rerio), um modelo experimental consolidado nas ciências biomédicas e toxicológicas, visto sua 

elevada similaridade genética com os seres humanos, facilidade de manejo e baixo custo 

operacional que tornam-no uma alternativa ética e eficiente para triagem de compostos 

bioativos e avaliação de toxicidade aguda. 

Assim, este trabalho propõe a síntese eficiente de derivados de tetracetona por 

métodos ambientalmente seguros, seguida da caracterização estrutural, avaliação da atividade 

inibitória da enzima tirosinase por métodos experimentais e in silico, e análise de toxicidade 

utilizando o modelo zebrafish. Espera-se que este estudo possa contribuir para o 

desenvolvimento de novos candidatos a fármacos e fortalecer as bases científicas para o uso 

racional de compostos sintéticos com potencial terapêutico.
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Realizar a síntese de tetracetonas funcionalizadas, catalisadas por Al(OH)3, e avaliar 

sua atividade antitirosinase. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Avaliar a eficiência da síntese de tetracetonas utilizando os princípios da química verde; 

• Caracterizar as substâncias sintetizadas por técnicas espectroscópicas de infravermelho 

(IV-FT) e Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 13C e 1H e também por 

características físicas, como ponto de fusão, quando couber; 

• Avaliar o potencial antimelanogênico dos compostos sintetizados a partir da análise das 

interações entre as moléculas estudadas e o alvo biológico tirosinase humana; 

• Avaliar a toxicidade dos compostos sintetizados utilizando o zebrafish (Danio rerio) 

como modelo experimental.
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3 CAPÍTULO 1 

 

3.1 ENZIMA TIROSINASE  

 

A tirosinase é uma metaloenzima dependente de cobre amplamente estudada por 

seu papel essencial na biossíntese da melanina, o principal pigmento responsável pela coloração 

da pele, cabelos e olhos em seres humanos. Sua função catalítica está diretamente relacionada 

à conversão da L-tirosina em L-DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina) e, posteriormente, da L-

DOPA em dopaquinona que através de reações de oxidação e polimerização são convertidas em 

um dos tipos do biopolímero: eumelanina (marrom a negra) ou feomelanina (amarela a 

vermelha) (OLIVEIRA, 2011)(Fig. 1). 

 

Figura 1. Rota biossintética simplificada da melanina. 

 

Fonte: Baseado em Oliveira (2011). 
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A tirosinase é expressa predominantemente nos melanócitos localizados na 

epiderme, em especial nos melanossomas, organelas onde ocorre a síntese e armazenamento da 

melanina. Entretanto, sua presença também é registrada em outros tecidos, como folículos 

pilosos, retina, e em algumas regiões do sistema nervoso central. Sua ampla distribuição reforça 

a importância fisiológica da enzima, especialmente no que diz respeito aos mecanismos de 

proteção contra a radiação ultravioleta (RUV), visto que a melanina atua como fotoprotetor 

natural, absorvendo e dispersando a radiação solar e reduzindo os danos ao DNA celular  

(Oliveira, 2011; Bae-Harboe; Park, 2012). 

O envolvimento da tirosinase em processos fisiológicos vai além da pigmentação, 

pois ela também participa da resposta imune, na cicatrização de feridas e em processos 

antioxidantes, embora essas funções estejam bem menos estabelecidas. Em contrapartida, seu 

papel em condições patológicas está amplamente documentado, como nos casos de melasma e 

câncer de pele (Đorđić et al., 2012; Jakovija; Chtanova, 2023; Katiyar; Yadav; Singh, 2024; 

Liu; Chen; Xia, 2023). 

O melasma é uma desordem pigmentar adquirida, caracterizada pelo aparecimento 

de máculas acastanhadas simétricas, predominantemente em áreas fotoexpostas, como a face. 

Evidências científicas revelam aumento significativo da expressão de tirosinase nos 

melanócitos das lesões, indicando hiperatividade da unidade epidérmico-melânica. Fatores 

hormonais, particularmente estrogênio e progesterona, contribuem para essa hiperpigmentação 

ao estimularem a transcrição de genes melanogênicos (TYRP1 e DCT) e modular vias de 

sinalização pró-melanogênicas, como a via Wnt/β-catenina (Espósito et al., 2022; Lee, 2015). 

No contexto oncológico, a tirosinase tem papel fundamental no desenvolvimento e 

progressão do melanoma, o tipo mais agressivo de câncer de pele. Além de sua função como 

marcador biológico para diagnóstico, esta enzima tem sido alvo de terapias inovadoras, como 

estratégias de imunoterapia direcionada, diagnóstico por imagem com radiofármacos e vacinas 

peptídicas. Sua atividade também está envolvida nos mecanismos de defesa cutânea contra 

mutações induzidas por radiação ultravioleta, sendo sua regulação essencial na prevenção da 

carcinogênese cutânea (Huang et al., 2025; Jimbow et al., 2013; Sun et al., 2020; Wolchok et 

al., 2007). 

A tirosinase emerge como uma enzima de extrema relevância biomédica, 

conectando processos fisiológicos de pigmentação a aplicações terapêuticas em dermatologia e 

oncologia. Nas últimas décadas, a inibição da tirosinase tem sido objeto de intensa pesquisa, 

nas quais o principal foco é a descoberta e desenvolvimento de agentes antimelanogênicos, 
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antioxidantes ou antimicrobianos, bem como conservantes naturais e sintéticos para aplicação 

em alimentos e cosméticos  (Fernandes; Kerkar, 2017; Hassan; Shahzadi; Kloczkowski, 2023; 

Liu, 2022; Teixeira et al., 2012; Wu et al., 2018). 

Os inibidores da tirosinase podem ser classificados conforme seu mecanismo de 

ação em: a) competitivos, que se ligam ao sítio ativo da enzima e competem com o substrato 

natural; b) não-competitivos, que se ligam a sítios alostéricos, promovendo alterações 

conformacionais; e c) inibidores mistos, que podem interagir tanto com a enzima livre quanto 

com o complexo enzima-substrato (Chang, 2009). 

Diversas classes de agentes químicos têm demonstrado capacidade de inibição da 

tirosinase, abrangendo tanto compostos naturais quanto sintéticos. Os compostos fenólicos 

representam a classe mais proeminente, devido à sua habilidade de complexar íons metálicos, 

especialmente o cobre presente no sítio ativo da enzima (Chang, 2009). 

O ácido kójico, é um metabólito secundário de Aspergillus sp., cuja estrutura 

lactônica permite interação eficaz com o cobre da enzima e atua como inibidor competitivo, 

sendo amplamente utilizado em formulações cosméticas despigmentantes (Chang, 2009). A 

arbutina, é um derivado glicosilado da hidroquinona com ação inibitória competitiva que 

apresenta boa estabilidade e é menos tóxica que a hidroquinona (Boo, 2019; Lv et al., 2025; 

Repert; Matthes; Rozhon, 2022). O resveratrol é um estilbeno com reconhecida atividade 

antioxidante. Estudos demonstram que ele pode atuar como substrato da tirosinase, sendo 

oxidado pela enzima e após pré-incubação, pode inibir suas atividades monofenolase e 

difenolase através de um mecanismo do tipo inibição suicida (k<sub>cat</sub>) (Satooka; 

Kubo, 2012). Embora iniba a tirosinase humana de forma eficaz, o mecanismo cinético parece 

não competitivo ou dependente da metabolização (Boo, 2019). A quercetina e outros 

flavonoides são compostos com estrutura catecólica capazes de quelar cobre e competir com a 

L-DOPA, atuando como inibidores reversíveis, predominantemente competitivos, cuja 

efetividade depende da posição dos grupos hidroxila (Fan et al., 2017) 

No que diz respeito a compostos sintéticos, podemos citar os estudos de Pillaiyar et 

al. (2017) que demonstraram que hidroxipiridinas e ariltioureias são substâncias com potencial 

ação não-competitiva, cuja atividade está relacionada à capacidade de modificação 

conformacional da enzima e/ou interferência nos estados redox do cobre.  

Entretanto, um grupo de moléculas tem ganhado destaque e importância nessa 

jornada em busca de inibidores da tirosinase. Khan et al. (2006) sintetizaram 28 tetracetonas 

com vários substituintes e constataram que compostos com grupos metil em determinadas 
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posições exibiram maior atividade inibitória contra a tirosinase. Esses compostos demonstraram 

atividade promissora, com alguns superando inibidores padrão, como o ácido kójico. Embora 

o mecanismo de ação ainda não tenha sido plenamente elucidado, estruturas semelhantes, 

particularmente aquelas com capacidade de quelar metais, podem interagir com os íons cobre 

do centro ativo da tirosinase, sugerindo potencial como inibidores mistos ou quelantes 

irreversíveis (Qu et al., 2020) 

A compreensão das estruturas químicas que favorecem a inibição da tirosinase é 

essencial para o desenvolvimento de agentes terapêuticos seletivos, com aplicações seguras em 

seres humanos ou em produtos industrializados. O avanço nesse campo depende tanto da 

investigação experimental quanto da aplicação de ferramentas computacionais, como 

acoplamento molecular (docking), dinâmicas moleculares e análise de propriedades 

farmacofóricas. 

 

3. 2 TETRACETONAS 

 

Xanteno e seus derivados é uma classe importante de compostos orgânicos por 

causa de suas atividades farmacêuticas, biológicas e médicas como anti-inflamatório, 

antibacteriano, antiviral, antidepressivo e agente antimalárico. São antagonistas da ação 

paralisante da Zoxazolamina e utilizados na terapia fotodinâmica. Além disso, estão sendo 

usados como precursores sintéticos valiosos para muitos compostos orgânicos, corantes, 

materiais fluorescentes sensíveis ao pH para a visualização de conjuntos biomoleculares, e em 

tecnologias a laser. 

Vários métodos foram relatados para a preparação de vários derivados de xanteno. 

Entre esses métodos, a condensação de aldeídos com β-naftol, compostos cíclicos 1,3-

dicarbonil e/ou uma mistura equimolar de β -naftol e compostos cíclicos 1,3-dicarbonil são os 

mais simples para a síntese de xantenos simétricos e assimétricos. 

Vários catalisadores foram usados para a preparação desses xantenos, dentre esses, 

nanopartículas calcinadas foram preparadas a partir de concha de ostra calcinada (COS NPs) e 

utilizadas como um novo nanocatalisador heterogêneo. A composição deste catalisador foi 

determinada, com tamanho de partícula de COS NPs de 100–120 nm. O catalisador sólido 

nanoestruturado como um catalisador eficiente e ecológico foi usado para a síntese de 1,8-

dioxo-octa-hidroxantenos por meio da reação de condensação em um único recipiente de 5,5-

dimetilciclo-hexano-1,3-diona (dimedona) com vários aldeídos com ausência de solvente 
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(Esquema 1). Segundo os autores essa metodologia é econômica e oferece várias vantagens, 

como alto rendimento, excelente pureza, curto tempo de reação, alta economia de átomos, 

operação simples e um procedimento de trabalho conveniente sem o uso de quaisquer solventes 

prejudiciais. Além disso, o catalisador foi facilmente reutilizável mantendo bons rendimentos 

(Mohammadian & Akhlaghinia, 2018). 

 

Esquema 1. Síntese de 1,8-dioxo-octa-hidroxantenos catalisada por nanopartículas preparadas a partir de concha 

de ostra calcinada. 

 

Fonte: Baseado em Mohammadian & Akhlaghinia (2018) 

 

Já Rong et al. (2006) utilizaram iminas (1 mmol), 5,5-dimetil-1,3-ciclo hexandiona 

2 (2 mmol) e 10 ml de metanol à 70ºC, sem nenhum catalisador para obter derivados de 

xantenodionas abertas em altos rendimentos (Esquema 2). No entanto, para surpresa, sob 

condições de reação semelhantes, quando iodo molecular e quantidade catalítica de pó de zinco 

foram utilizados foram formados xantenodionas fechadas em excelente rendimento (Esquema 

3). 
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Esquema 2. Síntese de tetracetonas e xantenodionas sem emprego de catalisador. 

 

Fonte: Rong et al., 2006. 

 

A síntese de xantenodionas precisou do catalisador de iodo molecular, no entanto, 

foi observado que uma quantidade catalítica de pó de zinco é necessária, e isso poderia 

promover a reação. No processo de reação, as ligações duplas (“ligação α” e “ligação π”) de 

carbono e nitrogênio em iminas foram rompidas, segundo os autores esse fenômeno raramente 

ocorre. Com base na literatura, segundo os autores, o possível mecanismo foi descrito, a 

molécula iodo atua como um catalisador ácido de Lewis fraco e participa da reação. A princípio, 

influenciada pelo poder do zinco, a molécula iodo ocorre polarização e então forma HI pela 

interação do iodo com um hidroxi. HI combina outro hidroxi e perde uma molécula de H2O e 

finalmente, os derivados de xantenodionas podem ser obtidos. Acreditamos que o HI tem um 

efeito importante durante a reação (Geedkar; Kumar; Sharma, 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

27 
 

Esquema 3. Síntese de xantenodionas utilizando iodo molecular como catalisador ácido. 

 

 

Fonte: Baseado em  Geedkar et al. (2022). 

 

Outro exemplo na síntese de cromenos foi reportada por Bayat (2009), que 

utilizaram um método simples e eficiente para a síntese de derivados de tetracetonas usando 

ácido p-toluenossulfônico como catalisador, o qual envolveu a dimedona com aldeídos 

aromáticos em água como solvente à temperatura ambiente (Esquema 4). Os procedimentos 

experimentais nas duas etapas são muito simples e os produtos são formados em excelentes 

rendimentos. 
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Esquema 4. Síntese de tetracetonas utilizando água como solvente. 

 

Fonte: Baseado em Bayat et al. (2009) 

 

Um sistema hibrido de óxidos de cobre e zinco imobilizado em carragenina como 

matriz polimérica foi preparado como catalisador heterogêneo na síntese de tetracetonas 

funcionalizadas, foi desenvolvido por Mir Saeed Esmaeili (2021). A superfície de carragenina 

foi magnetizada através da composição com nanopartículas de óxido de ferro. Sítios metálicos 

de cobre e zinco são empregados como os principais sítios catalíticos para catalisar a síntese de 

derivados de xantenodiona a partir de aldeído e dimedona (Esquema 5). Devido ao 

comportamento magnético do catalisador, o processo de purificação é realizado com alta 

conveniência. Neste trabalho foi obtido rendimentos altos de reação (97-93%) para diferentes 

derivados de xantenodiona funcionalizados sob condições suaves (10 min, refluxo e água como 

solvente). 

 

Esquema 5. Síntese de tetracetonas funcionalizadas utilizando carragenina como matriz polimérica. 

 

Fonte: Baseado em Esmaeili et al. (2021). 

 

A presença de um grupo amino ou nitrila no núcleo 4H-pirano amplia a gama de 

aplicações desses heterociclos. Tais compostos têm sido usados como pigmentos, agroquímicos 

ou andaimes sintéticos versáteis. A importância desses compostos é ainda maior quando 

observamos os inúmeros esforços recentes feitos para sintetizá-los. Um exame mais detalhado 
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dos métodos preparativos disponíveis indica que o acoplamento de três componentes de um 

aldeído, um derivado β-dicarbonil e um doador de metileno ativado é o método de escolha para 

obter o núcleo 4H-pirano (Zhang et al., 2019). 

 

Esquema 6. Sintese de xantenodionas  

 

Fonte: Baseado em Zhang et al. (2019) 

 

Kaupp e colaboradores relataram uma síntese sem catalisador de derivados de 2-

amino-4H-pirano de adutos de Michael em altas temperaturas (97–130 °C). Evidentemente, 

esse procedimento requer adutos de Michael que precisam ser sintetizados com antecedência, 

e as condições adversas para a reação não são adequadas ao uso seguro de aldeídos voláteis. 

Uma síntese de alto rendimento, one-pot, tri-componentes a partir de 2-amino-4H-

piranos funcionalizados a partir de compostos β-dicarbonil, cianometileno ativados e aldeídos, 

mediada por fosfato de hidrogênio de zircônio trocado por potássio [α- Zr(KPO4)2] foi relatada 

por Rosati et al. 2015 (Esquema 7). O protocolo mostra excelente versatilidade, pois pode ser 

aplicado a aldeídos aromáticos, alifáticos ou α,β-insaturados sob condições livres de solvente. 
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Esquema 7. Síntese de derivados de 2-amino-4H-cromeno mediada por fosfato de hidrogênio de zircônio trocado 

por potássio [α- Zr(KPO4)2] a partir de β-dicarbonil, cianometileno ativado e aldeídos. 

 

 

Fonte: Baseado em Rosati et al. (2015) 

 

Outra abordagem comumente baseia-se na reação em cascata de Knoevenagel-

Michael, método que envolve a condensação de aldeídos aromáticos com dicetonas 1,3-cíclicas, 

podendo ser catalisadas por Al(OH)3 em meio aquoso, sendo esta reação quimiosseletiva e 

proporcionando elevados rendimentos em condições reacionais brandas (Muniz et al., 2024) 

(Esquema 8). 

 

Esquema 8. Síntese de tetracetonas por condensação de aldeídos aromáticos com dicetonas 1,3-cíclicas.  

 

 

Fonte: Baseado Muniz et al. (2024) 

 

Atualmente há uma grande ênfase na realização de sínteses orgânicas em condições 

reacionais ambientalmente favoráveis, como por exemplo, a eliminação do uso de solventes 

orgânicos voláteis e tóxicos. Yu et al (2010) obtiveram tetracetonas com rendimentos variáveis 

(64 % a 99%) utilizando apenas água como solvente e sem adição de catalisadores (esquema 

9). 
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Esquema 9. Síntese de tetracetonas utilizando água como solvente e sem emprego de catalisadores. 

 

Fonte: Baseado em Yu e colaboradores (2010). 

 

Recentemente, Kali e Maiti (2023) sintetizaram 20 derivados de tetracetonas com 

altos rendimentos empregando 6% de sal iônico [BCMIM][Cl] como catalisador na 

condensação da dimedona com aldeídos em etanol aquoso a temperatura ambiente (esquema 

10). 

 

Esquema 10. Síntese de tetracetonas utilizando sal iônico como catalisador. 

 

 

Fonte: Baseado em Kali e Maiti (2023). 

 

Métodos sem catalisadores ganharam força devido à sua simplicidade e 

sustentabilidade. Firouzeh e Hossein (2011; 2012) utilizando PEG-400 como solvente na reação 

entre aldeídos aromáticos e dicetonas 1,3-cíclicas à temperatura ambiente, obtiveram através 

dessa abordagem ecológica sete novos compostos de tetracetonas com altos rendimentos 

(esquema 11). 
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Esquema 11. Síntese de tetracetonas empregando PEG como solvente e sem uso de catalisadores. 

 

Fonte: Baseado em Firouzeh e Hossein (2011). 

 

Não obstante, métodos fotocatalíticos também têm demonstrado bons resultados 

para a síntese dessas substâncias, a citar Mondal et al. (2024), que utilizando eosina Y como 

catalisador sob LED azul de 18W na reação entre 1,3-dicetonas cíclicas e aminas terciárias 

conseguiram compostos com rendimentos de até 76%, demonstrando assim que a catálise 

organofotoredox mediada por luz visível oferece uma rota suave e eficiente para síntese de 

tetracetonas (esquema 12). 

 

Esquema 12. Síntese de tetracetonas a partir de dicetonas cíclicas e aminas terciárias, utilizando eosina Y 

catalisada sob LED. 

 

Fonte: Baseado em Mondal et al. (2024). 

 

Portanto, percebe-se que a síntese de tetracetonas evoluiu significativamente, 

abrangendo a química verde, a fotocatálise, bem como sistemas catalíticos inovadores. Esses 

métodos não apenas aumentam a eficiência, mas também se alinham a práticas sustentáveis, 

onde pesquisas futuras podem e devem otimizar ainda mais estratégias para a obtenção destes 

compostos bioativos. 

As tetracetonas são uma classe de compostos orgânicos que têm se destacado na 

literatura científica por suas notáveis atividades biológicas, com ênfase na inibição enzimática 

e no potencial antioxidante, onde as pesquisas atuais destacam seu potencial como agentes 
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terapêuticos para diversas doenças, tornando seu estudo altamente relevante para a área 

farmacêutica. 

Estudos recentes demonstraram que esses compostos apresentam atividade 

inibitória significativa contra a enzima lipoxigenase, enzimas chaves nos processos 

inflamatórios e em diversas patologias relacionadas. Notavelmente, diversos derivados destas 

moléculas mostraram-se equivalentes e alguns até mais eficazes na inibição da lipoxigenase do 

que o composto de referência empregado (baicaleína, controle positivo), sugerindo um 

potencial terapêutico como agentes anti-inflamatórios (Ali et al., 2009; Maharvi et al., 2008a). 

Thakur et al. (2021) em seu trabalho recente, demonstraram que 12 tetracetonas 

obtidas através do uso de 2-aminopirazina como catalisador (Esquema 13), apresentaram 

atividade antioxidante promissora em três testes distintos – atividade de sequestro do radical 

DPPH, atividade sequestradora de radicais ABTS e Capacidade Antioxidante Total (CAT) – 

quando em comparação com os padrões utilizados, ácido gálico e ácido ascórbico, onde em 

todos estes os compostos sintetizados apresentaram atividade significativa e em alguns casos, 

até valores ligeiramente superiores aos do padrão como no caso do composto 3h no teste de 

DPPH (Figura 2). Esses resultados são de grande relevância, uma vez que o estresse oxidativo 

está diretamente relacionado à fisiopatologia de diversas doenças crônicas e degenerativas e a 

capacidade dessas moléculas de neutralizar espécies reativas de oxigênio reforçam seu 

potencial terapêutico(Ali et al., 2009; Khurana; Vij, 2012; Maharvi et al., 2008; Thakur et al., 

2021). 
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Figura 2. Síntese de tetracetonas utilizando 2-aminopirazina como catalisador e compostos sintetizados com os 

melhores resultados nos testes de atividade antioxidante. 

 

 
Fonte: Baseado em Thakur e colaboradores (2021). 

 

Além disso, outro potencial biológico das tetracetonas é a atividade antitirosinase. 

Ela é uma enzima-chave no processo de melanogênese que está diretamente relacionada a 

distúrbios de hiperpigmentação e em neoplasias como o melanoma. Alguns derivados 

demonstraram inibição mais eficiente da tirosinase do que agentes inibitórios estabelecidos, o 

que evidencia seu potencial para aplicação no tratamento de condições dermatológicas, 

incluindo hiperpigmentação e câncer de pele (Khan et al., 2006; Kali; Maiti, 2024). 

Dessa maneira, as propriedades biológicas relatadas apontam para a possibilidade 

de desenvolvimento de novos fármacos derivados de tetracetonas que podem ser utilizados para 

o tratamento de doenças inflamatórias, asma, câncer, enfermidades autoimunes e distúrbios 

dermatológicos. 
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3.3 ZEBRAFISH (Danio rerio) COMO MODELO EXPERIMENTAL 

 

O zebrafish (Danio rerio), tem se consolidado como modelo experimental versátil 

e eficaz em diversas áreas da ciência, notadamente na biologia do desenvolvimento, genética, 

farmacologia e toxicologia. Originário da região sul da Ásia, esse pequeno teleósteo de água 

doce apresenta características biológicas e genéticas que o tornam altamente atrativo para uso 

em laboratório. Dentre essas características, destacam-se o pequeno porte, a elevada taxa de 

fecundidade, o desenvolvimento embrionário rápido e externo, além da transparência dos 

embriões, que possibilita a observação direta dos processos morfogenéticos e celulares in vivo 

sem a necessidade de empregar técnicas muito complexas (Kimmel et al., 1995; Kari et al., 

2007). 

O zebrafish compartilha aproximadamente 70% de identidade gênica com os seres 

humanos e cerca de 84% dos genes humanos associados a doenças possuem homólogos nesse 

organismo (Howe et al., 2013). Essa similaridade genômica, aliada à facilidade de manipulação 

genética, à capacidade de regeneração de tecidos e à resposta fisiológica conservada frente a 

diversos xenobióticos, torna o zebrafish um modelo relevante para estudos de biomedicina, 

farmacodinâmica, triagem de fármacos e avaliação de toxicidade ambiental e ocupacional 

(MacRae; Peterson, 2015).  

Com relação a atividade antimelanogênica, o zebrafish tem sido valorizado por 

apresentar células pigmentares denominadas melanóforos, que são funcionalmente semelhantes 

aos melanócitos humanos, sendo responsáveis pela síntese e deposição de melanina. Ele possui 

três tipos de células pigmentares: iridóforos (contendo linhas reflexivas, em azul), xantóforos 

(amarelos) e o já citado, os melanóforos, células que tem favorecido seu uso possibilitando a 

quantificação dos efeitos de compostos antimelanogênicos de forma visual e 

espectrofotométrica (Figura 3) (Choi et al., 2007; Ferreira et al., 2023; Kim et al., 2023). 
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Figura 3. Representação gráfica do zebrafish com destaque para as as células pigmentares. 

 

Fonte: FERREIRA, A.M., et al. (2023). 

 

Estudos utilizando zebrafish como modelo de triagem têm demonstrado a eficácia 

de diversos compostos na inibição da melanogênese. Em 2018, Abbas e colaboradores 

demonstraram atividade antimelanogênica superior ao ácido kójico, um dos despigmentantes 

clássicos utilizados como controle positivo,  de um composto sintético hidroxilado derivado de 

amida (Figura 4) em concentrações de 5, 10, 20 e 50 µM.  A análise da pigmentação corporal 

dos embriões revelou que o composto 6d promoveu uma redução de 57,3% na pigmentação 

total na concentração de 50 µM, enquanto o ácido kójico resultou em redução de apenas 24,2% 

na mesma concentração. A diferença entre os tratamentos foi estatisticamente significativa (p < 

0,05). 
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Figura 4. Ilustração do resultado da atividade antimelanogênica realizada em zebrafish e análise da pigmentação 

corporal dos embriões. 

 

 

 

Fonte: Abbas et al. 2018 

 

A molécula natural 6-O-isobutyrylbritannilactone (IBL), quando aplicada a embriões 

de zebrafish nas concentrações de 10, 50 e 100 µM, resultou em significativa redução da área 

pigmentada, em respectivamente, 8%, 13% e 16%, com efeito superior ao ácido kójico (1 mM) 

que apresentou inibição de apenas 3%.  A inibição da pigmentação foi estatisticamente 

significativa (p < 0,001), sem afetar significativamente a viabilidade celular no ensaio MTT 

(Jang et al., 2020) 

A isoflavona calicosina, extraída de Astragalus membranaceus, também 

demonstrou elevado potencial despigmentante em zebrafish. Os embriões tratados com 

calicosina apresentaram a pigmentação corporal reduzida de forma dose-dependente, em 

comparação com o grupo tratado com veículo  havendo reduções significativas no conteúdo 

total de melanina e na atividade da tirosinase após o tratamento com 40 µM e 80 µM de 

calicosina indicando a potente atividade antimelanogênica in vivo da calicosina e ainda baixa 

toxicidade, visto que após o tratamento com calicosina por 48 h ou 72 h, a viabilidade celular 

ainda estava acima de 80% nas concentrações de 100 µM e 80 µM (Wu et al., 2022) 

Além dos efeitos fenotípicos, estudos moleculares com zebrafish revelaram a 

modulação de vias de sinalização envolvidas na melanogênese. Derivados de ácido kójico, 

como o composto KAD2, suprimiram a expressão de MITF, TYR, TRP-1 e TRP-2, genes 

diretamente ligados à síntese de melanina, atuando por meio da inibição da via PKA/CREB/Akt 

(Chen et al., 2019). Tais achados demonstram a aplicabilidade do zebrafish não apenas para 
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avaliação fenotípica, mas também para a elucidação de mecanismos moleculares envolvidos na 

atividade antimelanogênica. 

No âmbito da toxicologia, o Danio rerio é amplamente utilizado em ensaios de 

toxicidade aguda, com destaque para o teste de toxicidade embriofetal, padronizado pela 

Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD), no guideline nº 236. 

Esse protocolo avalia os efeitos de substâncias químicas nas primeiras 96 horas pós-fertilização 

(hpf), observando endpoints como mortalidade, malformações, desenvolvimento atrasado e 

alterações comportamentais (OECD, 2013). Tais testes possuem alta sensibilidade e 

especificidade, sendo compatíveis com plataformas automatizadas de triagem de compostos, 

reduzindo significativamente o uso de vertebrados superiores nos testes toxicológicos, 

conforme os princípios dos 3Rs (substituição, redução e refinamento, do inglês, 

respectivamente, Replacement, Reduction, Refinement) (Strähle et al., 2012). 

Em 2024, Koga et al. avaliaram a toxicidade aguda dos extratos hidroetanólicos das 

folhas (HELBg) e dos caules (HESBg) de Bauhinia guianensis em embriões de zebrafish 

(Danio rerio). Os embriões foram expostos a concentrações crescentes (0,25 a 1,5 µg/mL) e os 

resultados mostraram que o extrato HESBg apresentou maior toxicidade, evidenciada pela 

ausência de batimentos cardíacos em todos os grupos tratados com HESBg (4,0 a 7,5 embriões 

por grupo), além de redução acentuada na taxa de eclosão (10% a 50%), casos de coagulação 

embrionária e atraso no desenvolvimento. No grupo HELBg, os efeitos foram menos intensos, 

tendo a coagulação aumentado nas maiores concentrações (3,5 embriões em 1,0 e 1,5 µg/mL), 

com discreta ausência de batimentos cardíacos (máximo de 1,5 embriões por grupo), taxa de 

eclosão de 98% nas menores doses e menos de 10% na dose mais alta, indicando toxicidade 

dose-dependente. A frequência cardíaca e o crescimento embrionário também foram 

prejudicados nas doses mais elevadas. 

Outra vantagem notável do zebrafish é seu baixo custo de manutenção, em 

comparação com modelos mamíferos como camundongos e ratos. A sua criação em larga escala 

demanda menos espaço físico e menores recursos, o que viabiliza experimentações em maior 

escala com um menor investimento. Além disso, devido ao desenvolvimento externo e à curta 

geração, o zebrafish permite análises intergeracionais, estudos de epigenética e investigações 

sobre efeitos transgeracionais de contaminantes ambientais (Howe et al., 2013; Kalueff; 

Stewart; Gerlai, 2014) 

O uso crescente do zebrafish em pesquisas biomédicas e ambientais reflete-se no 

aumento expressivo de publicações científicas e no reconhecimento por parte de agências 
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regulatórias, como a OECD e a EPA (Environmental Protection Agency), consolidando-o como 

um organismo modelo promissor e ético para a ciência do século XXI. 

 

3.4 DOCKING MOLECULAR 

 

Ensaios in vitro e in vivo são etapas necessárias para avaliar a segurança e eficácia 

de substâncias teste, mas com a aplicação direcionada e interpretação correta dos dados, os 

testes in silico podem otimizar o processo de identificação e refinamento de compostos 

candidatos a fármacos de maneira racional (Castilho, 2011). 

A compreensão das interações moleculares que ocorrem entre os alvos terapêuticos 

(biomacromoléculas) e os ligantes é importante para a interpretação de inúmeros fenômenos 

bioquímicos, constituindo uma das bases estratégicas para o desenho racional de drogas (Kuntz 

et al., 1994; Lybrand, 1996; Lengauer; Rarey, 1995; Castilho, 2011). O docking molecular é 

uma técnica computacional fundamental na biologia estrutural e no desenvolvimento racional 

de fármacos sendo comumente definido como uma ferramenta capaz de prever e reproduzir 

complexos proteína-ligante, definindo a orientação preferencial (pose) de uma com relação a 

outra permitindo a avaliação do potencial de interação e afinidade entre ambos (Brooijnmans; 

Kuntz, 2003; Kitchen et al., 2004; Pinhieiro et al., 2015). 

A metodologia baseia-se em algoritmos que simulam, em nível atômico, a interação 

entre ligante e receptor, considerando fatores estéricos, eletrostáticos, hidrofóbicos e 

energéticos. A partir dessas simulações, obtêm-se scores que estimam a energia livre de ligação 

e a estabilidade do complexo formado, permitindo a classificação dos compostos quanto ao seu 

potencial bioativo (Morris; Lim-Wilby, 2008)Os resultados auxiliam na triagem virtual de 

grandes bancos de dados moleculares, reduzindo o número de compostos a serem testados in 

vitro e in vivo, otimizando recursos e tempo de pesquisa. 

Diversas são as vantagens do docking molecular. Primeiramente, trata-se de uma 

técnica não invasiva e de baixo custo, já que não requer o uso de reagentes ou experimentação 

biológica nas etapas iniciais de triagem. Além disso, permite a exploração rápida de milhares 

de moléculas, com base na estrutura do alvo, identificando possíveis interações-chave em sítios 

catalíticos, alostéricos ou estruturais (Kitchen et al., 2004). 

Outra vantagem significativa é a possibilidade de elucidar mecanismos de ação em 

nível molecular, fornecendo evidências sobre quais interações específicas são responsáveis por 

efeitos agonistas, antagonistas ou inibitórios. Essa capacidade é particularmente útil para 



  

40 
 

reposicionamento de fármacos e desenvolvimento de inibidores seletivos, como no caso de 

enzimas envolvidas em doenças neurodegenerativas, câncer e distúrbios inflamatórios (Forli et 

al., 2016). 

No contexto acadêmico e industrial, o docking molecular tornou-se uma etapa 

padrão em projetos de desenvolvimento de novos candidatos a fármacos, agentes 

antimicrobianos, inibidores enzimáticos, entre outros compostos com interesse farmacológico, 

ambiental ou agroquímico. Sua aceitação e confiabilidade vêm sendo reforçadas por sucessos 

comprovados, como o desenvolvimento de inibidores de proteases virais ou compostos que 

modulam alvos da via do receptor tirosina quinase (Santos et al., 2017). 

Diversos estudos recentes têm utilizado o docking molecular para investigar 

potenciais inibidores da tirosinase. Mughal et al. (2022) realizaram a síntese e caracterização 

estrutural de compostos derivados de 2-arylchromone-4-thione, obtendo 16 compostos (Figura 

5). Nos testes in vitro de inibição da tirosinase de cogumelo todos os compostos apresentaram 

atividade superior ao ácido kójico, com valores de IC₅₀ variando de 1,12 ± 0,04 µM a 5,68 ± 

0,13 µM, já nos estudos de docking molecular com a estrutura cristalográfica 2Y9X, os autores 

evidenciaram interações estáveis dos compostos com os resíduos do sítio ativo da enzima, 

especialmente por ligações π–π e coordenação metálica com os átomos de cobre nos quais 

obtiveram energia de ligação (−8.5064 a −4.9786 kcal/mol) melhores que a do próprio ácido 

kójico (−4.2620 kcal/mol) (Figura 6). 
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Figura 5. Derivados de 2-arylchromone-4-thione sintetizados por Mughal et al. (2022) com atividade 

antitirosinase. 

 

Fonte: Baseado em Mughal et al. (2022). 
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Figura 6. Ilustração do ancoramento molecular entre os compostos com as melhores energias de ligação, 

respectivamente −8.5064 e −7.7652 e o alvo tirosinase de cogumelo (PBD 2Y9X). 

 

Fonte: Mughal et al. (2022) 

 

Edache et al. (2020) investigaram a atividade antitirosinase através de um estudo 

da relação quantitativa estrutura-atividade (QSAR) e de docking molecular em derivados de 

tetracetona e benzilbenzoato como inibidores de proteínas tirosina quinases (EGFR). No 

método QSAR, realizado através de regressão linear múltipla por algoritmo genético (GA-

MLR), os resultados foram promissores e a análise de docking molecular identificou interações 

hidrofóbicas e de ligação de hidrogênio, levando à identificação de sítios de ligação ativos da 

proteína EGFR (Figura 7). 

 

Figura 7. Ilustração do ancoramento molecular entre o composto 2,2'-((3-aminofenil)metileno)bis(5,5-

dimetilciclohexano-1,3-diona (ID27), que apresentou a melhor energia de interação com o sítio ativo de 4R3P. 

 

Fonte: Baseado em Edache et al. (2020). 
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Com o objetivo de explorar novas estratégias terapêuticas para distúrbios 

relacionados à hiperpigmentação, o estudo conduzido por Ashraf et al. (2021) investigou uma 

série de 28 derivados de 2-fenilcromona quanto ao seu potencial inibitório sobre a enzima 

tirosinase, utilizando ensaios in vitro e estudos de modelagem molecular. O modelo 

cristalográfico da tirosinase de Agaricus bisporus (PDB ID: 2Y9X) foi empregado para as 

simulações computacionais, realizadas por meio do software AutoDock 4.0, onde as análises in 

silico revelaram que os compostos 10, 11 e 26 (Figura 8) apresentaram as menores energias de 

ligação, −7,65 kcal/mol, −7,56 kcal/mol e  −7,20 kcal/mol , respectivamente, indicando maior 

afinidade com o sítio ativo da enzima em comparação com o padrão tropolona (−4,42 kcal/mol). 

 

Figura 8. Compostos derivados de 2-fenilcromona com as melhores energias de ligação no estudo de docking 

contra a tirosinase de Agaricus bisporus (PDB ID: 2Y9X). 

 

Fonte: Baseado em Ashraf et al. (2021). 

 

O composto 10, pertencente à classe dos flavonóis, demonstrou interações 

significativas com resíduos catalíticos da enzima, incluindo ligações π-empilhadas e tipo σ com 

Val283 e Ser282, além de interações por ligação de hidrogênio com His85 e Glu285. Já o 

composto 11 exibiu interações com os resíduos His85 e Glu256, enquanto o composto 26, 

classificado como flavona, interagiu com os resíduos His244, His263, Val248 e Val283 por 

meio de interações hidrofóbicas π-π do tipo T-shaped e π-σ (Figura 9). 
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Figura 9.  Ilustração do resultado de docking molecular dos compostos 10, 11 e 26 (respectivamente) com o sítio 

ativo da tirosinase de Agaricus bisporus (PDB ID: 2Y9X). 

 

 

Fonte: Ashraf et al. (2021). 

 

Assim, considerando os benefícios e resultados obtidos através de vários estudos, o 

docking molecular representa uma ferramenta essencial para a ciência contemporânea, 

contribuindo significativamente para a redução do tempo e dos custos em pesquisas de novas 

moléculas bioativas, ao mesmo tempo em que amplia a compreensão dos mecanismos 

moleculares envolvidos nas interações fármaco-alvo. 
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4 CAPÍTULO 2 

Aluminum hydroxide-catalyzed synthesis of tetraketones and 

evaluation of their antityrosinase potential in vivo 
 

Andréia L. Amorima; Késia T. Costaa, Roosenilsona, Ryan S. Ramosa, David E. Q. 

Jimeneza, Adriana M. Ferreiraa, Irlon M. Ferreiraa,*,  

 
aDepartamento de Ciências Exatas e Tecnológicas, Universidade Federal do Amapá, 68903-

419 Macapá-AP, Brasil 

 

Abstract: The synthesis of tetraketone derivatives has attracted increasing interest due to their 

biological and pharmacological properties, including antimelanogenic activity. In this study, a 

green methodology was developed to obtain tetraketones using water as a solvent and aluminum 

hydroxide [Al(OH)₃] as a heterogeneous catalyst, at 80 °C for 60 min. The protocol resulted in 

moderate to excellent yields (44.22–95.29%), mainly influenced by the electronic nature of the 

substituents in the aldehydes used. The compounds were characterized by FT-IR, ¹H and ¹³C 

NMR, confirming their structures. Molecular docking assays against human tyrosinase (PDB 

ID: 5M8N) revealed that derivatives 3d and 3g exhibited high binding affinities (−8.229 and 

−8.391 kcal/mol, respectively), outperforming the controls kojic acid and mimosine. In vivo 

evaluation in zebrafish embryos demonstrated no acute toxicity and a significant reduction in 

pigmentation, suggesting an antimelanogenic effect associated with tyrosinase inhibition. These 

results reinforce the potential of synthesized tetraketones as promising candidates for the 

development of depigmenting agents and functional cosmetics, combined with an 

environmentally sustainable synthetic route. 

 

Keywords: Tetraketones; Aluminum hydroxide; Molecular docking; Tyrosinase; Zebrafish.  

 

INTRODUÇÃO 

 

As reações de condensação aldólica são muito importantes na química orgânica porque levam 

à criação de novas ligações C-C e muitos produtos de reações apresentam propriedades 

biológico-farmacêuticas, por exemplo, os derivados de tetracetonas que podem ser preparados 

usando aldeídos (alifáticos e aromáticos) e dimedona 17. As tetracetonas apresentam atividades 

como: antiviral 12, anticâncer 6, asma 25, antibacteriana17 e outras 26.  
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Diferentes metodologias têm sido propostas para a síntese de tetracetonas, geralmente baseadas 

em reações multicomponentes que empregam aldeídos aromáticos, dimedona ou derivados 

análogos, em condições variadas de solvente, temperatura e tempo reacional. A busca por 

catalisadores mais eficientes, seletivos e ambientalmente benignos tem se destacado como 

tendência nos últimos anos. Nesse contexto, Nemati et al.30 demonstraram o uso de 

nanopartículas de Fe₃O₄@SiO₂-SO₃H como catalisador, obtendo rendimentos entre 44–97%. 

Outras estratégias envolvem catalisadores moleculares ou suportados, como a sulfacetamida 

16,15 a melamina15 e a 2-aminopirazina38, que permitiram sínteses em diferentes condições, com 

rendimentos geralmente superiores a 85% e, em alguns casos, associados à avaliação de 

propriedades biológicas relevantes. 

Também têm sido exploradas alternativas sustentáveis, como o uso de biossurfactantes de 

origem vegetal34, metodologias mecanoquímicas sem solvente4 e catalisadores oriundos de 

resíduos agroindustriais, como carvão ativado de casca de arroz33. Dentro dessa perspectiva, 

destaca-se ainda a utilização de líquidos iônicos (LI) como meios reacionais verdes. Kali & 

Maiti14 relataram a aplicação do cloreto de 1-butil-3-metilimidazólio ([BCMIM][Cl]) em meio 

etanol/água (1:2), sob condições de temperatura ambiente, permitindo a obtenção de derivados 

de tetracetonas em apenas 10–28 minutos, com rendimentos variando de 79 a 94%. 

Recentemente, Muniz et al.28 relataram o emprego de Al(OH)₃ como catalisador para a síntese 

de tetracetonas entre derivados de aldeídos aromáticos, dimedona, água como solvente, 80oC, 

60 min, com rendimento de 52-97%. Alguns derivados de tetracetonas apresentam atividade 

antibacteriana contra bactérias Gram-negativas ( S. aureus - ATCC-6539P) com valores de 

31,25-250 µ g.mL-1. Esses avanços evidenciam o interesse crescente em metodologias 

eficientes e ecologicamente corretas para a síntese de tetracetonas, alinhadas tanto ao 

desenvolvimento de novos materiais funcionais quanto à prospecção de compostos bioativos. 

A tirosinase é uma enzima metaloenzimática contendo cobre em seu centro ativo, 

desempenhando papel essencial na biossíntese da melanina. Sua atividade está envolvida na 

conversão da L-tirosina em L-DOPA e, subsequentemente, em dopaquinona, etapas críticas na 

formação de eumelanina e feomelanina. Dada sua relevância fisiológica e implicação em 

distúrbios pigmentares e câncer de pele, como o melanoma, a tirosinase tem se consolidado 

como alvo terapêutico relevante para o desenvolvimento de agentes despigmentantes e 

cosméticos antimelanogênicos. 

Nesse cenário, os derivados de tetracetonas vêm ganhando destaque devido ao seu potencial 

inibitório frente à tirosinase. Estudos anteriores demonstraram que modificações estruturais, 
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como a inserção de grupos metila ou fenólicos, aumentam significativamente a afinidade desses 

compostos pelo sítio ativo da enzima, muitas vezes superando o ácido kójico, inibidor 

amplamente utilizado. A compreensão das interações entre essas moléculas e a tirosinase pode 

ser aprofundada por meio do docking molecular, ferramenta computacional que permite prever, 

em nível atômico, a orientação e a afinidade de ligantes ao alvo enzimático. 

Adicionalmente, o modelo experimental com zebrafish (Danio rerio) tem sido amplamente 

utilizado na triagem de compostos bioativos, incluindo agentes antimelanogênicos, devido à 

sua semelhança genética com os humanos e à presença de melanóforos. A redução da 

pigmentação em embriões de zebrafish após exposição a inibidores de tirosinase representa uma 

abordagem eficiente e eticamente aceitável para avaliação da atividade in vivo. 

Este estudo teve como objetivo sintetizar derivados de tetracetonas por metodologia verde, 

avaliar sua atividade inibitória contra a tirosinase por meio de ensaios in vitro e docking 

molecular, e investigar seu potencial antimelanogênico e toxicidade aguda utilizando o modelo 

zebrafish. Os títulos da seção são escritos com todas as letras maiúsculas e em negrito. Deve 

haver espaçamento antes e depois do título da seção. 

 

PARTE EXPERIMENTAL 

 

Animais 

 

Os animais são provenientes da Piscicultura Power Fish, located in Itaguaí-RJ, Brazil. Utilizou 

os peixes de ambos os sexos, com idade entre 8 meses e 2 anos, de linhagem AB selvagem, os 

animais foram mantidos em água, sob controle de temperatura (23 ± dois ºC), alimentação e 

ciclo claro/escuro (10/14)7, acondicionados em aquários na Laboratório de Ictio e 

Genotoxicidade da Universidade Federal do Amapá (UNIFAP). Este estudo obteve aprovação 

do Comitê de Ética em Experimentação Animal da UNIFAP (Brasil) sob o número 007/2020. 

 

Reagentes químicos 

 

Os aldeídos 2-fluorobenzaldehyde, 2-bromobenzaldehyde, 2-nitrobenzaldehyde, 3-hydroxy-4-

methoxybenzaldehyde, 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyde, 2-(furan-2-yl)benzaldehyde, 

4-methoxybenzaldehyde, 4-methylbenzaldehyde, a 5,5-dimethylcyclohexane-1,3-dione, o 

DMSO e o hidróxido de alumínio Al(OH)3 foram adquiridos na Sigma-Aldrich e utilizados sem 
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purificação adicional. O clorofórmio deuterado (CDCl3) foi adquirido pela Cambridge Isotope 

Laboratories. 

 

Síntese de derivados de tetracetonas 

 

A metodologia para obtenção das tetracetonas foi aplicada conforme descrito por Muniz et al28, 

utilizando-se 1 mmol de aldeído e 2 mmol de dimedona em 5 mL de água, empregando o 

hidróxido de alumínio (10%) como catalisador. A reação foi mantida sob agitação orbitalar 

(500 rpm) e temperatura de 80ºC durante 60 minutos (Figura 1), variando-se os aldeídos 

empregados (Tabela 1). 

 

Figura 1.  Reação geral da síntese de tetracetonas utilizando Al(OH)3 como catalisador. 

 

Identificação e caracterização das substâncias sintetizadas 

 

As análises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram 

realizadas em espectrômetro Shimadzu IRAffinity-1 (Shimadzu, São Carlos, Brasil) e as 

amostras foram preparadas na forma de pastilhas de KBr e analisadas na faixa espectral de 4000 

a 400 cm⁻¹, com os resultados expressos em unidades de transmitância. 

Os espectros de ressonância magnética nuclear (RMN) foram obtidos em espectrômetros 

Agilent Technologies 500/54 Premium Shielded ou Agilent Technologies 400/54 Premium 

Shielded. Utilizou-se CDCl3 como solvente, com tetrametilsilano (TMS) como padrão interno. 

Os deslocamentos químicos (δ) foram reportados em partes por milhão (ppm) e referenciados 

tanto ao sinal do padrão TMS quanto ao solvente deuterado empregado. 

 

Otimização e Docking Molecular 
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As estruturas químicas foram desenhadas e minimizadas no software ChemSketch pelo método 

de Mecânica Molecular (MM+) com campo de força inicialmente baseado na parametrização 

CHARMM5,22,29. Os arquivos de saída com as estruturas químicas 3D foram salvos em formato 

.sdf, .mol e .pdb. 

A estrutura cristalina da tirosinase humana (PDB ID: 5M8N) foi baixada do RCSB Protein Data 

Bank (https://www.rcsb.org/ acesso em maio de 2024) com resolução de 2.60 Å, e utilizada 

para o estudo de docking molecular20. A atribuição de protonação e estados tautoméricos dos 

ligantes, retirada de resíduos de moléculas de água e cofatores foram realizados com o programa 

Discovery Studio® v.16 (2008), enquanto os átomos de hidrogênio da proteína foram 

adicionados com PROPKA usando o pH fisiológico. Os ligantes controles usados nas 

simulações de docking molecular foram Mimosine (MMS) e Ácido Kójico (KA). As 

simulações de docking molecular foram realizadas através do servidor DockThor 

(https://dockthor.lncc.br/v2/ acesso em maio de 2024)9. Os parâmetros padrões do algoritmo 

usado foram definidos da seguinte forma: (1) 24 corridas de conformações de encaixe, (2) 

1000000 avaliações por corrida de encaixe e (3) população de 750 indivíduos. A qualidade de 

pontuação do docking do receptor-ligante foi avaliada com base na Raiz Quadrada do Desvio 

Médio (RMSD) entre o melhor score da pose de docking e o modo de ligação experimental do 

ligante cristalográfico. 

 

Toxicidade Aguda em zebrafish 

 

O teste seguiu as recomendações com base na Organization for Economic Cooperation and 

Development 32 236 com algumas adaptações. Foi realizado o acondicionamento (pelo menos 

12 horas) de dez grupos de animais, cada grupo era composto por dois machos e 1 fêmea, 

mantidos separados por uma divisória de vidro transparente em aquário de reprodução, onde os 

ovos são capturados para o fundo para que não haja canibalismo. Após pernoite, foram acesas 

luminárias, simulando o amanhecer (estímulo luminoso) de forma a incitar a postura32, 56-57. 

Segundo metodologia descrita por Yang et al.41, para evitar variantes do tipo genético optou-se 

por coletar ovos de no mínimo três grupos diferentes. Após coleta, os ovos foram lavados com 

água de aquário, randomizados, para cada concentração avaliou-se grupos de 20 embriões (em 

triplicata), totalizando 60 embriões por concentração transferidos para placas de 96 poços, 2 

embriões por poço, em contato com as concentrações a serem estudadas, seguindo a 

metodologia descrita por Ferreira et al.7. 

https://www.rcsb.org/
https://dockthor.lncc.br/v2/
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Síntese de derivados de tetracetonas 

 

Devido à importância biológica e química das tetracetonas, as propriedades dessas moléculas 

têm atraído crescente atenção em diversas áreas de pesquisa. Diversos métodos sintéticos já 

foram desenvolvidos, utilizando operações como piridina, hidróxidos metálicos, L-prolina, iodo 

molecular, HClO4–SiO2, nanopartículas de níquel, dentre outras, porém, apesar dos claros 

avanços, ainda se buscam por métodos mais eficientes e ambientalmente seguros para a 

obtenção de tetracetonas e seus derivados. 

A síntese dos derivados de tetracetonas (3a–3h) foi conduzida em meio aquoso, utilizando-se 

hidróxido de alumínio como catalisador heterogêneo, a 80 °C durante 60 minutos. O uso de 

água como solvente representa uma estratégia alinhada aos princípios da química verde por ser 

ambientalmente segura. Conforme esperado para as reações de condensação de Knoevenagel, 

a utilização de um solvente prótico como a água foi capaz de aumentar a eficiência da reação 

devido a sua capacidade de estabilizar os intermediários iônicos formados após a desprotonação 

do composto, onde tal efeito é evidenciado nos rendimentos superiores a 50% na síntese das 8 

moléculas estudadas (Tabela 1). 

A temperatura empregada favoreceu a taxa de reação visto que ela auxilia na promoção do 

ataque nucleofílico da enolato de dimedona ao aldeído. No entanto, embora essas condições 

sejam geralmente eficientes, observou-se variabilidade significativa nos rendimentos dos 

produtos, oscilando de 44,22% a 95,29%. 

Embora tempo (60 min) e temperatura (80 °C) tenham permanecido constantes, a natureza 

eletrônica e estérica dos aldeídos exerceu papel crucial no desempenho da síntese. Dentre os 

compostos obtidos, 3a (60,68%) e 3g (55,27%) apresentaram os menores rendimentos, onde as 

características eletrônicas dos grupos substituintes dos aldeídos utilizados podem ter 

influenciado diretamente nos resultados. 

No presente estudo, observou-se que a posição e a natureza eletrônica dos substituintes 

influenciam diretamente a reatividade do aldeído e as etapas da reação de Knoevenagel–

Michael.  O substituinte flúor (-F) em 3a exerce um efeito indutivo retirador de elétrons o que 

reduz a densidade eletrônica sobre a carbonila do aldeído, tornando-a menos suscetível ao 

ataque nucleofílico do intermediário enolato. Além disto, a natureza básica do catalisador 
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Al(OH)₃ não fornece uma ativação tão eficiente em carbonilas pouco reativas. o que explica o 

baixo rendimento observado14-17,28. Esse comportamento difere de alguns relatos utilizando 

catalisadores sólidos fortemente ácidos (como HClO4–SiO2 ou PPA–SiO2), nos quais 

substituintes retiradores, como o grupo nitro, resultaram em conversões mais rápidas e altos 

rendimentos rendimentos 52-55 . Assim, os resultados aqui obtidos são coerentes quando se 

considera a diferença na força catalítica, visto que o Al(OH)3 atua de forma eficaz em substratos 

mais ativados, enquanto aldeídos desativados requerem catalisadores mais fortes ou técnicas de 

ativação adicionais40. 

Por outro lado, o grupo metoxila (-OCH3) em 3g, ainda que tradicionalmente seja considerado 

como doador de elétrons por ressonância, dependendo da posição relativa no anel aromático e 

do sistema de catálise, pode estabilizar a forma não reativa diminuindo sua solubilidade em 

meio aquoso e/ou afetando a orientação estérica de ataque (ou seja, o alinhamento do 

nucleófilo), gerando uma desativação parcial e contribuindo tempos de reação mais longos ou 

conversões menores em sistemas de catálises menos vigorosas14-15,30. 

 

Tabela 1. Síntese de tetracetonas (3a-3h) catalisada por Al(OH)3, em água (80 °C a 60 min) 

Produto Estrutura 

Rendimento 

(%) 

Ponto de 

fusão. exp. 

(ºC) 

Ponto de 

fusão 

literatura 

(°C) 

3a 

 

60,68 179-182 182-184 

3b 

 

86,51 167-170 170-174 
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3c 

 

82,94 187-193 187-190 

3d 

 

66,00 203-205 201-205 

3e 

 

95,29 203-206 203-205 

3f 

 

76,76 175-180 172-175 

3g 

 

 

55,27 210-211 218-220 
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3h 

 

69,20 ---- 141-143 

 

Por outro lado, compostos como 3e (95,29%) e 3b (86,51%) apresentaram rendimentos 

elevados. O bromo, embora ligeiramente desativador por indução é altamente polarizável e 

pode favorecer interações dispersivas com a superfície do catalisador, melhorando o 

posicionamento do aldeído para a etapa nucleofílica e estabilizando o estado de transição por 

forças de van der Waals, efeito já observado para derivados halogenados em sínteses 

heterogêneas40,42-45. Para o composto 3e a combinação dos grupos metoxila e uma hidroxila 

fenólica aumentou a solubilidade em meio aquoso, onde o grupo -OH possibilita ligações de 

hidrogênio com o meio e com sítios superficiais do catalisador, favorecendo orientação pró-

reativa e solubilidade na interface água/catalisador, o que justifica o rendimento quase 

quantitativo observado. Estudos que empregaram aldeídos fenólicos e sistemas “verdes” 

relatam comportamento semelhante, com altos rendimentos quando a solubilidade e as 

interações. Resultados semelhantes foram descritos por Kali e Maiti14, que relataram 

rendimentos superiores para aldeídos portadores de substituintes doadores de elétrons e 

fenólicos. 

Além disso, a solubilidade desses aldeídos em meio aquoso pode ter contribuído para o alto 

desempenho, uma vez que, em sistemas heterogêneos, a compatibilidade de fases exerce papel 

determinante no rendimento global42-45. Trabalhos utilizando líquidos iônicos também 

reportaram que aldeídos contendo substituintes doadores de elétrons conduzem a rendimentos 

elevados e tempos reacionais reduzidos46-48. 

Ademais, o uso do Al(OH)₃ como catalisador é relevante por seu caráter ecológico e 

reutilizável, já demonstrado em diversas sínteses heterocíclicas 49-51. Contudo, sua menor acidez 

o torna menos eficiente para substratos desativados, sugerindo a necessidade de otimizações 

futuras. 

 

Dados analíticos experimentais 
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Todos os compostos foram caracterizados usando espectros de FT-IR, 1H e 13C NMR com 

atribuições de ressonâncias completas. 

 

2,2'-(2-fluorophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3a 

 

C23H27FO4, 386.19 g.mol-1; (96.8% yield); White solid, m.p. = 182-184 oC; FTIR νmax(cm-1) 

(pure) = 2957.27, 2870.72, 1724.91, 1588.89, 1487.91, 1452.88, 1370.44, 1302.44, 1226.19, 

1166.42, 1152, 1114.9, 1044.83, 752.2, 733.65, 702.74.; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) 

= 11.90 (s, 1H), 7.21-7.11 (m, 2H), 7.05 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 6.94 (dd, J = 11.9, 8.1 Hz, 1H), 

5.61 (s, 1H), 2.51-2.24 (m, 8H), 1.23-0.98 (m, 12H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 

189.5, 162.1, 159.7, 129.2, 129.2, 128.0, 127.9, 123.6, 123.6, 115.7, 115.5, 115.5, 31.3, 28.9. 

 

2,2'-(4-bromophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3b 

 

C23H27BrO4, 446.11 g.mol-1; (91.4% yield); White solid, m.p. = 170-174 oC; FTIR νmax(cm-1) 

(pure) = 2957.27, 2870.72, 1712.54, 1584.77, 1485.85, 1366.32, 1300.38, 1250.92, 1120, 

1166.42, 1154.06, 1067.5, 1009.8, 826.39.; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 11.86 (s, 

1H), 7.39-7.35 (m, 2H), 6.98-6.94 (m, 2H), 5.44 (s, 1H), 2.38 (dq, J = 26.7, 17.9 Hz, 7H), 1.21 

(s, 6H), 1.10 (s, 6H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 190.6, 189.4, 137.3, 131.3, 128.6, 

119.6, 115.3, 115.2, 47.0, 46.4, 32.5, 31.4, 31.4, 31.4, 29.6, 27.4. 

 

2,2'-(3-nitrophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3c 

 

C23H27NO6, 413.18 g.mol-1; (88.4% yield); Orange pale solid, m.p. = 187-190 oC; FTIR 

νmax(cm-1) (pure) = 2959.34, 2870.72, 1586,83, 1527.07, 1469.36, 1448.76, 1370.44, 1345.71, 

1304.5, 1250.92, 1166.42, 1154.06, 1067.5, 1044.83, 838.75, 803.72, 729.53, 702.74.; 1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 11.85 (s, 1H), 8.04 (ddt, J = 7.6, 2.4, 1.2 Hz, 1H), 8.00 (q, J = 

2.1 Hz, 1H), 7.47-7.39 (m, 2H), 5.54 (s, 1H), 2.42 (dq, J = 28.5, 17.7 Hz, 7H), 1.27 (s, 6H), 

1.12 (s, 6H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 191.1, 189.6, 148.41, 140.7, 132.9, 129.1, 

122.2, 121.0, 114.8, 47.0, 46.4, 32.9, 31.4, 29.6, 27.3. 
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2,2'-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 

3d 

 

C24H30O6, 414.20 g.mol-1; (82.3% yield); White solid, m.p. = 201-205 oC; FTIR νmax(cm-1) 

(pure) = 3462.18, 2955.21, 2868.66, 1710.48, 1580.65, 1514.7, 1448.76, 1362.2, 1306.56, 

1238.55, 1209.7, 1152, 1106.66, 1053.08, 1038.65, 824.33, 807.84, 762.5.; 1H NMR (500 MHz, 

CDCl3) δ (ppm) = 11.97 (s, 1H), 6.81 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.62 (dd, J = 2.2, 1.1 Hz, 1H), 6.59 

(ddd, J = 8.3, 2.2, 1.3 Hz, 1H), 5.50 (s, 1H), 3.77 (s, 3H), 2.48 -2.30 (m, 8H), 1.24 (s, 6H), 1.11 

(s, 6H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 190.4, 189.3, 146.3, 143.6, 129.7, 119.5, 115.8, 

114.1, 109.9, 55.6, 47.1, 46.4, 32.3, 31.3, 31.3, 29.9, 27.1. 

 

2,2’-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-

one) 3e 

 

C25H32O7, 444.21 g.mol-1; (94% yield); White solid, m.p. = 203-205 oC; FTIR νmax(cm-1) (pure) 

= 3429.2, 2957.27, 2870.72, 1584.77, 1512.64, 1448.76, 1419.9, 1368.38, 1308.62, 1267.4, 

1236.49, 1152, 1125.21, 1032.47, 807.84, 733.65.; 1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 

12.02 (s, 1H), 6.35 (s, 2H), 5.50 (s, 1H), 3.77 (s, 6H), 2.47-2.34 (m, 8H), 1.24 (s, 6H), 1.12 (s, 

6H). 13C NMR (126 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 190.4, 189.3, 146.8, 132.7, 129.1, 115.7, 103.9, 

56.1, 47.1, 46.3, 32.5, 31.1, 30.0, 26.8. 

 

2,2'-(furan-2-ylmethylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3f 

 

C21H26O5, 358.18 g.mol-1; (88.1% yield); Brown solid, m.p. = 172-175 oC; FTIR νmax(cm-1) 

(pure) = 3410.65, 3058.25, 3004,67, 2961.4, 2872.78, 1710.48, 1601.26, 1419.9, 1360.14, 

1220, 1092.23, 1013.92, 898.52, 834.63, 733.65.; 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 12.14 

(s, 1H), 7.25 (dt, J = 2.1, 0.9 Hz, 1H), 6.28 (dd, J = 3.3, 1.9 Hz, 1H), 5.93 (dt, J = 2.9, 1.3 Hz, 

1H), 5.38 (t, J = 1.3 Hz, 1H), 2.36 (d, J = 6.3 Hz, 9H), 1.20-1.04 (m, 21H). 13C NMR (101 

MHz, CDCl3) δ (ppm) = 189.5, 151.7, 141.0, 114.1, 110.1, 106.2, 46.9, 46.2, 31.4, 31.4, 29.7, 

29.2, 26.5. 

 

2,2'-(4-methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3g 
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C24H30O5, 398.21 g.mol-1; (89.2% yield); Yellow solid, m.p. = 218-220 oC; FTIR νmax(cm-1) 

(pure) = 3431.26, 2957.27, 2868.66, 1528.71, 1510.58, 1457, 1419.9, 1368.38, 1308.62, 

1267.4, 1236.49, 1152, 1125.21, 1044.83, 1030.41, 805.78, 733.65.; 1H NMR (400 MHz, 

CDCl3) δ (ppm) = 11.90 (s, 1H), 7.02-6.97 (m, 2H), 6.83-6.78 (m, 2H), 5.48 (s, 1H), 3.77 (s, 

3H), 2.49-2.26 (m, 6H), 1.22 (s, 6H), 1.09 (s, 6H). 13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ (ppm) = 

190.4, 189.3, 157.6, 129.8, 127.8, 115.8, 115.8, 113.6, 55.2, 47.1, 46.4, 32.0, 31.4, 31.4, 31.4, 

29.6, 27.4. 

 

Docking molecular 

 

Os resultados da validação dos protocolos de simulações de docking molecular foram 

considerados satisfatórios, uma vez que a sobreposição (pose+orientação+torção) relativa do 

ligante cristalográfico (modelo experimental) e do ligante acoplado (Pose de docking-modelo 

teórico) foram considerados similares. Recuperando as poses do ligante cristalográfico e melhor 

pose obtida no docking molecular foi possível realizar o cálculo da raiz quadrada do desvio 

quadrático médio (RMSD), isto é, a medida da distância média entre átomos de duas moléculas 

que foi de 1.235 Å (Figura S1- Material suplementar). Dessa forma, a literatura específica que 

quando os valores de RMSD ≤ 2 Å, o protocolo de docking é considerado satisfatório por 

apresentar similaridade ao modelo experimental1,2,31 

A tirosinase é a enzima limitante da velocidade na via biossintética da melanina, catalisando 

tanto a hidroxilação da tirosina em 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA) quanto a oxidação da 

DOPA em dopaquinona. Em razão desse papel central, a tirosinase tem sido amplamente 

reconhecida como um alvo estratégico no desenvolvimento de inibidores da melanogênese20,35. 

A Proteína 1 relacionada à tirosinase (TYRP1) liga-se a substratos e inibidores típicos de 

tirosinase, e é importante ressaltar que a L-tirosina e o análogo de L-DOPA, L-MMS, não 

interagem diretamente com os íons de zinco, mas seus grupos hidroxila e ceto aromáticos estão 

ligados por ligação de hidrogênio à molécula de água que forma a ponte entre os dois íons de 

zinco. Interações adicionais incluem interações de empilhamento aromático compensado com 

His381 e interações de ligação de hidrogênio de seu grupo carboxilato com Arg374 e Ser394. 

A densidade eletrônica da L-MMS é mais bem definida do que a da L-tirosina, sugerindo que 

as interações do grupo e-hidroxila aumentam a afinidade de ligação da MMS. 

A pose de docking molecular obtida (Figura 2) possibilitou analisar que o MMS se liga aos 

resíduos de aminoácidos no sítio de ligação da tirosinase humana, comparada a pose 
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cristalográfica. No sítio de ligação, as interações observadas estão em torno da α-hélice entre 

os resíduos de aminoácidos His381-Ser394 e na β-folha entre os resíduos de aminoácidos 

Tyr362, Arg374, Thr391. No MMS é possível observar ligações de hidrogênio com os resíduos 

Tyr362, Thr391 e Ser394. 

Os inibidores mais bem avaliados em termos de afinidade de ligação foram 3g e 3d, nos quais 

as interações foram similares as observadas nos controles MMS e Kojic acid para os resíduos 

de aminoácidos de Tyr362, Arg374, His381, e Ser394, sendo que essas contribuições de 

interação corroboram com os dados da literatura para classificação de potenciais constituintes 

ativos anti-melanogênicos13,20,24, conforme Tabela 2. 

O potencial ligante 3g (Figura 2 e Tabela 2) apresentou melhor valor de afinidade de ligação (-

8.391 kcal/mol), seguido do 3d (-8.229 kcal/mol) que são bons inibidores da tirosinase, tendo 

uma variação de ±0.891 kcal/mol e ±0.279 kcal/mol em relação ao MMS, respectivamente. 

 

Tabela 2. Valores de afinidade de ligação dos compostos 3a-3h no receptor da tirosinase 

humana (PDB ID: 5M8N). 

 

Molecules Binding Affinity (kcal/mol) 

MMS −7.500 

KA −7.254 

3a −8.007 

3b −8.111 

3c −7.478 

3d −8.229 

3e −7.729 

3f −7.296 

3g −8.391 

3h −8.103 
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Figura 2. Interações dos controles MMS, Kojic acid e os potenciais inibidores 3d e 3g com 

sítio de ligação da tirosinase humana. 

 

No ligante 3g é possível observar interações do tipo hidrofóbica com os resíduos de 

aminoácidos de His381, Leu382 e Gln390 e ligações de hidrogênio com Arg321, Tyr362, 

Arg374 e Thr391. As interações no sítio de ligações atribuem alta estabilidade que contribuem 

para o posicionamento favorável do ligante por meio de interações hidrofóbicas e empilhamento 

π–π. 

 

 

 

3g 

Hydrogen bond 

Hydrophobic Interaction 



  

59 
 

Toxicidade Aguda em zebrafish 

 

O processo de embriogênese inicia-se logo após a fertilização dos ovos, estendendo-se até a 

eclosão, ocorrendo normalmente entre 48 e 96 horas pós-fertilização (hpf). Nessa fase, os 

estágios de desenvolvimento são assim classificados: 0 a 24 horas – ovo; 24 a 48 horas – 

embrião; 72 a 120 horas – eleuteroembrião, período em que os órgãos já estão completamente 

formados; e a partir de 144 horas, o organismo é considerado uma larva37. 

Foram utilizadas as concentrações de 0,01mg/mL, 0,02mg/mL e 0,05mg/mL para as amostras 

3d e 3g e para os grupos controles, os embriões foram incubados em água e DMSO. 

Para determinar a toxicidade foram levadas em consideração condições letais quanto às 

alterações teratogênicas, mortalidade, presença de coagulação, eclosão e ausência de separação 

da cauda e desenvolvimento de somitos. As quais foram realizadas através da análise em 

microscópio óptico nas seguintes horas: 24, 48, 72 e 96 horas pós fertilização (hpf)32. Os grupos 

controles e tratados apresentaram desenvolvimento embrionário normal, com taxas de 

sobrevivência elevadas, ausência de alterações teratogênicas visíveis, separação completa da 

cauda e formação regular dos somitos, sem sinais de coagulação ou atraso na eclosão durante 

todo o período experimental. 

A ausência ou redução de pigmentação observada nos embriões tratados com 3d e 3g (fig.1), 

sugere um possível efeito inibitório sobre a via da melanogênese, processo fundamental para a 

síntese de melanina nos melanócitos do zebrafish. Segundo Ferreira et al. (2023), a 

melanogênese nos vertebrados é regulada principalmente pela enzima tirosinase (TYR), que 

catalisa as etapas iniciais de oxidação da L-tirosina e L-DOPA, etapas-chave para a formação 

de eumelaninas e feomelaninas. A ausência de pigmentação, portanto, pode estar relacionada à 

inibição direta da atividade da tirosinase ou à regulação negativa de genes envolvidos no 

processo (TYR, TRP-1, TRP-2, MITF), resultando na falha de formação ou deposição do 

pigmento. 
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Figura 3. Morfologia dos embriões de zebrafish testados com as amostras 3d e 3g pós 24 hpf 

em comparação com os grupos controles, água e DMSO 3%. 

 

CONCLUSÕES 

 

Este estudo demonstrou com sucesso a viabilidade de uma metodologia de síntese verde para 

derivados de tetracetonas, utilizando água como solvente e hidróxido de alumínio como 

catalisador, sob condições brandas. A maioria dos compostos foi obtida com rendimentos 

moderados a excelentes, confirmando a aplicabilidade do protocolo. As variações observadas 

no rendimento foram atribuídas principalmente à natureza eletrônica dos grupos substituintes 

nos aldeídos aromáticos, influenciando diretamente a reatividade do carbono carbonílico e, 

portanto, a eficiência da condensação com dimedona. 

Adicionalmente, os derivados sintetizados foram submetidos a ensaios de docking molecular, 

nos quais os compostos 3d e 3g  se destacaram com elevada afinidade pela tirosinase humana, 

superando inclusive o ácido kójico e a mimosina. Esses dados indicam forte potencial inibitório 

dessas moléculas frente à melanogênese. 
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Os ensaios de toxicidade aguda em zebrafish corroboraram a segurança biológica dos 

compostos testados, com ausência de efeitos letais ou teratogênicos. A redução de pigmentação 

observada nos embriões tratados sugere um efeito antimelanogênico in vivo, o que reforça o 

potencial desses derivados como candidatos para o desenvolvimento de agentes 

despigmentantes e cosméticos funcionais. 

Portanto, os resultados aqui apresentados contribuem para o avanço na síntese de compostos 

bioativos por rotas ambientalmente sustentáveis, aliando rendimento sintético, segurança 

toxicológica e atividade biológica promissora. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

Neste trabalho, foi possível aplicar uma metodologia eficiente e ambientalmente 

sustentável para a síntese de derivados de tetracetonas, utilizando água como solvente e 

hidróxido de alumínio como catalisador heterogêneo. Essa abordagem está alinhada com os 

princípios da química verde, promovendo reações em meio aquoso e condições brandas, com 

rendimentos satisfatórios para a maioria dos compostos sintetizados. Ainda que algumas 

reações tenham apresentado rendimento inferior, os resultados obtidos demonstram a 

viabilidade da metodologia proposta, cuja simplicidade e eficiência a tornam promissora para 

a síntese de novos derivados bioativos. 

A caracterização estrutural dos compostos obtidos confirmou a formação dos 

derivados de tetracetonas desejados e os ensaios in silico indicaram potencial atividade 

inibitória frente à enzima tirosinase. Os estudos de docking molecular revelaram interações 

favoráveis entre os compostos sintetizados e o sítio ativo da enzima, com energias de ligação 

comparáveis ou superiores aos padrões de referência, como o ácido kójico. Tais resultados 

corroboram a hipótese de que modificações estruturais nas tetracetonas podem otimizar sua 

afinidade pelo alvo enzimático e reforçam sua relevância como possíveis candidatos a 

inibidores seletivos da tirosinase. 

Os testes de toxicidade aguda realizados com o modelo zebrafish (Danio rerio) 

demonstraram a aplicabilidade deste organismo na triagem de segurança dos compostos 

sintetizados. Os dados obtidos evidenciam que nas concentrações testadas, a maioria dos 

compostos apresentou baixa toxicidade e efeito antimelanogênico visível, reforçando seu 

potencial para aplicações dermatológicas e cosméticas. A utilização do zebrafish também 

mostrou-se vantajosa por sua alta sensibilidade, baixo custo e conformidade com os princípios 

éticos da experimentação animal. 

Dessa forma, este estudo contribui significativamente para o avanço no 

desenvolvimento de novas moléculas com potencial atividade antitirosinase, propondo uma rota 

sintética limpa e eficiente, integrando técnicas computacionais e modelos alternativos de 

avaliação biológica. Como perspectivas futuras, este trabalho abre portas para a busca de novos 

derivados de tetracetonas com diferentes grupos funcionais, bem como a realização de ensaios 

adicionais de eficácia e segurança in vivo, com foco na aplicação terapêutica ou cosmética dos 

compostos mais promissores. 
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Figura 10. FT-IR of 2,2'-((2-fluorophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-

en-1-one) 3a.  
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Figura 11. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) of 2,2'-((2-fluorophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-

dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3a.  

 

Figura 12. 13C NMR (101 MHz, CDCl3) of 2,2'-((2-fluorophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-

5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3a. 
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Figura 13. FT-IR of 2,2'-((4-bromophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-

en-1-one) 3b.  
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Figura 14. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) of 2,2'-((4-bromophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-

5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3b. 

 

Figura 15. 13C NMR (101 MHz, CDCl3) of 2,2'-((4-bromophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-

5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3b. 
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Figura 16. FT-IR of 2,2'-((3-nitrophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-

en-1-one) 3c. 
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Figura 17. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) of 2,2'-((3-nitrophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-

dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3c.  

 

Figura 18. 13C NMR (101 MHz, CDCl3) of 2,2'-((3-nitrophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-

dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3c. 
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Figura 19. FT-IR of 2,2'-((4-hydroxy-3-methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-

dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3d.  
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Figura 20. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) of 2,2'-((4-hydroxy-3-

methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3d. 

 

Figura 21. 13C NMR (126 MHz, CDCl3) of 2,2'-((4-hydroxy-3-

methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3d.  
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Figura 22. FT-IR of 2,2'-((4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-

dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3e.  
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Figura 23. 1H NMR (500 MHz, CDCl3) of 2,2'-((4-hydroxy-3,5-

dimethoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3e. 

 

Figura 24. 13C NMR (126 MHz, CDCl3) of 2,2'-((4-hydroxy-3,5-

dimethoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3e. 
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Figura 25. FT-IR of 2,2'-(furan-2-ylmethylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-

one) 3f. 
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Figura 26. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) of 2,2'-(furan-2-ylmethylene)bis(3-hydroxy-5,5-

dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3f.  

 

Figura 27. 13C NMR (101 MHz, CDCl3) of 2,2'-(furan-2-ylmethylene)bis(3-hydroxy-5,5-

dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3f. 
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Figura 28. FT-IR of 2,2'-((4-methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-

2-en-1-one) 3g. 
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Figura 29. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) of 2,2'-((4-methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-

5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3g.  

 

Figura 30. 13C NMR (101 MHz, CDCl3) of 2,2'-((4-methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-

5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3g.  
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LISTA DE ANEXOS 

ANEXO 1 – Comprovante de Submissão de Artigo Científico 

 


