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RESUMO

A melatonina € um horménio natural presente em diversas classes de seres Vvivos,
como animais, plantas, leveduras e bactérias. Seu isolamento e estudo ocorreram
pela primeira vez em 1958, porém apenas nos anos 90 esse numero se tornou
expressivo, em decorréncia do aumento do interesse por parte da comunidade
cientifica para com essa molécula. Sua biossintese e liberagdo ocorrem
majoritariamente na glandula pineal, localizada no cérebro e dentre suas funcgdes, a
principal e mais conhecida é regular o ciclo circadiano humano, porém novas
aplicacOes estdo sendo descobertas nos ultimos anos. Nesse contexto, 0 presente
trabalho apresenta e discute uma rota sintética biocatalitica de melatonina e uma
sintese industrial, comparando-as e evidenciando as vantagens que 0 uso da
biocatalise proporciona, considerando o contexto atual do mundo em que pautas

ambientais e 0 uso da quimica verde estdo cada vez mais sendo necessarias.

Palavras-chave: Melatonina. Biocatalise. Sintese organica.



ABSTRACT

Melatonin is a natural hormone present in several classes of living beings, such as
animals, plants, yeasts and bacteria. Its isolation and study occurred for the first time
in 1958, but it was only in the 1990s that this number became significant, as a result
of the increasing interest of the scientific community in this molecule. The
biosynthesis and release occur mainly in the pineal gland, located in the brain.
Among its functions, the main and best known is to regulate the human circadian
cycle, but new applications have been discovered in recent years. In this context, the
present work presents and discusses a biocatalytic synthetic route of melatonin and
an industrial synthesis, comparing them and highlighting the advantages that the use
of biocatalysis provides, considering the current context of the world in which

environmental guidelines and the use of green chemistry is increasingly needed.

Keywords: Melatonin. Biocatalysis. Organic synthesis.
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1. INTRODUCAO

1.1. Melatonina: Descoberta e interesse cientifico

A N-acetil-5-metoxitriptamina (Figura 1), também conhecida como melatonina
(1), foi isolada pela primeira vez da glandula pineal de animais em 1958 pelo
dermatologista Aaron Lerner!. Seu obijetivo inicial era conhecer melhor sobre o
vitiligo, doenca caracterizada pela perda de pigmentacdo da pele. Foi descoberto
que a melatonina causava um clareamento na pele de sapos, porém ao executar
experimentos com mamiferos, o mesmo fenbmeno n&o foi observado. Apenas
algumas décadas depois, em 1995, o estudo da melatonina voltou ao interesse da
comunidade cientifica, quando foi descoberta sua presenca em diferentes
segmentos das plantas, desde raizes, folhas, sementes e até mesmo frutos.
Atualmente, sabe-se que essa substancia pode ser encontrada em diversos seres
vivos, como mamiferos, plantas, bactérias, leveduras e algas e apresenta inUmeras

propriedades biolégicas?.

Figura 1. Estrutura molecular da melatonina

H3C—'——O

Fonte: Autoria prépria

O levantamento bibliografico realizado para o desenvolvimento deste TCC
(Trabalho de Conclusdo de Curso) mostra um grande numero de publicacdes e
citagbes quando pesquisado o tdpico “melatonin synthesis” no site Web of Science
(Figura 2), principalmente apos os anos 90, demonstrando o crescente interesse
cientifico para com essa molécula ao passo em que foram sendo descobertas novas

aplicacoes.
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Figura 2: Nimero de citagBes e publicacdes a respeito da sintese de melatonina entre 1963 e 2021.
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Fonte: Site Web of Science. Acessado em: 08 nov. 2021

Considerando entdo todo o cenario existente, € necessario desenvolver uma
rota sintética nas melhores condicfes possiveis para suprir a demanda comercial e
0 atual trabalho busca comparar duas rotas e analisar mais profundamente uma

delas.

1.2. Biossintese da melatonina em animais

Sabe-se que diversas areas do corpo humano produzem melatonina, porém
sua producdo em grande quantidade se da na glandula pineal, 6rgdo presente na
regido central do cérebro de animais®. No corpo humano ela é sintetizada a partir da
hidroxilagdo do triptofano (2), seguida por uma descarboxilacdo catalisada pelas
enzimas 5-hidroxitriptofano  5-hidrolase (TPH) e aminoacidos aromaticos
descaboxilase (AAAD). No final desse processo, € gerada a serotonina (4), que por
sua vez sofre uma acetilacdo pela enzima serotonina N-acetiltransferase (SNAT) e
em seguida sofre uma metilacdo catalisada pela enzima N-acetilserotonina O-

metiltransferase (ASMT), gerando por fim a melatonina® (Esquema 1).

Esgquema 1: Rota biossintética da melatonina
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Fonte: adaptado de Tan et al. (TAN et al., 2015)

Sua secreg¢do em seres humanos varia tanto com a idade quanto com o
momento do dia: em criancas, a melatonina se encontra em grande abundancia,
permanecendo em niveis estaveis até alcancar 35-40 anos, quando sua
concentracdo no corpo diminui e alguns problemas referentes ao sono podem ser
observados. Ja a respeito do momento do dia, € conhecido que a luz inibe a sintese
dessa molécula, portanto sua producdo possui valores mais elevados em momentos
noturnos, enquanto que durante o dia ou sob o efeito de luz sera consideravelmente

menor-.

A melatonina interage com dois receptores presentes amplamente no corpo
todo, porém principalmente no sistema nervoso central, sendo eles denominados
MT1 e MT2. Pouco se sabe sobre a fungao certeira envolvendo esses receptores e 0
gue se tem na literatura sédo as diferencas de afinidade que ocorrem com analogos
em relacdo a esses receptores®. Como é descrito por Wang, Shi e Laborda (2020, p.
2), ha uma vasta variedade de compostos similares a melatonina que podem ser
sintetizados, cada qual com uma afinidade diferente e que, possivelmente, pode
expressar novas funcdes e que fornece uma abrangéncia de novos estudos, porém

neste TCC sera focada a sintese da melatonina.
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1.3. Melatonina: Diversidade de aplicacdes

O estudo da melatonina com o passar do tempo tornou-se mais amplo e seu
envolvimento foi observado em diversos meios e areas. No que diz relagdo com as
plantas, ela participa de diversos processos, variando desde a germinacao da
semente e formacdo das raizes, até mesmo o florescimento e crescimento dos
frutos. Esse ultimo papel, no entanto, € curioso jA que é possivel observar uma
diferenca na concentracdo da melatonina presente no fruto, aumentando durante o

crescimento do fruto e diminuindo durante seu amadurecimento®.

Um dos principais papéis no organismo humano com o qual a melatonina é
primeiramente associada € a regulacdo do ritmo biolégico e consequentemente o
ciclo circadiano, o mecanismo que faz com que as pessoas consigam acordar, ter
fome e até mesmo dormir. Porém existem outras diversas aplicacdes sendo
estudadas e descobertas a todo o momento: ela é um poderoso antioxidante’,
podendo capturar até 10 espécies de oxigénios reativos; fornece auxilio no
tratamento de doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e autismo®; tratamento
de cancer, impedindo a ativacdo e multiplicagdo das células cancerigenas;
tratamento de ansiedade e depressdo’; e até mesmo possivelmente atuar como
barreira para o coronavirus, em decorréncia da melatonina presente nos pulmées™®
(estudos clinicos e pré-clinicos sdo ainda necessarios para se chegar em uma

conclusao definitiva).

1.4. Interesse comercial

A abrangéncia de funcfes que possui, juntamente com o crescente aumento de
problemas psicoldgicos gerados em decorréncia da pandemia do coronavirus SARS-
CoV-2" e que, de certa forma, a melatonina consegue fornecer um auxilio, propiciou

um grande interesse comercial acerca de sua producéo.

Por muito tempo houve divergéncias sobre sua distribuicAo comercial,
engquanto em varios paises do mundo, como nos paises europeus, a melatonina era

amplamente comercializada, aqui no Brasil esse fendbmeno ocorreu apenas ha
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alguns anos e estamos em meio de uma nova etapa em seu comércio. Por muito
tempo, essa substancia s6 era possivel de ser adquirida em nosso pais por meio de
importacdo ou por farmacias de manipulacdo e apenas no ano de 2021 foi

autorizada pela Anvisa o comércio de melatonina em suplementos alimentares*?.

Com a crescente demanda mundial por melatonina, sdo necessarios métodos
eficientes e vantajosos de producdo dessa substancia, com boa eficiéncia, sem
desperdicios ou liberacdo de subprodutos ndo desejados, possivel de ser produzido
em massa para atender a demanda do mercado e pautado em torno da quimica
verde, para que esse processo hao seja agressivo ao meio ambiente e nem com

agueles que estdo presentes no processo de sua producao.
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2. SINTESE QUIMICA

2.1. Diferentes formas de obtencéao

Ao longo dos anos, a fonte de obtencdo comercial da melatonina variou com o
avanco dos estudos existentes. Inicialmente a extracdo se dava a partir da glandula
pineal de animais, como por exemplo, de porcos; porém esse método deixou de ser
praticado por conta da recorrente contaminacdo do produto pelo tecido animal®.
Uma alternativa encontrada foi a sua obtencdo através da fermentacao utilizando
levedura Saccharomyces cerevisiae, entretanto o processo € lento, durando um

periodo de 76 horas, e a concentracéo obtida da melatonina é da ordem de mg/L.**

Com o avanco dos estudos quimicos e o crescimento do mercado
farmacolégico, a sintese quimica de melatonina se mostrou como o método mais
promissor para suprir a demanda existente. E notéria uma vasta quantidade de rotas
sintéticas para a producdo da melatonina e seus andalogos, de modo que sao
agrupadas em quatro estratégias principais partindo de materiais de partida
diferentes para a construcdo do anel inddlico (Esquema 2): a rota “a” consiste em
uma reacdo de Fischer a partir de fenilhidrazinas p-substituidas a rota “b”
compreende as reacdes de adicdo radicalar, cujo interesse € formar uma ligacao
entre C3 e C3a por meio da adigdo de um radical em metilenos terminais; a rota “c”
refere-se a formagdo de um anel inddlico a partir da 1,4-ciclohexanodiona
monoprotegida e a rota “d” por fim, baseia-se no uso de inddis substituidos em C3 e
C5 como material de partida para a sintese’. Neste trabalho, sera discutida a rota

I(d”.
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Esquema 2: Principais rotas de sintese da melatonina
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Fonte: adaptado de Wang et al. (WANG et al., 2020)

2.2. Sintese industrial

Um exemplo de sintese industrial existente da melatonina utilizada pela Dr.
Reddy’s Research Foundation compreende uma diversidade de processos e etapas
gue podem ser observadas no Esquema 3. Os compostos de partida utilizados séo o
1-bromo-3-cloropropano e um composto com metileno ativo™, no exemplo é
considerado o uso de acetoacetato de etila. A sintese foi otimizada a partir de duas
sinteses presentes no artigo analisado, o que confere a sintese algumas vantagens,
como reduzir custos por conta da substituicdo de alguns reagentes, etapas da
reacdo podem ser combinadas, o produto final jA € produzido em condicbes
farmacoldgicas aceitaveis com mais de 99% de pureza e ocorre um incremento no
rendimento e pureza pelo uso de outros quimicos baratos. A reacdo ocorre em 4
etapas, sendo notavel o baixo rendimento a cada transformacéo, principalmente na
etapa de formacdo do 2-carbetoxi-5-metoxitriptamina em que o rendimento obtido é

de apenas 17%.
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Esquema 3: Exemplo de sintese industrial da melatonina
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Fonte: PRABHAKAR et al. (PRABHAKAR et al., 1999)

Considerando esse ponto, ja é possivel deduzir que essa sintese ndo é
vantajosa por conta que ao final de todos os processos, o rendimento global, obtido
pela multiplicacdo dos rendimentos das sucessivas etapas, sera muito baixo e,
consequentemente, a quantidade total de produto final serd baixa. Além dessa
questdo, muitos compostos utilizados nessa sintese possuem um grau de toxicidade
elevado, como o proprio material de partida 1-bromo-3-cloropropano que além de
ser cancerigeno, é altamente toxico em contato com a pele e pode ser fatal quando
ingerido ou inalado?®®, distanciando essa rota sintética dos preceitos da quimica
verde.

2.3. Processos industriais e a biocatalise

Do ponto de vista econdmico, a sintese apresentada anteriormente € viavel por
conta do baixo preco dos reagentes, porém somando todos os pontos negativos
apresentados é necessaria a obtencdo de um método alternativo e sustentavel para
a formacdo da melatonina. No caso é proposto o uso da biocatalise, um método que
utiliza enzimas como os catalisadores da reacao, permitindo assim substituir o uso

dos tradicionais catalisadores metalicos?®.

Em comparacdo com os catalisadores de diferentes naturezas, as enzimas

oferecem diversas vantagens, como a alta eficiéncia e a possibilidade de ser



22

utilizada em baixas concentracées molares; sao altamente seletivas, minimizando o
risco de reagfes indesejadas, que consequentemente geram produtos secundarios;
nao sao prejudiciais para o0 meio ambiente por conta da sua biodegradabilidade e,

por fim, as reacdes operam em condicées de pH e temperatura brandas™’.

O micro-organismo escolhido como fonte enzimatica para auxiliar no processo
de sintese da melatonina € o Mycobacterium smegmatis, descoberto inicialmente
por conta da sua habilidade de acetilar alcoois®*. Desse modo, é proposto que a
enzima N-acetiltransferase (NAT) existente nesse micro-organismo seja utilizada
para sintetizar grupos amidas partindo de uma amina primaria e ésteres de cadeia
pequena em meio aquoso, utilizando da sua particular propriedade de permanecer
com a atividade catalitica mesmo em altas concentracdes de substrato™®.

Figura 3: Estrutura da NAT humana determinada por modelagem homaloga (esquerda); Arranjo da

triade catalitica evidenciado no modelo de fita da NAT e as cargas superficiais (azul negativo e
vermelho positivo) previstas a partir da estrutura tridimensional

Central groove or pocket
containing the active site

Fonte: MINCHIN et al. (MINCHIN et al., 2015)

2.4. Sintese biocatalitica e seus parametros

A sintese proposta por Contente et al (2019) para a producdo de melatonina,
tendo como material de partida a 5-metoxitriptamina (6), ocorre em um periodo de
cinco minutos, porém para titulo de comparacédo é importante elucidar que para a

obtencdo da amina primaria utilizada s&o necessarias outras reacdes prévias,
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portanto o tempo mencionado se refere apenas a etapa da rota em que a amina é
convertida em melatonina. Através do controle de uma série de parametros, tém-se
como resultado a producdo da molécula de interesse de forma eficiente e
sustentavel (Esquema 4). Os fatores necessarios para a sintese e que podem ser
alterados de modo a atingir melhores valores de rendimento, estudados por
Contente e colaboradores foram: formulagdo da enzima, podendo se encontrar nas
formas livre ou imobilizada; a matriz utilizada para imobilizar a enzima; o grupo
doador de acila, que nesse estudo foram os ésteres acetato de etila (EtOAc) e o
acetato de vinila (VinilOAc); e o regime do processo, podendo ser em fluxo continuo
ou em batelada; porém outros parametros poderiam ser otimizados e estudados

como temperatura, pH, solvente entre outros.

Esquema 4: Sintese proposta da melatonina

o NAT . Doador acila _

| TampaopH 80 [
" HN

NH \H/

Fonte: adaptado de Contente et al. (CONTENTE et al., 2019)

CHs
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3. AVALIAQAO DOS PARAMETROS ESTUDADOS POR CONTENTE
et al

3.1. Atividade enzimética

Contente e colaboradores realizaram testes para analisar’®, a permanéncia da
atividade da enzima ao longo do tempo, variando as condicbes de temperatura,
solvente e formulacdo da enzima. Os resultados da atividade enzimatica livre e
imobilizada sé@o expressos em uma solucdo tampédo de fosfato 0,1 M, pH 8,0 e
concentracdo de 10% v/v do doador de acila utilizando diferentes ésteres como
solvente (Figura 4). Pode-se observar que a atividade € maior inicialmente com a
enzima imobilizada e também se mantém em niveis mais altos utilizando acetato de

etila e vinila, obtendo valores acima de 55% na forma imobilizada apés 25 horas.
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Figura 4: Efeito do solvente/doador de acila na estabilidade da NAT livre e imobilizada
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Fonte: Traduzido de CONTENTE et al., 2019

Outro estudo foi realizado para avaliar a influéncia da temperatura na atividade
enzimatica, variando-a entre 15 a 70° C (Figura 5). Os dados obtidos expressam

que a enzima imobilizada suporta muito mais a variagcdo de temperatura e nao
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apresenta grande variacao de atividade, enquanto que em sua forma livre, em pouco
periodo de tempo, j& h4 uma queda abrupta da atividade.

Figura 5: Efeito da temperatura na estabilidade do NAT livre e imobilizado
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Fonte: Traduzido de CONTENTE et al., 2019
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3.2. Imobilizagcédo enzimatica

O método inicial proposto de imobilizagcéo foi através de nanotubos de carbono
em microreatores de silica, porém as condi¢cfes experimentais que implicam no uso
dessa imobilizacdo ndo sdo sustentaveis, requerendo o uso de &cido nitrico, alta
temperatura, atmosfera inerte e tempos longos de reacdo®. Portanto foram feitos
testes envolvendo diferentes matrizes capazes de realizar ligagdes covalentes com a
enzima. E importante observar que a matriz deve ser hidrofilica, impedindo que
existam reacdes com o0 solvente, para que a interagdo matriz-enzima nao seja
rompida e também para ndo serem formadas regides hidrofébicas na coluna, que
podem impedir o contato entre enzima-substrato®™. Dessa forma, as espécies
guimicas estudadas para essa funcdo foram a agarose, celulose, silica

funcionalizada com 3-aminopropil e resina epoxi (Figura 6).

Figura 6: Estrutura quimica das matrizes testadas. Agarose (a), celulose (b), silica funcionalizada
com 3-aminopropil (c) e resina epoxi (d)

Fonte: Autoria prépria

Os parametros analisados para concluir qual a melhor matriz proposta foram a
atividade meédia e estabilidade meédia expressa pela enzima em diferentes

concentracOes (Tabela 1).



Tabela 1: Imobilizacdo do NAT em diferentes matrizes
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- Avidad | erapilidad | _— Avidad | erapilidad |, — Atvidad | esrapilidad
matriz Média Médie.:;l %) matriz Média Médiea %) matriz Média Médi?’-l (%)
(%) (%) (%)
Agarose 73 74 Agarose 20 19 Agarose 8 8
EP403/S 28 26 EP403/S 5 6 EP403/S & 3
Resinas HFA403/S 30 28 HFA403/S 9 6 HFA403/S 6 5
Epoxi | ecHEAsS 24 26 EC-HFA/S 6 5 EC-HFA/S 3 4
EC-EP/S 23 25 EC-EP/S 6 6 EC-EP/S 3 3
Celulose 26 30 Celulose 17 17 Celulose 8 8
Silica 15 13 Silica 6 6 Silica 4 3

Fonte: Adaptado de CONTENTE et al., 2019

Em todos os casos analisados por Contente et al (2019), é possivel concluir

gue a menor concentracdo de enzima fornece melhores valores de atividades, sendo

o melhor deles expresso em agarose na concentracéo de 1mg enzima/ g matriz que,

portanto, foi a condicao ideal de matriz a ser utilizada.

Tendo a matriz ideal, foram feitas imagens de microscopias eletrGnicas para

analisar a imobilizacdo a fim de verificar se ocorreram fendbmenos de agregacéao

(Figura 7) e se a enzima encontra-se realmente imobilizada na superficie das

particulas de agarose (Figura 8).

Figura 7: Imagens de microscopia eletrbnica de varredura; (a) Agarose ativada antes da imobilizacao
60x;500x;1000x ampliagdo respectivamente. (b) Agarose ativada apds imobilizacdo da NAT (1 mg/g
matriz) 60x;500x;1000x ampliacdo respectivamente.

Fonte: CONTENTE et al., 2019
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Como é possivel observar na Figura 7, ndo houve nenhuma variacdo na
superficie da matriz e ndo ocorreram fenébmenos de agregacgdo. A importancia da
auséncia dessas ocorréncias deve-se ao fato da manutencdo da superficie de

contato para a interacdo enzima-substrato.

Figura 8: Microscopia confocal de particulas de agarose imobilizando NAT (1 mg/g matriz) 20x
ampliacdo

Fonte: CONTENTE et al., 2019

Na Figura 8 a NAT imobilizada recebeu uma pigmentacdo fluorescente,

confirmando sua presenca na superficie da agarose.

3.3. Regime do processo

Uma sintese quimica pode ser realizada em dois regimes diferentes: batelada
ou em fluxo continuo. O primeiro se d4 em reatores tipo tanque (escala industrial) ou
balbes volumétricos (escala laboratorial), onde os reagentes sédo inseridos em um
mesmo recipiente, a reacdo € inicializada e ap6s o tempo de reacdo o produto é
extraido. Dessa forma, muitas vezes o produto requer purificacdo, por conta da
possivel presenca de reagentes que ndo foram utilizados e formacdo de
subprodutos. Outro inconveniente do regime de batelada é a necessidade de inserir
todos os reagentes no reator novamente para a realizagdo da sintese, resultando em

um desperdicio de tempo?*®.

O regime em fluxo continuo ocorre em uma coluna, na qual se encontra a

enzima que ira catalisar o processo. O reagente é inserido na coluna em uma vazao
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controlada, dessa forma garante-se o tempo de reagdo desejado, o contato eficiente
de todo o reagente com a enzima, além de existir a remoc¢éo constante do produto
formado®®, favorecendo o deslocamento do equilibrio do sistema em relacdo a
formacdo do produto, aumentando o rendimento da sintese e evitando possivel

inibicdo enzimética pelo substrato e/ou produto.

Sendo assim, o regime de fluxo continuo mostra-se mais eficaz para a sintese
desejada, pois o rendimento obtido podera ser maior, a formacao de produto é
constante e a enzima pode ser reutilizada facilmente, pois ela permanecera na
coluna. E notdrio também que esse método permite que a reacédo ocorra em ciclo
fechado (Figura 9), dessa forma o0s reagentes que nao reagiram podem ser

recuperados e utilizados novamente na reagéo.

Figura 9: Representacédo esquemaética do processo de reacdo
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Fonte: Adaptado de CONTENTE et al., 2019

3.4. Avaliacao do doador de grupo acila

Os dois grupos doadores que expressaram melhores resultados em
manutencdo da atividade enzimética foram o acetato de etila e acetato de vinila
(Figura 10), portanto os estudos mais aprofundados foram realizados com esses

ésteres.
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Figura 10: Estrutura molecular do acetato de etila (7) e acetato de vinila (8)
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Fonte: Autoria prépria

A reacao foi realizada com 7 e 8, utilizando como parametros 10% v/v de
solvente, 0,5 M de amina, tampéo fosfato 8.0 pH, enzima imobilizada em agarose e
regime em fluxo. Os resultados obtidos (Tabela 2) indicam uma conversdo molar de
62% utilizando 7 e 96% utilizando 8, e em ambos 0s casos a pureza obtida foi maior
que 95% e o rendimento correspondente a 92%. Dessa forma pode-se observar que
8 apresenta melhores resultados e, portanto, € o composto mais indicado para a
realizacdo da sintese. Porém, levando em conta o valor no mercado desses dois
ésteres, € possivel observar que 7 possui um preco menor em comparacdo ao outro
composto, 1 mL de solucdo de acetato de etila pode ser encontrado no valor de
R$287,00%* enquanto que o preco de 1 mL de acetato de vinila é R$347,00%, o que
pode resultar em diferencas na escolha do melhor éster a ser utilizado.

Tabela 2: Produg¢éo continua de melatonina (24h) (0,5M, 95g/L reagente) em reator de fluxo. Volume
do reator 1,2 mL, 5 minutos de tempo de reacéo

Doador Conversao Producgéo de Produtividade Catalitica
Acila Molar (%) melatonina (g/dia) (mmol/mg)
EtOAC 62 23,2 62
VinilOAc 96 36,9 99

Fonte: Adaptado de CONTENTE et al., 2019

3.5. Mecanismo da Reacéao

A reacdo catalisada pela NAT ocorre no sitio ativo composto pelos residuos de
aminodcidos cisteina 70, histidina 110 e aspartato 127 (Figura 10). Inicialmente, o
grupo carbonila do éster interage com as terminacdes da cisteina e histidina,
formando um intermediario tetraédrico. Ao estabilizar as cargas, um fragmento da

molécula sera rompido, liberando um alcool como grupo abandonador. Em seguida,
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a amina de interesse ira interagir com o novo intermediario formado, de modo que R
pode variar de acordo com o produto final desejado, mesmo que sempre tenha
necessariamente um componente aromatico. O nitrogénio da amina primaria ird
entdo formar uma ligacdo com a carbonila adicionada na terminacdo da cisteina,
formando novamente um novo intermediério tetraédrico. Por fim, as ligacdes e
interacdes existentes enzima-substrato serdo desfeitas e o produto desejado é

formado?®.

A partir do estudo do mecanismo de reacdo, é possivel atribuir o maior
rendimento de reacdo quando utilizado o acetato de vinila como doador de acila em
relacdo ao acetato de etila. Esse fato € justificado por conta do grupo vinila ser um
grupo abandonador mais estavel do que a etila, logo a estabilidade de R; interfere

no rendimento final.



Figura 11: Mecanismo de reagdo da sintese biocatalitica da melatonina

Cys70

Fonte: Adaptado de Sim et al. (SIM et al., 2012)
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3.6. Sintese de analogos

Para a verificacdo da robustez dessa metodologia sintética, foi proposta a

sintese de analogos da melatonina sob as mesmas condicbes otimizadas

anteriormente.
Esquema 5: Sintese proposta dos analogos da melatonina
NH5 NHT|/CH3
NH NH -
Triptamina N-acetil Tripamina
NAT. Doador acila _
A " HO
HO Tampéao pH 8,0
NH CH,
NH, W/

| | 0
Serotonina N-acetil Serotonina

Fonte: Adaptado de CONTENTE et al., 2019

O rendimento obtido na sintese da N-acetil triptamina e da N-acetil serotonina
foi de 70% e 60% quando utilizado EtOAc, respectivamente, e 95% e 89% quando
utilizado VinilOAc. Dessa forma, pode-se concluir que, mesmo na sintese de

anélogos, o acetato de vinila apresenta melhores resultados.

3.7. Sintese quimica de melatonina a partir da 5-metoxitriptamina

Considerando os dois exemplos de sintese ja previamente apresentados, €
possivel também adotar uma rota sintética diferente, porém tendo como material de

partida 0 mesmo reagente da rota biocatalitica, a 5-metoxitriptamina®® (Esquema 6).
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Esquema 6: Exemplo de sintese quimica de melatonina a partir da 5-metoxitriptamina

NH2 HgC/lkO)‘kCHg
| =y
NH J\r =, ta
6 i

Fonte: Adaptado de HUGEL et al., 1995
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A sintese de modo geral possui um bom rendimento, cerca de 80%, porém

considerando a toxidade e os perigos de seus reagentes, esse método de producédo

€ menos indicado considerando os preceitos da quimica verde, visto que a piridina

facilmente inflamavel e nociva quando ingerida, inalada ou em contato com a pele;

enquanto que o anidrido acético é prejudicial para a saude de animais aquaticos e

outros de pequeno porte. Portanto a rota mais indicada permanece sendo a

biocatalitica.
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4. CONCLUSOES

A melatonina é uma molécula de grande importancia no ambito bioldgico. Ao
longo dos anos muito foi descoberto a seu respeito e apenas recentemente esse
composto quimico recebeu sua devida atencdo com o avanco das pesquisas
cientificas. Com o crescimento do interesse farmacoldgico, uma diversidade de
sinteses foram criadas para suprir a demanda existente no mercado de melatonina,
variando desde reacfes de Fischer e adicOes radicalares, até reacdes de
substituicdo e, ao passo em que as pautas de quimica verde ganharam destaque,

foram necessérias novas estratégias para as sinteses previamente existentes.

Foi possivel comparar a sintese industrial e a biocatalitica, sendo a segunda
uma grande aliada ao meio ambiente, por conta das condi¢cdes brandas reacionais e
a reducdo do uso de reagentes toxicos, assim como também o baixo tempo de
reacdo, enquanto que a sintese industrial possui muitas etapas, baixo rendimento e
utiliza reagentes nocivos para 0 ambiente. A permanéncia da estrutura
tridimensional da enzima utlizada, a N-acetiltransferase, juntamente com sua
resisténcia a variacao de temperatura e a retencdo de atividade enzimatica mesmo
armazenada por mais de duas semanas corroboram para o uso da metodologia

enzimaética.

Conclui-se, também, que a realizacdo da sintese em um reator de fluxo
continuo contribui para o alto rendimento obtido, além de permitir a reutilizacdo da
enzima. O uso do acetato de vinila fornece maiores valores de rendimento quando
comparado com o acetato de etila, em decorréncia da melhor estabilidade do grupo
abandonador quando analisado os mecanismos da reacdo de acetilacdo em

questéao.

Por fim, pode-se afirmar que as condi¢cdes alcancadas para a sintese de
melatonina sdo aplicaveis, também, quando deseja-se sintetizar compostos
analogos, mostrando-se como uma possibilidade nova a ser adotada pela industria

para sintetizar essas espécies quimicas de modo sustentavel e eficiente.
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