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RESUMO

As tetracetonas representam uma classe promissora de compostos organicos, cujas propriedades
estruturais e funcionais t€ém despertado interesse nas ciéncias farmacéuticas devido a sua
versatilidade sintética e potencial bioativo, demonstrando em diversos estudos atividades
bioldgicas como acdo anti-inflamatéria, antioxidante, antibacteriana e, mais recentemente,
atividade inibitéria sobre a enzima tirosinase. Assim, o presente estudo teve como objetivo
desenvolver uma rota sintética eficiente e ambientalmente sustentavel para obtencdo 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 embrionaria em zebrafish
(Danio rerio). A reagdo de formagao das tetracetonas foi otimizada a partir de benzaldeido (1
mmol), dimedona (2,0 mmol) e AI(OH)3 (10%), como catalisador em agua, como solvente,
aquecida a 80°C por 60 min. Em seguida a reagao foi filtrada, recristalizada. Apos otimizagado
da reagdo diferentes compostos foram preparados (3a-3h) e caracterizados por RMN de 'H e
RMN de 3C IV-. O estudo de docking molecular foi realizado com a tirosinase humana (PDB
ID: SM8N), utilizando os softwares ChemSketch, Discovery Studio® e o servidor DockThor.
Para triagem da atividade antimelanogénica e toxicidade embriondria utilizou-se o modelo in
vivo zebrafish, conforme protocolo OECD 236. Os resultados demonstraram que a metodologia
proposta foi eficiente na sintese das tetracetonas, com rendimentos que variaram de moderados
a excelentes (44,22% a 95,29%), foi observado que a presenca de grupos eletronegativos nos
aldeidos influenciou nos rendimentos (3a, 48,55% e 3g, 44,22), possivelmente por efeitos
eletronicos e baixa solubilidade em meio aquoso, enquanto que os aldeidos com grupos
doadores de elétrons do tipo -CH3; 3e ou -OCHsz 3b, renderem 95,29% e 86,51%,
respectivamente, favorecendo a condensa¢do com a dimedona. J& no docking molecular, os
compostos apresentaram boa afinidade pelo sitio ativo da tirosinase, com valores de energia de
ligacdo semelhantes ou superiores aos inibidores MMS e acido kojico, sugerindo relevante
atividade inibitdria, 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 acido
kojico apenas —7.500 e —7.254 kcal/mol e as interagdes observadas para estes compostos foram
similares aquelas vistas nos controles para os residuos de aminoacidos 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 perceptivel, além de
baixa toxicidade nas concentragdes testadas. Os derivados de tetracetonas, neste estudo,
apresentaram potencial significativo como agentes antitirosinase, com perfil promissor para
desenvolvimento de aplicagdes cosméticas e terap€uticas. O uso de rota sintética verde,
associado a ferramentas computacionais e modelos alternativos, reforga a aplicabilidade deste
estudo no contexto do desenvolvimento racional de novos farmacos.

Palavras-chave: Tetracetonas; quimica verde; docking; tirosinase; zebrafish.
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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 AI(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:
SM8N) 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.

Keywords: Tetraketones; green chemistry; docking; tyrosinase; zebrafish.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de novos compostos bioativos com
potencial farmacologico tem sido um dos principais objetivos da quimica medicinal e das
ciéncias farmacéuticas. Nesse contexto, as tetracetonas tém se destacado como uma classe
promissora de substancias organicas, cuja estrutura quimica permite a obtencao de diversos
derivados funcionais com atividade bioldgica relevante. Tais compostos apresentam equilibrio
tautdmero ceto-enodlico, cuja estabilidade e reatividade dependem fortemente do ambiente
quimico e das condigdes de reagdo, o que os torna versateis para aplicagdes sintéticas e
farmacologicas.

A literatura descreve multiplas rotas sintéticas para a obtencdo de tetracetonas,
variando desde métodos classicos envolvendo descarboxilagao de derivados do acido malonico
até abordagens mais recentes baseadas em catalise verde, fotocatalise e sistemas livres de
solventes. A busca por procedimentos mais eficientes, sustentaveis € economicamente viaveis
impulsiona a inova¢do no campo da sintese organica, especialmente quando se considera o
impacto ambiental de processos convencionais que utilizam catalisadores toxicos ou solventes
organicos volateis. Nesse cendrio, destacam-se métodos baseados em catalisadores
heterogéneos reutilizaveis, liquidos 16nicos e condigdes reacionais brandas, como micro-ondas
e irradiagao com LED.

Além de sua importancia sintética, as tetracetonas tém demonstrado diversas
atividades bioldgicas, incluindo a¢do anti-inflamatodria, antioxidante, antibacteriana e, mais
recentemente, atividade inibitoria sobre a enzima tirosinase. Esta tltima representa um alvo
terapéutico de relevancia biomédica, dada sua participacdo essencial no processo de
melanogénese e sua implicagdo em disturbios pigmentares e cancer de pele, como o melanoma.
A inibi¢do seletiva da tirosinase vem sendo intensamente estudada tanto para aplicagdes
dermatologicas quanto para o desenvolvimento de agentes antimelanogénicos € cosméticos
clareadores.

Neste contexto, a avaliacdo 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 interagdes proteina-ligante e orientar o
desenvolvimento racional de inibidores enzimaticos. Além disto, a validagcdo da bioatividade
dessas substancias pode ser realizada por meio de testes in vivo utilizando o zebrafish (Danio
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rerio), um modelo experimental consolidado nas ciéncias biomédicas e toxicologicas, 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 avaliacao de toxicidade aguda.

Assim, este trabalho propde a sintese eficiente de derivados de tetracetona por
métodos ambientalmente seguros, seguida da caracterizacao estrutural, avaliagao da atividade
inibitéria da enzima tirosinase por métodos experimentais e in silico, e analise de toxicidade
utilizando o modelo zebrafish. Espera-se que este estudo possa contribuir para o
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos e fortalecer as bases cientificas para o uso

racional de compostos sintéticos com potencial terapéutico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a sintese de tetracetonas funcionalizadas, catalisadas por AI(OH)3, e avaliar

sua atividade antitirosinase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a eficiéncia da sintese de tetracetonas utilizando os principios da quimica verde;

e Caracterizar as substancias sintetizadas por técnicas espectroscopicas de infravermelho
(IV-FT) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 13C e 1H e também por
caracteristicas fisicas, como ponto de fusdo, quando couber;

e Avaliar o potencial antimelanogénico dos compostos sintetizados a partir da andlise das
interagdes entre as moléculas estudadas e o alvo bioldgico tirosinase humana;

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

como modelo experimental.
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3 CAPITULO 1

3.1 ENZIMA TIROSINASE

A tirosinase ¢ uma metaloenzima dependente de cobre amplamente estudada por
seu papel essencial na biossintese da melanina, o principal pigmento responsavel pela coloragao
da pele, cabelos e olhos em seres humanos. Sua fung¢do catalitica estd diretamente relacionada
a conversdo da L-tirosina em L-DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina) e, posteriormente, da L-
DOPA em dopaquinona que através de reagdes de oxidagao e polimerizacdo sdo convertidas em
um dos tipos do biopolimero: eumelanina (marrom a negra) ou feomelanina (amarela a

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

Figura 1. Rota biossintética simplificada da melanina.
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Fonte: Baseado em Oliveira (2011).
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A tirosinase ¢ expressa predominantemente nos melandcitos localizados na
epiderme, em especial nos melanossomas, organelas onde ocorre a sintese e armazenamento da
melanina. Entretanto, sua presenca também ¢ registrada em outros tecidos, como foliculos
pilosos, retina, e em algumas regides do sistema nervoso central. Sua ampla distribui¢ao reforga
a importancia fisioldgica da enzima, especialmente no que diz respeito aos mecanismos de
protecdo contra a radiagdo ultravioleta (RUV), visto que a melanina atua como fotoprotetor
natural, absorvendo e dispersando a radiagdo solar e reduzindo os danos ao DNA celular
(Oliveira, 2011; Bae-Harboe; Park, 2012).

O envolvimento da tirosinase em processos fisioldgicos vai além da pigmentagao,
pois ela também participa da resposta imune, na cicatrizagdo de feridas e em processos
antioxidantes, embora essas fungdes estejam bem menos estabelecidas. Em contrapartida, seu
papel em condi¢des patologicas estd amplamente documentado, como nos casos de melasma e
cancer de pele (Pordi¢ et al., 2012; Jakovija; Chtanova, 2023; Katiyar; Yadav; Singh, 2024;
Liu; Chen; Xia, 2023).

O melasma ¢ uma desordem pigmentar adquirida, caracterizada pelo aparecimento
de maculas acastanhadas simétricas, predominantemente em areas fotoexpostas, como a face.
Evidéncias cientificas revelam aumento significativo da expressdo de tirosinase nos
melanécitos das lesdes, indicando hiperatividade da unidade epidérmico-melédnica. Fatores
hormonais, particularmente estrogénio e progesterona, contribuem para essa hiperpigmentagao
ao estimularem a transcri¢do de genes melanogénicos (TYRP1 e DCT) e modular vias de
sinalizagdo pro-melanogénicas, como a via Wnt/p-catenina (Esposito et al., 2022; Lee, 2015).

No contexto oncoldgico, a tirosinase tem papel fundamental no desenvolvimento e
progressao do melanoma, o tipo mais agressivo de cancer de pele. Além de sua fungdo como
marcador bioldgico para diagnéstico, esta enzima tem sido alvo de terapias inovadoras, como
estratégias de imunoterapia direcionada, diagnostico por imagem com radiofdrmacos e vacinas
peptidicas. Sua atividade também esta envolvida nos mecanismos de defesa cutdnea contra
mutacoes induzidas por radiacao ultravioleta, sendo sua regulagcdo essencial na prevengao da
carcinogénese cutanea (Huang et al., 2025; Jimbow et al., 2013; Sun et al., 2020; Wolchok et
al., 2007).

A tirosinase emerge como uma enzima de extrema relevancia biomédica,
conectando processos fisiologicos de pigmentagao a aplicagdes terapéuticas em dermatologia e
oncologia. Nas tltimas décadas, a inibi¢do da tirosinase tem sido objeto de intensa pesquisa,

nas quais o principal foco ¢ a descoberta e desenvolvimento de agentes antimelanogénicos,
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antioxidantes ou antimicrobianos, bem como conservantes naturais e sintéticos para aplicagdo
em alimentos ¢ 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
acdo em: a) competitivos, que se ligam ao sitio ativo da enzima e competem com o substrato
natural; b) ndo-competitivos, que se ligam a sitios alostéricos, promovendo alteragdes
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 quimicos t€ém demonstrado capacidade de inibigdo da
tirosinase, abrangendo tanto compostos naturais quanto sintéticos. Os compostos fenolicos
representam a classe mais proeminente, devido a sua habilidade de complexar ions metalicos,
especialmente o cobre presente no sitio ativo da enzima (Chang, 2009).

O é4cido kojico, € um metabdlito secundario de Aspergillus sp., cuja estrutura
lactonica permite intera¢do eficaz com o cobre da enzima e atua como inibidor competitivo,
sendo amplamente utilizado em formula¢des cosméticas despigmentantes (Chang, 2009). A
arbutina, ¢ um derivado glicosilado da hidroquinona com ag¢do inibitéria competitiva que
apresenta boa estabilidade e ¢ menos toxica que a hidroquinona (Boo, 2019; Lv et al., 2025;
Repert; Matthes; Rozhon, 2022). O resveratrol ¢ um estilbeno com reconhecida atividade
antioxidante. Estudos demonstram que ele pode atuar como substrato da tirosinase, sendo
oxidado pela enzima e apods pré-incubagdo, pode inibir suas atividades monofenolase e
difenolase através de um mecanismo do tipo inibi¢do suicida (k<sub>cat</sub>) (Satooka;
Kubo, 2012). Embora iniba a tirosinase humana de forma eficaz, o mecanismo cinético parece
ndo competitivo ou dependente da metabolizacdo (Boo, 2019). A quercetina e outros
flavonoides sdo compostos com estrutura catecolica capazes de quelar cobre e competir com a
L-DOPA, atuando como inibidores reversiveis, predominantemente competitivos, cuja
efetividade depende da posi¢do 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 sdo substancias com potencial
acdo nao-competitiva, cuja atividade estd relacionada a capacidade de modificagdo
conformacional da enzima e/ou interferéncia nos estados redox do cobre.

Entretanto, um grupo de moléculas tem ganhado destaque e importancia nessa
jornada em busca de inibidores da tirosinase. Khan et al. (2006) sintetizaram 28 tetracetonas

com varios substituintes e constataram que compostos com grupos metil em determinadas
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posigdes exibiram maior atividade inibitoria contra a tirosinase. Esses compostos demonstraram
atividade promissora, com alguns superando inibidores padrdo, como o acido kojico. Embora
o mecanismo de a¢do ainda ndo tenha sido plenamente elucidado, estruturas semelhantes,
particularmente aquelas com capacidade de quelar metais, podem interagir com os ions cobre
do centro ativo da tirosinase, sugerindo potencial como inibidores mistos ou quelantes
irreversiveis (Qu et al., 2020)

A compreensao das estruturas quimicas que favorecem a inibi¢do da tirosinase ¢
essencial para o desenvolvimento de agentes terapéuticos seletivos, com aplicagdes seguras em
seres humanos ou em produtos industrializados. O avango nesse campo depende tanto da
investigacdo experimental quanto da aplicacdo de ferramentas computacionais, como
acoplamento molecular (docking), dindmicas moleculares e andlise de propriedades

farmacoforicas.

3. 2 TETRACETONAS

Xanteno e seus derivados ¢ uma classe importante de compostos organicos por
causa de suas atividades farmacéuticas, biologicas e médicas como anti-inflamatorio,
antibacteriano, antiviral, antidepressivo e agente antimalarico. Sao antagonistas da agdo
paralisante da Zoxazolamina e utilizados na terapia fotodinamica. Além disso, estdo sendo
usados como precursores sintéticos valiosos para muitos compostos organicos, corantes,
materiais fluorescentes sensiveis ao pH para a visualizacdo de conjuntos biomoleculares, e em
tecnologias a laser.

Varios métodos foram relatados para a preparacao de varios derivados de xanteno.
Entre esses métodos, a condensacdo de aldeidos com pf-naftol, compostos ciclicos 1,3-
dicarbonil e/ou uma mistura equimolar de f -naftol e compostos ciclicos 1,3-dicarbonil sdo os
mais simples para a sintese de xantenos simétricos € assimétricos.

Viarios catalisadores foram usados para a preparagao desses xantenos, dentre esses,
nanoparticulas calcinadas foram preparadas a partir de concha de ostra calcinada (COS NPs) e
utilizadas como um novo nanocatalisador heterogéneo. A composi¢do deste catalisador foi
determinada, com tamanho de particula de COS NPs de 100—-120 nm. O catalisador solido
nanoestruturado como um catalisador eficiente e ecologico foi usado para a sintese de 1,8-
dioxo-octa-hidroxantenos por meio da reagdo de condensagdo em um Unico recipiente de 5,5-

dimetilciclo-hexano-1,3-diona (dimedona) com varios aldeidos com auséncia de solvente
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(Esquema 1). Segundo os autores essa metodologia ¢ economica e oferece varias vantagens,
como alto rendimento, excelente pureza, curto tempo de reagdo, alta economia de atomos,
operagao simples e um procedimento de trabalho conveniente sem o uso de quaisquer solventes
prejudiciais. Além disso, o catalisador foi facilmente reutilizavel mantendo bons rendimentos

(Mohammadian & Akhlaghinia, 2018).

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

de ostra calcinada.

o o o COS NPs
+
H .
90°C
R livre de solvente
Aldeidos Dimedona Derivados de 1,8-dioxo-octahidroxanteno

R = 3-Br; 4-F, 4-Cl,

Fonte: Baseado em Mohammadian & Akhlaghinia (2018)

Ja Rong et al. (2006) utilizaram iminas (1 mmol), 5,5-dimetil-1,3-ciclo hexandiona
2 (2 mmol) e 10 ml de metanol a 70°C, sem nenhum catalisador para obter derivados de
xantenodionas abertas em altos rendimentos (Esquema 2). No entanto, para surpresa, sob
condig¢des de reagao semelhantes, quando iodo molecular e quantidade catalitica de p6 de zinco
foram utilizados foram formados xantenodionas fechadas em excelente rendimento (Esquema

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

R

0 ‘ 0
> OH OH

o) Tetracetonas
o o (84-92%)

Iminas Dimedona Q; @) 2)

Xantenodionas
(89-94%)

Fonte: Rong et al., 2006.

A sintese de xantenodionas precisou do catalisador de iodo molecular, no entanto,
foi observado que uma quantidade catalitica de p6 de zinco ¢ necessaria, ¢ isso poderia
promover a reacao. No processo de reagdo, as ligacdes duplas (“ligacdo o e “ligagdo n”) de
carbono e nitrogénio em iminas foram rompidas, segundo os autores esse fendomeno raramente
ocorre. Com base na literatura, segundo os autores, o possivel mecanismo foi descrito, a
molécula iodo atua como um catalisador acido de Lewis fraco e participa da reagdo. A principio,
influenciada pelo poder do zinco, a molécula iodo ocorre polarizagdo e entdo forma HI pela
interacao do 10do com um hidroxi. HI combina outro hidroxi e perde uma molécula de H>O e
finalmente, os derivados de xantenodionas podem ser obtidos. Acreditamos que o HI tem um

efeito importante durante a reagdo (Geedkar; Kumar; Sharma, 2022).
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Esquema 3. Sintese de xantenodionas utilizando iodo molecular como catalisador acido.
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R

O I o

Xantenodiona
(89-94%)

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

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

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

acido p-toluenossulfonico como catalisador, o qual envolveu a dimedona com aldeidos

aromaticos em agua como solvente a temperatura ambiente (Esquema 4). Os procedimentos

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

rendimentos.
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Esquema 4. Sintese de tetracetonas utilizando 4gua como solvente.

R

O i O

(0] O O
+ H,0
H
t.a.
R 20-60 min OH OH
Aldeidos Dimedona Tetracetonas

R =3-Br; 4-F, 4-Cl,

Fonte: Baseado em Bayat et al. (2009)

Um sistema hibrido de 6xidos de cobre e zinco imobilizado em carragenina como
matriz polimérica foi preparado como catalisador heterogéneo na sintese de tetracetonas
funcionalizadas, foi desenvolvido por Mir Saeed Esmaeili (2021). A superficie de carragenina
foi magnetizada através da composi¢do com nanoparticulas de 6xido de ferro. Sitios metalicos
de cobre e zinco sdo empregados como os principais sitios cataliticos para catalisar a sintese de
derivados de xantenodiona a partir de aldeido e dimedona (Esquema 5). Devido ao
comportamento magnético do catalisador, o processo de purificagdo ¢ realizado com alta
conveniéncia. Neste trabalho foi obtido rendimentos altos de reagdo (97-93%) para diferentes
derivados de xantenodiona funcionalizados sob condi¢des suaves (10 min, refluxo e 4gua como

solvente).

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

R
Cu-ZnFe,0O @carragenina 0) E 0]
(0] (0] O (0,01%)
+ H,O
. c . T
R t.a. OH OH
) 10 min
Aldeidos Dimedona Tetracetonas
(97-93%)

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

A presenga de um grupo amino ou nitrila no ntcleo 4H-pirano amplia a gama de
aplicagoes desses heterociclos. Tais compostos tém sido usados como pigmentos, agroquimicos
ou andaimes sintéticos versateis. A importancia desses compostos ¢ ainda maior quando

observamos os inimeros esforcos recentes feitos para sintetiza-los. Um exame mais detalhado
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dos métodos preparativos disponiveis indica que o acoplamento de trés componentes de um
aldeido, um derivado B-dicarbonil e um doador de metileno ativado ¢ o método de escolha para

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

Esquema 6. Sintese de xantenodionas

©)
@)

1,8-dioxo-octahidroxantenos
9-substituidos

O O

R

Aldeidos O Tetraidrobenzoxanteno-11-onas
O 12-substituidas

98

14-substituido-14H-
dibenzol[a,j]xanteno

o
T

Fonte: Baseado em Zhang et al. (2019)

Kaupp e colaboradores relataram uma sintese 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 antecedéncia,
e as condigdes adversas para a reagdo nao sao adequadas ao uso seguro de aldeidos volateis.

Uma sintese de alto rendimento, one-pot, tri-componentes a partir de 2-amino-4H-
piranos funcionalizados a partir de compostos S-dicarbonil, cianometileno ativados e aldeidos,
mediada por fosfato de hidrogénio de zirconio trocado por potassio [a- Zr(KPO4):] foi relatada
por Rosati et al. 2015 (Esquema 7). O protocolo mostra excelente versatilidade, pois pode ser

aplicado a aldeidos aromaticos, alifaticos ou ¢,f-insaturados sob condicdes livres de solvente.
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Esquema 7. Sintese de derivados de 2-amino-4H-cromeno mediada por fosfato de hidrogénio de zirconio trocado

por potassio [a- Zr(KPOs),] a partir de S-dicarbonil, cianometileno ativado e aldeidos.

NC\/ R,
Malononitrila

(R2 = CN, COzEt)

o © © Z1(KPO,), O Rs
L . "
Ry "H RR 60 A°C,2-24 h Ry ||
1 R; 0~ "NH,
Aldeido Dimedona
(aromatico e alifitico) (R1=H; Rl =Me) Derivados de 2-amino-4H-cromeno

33-93% (22 exemplos)

Fonte: Baseado em Rosati et al. (2015)

Outra abordagem comumente baseia-se na reacdo em cascata de Knoevenagel-
Michael, método que envolve a condensacdo de aldeidos aromaticos com dicetonas 1,3-ciclicas,
podendo ser catalisadas por AI(OH)s; em meio aquoso, sendo esta reagdo quimiosseletiva e
proporcionando elevados rendimentos em condi¢des reacionais brandas (Muniz et al., 2024)

(Esquema 8).

Esquema 8. Sintese de tetracetonas por condensacgdo de aldeidos aromaticos com dicetonas 1,3-ciclicas.

0 o)
H Al(OH);
R _—
O Aguaa

Aldeidos Dimedona 80 °C, 60 min

Tetracetonas
Rendimento = 71-97%

Fonte: Baseado Muniz et al. (2024)

Atualmente hd uma grande énfase na realizag¢do de sinteses organicas em condig¢des
reacionais ambientalmente favoraveis, como por exemplo, a eliminacdo do uso de solventes
organicos volateis e toxicos. Yu et al (2010) obtiveram tetracetonas com rendimentos varidveis

(64 % a 99%) utilizando apenas agua como solvente e sem adi¢do de catalisadores (esquema
9).
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Esquema 9. Sintese de tetracetonas utilizando 4gua como solvente e sem emprego de catalisadores.

H,O (5ml)

4h, t.a. | |
H™ 0 o O

Benzaldeido Dimedona Tetracetonas
Rendimento: 64 - 96%

Fonte: Baseado em Yu e colaboradores (2010).

Recentemente, Kali e Maiti (2023) sintetizaram 20 derivados de tetracetonas com
altos rendimentos empregando 6% de sal i6nico [BCMIM][CI] como -catalisador na
condensagdo da dimedona com aldeidos em etanol aquoso a temperatura ambiente (esquema

10).

Esquema 10. Sintese de tetracetonas utilizando sal idnico como catalisador.

1,3-bis(carboximetil)-2,5-di-hidro-1H-imidazol-3-io

O & 9
HOJJ\/N\/@N\)LOH O R O
|

0 cr
+ )]\ (6 mol %)
0 R™ H aq. EtOH:H,0 (1:2 C/C 5 mL)
r.t., 10 min - 28 min OH OH
Dimedona Aldeidos
Tetracetonas

Rendimento: 80-94%

Fonte: Baseado em Kali e Maiti (2023).

M¢étodos sem catalisadores ganharam for¢a devido a sua simplicidade e
sustentabilidade. Firouzeh e Hossein (2011; 2012) utilizando PEG-400 como solvente na reacao
entre aldeidos aromadticos e dicetonas 1,3-ciclicas a temperatura ambiente, obtiveram através
dessa abordagem ecoldgica sete novos compostos de tetracetonas com altos rendimentos

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

~R
|~
7
(0] (0]
Ff (@)
PEG-400
2 CHO +
— 54-180min
o) rt OH OH
R-Aldeido Dimedona Tetracetonas

Rendimento: 60-100%

Fonte: Baseado em Firouzeh e Hossein (2011).

Nao obstante, métodos fotocataliticos também tém demonstrado bons resultados
para a sintese dessas substancias, a citar Mondal et al. (2024), que utilizando eosina Y como
catalisador sob LED azul de 18 W na reagdo entre 1,3-dicetonas ciclicas ¢ aminas terciarias
conseguiram compostos com rendimentos de até 76%, demonstrando assim que a catédlise
organofotoredox mediada por luz visivel oferece uma rota suave e eficiente para sintese de

tetracetonas (esquema 12).

Esquema 12. Sintese de tetracetonas a partir de dicetonas ciclicas ¢ aminas terciarias, utilizando eosina Y

catalisada sob LED.

CH,R
1.5 eq. Ph—N_
o o CH5R
5 mol% Eosin-Y
| N H + 18W blue LED
R// R/ o Toluene, 12h, Air R
OH OH
Aldeidos com Dimed
diferentes substituintes Imedona com Tetracetonas

substituintes Rendimento: 42 -76%

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

Portanto, percebe-se que a sintese de tetracetonas evoluiu significativamente,
abrangendo a quimica verde, a fotocatalise, bem como sistemas cataliticos inovadores. Esses
métodos ndo apenas aumentam a eficiéncia, mas também se alinham a praticas sustentaveis,
onde pesquisas futuras podem e devem otimizar ainda mais estratégias para a obten¢do destes
compostos bioativos.

As tetracetonas s@o uma classe de compostos organicos que tém se destacado na
literatura cientifica por suas notaveis atividades bioldgicas, com énfase na inibi¢do enzimatica

e no potencial antioxidante, onde as pesquisas atuais destacam seu potencial como agentes
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terapéuticos para diversas doengas, tornando seu estudo altamente relevante para a area
farmacéutica.

Estudos recentes demonstraram que esses compostos apresentam atividade
inibitoria significativa contra a enzima lipoxigenase, enzimas chaves nos processos
inflamatorios e em diversas patologias relacionadas. Notavelmente, diversos derivados destas
moléculas mostraram-se equivalentes e alguns até mais eficazes na inibi¢do da lipoxigenase do
que o composto de referéncia empregado (baicaleina, controle positivo), sugerindo um
potencial terapéutico como agentes anti-inflamatorios (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 trés testes distintos — atividade de sequestro do radical
DPPH, atividade sequestradora de radicais ABTS e Capacidade Antioxidante Total (CAT) —
quando em comparagdo com os padrdes utilizados, acido galico e acido ascérbico, onde em
todos estes 0os compostos sintetizados apresentaram atividade significativa e em alguns casos,
até valores ligeiramente superiores aos do padrdo como no caso do composto 3h no teste de
DPPH (Figura 2). Esses resultados sdo de grande relevancia, uma vez que o estresse oxidativo
esta diretamente relacionado a fisiopatologia de diversas doengas cronicas ¢ degenerativas e a
capacidade dessas moléculas de neutralizar espécies reativas de oxigénio reforcam seu
potencial terapéutico(Ali et al., 2009; Khurana; Vij, 2012; Maharvi et al., 2008; Thakur ef al.,
2021).
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Figura 2. Sintese de tetracetonas utilizando 2-aminopirazina como catalisador e compostos sintetizados com os
melhores resultados nos testes de atividade antioxidante.
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Fonte: Baseado em Thakur e colaboradores (2021).

Além disso, outro potencial bioldgico das tetracetonas ¢ a atividade antitirosinase.
Ela ¢ uma enzima-chave no processo de melanogénese que estd diretamente relacionada a
disturbios de hiperpigmentacdo e em neoplasias como o melanoma. Alguns derivados
demonstraram inibi¢do mais eficiente da tirosinase do que agentes inibitdrios estabelecidos, o
que evidencia seu potencial para aplicagdo no tratamento de condi¢des dermatoldgicas,
incluindo hiperpigmentacao e cancer de pele (Khan et al., 2006; Kali; Maiti, 2024).

Dessa maneira, as propriedades biologicas relatadas apontam para a possibilidade
de desenvolvimento de novos farmacos derivados de tetracetonas que podem ser utilizados para
o tratamento de doencas inflamatorias, asma, cancer, enfermidades autoimunes e disturbios

dermatologicos.
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3.3 ZEBRAFISH (Danio rerio) COMO MODELO EXPERIMENTAL

O zebrafish (Danio rerio), tem se consolidado como modelo experimental versatil
e eficaz em diversas areas da ciéncia, notadamente na biologia do desenvolvimento, genética,
farmacologia e toxicologia. Originario da regido sul da Asia, esse pequeno teledsteo de agua
doce apresenta caracteristicas bioldgicas e genéticas que o tornam altamente atrativo para uso
em laboratorio. Dentre essas caracteristicas, destacam-se o pequeno porte, a elevada taxa de
fecundidade, o desenvolvimento embrionario rapido e externo, além da transparéncia dos
embrides, que possibilita a observagao 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 génica com os seres
humanos e cerca de 84% dos genes humanos associados a doengas possuem homologos nesse
organismo (Howe et al., 2013). Essa similaridade gendmica, aliada a facilidade de manipulagao
genética, a capacidade de regeneracdo de tecidos e a resposta fisiologica conservada frente a
diversos xenobioticos, torna o zebrafish um modelo relevante para estudos de biomedicina,
farmacodinamica, triagem de farmacos e avaliacdo de toxicidade ambiental e ocupacional
(MacRae; Peterson, 2015).

Com relacdo a atividade antimelanogénica, o zebrafish tem sido valorizado por
apresentar células pigmentares denominadas melanoforos, que sdo funcionalmente semelhantes
aos melandcitos humanos, sendo responsaveis pela sintese e deposi¢do de melanina. Ele possui
trés tipos de células pigmentares: iridoforos (contendo linhas reflexivas, em azul), xantoforos
(amarelos) e o ja citado, os melandforos, células que tem favorecido seu uso possibilitando a
quantifica¢do dos efeitos de compostos antimelanogénicos 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. Representagdo grafica do zebrafish com destaque para as as células pigmentares.
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Fonte: FERREIRA, A.M., et al. (2023).

Estudos utilizando zebrafish como modelo de triagem t€ém demonstrado a eficacia
de diversos compostos na inibi¢do da melanogénese. Em 2018, Abbas e colaboradores
demonstraram atividade antimelanogénica superior ao acido kdjico, um dos despigmentantes
classicos utilizados como controle positivo, de um composto sintético hidroxilado derivado de
amida (Figura 4) em concentracdes de 5, 10, 20 e 50 uM. A analise da pigmentagdo corporal
dos embrides revelou que o composto 6d promoveu uma reducdo de 57,3% na pigmentagao
total na concentracdo de 50 uM, enquanto o acido kdjico resultou em redugao de apenas 24,2%
na mesma concentragdo. A diferenca entre os tratamentos foi estatisticamente significativa (p <

0,05).
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Figura 4. Ilustracdo do resultado da atividade antimelanogénica realizada em zebrafish e analise da pigmentagao

corporal dos embrides.
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Fonte: Abbas et al. 2018

A molécula natural 6-O-isobutyrylbritannilactone (IBL), quando aplicada a embrides
de zebrafish nas concentragdes de 10, 50 e 100 uM, resultou em significativa redugdo da area
pigmentada, em respectivamente, 8%, 13% e 16%, com efeito superior ao acido kojico (1 mM)
que apresentou inibicdo de apenas 3%. A inibicdo da pigmentacdo foi estatisticamente
significativa (p < 0,001), sem afetar significativamente a viabilidade celular no ensaio MTT
(Jang et al., 2020)

A isoflavona calicosina, extraida de Astragalus membranaceus, também
demonstrou elevado potencial despigmentante em zebrafish. Os embrides tratados com
calicosina apresentaram a pigmentacdo corporal reduzida de forma dose-dependente, em
comparagdo com o grupo tratado com veiculo havendo redugdes significativas no conteudo
total de melanina e na atividade da tirosinase apos o tratamento com 40 uM e 80 uM de
calicosina indicando a potente atividade antimelanogénica in vivo da calicosina e ainda baixa
toxicidade, visto que apds o tratamento com calicosina por 48 h ou 72 h, a viabilidade celular
ainda estava acima de 80% nas concentragdes de 100 uM e 80 uM (Wu et al., 2022)

Além dos efeitos fenotipicos, estudos moleculares com zebrafish revelaram a
modulac¢do de vias de sinalizagdo envolvidas na melanogénese. Derivados de acido kojico,
como o composto KAD?2, suprimiram a expressdo de MITF, TYR, TRP-1 e TRP-2, genes
diretamente ligados a sintese de melanina, atuando por meio da inibi¢ao da via PKA/CREB/Akt

(Chen et al., 2019). Tais achados demonstram a aplicabilidade do zebrafish nao apenas para
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avaliagdo fenotipica, mas também para a elucidacao de mecanismos moleculares envolvidos na
atividade antimelanogénica.

No ambito da toxicologia, o Danio rerio ¢ amplamente utilizado em ensaios de
toxicidade aguda, com destaque para o teste de toxicidade embriofetal, padronizado pela
Organizacao para Cooperacdao e Desenvolvimento Econdmico (OECD), no guideline n°® 236.
Esse protocolo avalia os efeitos de substancias quimicas nas primeiras 96 horas pos-fertilizagao
(hpf), observando endpoints como mortalidade, malformagdes, desenvolvimento atrasado e
alteragdes comportamentais (OECD, 2013). Tais testes possuem alta sensibilidade e
especificidade, sendo compativeis com plataformas automatizadas de triagem de compostos,
reduzindo significativamente o uso de vertebrados superiores nos testes toxicoldgicos,
conforme os principios dos 3Rs (substituicdo, reducdo e refinamento, do inglés,
respectivamente, Replacement, Reduction, Refinement) (Strihle ef al., 2012).

Em 2024, Koga et al. avaliaram a toxicidade aguda dos extratos hidroetandlicos das
folhas (HELBg) e dos caules (HESBg) de Bauhinia guianensis em embrides de zebrafish
(Danio rerio). Os embrides foram expostos a concentracdes crescentes (0,25 a 1,5 pg/mL) e os
resultados mostraram que o extrato HESBg apresentou maior toxicidade, evidenciada pela
auséncia de batimentos cardiacos em todos os grupos tratados com HESBg (4,0 a 7,5 embrides
por grupo), além de redugdo acentuada na taxa de eclosdo (10% a 50%), casos de coagulacao
embrionaria e atraso no desenvolvimento. No grupo HELBg, os efeitos foram menos intensos,
tendo a coagulacdo aumentado nas maiores concentracdes (3,5 embrides em 1,0 e 1,5 pg/mL),
com discreta auséncia de batimentos cardiacos (méximo de 1,5 embrides por grupo), taxa de
eclosdo de 98% nas menores doses e menos de 10% na dose mais alta, indicando toxicidade
dose-dependente. A frequéncia cardiaca e o crescimento embriondrio também foram
prejudicados nas doses mais elevadas.

Outra vantagem notavel do zebrafish ¢ seu baixo custo de manutenc¢do, em
comparag¢ao com modelos mamiferos como camundongos e ratos. A sua criagdao em larga escala
demanda menos espago fisico € menores recursos, o que viabiliza experimentagdes em maior
escala com um menor investimento. Além disso, devido ao desenvolvimento externo e a curta
geracdo, o zebrafish permite andlises intergeracionais, estudos de epigenética e investigacdes
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 publicac¢des cientificas e no reconhecimento por parte de agéncias
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regulatorias, como a OECD e a EPA (Environmental Protection Agency), consolidando-o como

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

3.4 DOCKING MOLECULAR

Ensaios in vitro € in vivo sdo etapas necessarias para avaliar a segurancga ¢ eficacia
de substancias teste, mas com a aplicacdo direcionada e interpretagdo correta dos dados, os
testes in silico podem otimizar o processo de identificagdo e refinamento de compostos
candidatos a farmacos de maneira racional (Castilho, 2011).

A compreensdo das interagdes moleculares que ocorrem entre os alvos terapéuticos
(biomacromoléculas) e os ligantes ¢ importante para a interpretagdo de inumeros fendmenos
bioquimicos, 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 ¢
uma técnica computacional fundamental na biologia estrutural e no desenvolvimento racional
de farmacos sendo comumente definido como uma ferramenta capaz de prever e reproduzir
complexos proteina-ligante, definindo a orientagdo preferencial (pose) de uma com relacao a
outra permitindo a avaliagdo do potencial de interagdo e afinidade entre ambos (Brooijnmans;
Kuntz, 2003; Kitchen ef al., 2004; Pinhieiro et al., 2015).

A metodologia baseia-se em algoritmos que simulam, em nivel atdmico, a interacao
entre ligante e receptor, considerando fatores estéricos, eletrostaticos, hidrofobicos e
energéticos. A partir dessas simulagdes, obtém-se scores que estimam a energia livre de ligagao
e a estabilidade do complexo formado, permitindo a classificagdo 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 nimero de compostos a serem testados in
vitro e in vivo, otimizando recursos e tempo de pesquisa.

Diversas sdo as vantagens do docking molecular. Primeiramente, trata-se de uma
técnica nao invasiva e de baixo custo, ja que ndo requer o uso de reagentes ou experimentagao
bioldgica nas etapas iniciais de triagem. Além disso, permite a exploragdo rapida de milhares
de moléculas, com base na estrutura do alvo, identificando possiveis interagcdes-chave em sitios
cataliticos, alostéricos ou estruturais (Kitchen et al., 2004).

Outra vantagem significativa ¢ a possibilidade de elucidar mecanismos de acdo em
nivel molecular, fornecendo evidéncias sobre quais interagdes especificas sdo responsaveis por

efeitos agonistas, antagonistas ou inibitorios. Essa capacidade ¢ particularmente util para
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reposicionamento de farmacos e desenvolvimento de inibidores seletivos, como no caso de
enzimas envolvidas em doengas neurodegenerativas, cancer e disturbios inflamatorios (Forli et
al., 2016).

No contexto académico e industrial, o docking molecular tornou-se uma etapa
padrdo em projetos de desenvolvimento de novos candidatos a farmacos, agentes
antimicrobianos, inibidores enzimaticos, entre outros compostos com interesse farmacoldgico,
ambiental ou agroquimico. Sua aceitagdo e confiabilidade vém sendo refor¢adas 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 tém utilizado o docking molecular para investigar
potenciais inibidores da tirosinase. Mughal ef al. (2022) realizaram a sintese e caracteriza¢ao
estrutural de compostos derivados de 2-arylchromone-4-thione, obtendo 16 compostos (Figura
5). Nos testes in vitro de inibi¢ao da tirosinase de cogumelo todos os compostos apresentaram
atividade superior ao acido kéjico, com valores de ICso variando de 1,12 + 0,04 uM a 5,68 +
0,13 uM, ja nos estudos de docking molecular com a estrutura cristalografica 2Y9X, os autores
evidenciaram interagdes estaveis dos compostos com os residuos do sitio ativo da enzima,
especialmente por ligagcdes m—n e coordenacdo metalica com os atomos de cobre nos quais
obtiveram energia de ligagao (—8.5064 a —4.9786 kcal/mol) melhores que a do préprio acido

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

respectivamente —8.5064 ¢ —7.7652 ¢ o alvo tirosinase de cogumelo (PBD 2Y9X).
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Fonte: Mughal et al. (2022)

Edache et al. (2020) investigaram a atividade antitirosinase através de um estudo
da relacdo quantitativa estrutura-atividade (QSAR) e de docking molecular em derivados de
tetracetona e benzilbenzoato como inibidores de proteinas tirosina quinases (EGFR). No
método QSAR, realizado através de regressao linear multipla por algoritmo genético (GA-
MLR), os resultados foram promissores e a analise de docking molecular identificou interagdes
hidrofobicas e de ligagdo de hidrogénio, levando a identificagdo de sitios de ligagdo ativos da

proteina EGFR (Figura 7).

Figura 7. llustracio 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 interagdo com o sitio ativo de 4R3P.

Fonte: Baseado em Edache et al. (2020).
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Com o objetivo de explorar novas estratégias terapéuticas para disturbios
relacionados a hiperpigmentagdo, o estudo conduzido por Ashraf et al. (2021) investigou uma
série de 28 derivados de 2-fenilcromona quanto ao seu potencial inibitério sobre a enzima
tirosinase, utilizando ensaios in vitro e estudos de modelagem molecular. O modelo
cristalografico da tirosinase de Agaricus bisporus (PDB ID: 2Y9X) foi empregado para as
simulagdes computacionais, realizadas por meio do software AutoDock 4.0, onde as analises in
silico revelaram que os compostos 10, 11 e 26 (Figura 8) apresentaram as menores energias de
ligacdo, —7,65 kcal/mol, —7,56 kcal/mol e —7,20 kcal/mol , respectivamente, indicando maior

afinidade com o sitio ativo da enzima em comparagdo com o padrao tropolona (—4,42 kcal/mol).

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

contra a tirosinase de Agaricus bisporus (PDB ID: 2Y9X).
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Fonte: Baseado em Ashraf et al. (2021).

O composto 10, pertencente a classe dos flavonodis, demonstrou interagdes
significativas com residuos cataliticos da enzima, incluindo ligagdes m-empilhadas e tipo o com
Val283 e Ser282, além de interacdes por ligacdo de hidrogénio com His85 e Glu285. Ja o
composto 11 exibiu interacdes com os residuos His85 e Glu256, enquanto o composto 26,
classificado como flavona, interagiu com os residuos His244, His263, Val248 e Val283 por

meio de interagdes hidrofobicas n-nt do tipo T-shaped e n-c (Figura 9).
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Figura 9. Ilustracdo do resultado de docking molecular dos compostos 10, 11 e 26 (respectivamente) com o sitio

ativo da tirosinase de Agaricus bisporus (PDB ID: 2Y9X).
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Assim, considerando os beneficios e resultados obtidos através de varios estudos, o

docking molecular representa uma ferramenta essencial para a ciéncia contemporanea,

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

moléculas bioativas, a0 mesmo tempo em que amplia a compreensdo dos mecanismos

moleculares envolvidos nas interagdes farmaco-alvo.
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4 CAPITULO 2

Aluminum hydroxide-catalyzed synthesis of tetraketones and
evaluation of their antityrosinase potential in vivo

Andréia L. Amorim?; Késia T. Costa?, Roosenilson?, Ryan S. Ramos?, David E. Q.
Jimenez?, Adriana M. Ferreira?, Irlon M. Ferreira®*

iDepartamento de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, Universidade Federal do Amapa, 68903-
419 Macapa-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)s] 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, 'H and "*C
NMR, confirming their structures. Molecular docking assays against human tyrosinase (PDB
ID: SM8N) 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.
INTRODUCAO

As reagdes de condensacdo alddlica sdo muito importantes na quimica organica porque levam
a criagao de novas ligacoes C-C e muitos produtos de reagdes apresentam propriedades
bioldgico-farmacéuticas, por exemplo, os derivados de tetracetonas que podem ser preparados

usando aldeidos (alifaticos e aromaticos) e dimedona !”. As tetracetonas apresentam atividades

como: antiviral '2, anticancer ¢, asma %°, antibacteriana'’ e outras 2.
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Diferentes metodologias tém sido propostas para a sintese de tetracetonas, geralmente baseadas
em reacdes multicomponentes que empregam aldeidos aromaticos, dimedona ou derivados
analogos, em condi¢des variadas de solvente, temperatura ¢ tempo reacional. A busca por
catalisadores mais eficientes, seletivos e ambientalmente benignos tem se destacado como
tendéncia nos ultimos anos. Nesse contexto, Nemati e al>* demonstraram o uso de
nanoparticulas de FesO4@Si02-SOsH como catalisador, obtendo rendimentos entre 44-97%.
Outras estratégias envolvem catalisadores moleculares ou suportados, como a sulfacetamida
1615 3 melamina'® e a 2-aminopirazina’®, que permitiram sinteses em diferentes condi¢des, com
rendimentos geralmente superiores a 85% e, em alguns casos, associados a avaliacdo de
propriedades biologicas relevantes.

Também tém sido exploradas alternativas sustentaveis, como o uso de biossurfactantes de

134, metodologias mecanoquimicas sem solvente* e catalisadores oriundos de

origem vegeta
residuos agroindustriais, como carvio ativado de casca de arroz*’. Dentro dessa perspectiva,
destaca-se ainda a utilizagdo de liquidos i6nicos (LI) como meios reacionais verdes. Kali &
Maiti'* relataram a aplicacdo do cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio ((BCMIM][CI]) em meio
etanol/agua (1:2), sob condicdes de temperatura ambiente, permitindo a obten¢ao de derivados
de tetracetonas em apenas 10—-28 minutos, com rendimentos variando de 79 a 94%.

Recentemente, Muniz et al.?®

relataram o emprego de AI(OH)s como catalisador para a sintese
de tetracetonas entre derivados de aldeidos aromaticos, dimedona, agua como solvente, 80°C,
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 p g.mL'. Esses avangos evidenciam o interesse crescente em metodologias
eficientes e ecologicamente corretas para a sintese de tetracetonas, alinhadas tanto ao
desenvolvimento de novos materiais funcionais quanto a prospec¢ao de compostos bioativos.
A tirosinase é uma enzima metaloenzimatica contendo cobre em seu centro ativo,
desempenhando papel essencial na biossintese da melanina. Sua atividade esta envolvida na
conversao da L-tirosina em L-DOPA e, subsequentemente, em dopaquinona, etapas criticas na
formag¢do de eumelanina e feomelanina. Dada sua relevancia fisioldgica e implicacdo em
distarbios pigmentares e cancer de pele, como o melanoma, a tirosinase tem se consolidado
como alvo terapéutico relevante para o desenvolvimento de agentes despigmentantes e
cosméticos antimelanogénicos.

Nesse cendrio, os derivados de tetracetonas vém ganhando destaque devido ao seu potencial

inibitdrio frente a tirosinase. Estudos anteriores demonstraram que modificagdes estruturais,
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como a inser¢do de grupos metila ou fenolicos, aumentam significativamente a afinidade desses
compostos pelo sitio ativo da enzima, muitas vezes superando o acido kdjico, inibidor
amplamente utilizado. A compreensao das interagdes entre essas moléculas e a tirosinase pode
ser aprofundada por meio do docking molecular, ferramenta computacional que permite prever,
em nivel atdmico, a orientagdo e a afinidade de ligantes ao alvo enzimatico.

Adicionalmente, o modelo experimental com zebrafish (Danio rerio) tem sido amplamente
utilizado na triagem de compostos bioativos, incluindo agentes antimelanogénicos, devido a
sua semelhanca genética com os humanos e a presenca de melanoforos. A reducdo da
pigmentacdo em embrides de zebrafish apds exposicao a inibidores de tirosinase representa uma
abordagem eficiente e eticamente aceitavel para avaliagdo da atividade in vivo.

Este estudo teve como objetivo sintetizar derivados de tetracetonas por metodologia verde,
avaliar sua atividade inibitéria contra a tirosinase por meio de ensaios in vitro e docking
molecular, e investigar seu potencial antimelanogénico e toxicidade aguda utilizando o modelo
zebrafish. Os titulos da se¢do sdo escritos com todas as letras maitisculas e em negrito. Deve

haver espagamento antes e depois do titulo da secao.

PARTE EXPERIMENTAL

Animais

Os animais sdo provenientes da Piscicultura Power Fish, located in Itaguai-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 agua, sob controle de temperatura (23 + dois °C), alimentagdo e
ciclo claro/escuro (10/14)” acondicionados em aquérios na Laboratério de Ictio e
Genotoxicidade da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP). Este estudo obteve aprovagao
do Comité de Etica em Experimentagio Animal da UNIFAP (Brasil) sob o niimero 007/2020.

Reagentes quimicos

Os aldeidos 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 hidroxido de aluminio Al(OH)3 foram adquiridos na Sigma-Aldrich e utilizados sem
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purificacdo adicional. O cloroférmio deuterado (CDCI3) foi adquirido pela Cambridge Isotope

Laboratories.
Sintese de derivados de tetracetonas

A metodologia para obtengdo das tetracetonas foi aplicada conforme descrito por Muniz et al’é,
utilizando-se 1 mmol de aldeido e 2 mmol de dimedona em 5 mL de 4gua, empregando o
hidroxido de aluminio (10%) como catalisador. A reagdo foi mantida sob agitacdo orbitalar
(500 rpm) e temperatura de 80°C durante 60 minutos (Figura 1), variando-se os aldeidos
empregados (Tabela 1).

R

>

O 0O 0 0
Al(OH);
H & Water (5 mL) ‘ ‘
R O Temperature (°C)
80 min OH OH
1 2 3

Figura 1. Reagdo geral da sintese de tetracetonas utilizando Al(OH)s3 como catalisador.

Identificacio e caracterizacio das substancias sintetizadas

As andlises de espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foram
realizadas em espectrometro Shimadzu IRAffinity-1 (Shimadzu, Sdo Carlos, Brasil) e as
amostras foram preparadas na forma de pastilhas de KBr e analisadas na faixa espectral de 4000
a 400 cm™, com os resultados expressos em unidades de transmitancia.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram obtidos em espectrometros
Agilent Technologies 500/54 Premium Shielded ou Agilent Technologies 400/54 Premium
Shielded. Utilizou-se CDCl3 como solvente, com tetrametilsilano (TMS) como padrao interno.
Os deslocamentos quimicos (8) foram reportados em partes por milhdo (ppm) e referenciados

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

Otimizacao e Docking Molecular
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As estruturas quimicas foram desenhadas e minimizadas no software ChemSketch pelo método
de Mecanica Molecular (MM+) com campo de forca inicialmente baseado na parametrizagao
CHARMM?>?22°_ Os arquivos de saida com as estruturas quimicas 3D foram salvos em formato
.sdf, .mol e .pdb.

A estrutura cristalina da tirosinase humana (PDB ID: SM8N) foi baixada do RCSB Protein Data
Bank (https://www.rcsb.org/ acesso em maio de 2024) com resolugio de 2.60 A, e utilizada
para o estudo de docking molecular®®. A atribui¢do de protonacio e estados tautoméricos dos
ligantes, retirada de residuos de moléculas de 4gua e cofatores foram realizados com o programa
Discovery Studio® v.16 (2008), enquanto os atomos de hidrogénio da proteina foram
adicionados com PROPKA usando o pH fisiologico. Os ligantes controles usados nas
simulagdes de docking molecular foram Mimosine (MMS) e Acido Kéjico (KA). As
simulagdes de docking molecular foram realizadas através do servidor DockThor
(https://dockthor.Incc.br/v2/ acesso em maio de 2024)°. Os parametros padrdes do algoritmo
usado foram definidos da seguinte forma: (1) 24 corridas de conformagdes de encaixe, (2)
1000000 avaliagdes por corrida de encaixe e (3) populagao de 750 individuos. A qualidade de
pontuagdo do docking do receptor-ligante foi avaliada com base na Raiz Quadrada do Desvio
Médio (RMSD) entre o melhor score da pose de docking ¢ o modo de ligagao experimental do

ligante cristalografico.

Toxicidade Aguda em zebrafish

O teste seguiu as recomendacdes com base na Organization for Economic Cooperation and
Development 32 236 com algumas adaptagdes. Foi realizado o acondicionamento (pelo menos
12 horas) de dez grupos de animais, cada grupo era composto por dois machos e 1 fémea,
mantidos separados por uma divisoria de vidro transparente em aquario de reprodugdo, onde os
ovos sao capturados para o fundo para que nao haja canibalismo. Apds pernoite, foram acesas
luminarias, simulando o amanhecer (estimulo luminoso) de forma a incitar a postura®? >*>7,
Segundo metodologia descrita por Yang et al.*!, para evitar variantes do tipo genético optou-se
por coletar ovos de no minimo trés grupos diferentes. Apos coleta, os ovos foram lavados com
agua de aquario, randomizados, para cada concentragdo avaliou-se grupos de 20 embrides (em
triplicata), totalizando 60 embrides por concentracao transferidos para placas de 96 pogos, 2

embrides por poco, em contato com as concentragdes a serem estudadas, seguindo a

metodologia descrita por Ferreira ef al.”.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese de derivados de tetracetonas

Devido a importancia biologica e quimica das tetracetonas, as propriedades dessas moléculas
tém atraido crescente atengdo em diversas areas de pesquisa. Diversos métodos sintéticos ja
foram desenvolvidos, utilizando operagdes como piridina, hidroxidos metalicos, L-prolina, iodo
molecular, HCIO4-Si0,, nanoparticulas de niquel, dentre outras, porém, apesar dos claros
avangos, ainda se buscam por métodos mais eficientes e ambientalmente seguros para a
obtencao de tetracetonas e seus derivados.

A sintese dos derivados de tetracetonas (3a—3h) foi conduzida em meio aquoso, utilizando-se
hidroxido de aluminio como catalisador heterogéneo, a 80 °C durante 60 minutos. O uso de
agua como solvente representa uma estratégia alinhada aos principios da quimica verde por ser
ambientalmente segura. Conforme esperado para as reagdes de condensagdo de Knoevenagel,
a utilizacdo de um solvente protico como a dgua foi capaz de aumentar a eficiéncia da reagdo
devido a sua capacidade de estabilizar os intermediarios idnicos formados apds a desprotonagao
do composto, onde tal efeito ¢ evidenciado nos rendimentos superiores a 50% na sintese das 8
moléculas estudadas (Tabela 1).

A temperatura empregada favoreceu a taxa de reagdo visto que ela auxilia na promogao do
ataque nucleofilico da enolato de dimedona ao aldeido. No entanto, embora essas condi¢des
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
eletronica e estérica dos aldeidos exerceu papel crucial no desempenho da sintese. Dentre os
compostos obtidos, 3a (60,68%) e 3g (55,27%) apresentaram os menores rendimentos, onde as
caracteristicas eletronicas dos grupos substituintes dos aldeidos utilizados podem ter
influenciado diretamente nos resultados.

No presente estudo, observou-se que a posi¢do € a natureza eletronica dos substituintes
influenciam diretamente a reatividade do aldeido e as etapas da reacdo de Knoevenagel—
Michael. O substituinte fluor (-F) em 3a exerce um efeito indutivo retirador de elétrons o que
reduz a densidade eletronica sobre a carbonila do aldeido, tornando-a menos suscetivel ao

ataque nucleofilico do intermediario enolato. Além disto, a natureza bésica do catalisador

50



AI(OH)s ndo fornece uma ativagao tao eficiente em carbonilas pouco reativas. o que explica o
baixo rendimento observado'*!"?®, Esse comportamento difere de alguns relatos utilizando
catalisadores solidos fortemente acidos (como HCIO4—SiO> ou PPA-Si0;), nos quais
substituintes retiradores, como o grupo nitro, resultaram em conversdes mais rapidas e altos

rendimentos rendimentos 32

. Assim, os resultados aqui obtidos sdo coerentes quando se
considera a diferenga na forga catalitica, visto que o AI(OH); atua de forma eficaz em substratos
mais ativados, enquanto aldeidos desativados requerem catalisadores mais fortes ou técnicas de
ativacdo adicionais*.

Por outro lado, o grupo metoxila (-OCH3) em 3g, ainda que tradicionalmente seja considerado
como doador de elétrons por ressonancia, dependendo da posigdo relativa no anel aromatico e
do sistema de catalise, pode estabilizar a forma nao reativa diminuindo sua solubilidade em
meio aquoso e/ou afetando a orientacdo estérica de ataque (ou seja, o alinhamento do
nucleofilo), gerando uma desativagdo parcial e contribuindo tempos de reacdo mais longos ou

conversdes menores em sistemas de catalises menos vigorosas!'#1>-3°,

Tabela 1. Sintese de tetracetonas (3a-3h) catalisada por AI(OH)3, em agua (80 °C a 60 min)

Ponto de
Ponto de
Rendimento fusao
Produto Estrutura fusdo. exp.
(%) literatura
°C)

(°C)
3a 60,68 179-182 182-184
3b 86,51 167-170 170-174
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3c

3d

3e

3f

3g

82,94

66,00

95,29

76,76

55,27

187-193

203-205

203-206

175-180

210-211

187-190

201-205

203-205

172-175

218-220
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o) I o)

OH OH

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 indugdo ¢ altamente polarizével e
pode favorecer interacdes dispersivas com a superficie do catalisador, melhorando o
posicionamento do aldeido para a etapa nucleofilica e estabilizando o estado de transi¢ao por
forcas de van der Waals, efeito j4 observado para derivados halogenados em sinteses
heterogéneas***>*>. Para o composto 3e a combinacdo dos grupos metoxila e uma hidroxila
fenolica aumentou a solubilidade em meio aquoso, onde o grupo -OH possibilita ligagdes de
hidrogénio com o meio e com sitios superficiais do catalisador, favorecendo orientagdo pro-
reativa e solubilidade na interface agua/catalisador, o que justifica o rendimento quase
quantitativo observado. Estudos que empregaram aldeidos fenolicos e sistemas “verdes”
relatam comportamento semelhante, com altos rendimentos quando a solubilidade e as
interagdes. Resultados semelhantes foram descritos por Kali e Maiti!*, que relataram
rendimentos superiores para aldeidos portadores de substituintes doadores de elétrons e
fenolicos.

Além disso, a solubilidade desses aldeidos em meio aquoso pode ter contribuido para o alto
desempenho, uma vez que, em sistemas heterogéneos, a compatibilidade de fases exerce papel
determinante no rendimento global***> Trabalhos utilizando liquidos idnicos também
reportaram que aldeidos contendo substituintes doadores de elétrons conduzem a rendimentos

elevados e tempos reacionais reduzidos**#.

Ademais, o uso do AI(OH); como catalisador ¢ relevante por seu carater ecologico e
reutilizavel, ja demonstrado em diversas sinteses heterociclicas *!. Contudo, sua menor acidez
o torna menos eficiente para substratos desativados, sugerindo a necessidade de otimizagdes

futuras.

Dados analiticos experimentais
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Todos os compostos foram caracterizados usando espectros de FT-IR, 'H e '*C NMR com

atribuicdes de ressonancias completas.

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

C23H27FO4, 386.19 g.mol'; (96.8% yield); White solid, m.p. = 182-184 °C; FTIR vimax(cm™)
(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.; 'H NMR (400 MHz, CDCls) § (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). 1*C NMR (101 MHz, CDCl3) § (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-35,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3b

C23H27BrO4, 446.11 g.mol™'; (91.4% yield); White solid, m.p. = 170-174 °C; FTIR vmax(cm™)
(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.; 'H NMR (400 MHz, CDCl3) & (ppm) = 11.86 (s,
1H), 7.39-7.35 (m, 2H), 6.98-6.94 (m, 2H), 5.44 (s, 1H), 2.38 (dq, /= 26.7, 17.9 Hz, TH), 1.21
(s, 6H), 1.10 (s, 6H). *C NMR (101 MHz, CDCl3) § (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-3,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3¢

C23H27NOg, 413.18 g.mol!; (88.4% yield); Orange pale solid, m.p. = 187-190 °C; FTIR
vmax(cm™) (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.; 'TH NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 (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). *C NMR (101 MHz, CDCl3) § (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

C24H3006, 414.20 g.mol!; (82.3% yield); White solid, m.p. = 201-205 °C; FTIR vmax(cm™)
(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.; '"H NMR (500 MHz,
CDCl3) 6 (ppm) = 11.97 (s, 1H), 6.81 (d, /= 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). >*C NMR (126 MHz, CDCl3) § (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-35,5-dimethylcyclohex-2-en- 1-

one) 3e

C2sH3,07, 444.21 g.mol; (94% yield); White solid, m.p. = 203-205 °C; FTIR vmax(cm™) (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.; 'H NMR (500 MHz, CDCl3) & (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). *C NMR (126 MHz, CDCls3) & (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

C21H260s5, 358.18 g.mol'l; (88.1% yield); Brown solid, m.p. = 172-175 °C; FTIR Vmax(cm™)
(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.; '"H NMR (400 MHz, CDCls) § (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). '3C NMR (101
MHz, CDCI3) 6 (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-35,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3g
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C24H300s, 398.21 g.mol; (89.2% yield); Yellow solid, m.p. = 218-220 °C; FTIR vmax(cm™)
(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.; 'H NMR (400 MHz,
CDCI3) & (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). *C NMR (101 MHz, CDCls) & (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 validagdo dos protocolos de simulagdes de docking molecular foram
considerados satisfatorios, uma vez que a sobreposi¢cdo (posetorientacao+tor¢ao) relativa do
ligante cristalografico (modelo experimental) e do ligante acoplado (Pose de docking-modelo
teorico) foram considerados similares. Recuperando as poses do ligante cristalografico e melhor
pose obtida no docking molecular foi possivel realizar o calculo da raiz quadrada do desvio
quadratico médio (RMSD), isto ¢, a medida da distdncia média entre 4tomos de duas moléculas
que foi de 1.235 A (Figura S1- Material suplementar). Dessa forma, a literatura especifica que
quando os valores de RMSD < 2 A, o protocolo de docking é considerado satisfatorio por
apresentar similaridade ao modelo experimental’->!

A tirosinase € a enzima limitante da velocidade na via biossintética da melanina, catalisando
tanto a hidroxilacdo da tirosina em 3,4-diidroxifenilalanina (DOPA) quanto a oxidacdo da
DOPA em dopaquinona. Em razdo desse papel central, a tirosinase tem sido amplamente
reconhecida como um alvo estratégico no desenvolvimento de inibidores da melanogénese®®°.
A Proteina 1 relacionada a tirosinase (TYRP1) liga-se a substratos e inibidores tipicos de
tirosinase, e ¢ importante ressaltar que a L-tirosina e o andlogo de L-DOPA, L-MMS, nao
interagem diretamente com os ions de zinco, mas seus grupos hidroxila e ceto aromaticos estao
ligados por ligagao de hidrogénio a molécula de agua que forma a ponte entre os dois ions de
zinco. Interagdes adicionais incluem interagdes de empilhamento aromatico compensado com
His381 e interacdes de ligacdo de hidrogénio de seu grupo carboxilato com Arg374 e Ser394.
A densidade eletronica da L-MMS ¢ mais bem definida do que a da L-tirosina, sugerindo que
as interagdes do grupo e-hidroxila aumentam a afinidade de ligagdo da MMS.

A pose de docking molecular obtida (Figura 2) possibilitou analisar que o0 MMS se liga aos

residuos de aminoéacidos no sitio de ligagdo da tirosinase humana, comparada a pose
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cristalografica. No sitio de ligagdo, as interacdes observadas estdo em torno da a-hélice entre
os residuos de aminodcidos His381-Ser394 e na f-folha entre os residuos de aminoacidos
Tyr362, Arg374, Thr391. No MMS ¢ possivel observar ligagdes de hidrogénio com os residuos
Tyr362, Thr391 e Ser394.

Os inibidores mais bem avaliados em termos de afinidade de ligacdo foram 3g e 3d, nos quais
as interacdes foram similares as observadas nos controles MMS e Kojic acid para os residuos
de aminoacidos de Tyr362, Arg374, His381, e Ser394, sendo que essas contribui¢des de
interacao corroboram com os dados da literatura para classificagao de potenciais constituintes

132024 conforme Tabela 2.

ativos anti-melanogénicos
O potencial ligante 3g (Figura 2 e Tabela 2) apresentou melhor valor de afinidade de ligagdo (-
8.391 kcal/mol), seguido do 3d (-8.229 kcal/mol) que sdo bons inibidores da tirosinase, tendo

uma variagao de £0.891 kcal/mol e £0.279 kcal/mol em relagdo ao MMS, respectivamente.

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

humana (PDB ID: SM8N).

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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sitio de ligagdo da tirosinase humana.

No ligante 3g ¢ possivel observar interagdes do tipo hidrofobica com os residuos de
aminoacidos de His381, Leu382 e GIn390 e ligacdes de hidrogénio com Arg321, Tyr362,
Arg374 e Thr391. As interagdes no sitio de ligagdes atribuem alta estabilidade que contribuem
para o posicionamento favoravel do ligante por meio de interagdes hidrofobicas e empilhamento

T—T.
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Toxicidade Aguda em zebrafish

O processo de embriogénese inicia-se logo apos a fertilizagdo dos ovos, estendendo-se até a
eclosdo, ocorrendo normalmente entre 48 ¢ 96 horas pods-fertilizacao (hpf). Nessa fase, os
estagios de desenvolvimento sdo assim classificados: 0 a 24 horas — ovo; 24 a 48 horas —
embrido; 72 a 120 horas — eleuteroembrido, periodo em que os 6rgaos ja estdo completamente
formados; e a partir de 144 horas, o organismo ¢ considerado uma larva?’.

Foram utilizadas as concentra¢des de 0,01mg/mL, 0,02mg/mL e 0,05mg/mL para as amostras
3d e 3g e para os grupos controles, os embrides foram incubados em agua e DMSO.

Para determinar a toxicidade foram levadas em considera¢do condigdes letais quanto as
alteracdes teratogénicas, mortalidade, presenca de coagulacdo, eclosdo e auséncia de separagao
da cauda e desenvolvimento de somitos. As quais foram realizadas através da analise em
microscopio 6ptico nas seguintes horas: 24, 48, 72 e 96 horas pos fertilizagdo (hpf)*?. Os grupos
controles ¢ tratados apresentaram desenvolvimento embriondrio normal, com taxas de
sobrevivéncia elevadas, auséncia de alteracdes teratogénicas visiveis, separagdo completa da
cauda e formacao regular dos somitos, sem sinais de coagulacdo ou atraso na eclosdo durante
todo o periodo experimental.

A auséncia ou reducao de pigmentacao observada nos embrides tratados com 3d e 3g (fig.1),
sugere um possivel efeito inibitorio sobre a via da melanogénese, processo fundamental para a
sintese de melanina nos melanocitos do zebrafish. Segundo Ferreira et al. (2023), a
melanogénese nos vertebrados ¢ regulada principalmente pela enzima tirosinase (TYR), que
catalisa as etapas iniciais de oxidagdo da L-tirosina e L-DOPA, etapas-chave para a formagao
de eumelaninas e feomelaninas. A auséncia de pigmentacao, portanto, pode estar relacionada a
inibi¢do direta da atividade da tirosinase ou a regulagdo negativa de genes envolvidos no
processo (TYR, TRP-1, TRP-2, MITF), resultando na falha de forma¢do ou deposi¢do do

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

em comparagdo com os grupos controles, agua e DMSO 3%.

CONCLUSOES

Este estudo demonstrou com sucesso a viabilidade de uma metodologia de sintese verde para
derivados de tetracetonas, utilizando dgua como solvente e hidroxido de aluminio como
catalisador, sob condi¢des brandas. A maioria dos compostos foi obtida com rendimentos
moderados a excelentes, confirmando a aplicabilidade do protocolo. As variagdes observadas
no rendimento foram atribuidas principalmente a natureza eletronica dos grupos substituintes
nos aldeidos aromaticos, influenciando diretamente a reatividade do carbono carbonilico e,
portanto, a eficiéncia da condensag¢do 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 4cido kojico e a mimosina. Esses dados indicam forte potencial inibitorio

dessas moléculas frente a melanogénese.
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Os ensaios de toxicidade aguda em zebrafish corroboraram a seguranga biologica dos
compostos testados, com auséncia de efeitos letais ou teratogénicos. A redugdo de pigmentagao
observada nos embrides tratados sugere um efeito antimelanogénico in vivo, o que refor¢a o
potencial desses derivados como candidatos para o desenvolvimento de agentes
despigmentantes e cosméticos funcionais.

Portanto, os resultados aqui apresentados contribuem para o avango na sintese de compostos
bioativos por rotas ambientalmente sustentaveis, aliando rendimento sintético, seguranca

toxicologica e atividade biologica promissora.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foi possivel aplicar uma metodologia eficiente € ambientalmente
sustentavel para a sintese de derivados de tetracetonas, utilizando dgua como solvente e
hidroxido de aluminio como catalisador heterogéneo. Essa abordagem esta alinhada com os
principios da quimica verde, promovendo reagdes em meio aquoso e condi¢des brandas, com
rendimentos satisfatorios para a maioria dos compostos sintetizados. Ainda que algumas
reagdes tenham apresentado rendimento inferior, os resultados obtidos demonstram a
viabilidade da metodologia proposta, cuja simplicidade e eficiéncia a tornam promissora para
a sintese de novos derivados bioativos.

A caracterizagdo estrutural dos compostos obtidos confirmou a formagao dos
derivados de tetracetonas desejados e os ensaios in silico indicaram potencial atividade
inibitdria frente a enzima tirosinase. Os estudos de docking molecular revelaram interagdes
favoraveis entre os compostos sintetizados e o sitio ativo da enzima, com energias de ligagdo
compardveis ou superiores aos padrdes de referéncia, como o acido kojico. Tais resultados
corroboram a hipétese de que modificagdes estruturais nas tetracetonas podem otimizar sua
afinidade pelo alvo enzimatico e refor¢am sua relevancia como possiveis 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 seguranca dos compostos
sintetizados. Os dados obtidos evidenciam que nas concentragdes testadas, a maioria dos
compostos apresentou baixa toxicidade e efeito antimelanogénico visivel, reforcando seu
potencial para aplicacdes dermatologicas e cosméticas. A utilizacdo do zebrafish também
mostrou-se vantajosa por sua alta sensibilidade, baixo custo e conformidade com os principios
éticos da experimentacdo animal.

Dessa forma, este estudo contribui significativamente para o avango no
desenvolvimento de novas moléculas com potencial atividade antitirosinase, propondo uma rota
sintética limpa e eficiente, integrando técnicas computacionais € modelos alternativos de
avaliacdo biologica. Como perspectivas futuras, este trabalho abre portas para a busca de novos
derivados de tetracetonas com diferentes grupos funcionais, bem como a realizagdo de ensaios
adicionais de eficacia e seguranca in vivo, com foco na aplicagdo terapéutica 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. '"H NMR (400 MHz, CDCl;3) of 2,2'-((2-fluorophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-

dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3a.
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Figura 12. °C NMR (101 MHz, CDCls) 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. 'H NMR (400 MHz, CDCI;) of 2,2'-((4-bromophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-
5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3b.
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Figura 15. 3*C NMR (101 MHz, CDCIs) 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. '"H NMR (400 MHz, CDCls) of 2,2'-((3-nitrophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-

dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3c.
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Figura 18. *C NMR (101 MHz, CDCls) of 2,2'-((3-nitrophenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-

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

o ¢« N ®o No o ®

g @ =] N g N maenr Qv R

2% 3 § 24 88 3 RR € ¢ RN

\/ | | N N \/ NIZa

NO,
Ll | I
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0o -10
f1 (ppm)

80



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. 'H NMR (500 MHz, CDCls) of  2,2'-((4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3d.
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Figura  21. BC  NMR (126 MHz, CDCl;5) 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. 'H NMR (500 MHz, CDCl3)  of  2,2'-((4-hydroxy-3,5-
dimethoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3e.

K 88 88% R $33RRAA BIRD
Voo ) NV
OH
H,CO OCH,
I
(o] o
||
1.12
C(s) OH OH A (s)] B (s) 0 (s) E (m) F (s)
12.02 6.35 5.50 3.77 2.38 1.24
h
|
1
‘ f
I ‘A )
: T ] T
T T T T T T T T T T T T T T T
4 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1
f1 (ppm)

Figura 24. 3C NMR (126 MHz, CDCl;) 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. 'H NMR (400 MHz, CDCls) of 2,2'-(furan-2-ylmethylene)bis(3-hydroxy-5,5-

dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3f.
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Figura 27. >*C NMR (101 MHz, CDCIl3) 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. 'H NMR (400 MHz, CDCI;3) of 2,2'-((4-methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-
5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3g.
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Figura 30. *C NMR (101 MHz, CDCls) of 2,2'-((4-methoxyphenyl)methylene)bis(3-hydroxy-
5,5-dimethylcyclohex-2-en-1-one) 3g.
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