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RESUMO 

 

 

As patologias relacionadas a distúrbios da hemostasia e inflamação afligem grande parte da 

população mundial. Destacam-se, as doenças cardiovasculares como acidente vascular cerebral 

(AVC), doença isquêmica do coração e insuficiência cardíaca. Logo, compreender o papel e 

função de cada estrutura nestes mecanismos é de fundamental importância, bem como a busca 

por moléculas que possam modular de forma eficiente e específica componentes que atuam 

nestes processos, possibilitando o tratamento ou cura destas doenças. É, portanto, de suma 

importância a pesquisa e síntese de novas substâncias que apresentem atividade biológica no 

controle da inflamação e sob o mecanismo da hemostasia. As chalconas e bis-chalconas são 

substâncias que tem demonstrado grande variedade de aplicações farmacológicas como anti-

inflamatória, antioxidante, anticonvulsivante, anti-acetilcolinesterase, antituberculose, para 

tratamento de câncer e diabetes, entre outras. Além disso, algumas características tornam essas 

moléculas alvos de grande interesse para pesquisadores ao redor do mundo, como por exemplo 

rotas de síntese relativamente simples, alto rendimento das reações, e a presença de hidrogênios 

que podem ser substituídos por uma enorme variedade de substituintes, o que possibilita, uma 

fonte praticamente inesgotável de estruturas. Nesse estudo foram sintetizados 4 compostos, 

sendo 2 derivados de chalconas e 2 de bis-chalconas, a síntese foi realizada por condensação de 

Claisen-Schimdt e caracterização das estruturas realizada por Ressonância Magnética Nuclear 

(RMN). O potencial biológico das moléculas foi avaliado em ensaios de atividade fosfolipásica, 

hemolítica e coagulante. O derivado de bis-chalcona, (1E,4E)-1,5-bis(2-clorofenil)penta-1,4-

dien-3-ona apresentou bons resultados em retardar o processo de coagulação, e modular a 

degradação de fosfolipídios e eritrócitos humanos. Dessa forma, tal substância apresenta 

potencial para aplicação em doenças cardiovasculares, todavia é necessário mais testes e outros 

estudos para uma melhor compreensão de seu mecanismo de ação. 

 

Palavras chave: Moduladores enzimáticos. Coagulação sanguínea. Inflamação. Síntese 

orgânica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Pathologies related to disturbances of haemostasis and inflammation affect a large part of the 

world population. Among those illnesses, cardiovascular diseases such as cerebrovasculares 

diseases (CVD), ischemic heart disease, and cardiac failure are the main ones. Thus, the 

comprehension of the role and function of each biological structure in these mechanisms is 

fundamentally important, as well as the search for molecules able to modulate the components 

that act in these processes in an efficient and specific way, making the treatment and even 

healing of such diseases possible. Therefore, the research and synthesis of novel substances 

which show biological activities against inflammation and over haemostasis are of major 

importance. Chalcones and bis-chalcones are compounds that have shown a huge variety of 

pharmacological applications as anti-inflammatories, antioxidants, anticonvulsants, 

acetylcholinesterase inhibitors, antituberculosis, for cancer treatment, diabetes, etc. 

Furthermore, some characteristics of these molecules like simple synthesis pathways and high 

reaction yields make them targets of high interest for researchers all over the world. 

Additionally, the presence of hydrogens that can be replaced by several substituents provides 

an almost endless source of structures. In this work, four compounds were synthesized, which 

were 2 chalcone derivatives and 2 bis-chalcone derivatives. The synthesis were performed 

through Claisen-Schmidt condensation and the structures were characterized by Nuclear 

Magnetic Resonance (NMR). The biological properties of the molecules were evaluated by 

phospholipase, hemolytic, and clotting activities trials. The bis-chalcone derivative (1E,4E)- 

1,5-bis(2-chlorophenyl)penta-1,4-dien-3-one showed good results retarding the clotting 

process and modulating the human phospholipid and erythrocyte degradation. Thus, this 

substance has the potential for application against cardiovascular diseases. However, more 

studies are needed to better understand its action mechanism. 

Keywords: Enzyme modulators. Blood clotting. Inflammation. Organic synthesis.         
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1 INTRODUÇÃO 

 

 As doenças cardiovasculares são a principal causa de mortes em todo o mundo, em 

decorrência do aumento populacional, envelhecimento, e principalmente, diminuição da 

qualidade de vida (READ; WILD,2020). As principais complicações cardiovasculares incluem 

doença isquêmica do coração, acidente vascular cerebral (AVC), insuficiência cardíaca, doença 

arterial periférica e diversas outras cardiopatias e alterações vasculares. Os Distúrbios 

relacionados a hemostasia e inflamação tem papel importante no surgimento e desenvolvimento 

de tais patologias (CHATTERJEE et al., 2020). Assim, o estudo e pesquisa de moléculas que 

possam modular a atividade das biomoléculas que atuam no processo hemostático e na 

inflamação, sobretudo enzimas, tornam-se de suma relevância. 

 Os compostos α, β insaturados são uma classe de substâncias que se apresentam como 

promissores para o tratamento de tais enfermidades, principalmente, as chalconas e bis-

chalconas. As chalconas, são caracterizadas por um sistema carbonílico α, β-insaturado que une 

dois anéis aromáticos, enquanto, as bis-chalconas possuem uma região dienona conectada a 

dois anéis aromáticos. A carbonila α, β insaturada é responsável pelas propriedades 

farmacológicas destes compostos. O potencial dessas substâncias vem sendo explorado para 

uma grande variedade de aplicações como tratamento de câncer, diabetes, malária e 

tuberculose. A síntese relativamente simples e a possibilidade de produção de muitos derivados, 

viabiliza ainda mais seu estudo.  

 Chalconas naturais como a licochalcona A, já demonstraram atividade anti-inflamatória 

e sobre o processo de hemostasia (MAHAPATRA et al.,2015). No entanto, há poucos trabalhos 

relacionados a aplicação destes compostos com essa finalidade, o que possibilita o 

desenvolvimento de pesquisas com tal propósito. Isto deve-se, a variedade de estruturas que 

podem ser sintetizadas, incluindo aquelas com a presença de halogênios como cloro, flúor e 

bromo, que são conhecidos por apresentarem grande interação com biomoléculas e estarem 

presentes na composição de muitos fármacos. Assim, a pesquisa aplicada ao uso dessas 

substâncias para tratamento e controle de alterações na hemostasia e inflamação, é de grande 

relevância. 

  Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo, a síntese de derivados de 

chalconas e bis-chalconas e a avaliação sobre a citotoxicidade, influência sobre o processo de 

coagulação do plasma, e ainda seus efeitos na modulação de enzimas similares a trombina, que, 

mostram-se de grande relevância médico-científica. 
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2 OBJETIVO GERAL 

 

 Síntese e caracterização de derivados de chalconas e bis-chalconas, prospecção de 

atividade citotóxica/anti-inflamatória, efeitos sobre coagulação de plasma, e estudo da ação 

moduladora sobre fosfolipases A2 e proteases que atuam em processos relacionados a 

hemostasia e resposta inflamatória. 

 

2.1 Objetivos específicos 

 

I - Sintetizar 2 derivados de chalconas, e 2 derivados de bis-chalconas utilizando a reação de 

condensação de Claisen-Schimdt. 

II - Caracterizar as moléculas obtidas por meio de ressonância magnética nuclear (RMN)  

III - Prospectar os efeitos das moléculas sintetizadas sobre eritrócitos humanos (citotoxicidade), 

e seu potencial de inibição sobre a lise de eritrócitos induzida por proteases. 

IV - Avaliar os efeitos dos compostos sintetizados sobre a coagulação de plasma citratado 

(avaliar se os compostos interferem na coagulação normal com adição de cálcio); e sua 

atividade moduladora sobre proteases coagulantes. 

V – Avaliar a atividade moduladora dos compostos sintetizados sobre a atividade de 

fosfolipases A2. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Chalconas 

  

Pertencente à família dos flavonóides, as chalconas representam uma classe importante 

de moléculas com cadeia aberta, servindo como precursoras de outros flavonóides e 

isoflavonoides para as plantas (SAHU et al., 2012). As chalconas são moléculas pertencentes a 

um grupo de substâncias que possuem o esqueleto carbônico geral 1,3-difenil-2-propen-1-ona, 

e contém uma carbonila α, β-insaturada, unindo dois anéis aromáticos (Figura 1). Esta estrutura 

pode existir na forma dos isômeros Z e E, no entanto, termodinamicamente o isômero E é mais 

estável. A configuração do isômero Z é desestabilizada devido aos efeitos estéricos entre a 

carbonila e o anel B (AKSÖZ et al., 2011; LEMES et al., 2018). As estruturas básicas dos 

isômeros de chalconas podem ser observadas na figura 1.  

 

Figura 1 - Estrutura básica das chalconas: Isômeros Z e E, respectivamente. 

 
 

O

A B
O

A
B

 

Fonte: Do autor, adaptado de GOMES et al (2017). 

 

Nas plantas as chalconas são encontradas em diferentes regiões como caule, raízes, 

frutas, sementes e flores (LIMA et al., 2017). Essas substâncias desempenham diferentes 

funções dependendo do processo em que estão envolvidas, como na filtração dos raios 

ultravioletas, fixação de nitrogênio, além da pigmentação de flores, permitindo assim, a atração 

de insetos e pássaros para que a polinização ocorra. Algumas espécies de plantas como Angelica 

keiskei, Glycyrrhiza inflata and Piper aduncum são fontes abundantes dessa classe de 

moléculas, que, está associada ao uso medicinal popular dessas plantas (SAHU et al., 2012; 

RANI et al., 2019).  

As propriedades medicinais de uma série de espécies vegetais já foram demonstradas 

em diversas pesquisas, e estão associadas a presença de chalconas (Figura 2), como a atividade 

anticâncer da buteína presente nas cascas de Rhus verniciflua (JAYASOORIYA et al., 2018); 

o potencial anti-inflamatório da licochalcona A, extraída da Glycyrrhiza inflata 
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(MAHAPATRA et al., 2015), o efeito cardioprotetor da cardamonina (DÍAZ-TIELAS et al.,  

2016; KU et al., 2015; YOU et al., 2018 ); a atividade anti-angiogênica do xanthohumol (NUTI., 

2017) e a propriedade antioxidante da aspalatina (JOHNSON et al., 2018). Algumas estruturas 

de chalconas com atividades farmacológicas comprovadas podem ser observadas na figura 2.  

 

Figura 2 - Estruturas químicas de diferentes chalconas com atividades farmacológicas. 
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Fonte: Do autor (2021). 

 

A possibilidade de uma vasta gama de aplicações para as chalconas naturais, promoveu 

também um interesse em produzir essas substâncias de forma sintética, ou semi-sintética. Desse 

modo, modificações na estrutura básica das chalconas como adição de substituintes alquílicos, 

a introdução de átomos de halogênios, anéis aromáticos, grupos metoxila, entre outros, já foram 

estudadas e as estruturas modificadas apresentaram atividade biológica (CAMARGOS et al., 
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2016; CUSTÓDIO et al., 2017; CAO et al., 2018). Assim, as chalconas, tanto naturais como 

sintéticas, vem sendo cada vez mais pesquisadas com o objetivo de desenvolver novos fármacos 

com aplicação no tratamento de câncer (RIAZ et al., 2019), tuberculose, malária (RANI et al., 

2019), diabetes (MAHAPATRA et al., 2015), no controle de processos inflamatórios (CHEN 

et al., 2018; ÖZDEMIR et al., 2015), e no tratamento de infecções bacterianas e fúngicas 

(ZHUANG et al., 2017). 

A partir de então, uma série de moléculas já foram sintetizadas e testadas abrangendo 

uma variedade de aplicações. A metochalcona e a sofalcona (Figura 3), são exemplos sintéticos 

que demonstraram potencial farmacológico, a primeira já se encontra no mercado pelo nome 

comercial (Vesidryl), e é indicada como fármaco colerético e diurético (GOMES et al., 2017); 

enquanto a sofalcona foi aprovada para testes clínicos apresentando propriedades anti-úlcera e 

efeito gastroprotetor (HIGUCHI, 2010). Algumas estruturas de chalconas sintéticas com 

atividades biológicas podem ser observadas na figura 3.  

 

Figura 3 - Estrutura de chalconas sintéticas com atividades biológicas. 
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Fonte: Do autor, adaptado de HIGUCHI (2010). 

 

3.2 Métodos de síntese de chalconas 

 

O método clássico de síntese das chalconas é por meio da reação de condensação de 

Claisen-Schmidt, esse processo pode ser catalisado com o uso de bases ou ácidos fortes, e a 

reação é feito adicionando-se acetofenona e benzaldeído em quantidades equimolares. Na 

catálise básica, que, geralmente é a mais empregada para síntese de chalconas, inicialmente, 

ocorre a perda de um próton no carbono alfa de derivados de acetofenonas e forma-se o ânion 

enolato, este pode ser estabilizado por ressonância, e em seguida, derivados do benzaldeído 

sofrem um ataque nucleofílico pelo enolato e forma-se um ânion alcóxido. O íon alcóxido 



17 

 

remove então um hidrogênio da água, produzindo um aldol, e em uma última etapa ocorre uma 

desidratação por um mecanismo E1cb (que corresponde a saída de um grupo OH, catalisada 

por base) para gerar o produto conjugado (Figura 4). 

 

Figura 4 - Mecanismo de formação de derivados de chalconas em meio básico. 
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Fonte: Do autor (2021). 

 

Outras metodologias já foram reportadas e consolidadas como a reação de acoplamento 

de Suzuki-Miyaura. A síntese por este método pode ser realizada pela rota A, partindo-se dos 

reagentes cloreto de cinamoila e ácido fenilborônico, ou pela rota B utilizando-se ácido 

estirilborônico e cloreto de benzoíla; e é catalisada por Paládio e carbonato de Césio 

empregando-se tolueno como solvente (Figura 5). Para a primeira reação os rendimentos 

encontrados são moderados (41 – 51%), já para a rota B os rendimentos variam de bons a 

excelentes (68- 93%). Essa estratégia de síntese possibilita produzir chalconas metoxiladas nos 

anéis aromáticos, assim como a maioria das chalconas de fontes naturais (SELEPE; VAN 

HEERDEN, 2013). 

 

 



18 

 

Figura 5 – Metodologia sintética para obtenção de chalconas de Suzuki-Miyaura. 
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Fonte: Do autor, adaptado de SELEPE & VAN HEERDEN (2013). 

 

Rueping e colaboradores (2011) apresentaram a síntese de chalconas utilizando um 

catalisador heterogêneo sólido ácido. Tal metodologia de síntese consiste em adicionar de 

forma estequiométrica (1:1) os seguintes reagentes, benzaldeído e fenilacetileno, usando, desse 

modo, uma resina amberlyst-15 de troca iônica como catalisador heterogêneo e 1,2-

dicloroetano como solvente (Figura 6). Segundo os autores a metodologia empregada apresenta 

vantagens com relação ao método clássico, pois, permite a síntese a partir de alcinos e 

benzaldeídos comerciais, um fluxo contínuo de coleta do produto, restrição na produção de 

subprodutos e além disso possibilita a preparação de chalconas em escala multigrama. 

 

Figura 6 - Metodologia sintética para obtenção de chalconas de Rueping e colaboradores 

(2011). 

 

OO

+ amberlyst-15

1,2-dicloroetano

FENILACETILENOBENZALDEÍDO  

Fonte: Do autor, adaptado de RUEPING et al., (2011). 

 

 A síntese multicomponente também tem sido empregada na produção de chalconas. Em 

contrapartida aos outros métodos já mencionados, este possui algumas vantagens como melhor 

eficiência da reação, evita processos de purificação, além de utilizar menos recursos e tempo 

(MAHAPATRA et al., 2015). Ao decorrer da síntese o CrO3 tem o papel crucial de promover 
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a oxidação do fenilmetanol em benzaldeído, para que posteriormente ocorra a reação entre 

acetofenona e benzaldeído dando origem a chalconas de interesse (MAHAPATRA et al., 2015) 

(Figura 7). 

 

Figura 7 - Síntese multicomponente de chalconas proposta por Mahapatra et al. (2015). 
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OH+ CrO3
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Fonte: Do autor, adaptado de MAHAPATRA et al., (2015). 

 

 A partir das informações apresentadas, nota-se que, as chalconas caracterizam um 

importante grupo de substâncias com expressivo potencial para a síntese e desenvolvimento de 

novos fármacos. Algumas características tornam essas moléculas alvos de grande interesse para 

pesquisadores ao redor do mundo, como rotas de síntese relativamente simples, baixa 

toxicidade, alto rendimento das reações, e além disso a presença de hidrogênios que podem ser 

substituídos por uma enorme variedade de substituintes, o que possibilita, uma fonte 

praticamente inesgotável de estruturas. 

 

3.2.1 Bis-chalconas 

 

 As bis-chalconas são moléculas que possuem uma região dienona conectada a dois anéis 

aromáticos, e podem ser simétricas ou assimétricas. A principal característica desse tipo de 

molécula é sua capacidade de absorver energia na região do visível, devido, a grande 

conjugação existente em sua estrutura (DOROTEIO, 2016). Do ponto de vista sintético não há 

grandes diferenças entre a obtenção de mono- e bis-chalconas, exceto pela necessidade de dois 

equivalentes de aldeído no caso das bis-chalconas (GIACOLETTO; DUMUR, 2021). 

 Além das características espectrais, outras propriedades das bis-chalconas já foram 

descritas, especialmente, com interesse fármaco-medicinal. A curcumina (figura 8) por 

exemplo, representante desta classe de origem natural, apresenta atividade anti-inflamatória, 

antioxidante, reguladora do Sistema imunológico, entre outras (XU et al., 2018).  
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Figura 8 – Estrutura química da curcumina. 

 

 

 

 

 

Fonte: Do autor, adaptado de XU et al (2018). 

 

 Muitas outras propriedades farmacológicas foram reportadas para as bis-chalconas, 

como atividade bactericida, fungicida (KUMAR et al., 2014), anticâncer, e possível ação no 

tratamento de diabetes atuando na inibição de α-amilase (BALE et al., 2018). A obtenção dessas 

moléculas também é feita por meio da condensação de Claisen-Schimdt e possibilita a síntese 

de uma grande variedade de estruturas modificando o aldeído e cetona utilizados. A figura 9 

demonstra o mecanismo de síntese de bis-chalconas a partir do benzaldeído e acetona. 

 

Figura 9 - Mecanismo de síntese de bis-chalconas a partir do benzaldeído e acetona. 

 

Fonte: Do autor (2021). 
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3.3 Hemostasia 

 

 O modelo atual para descrever a hemostasia é composto, essencialmente, por duas fases 

principais, a hemostasia primária e secundária (GALE, 2011). Juntas, as etapas requerem a 

participação de uma grande variedade de estruturas como tecido endotelial, vasos sanguíneos, 

plaquetas e proteínas da cascata de coagulação. Então, quando ocorre alguma lesão aos vasos 

essas fases do mecanismo iniciam-se como resposta imediata para prevenir que o organismo 

perca grande volume de sangue (BERGER, 2014). 

 A hemostasia primária consiste na formação de um tampão que veda o extravasamento 

dos constituintes intravasculares e restaura a integridade do vaso lesado (CONWAY, 2018). 

Durante esta etapa, ocorre a vasoconstrição e, as plaquetas exercem uma função central, 

acumulando-se de forma expressiva no local da lesão. Na sequência, há uma modificação e 

ativação em sua estrutura, para promover adesão ao tecido endotelial circundante ao local 

danificado (BROOS et al., 2011). A partir de então, prossegue-se uma série de eventos 

coordenados, podendo-se destacar, a interação do fibrinogênio e do fator de von Willebrand 

(FvW) com as glicoproteínas IIb/IIIa da superfície de plaquetas, também conhecidas como 

integrinas αIIbβ3, e glicoproteínas Ib/IX/V (LIPPI; FAVOLORO, 2018). No entanto, o tampão 

hemostático formado é vulnerável e instável, devido, à rápida dissolução pela corrente 

sanguínea, além disso, nas artérias está sujeito há maiores pressões.  

De forma complementar a hemostasia secundária tem a função de dar resistência e 

estabilidade ao tampão hemostático formado, através da produção de redes de fibrina 

(PIETERS; WOLBERG, 2019; RODRIGUES, 2012). O processo de coagulação como é muitas 

vezes mencionado, é definido como uma série de biotransformações, envolvendo, 

majoritariamente enzimas proteolíticas, que são sintetizadas em sua forma inativa, ou, 

zimogênios (AL-HORANI; AFOSAH, 2018). Isto, garante que não ocorra nenhuma ativação 

ou degradação indesejável de proteínas, possibilitando a modulação espacial e temporal da 

cascata de coagulação (VERSTEEG, 2013). 

 Como mencionado anteriormente, ambas as fases da hemostasia agem de modo 

sinérgico, portanto, após a injúria vascular não decorre somente a agregação plaquetária, mas 

há também a liberação de muitas substâncias pró-trombóticas, como o Fator Tecidual (FT) que 

rapidamente forma um complexo com FVII, dando início a cascata de coagulação. Em seguida, 

FVIIa promove a ativação de FX em FXa, essa etapa anteriormente denominada por via 

extrínseca é atualmente conhecida como via do Fator Tecidual (MCVEY, 2016). A etapa 

seguinte (via comum da coagulação) depende da participação de FXa e FVa para a conversão 



22 

 

da pró-trombina (FII) em trombina (FIIa). Então, a trombina catalisa a ativação do fibrinogênio 

produzindo moléculas de fibrina, que posteriormente são estabilizadas pelo fator XIIIa. 

Entretanto, a produção de fibrina também acontece por outra via que amplifica, fornece rigidez 

e estabiliza a formação do coágulo, hoje nomeada de via da arrebentação da trombina (via 

intrínseca) (SCHROEDER; KHOELER, 2016). Assim, a formação do complexo entre FVIIa- 

FT, também é responsável por ativar o fator IX (FIX) em FIXa que juntamente com o fator 

VIIIa (FVIIIa), e na presença de fosfolipídios e íons Ca2+, dão origem ao complexo tenase. 

Então, o complexo tenase ativa FX em FXa, a partir daí o caminho até a produção de fibrina é 

análogo ao descrito pela via do fator tecidual, e a parte da cascata de coagulação compartilhada 

pelas duas vias é designada por via comum da coagulação (AL-HORANI; AFOSAH, 2018; 

SMITH et al., 2015). O esquema da cascata de coagulação pode ser observado na figura 10. 

 

Figura 10 – Cascata de coagulação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: do Autor, Adaptado de AL-HORANI & AFOSAH (2018). 

  

Quando o mecanismo hemostático sofre alterações, originam-se diversas patologias que 

podem prejudicar o funcionamento normal do organismo, ou até mesmo provocar a morte de 

indivíduos (ARNETH et al., 2019). Portanto, compreender e elucidar os mecanismos da 
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hemostasia tornam-se de suma relevância. Assim como o desenvolvimento de fármacos que 

possam atuar modulando os diferentes processos que compõem a hemostasia. 

 

3.4 Proteases que atuam na coagulação como alvos de drogas anticoagulantes 

  

 Os medicamentos antitrombóticos caracterizam um grupo de substâncias 

particularmente importante no controle e combate às doenças de origem trombo-venosas, 

podendo atuar em muitos pontos ao longo da hemostasia, e, são classificados como 

antiplaquetários, anticoagulantes e agentes fibrinolíticos. A aspirina, varfarina e 

estreptoquinase são representantes, respectivos de cada uma das classes (AL-HORANI; 

AFOSAH, 2018). A aspirina – princípio ativo ácido acetilsalicílico – representa bem a evolução 

da humanidade na descoberta e caracterização de moléculas naturais com ação farmacológica, 

tendo em vista sua origem na salicina, substância encontrada na casca do salgueiro (gênero 

Salix), que atualmente é um medicamento sintético mundialmente conhecido (BRAÑA, 2005). 

 No entanto, apesar da eficácia clínica dessas substâncias, os efeitos adversos são muitas 

vezes severos, podendo levar o indivíduo ao desenvolvimento de osteoporose, hemorragias 

internas e gastrointestinais, e também há casos de hipersensibilidade (EIKELBOOM et al., 

2012; WEITZ et al., 2012). Desse modo, o estudo de novos inibidores mais seletivos, de maior 

potencial terapêutico, com maior tempo de meia-vida e baixo custo de produção é um desafio. 

 As proteases da coagulação são alvos promissores para a ação de novas drogas sintéticas 

ou de origem natural. Atualmente, os anticoagulantes produzidos tem tido sucesso apenas na 

inibição de FIIa e FXa (AL-HORANI & AFOSAH, 2018). Porém, esforços vêm sendo 

realizados para a avaliação da inibição de outras proteases como FXI e trombina, ampliando os 

estudos de possíveis inibidores naturais e sintéticos, tais como cumarinas, flavonoides, 

biflavonas e seus análogos (ZARAGOZÁ et al., 2016; FAGGIO et al., 2017; CHEN et al., 

2019). 

 

3.5 Proteases de peçonha de serpentes como ferramenta laboratorial 

 

 As peçonhas de serpentes possuem uma composição variada de biomoléculas como 

carboidratos, lipídeos, íons metálicos, peptídeos e enzimas. Muitas dessas substâncias podem 

ser de interesse médico-científico, como é o caso das enzimas proteolíticas (MOHAMED ABD 

EL-AZIZ; GARCIA SOARES; STOCKAND, 2019). 
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 As metaloproteases e serinoproteases representam os dois grandes grupos de enzimas 

proteolíticas presentes na peçonha de serpentes, e possuem grande efeito sobre o sistema 

hemostático por meio de diferentes mecanismos. As metaloproteases são cataliticamente 

dependentes de íons e podem apresentar atividade fibrinogenolítica, fibrinolítica, ativadora de 

pró-trombina e inibidora sobre a agregação plaquetária. As serinoproteases também afetam a 

hemostasia, e podem ser subdivididas de acordo com o processo em que atuam, como por 

exemplo enzimas similares a trombina, ativadoras de plasminogênio, e inibidoras da agregação 

plaquetária (WANG; SHIH; HUANG, 2005). 

Tais características possibilitam que as metaloproteases e serinoproteases sirvam como 

ferramentas laboratoriais para o desenvolvimento de novas drogas. Sendo assim, essas 

biomoléculas podem ser aplicadas para a indução de efeitos como a lise de trombos, catálise de 

fibrinogênio, degradação de fibrina e indução da coagulação.  

 

3.6 Fosfolipases A2 

 

 As fosfolipases A2 (PLA2s) são uma classe de enzimas importantes na manutenção e 

controle da resposta inflamatória. Isso deve-se ao fato destas enzimas serem responsáveis pelo 

metabolismo de fosfolipídios que compõem a membrana celular. Essas enzimas podem ser 

classificadas em quatro grupos, sendo I, II e III definidos pela diferença na sequência de 

aminoácidos, e o grupo IV possui uma sequência distinta dos outros três. Em geral são enzimas 

dependentes de Ca2+ possuem baixo peso molecular (~ 14 kDa) e apresentam grande número 

de ligações dissulfeto (DENNIS., 1994). 

 As PLA2s atuam no topo do processo conhecido como cascata de inflamação, dessa 

forma, são responsáveis pela lise dos lipídeos de membrana, produzindo o ácido araquidônico. 

A partir de então, o ácido araquidônico pode ser metabolizado pelas vias COX ou LIPOX, e 

gerar os lipídeos bioativos como tromboxanos, leucotrienos e prostaglandinas, que, são 

mediadores pró-inflamatórios e reguladores do metabolismo lipídico (YARLA et al., 2015). 

 O comprometimento da membrana celular pela degradação dos fosfolipídios, pode 

provocar alterações na entrada e saída de componentes intra e extracelulares. Portanto, é 

importante que esse mecanismo seja mantido sempre sob controle, pois, pode levar ao 

aparecimento de diversas doenças de origem inflamatória (REZENDE et al., 2017). Assim, é 

importante a pesquisa de inibidores de PLA2s e elucidação dos mecanismos de ação para o 

desenvolvimento de novos fármacos anti-inflamatórios (CEDRO et al., 2018). 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Síntese dos compostos: Chalconas e bis-chalconas 

 

 A síntese das chalconas foi realizada pelo método clássico de condensação de Claisen-

Schmidt. Adicionou-se 1 mL de NaOH (60%) em 5 mmol de benzofenona, que em seguida foi 

vertido em um frasco contendo 5 mmol de benzaldeído (ou 2-Clorobenzaldeído). A reação 

prosseguiu em agitação e banho de gelo por 2h. O precipitado foi lavado em água destilada 

gelada e recristalizado em etanol.  

Para o preparo das bis-chalconas adicionou-se 10 mmol do benzaldeído (ou 2-

Clorobenzaldeído) em um Erlenmeyer sob agitação magnética. Em outro frasco foi adicionado 

5 mmol de acetona e 1 mL de solução de NaOH (60%). Na sequência, verteu-se a solução de 

acetona ao frasco contendo o aldeído. A reação foi realizada a temperatura ambiente e ficou 

sob agitação por 1h. O precipitado obtido foi lavado com água destilada em excesso e os cristais 

foram levados para secagem. O produto da reação passou por recristalização em etanol. 

 

4.2 Caracterização das estruturas 

 

4.2.1 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

Os espectros de RMN foram obtidos em um equipamento Bruker Avance III – 14,1 

Tesla (600,23 MHz para frequência do hidrogênio) com magneto blindado (Ultra shield Plus®) 

da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar). O espectrômetro é equipado com sonda 

criogênica TCI (Triple Resonance Cryoprobe Inverse) de 5 mm, com bobinas de 1H e 13C e pré-

amplificador refrigerados a uma temperatura de aproximadamente 77K. A sonda possui bobina 

de gradiente de campo no eixo z (53G/cm) e unidade de ajuste automático de sintonia – 

ATMA® (Automatic Tunning e Matching). O processamento para os espectros de RMN de 1H, 

foi feito aplicando-se uma transformada de Fourier com 65.536 pontos (SI), a fase (apk) e a 

linha de base (abs) serão corrigidas automaticamente. Para os espectros bidimensionais, os 

dados foram processados aplicando-se uma transformada de Fourier com 2048 pontos em F2 

(SIF2) e 512 em F1 (SIF1), utilizando a função de apodização seno quadrado (QSINE) e o fator 

SSB igual a 3, em ambos os eixos. 

 Os espectros de 13C {1H} necessários foram realizados com a sequência de pulso 

zgpg30, sem girar a amostra e numa temperatura de 25ºC. Os parâmetros de aquisição padrão 

são: número de pontos do domínio de tempo (TD) 32.768; janela espectral (SW) 240,0 ppm; 
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tempo de aquisição (AQ) 0,68 s; número de promediações (ns) 1024; duração do pulso de 30º 

(13C) 4,95 µs; frequência central do pulso (O1P) 100,0 ppm; tempo de relaxação (d1) 0,2 s; 

programa de desacoplamento (CPDPRG) waltz 16; duração do pulso de 90º para 

desacoplamento 90 µs. Na sequência, os dados foram processados utilizando uma rotina que o 

fabricante denomina c13cryo. Esta rotina contempla a realização da transformada de Fourier, 

que é realizada com 32.768 pontos (SI), e as correções automáticas de fase (apk) e de linha de 

base (abs). Além dessas correções rotineiras o processamento ainda elimina ruídos eletrônicos 

típicos da criossonda, uma vez que a bobina transmissora e receptora de sinal é sensível a 

aplicações de pulsos de mais alta potência, como é o caso dos pulsos no carbono-13. 

 

4.3 Obtenção de material biológico humano 

 

Os protocolos experimentais que necessitaram da utilização e coleta de sangue (testes 

de coagulação, citotoxicidade sobre eritrócitos) foram submetidos à aprovação do Comitê de 

Ética em Pesquisas com Seres Humanos (COEP) da Universidade Federal de Lavras e as 

análises iniciaram-se após aprovação pelo COEP, sob o número de registro (Nº 

CAAE/34322020.7.0000.5148). 

 Os voluntários convidados foram pessoas entre 18 e 35 anos, que não faziam uso 

contínuo de medicamentos, não fumantes e não trabalhavam em condições de risco químico ou 

biológico. Os voluntários (10 voluntários para todos os testes) também não tinham sido 

submetidos a qualquer procedimento cirúrgico e/ou administração de medicamentos cuja 

prescrição médica fosse obrigatória (ex: quimioterápicos e antibióticos) ou outras drogas que 

possam causar alterações nas células sanguíneas, o que invalidaria os experimentos do projeto 

proposto. O sangue (10 mL) utilizado nos experimentos foi coletado, apenas uma vez de cada 

voluntário, com material descartável. Antes das coletas de sangue os voluntários tiveram as 

informações a respeito dos objetivos e importância da pesquisa. Além disso, sua forma de 

participação e possíveis riscos e benefícios inerentes à pesquisa também foram esclarecidos e 

os voluntários assinaram o TCLE (termo de consentimento livre esclarecido). 
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4.4 Peçonhas de serpentes 

 

A peçonha cristalizada de Bothrops moojeni foi adquirida comercialmente do 

serpentário Bioagents (Batatais-SP). Em temperatura ambiente, a peçonha foi pesada e 

dissolvida em solução salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,4), na concentração de 10mg 

mL-1 e armazenada à -20ºC. Ensaios piloto foram realizados para definição das doses mínimas 

indutoras de cada atividade. O uso dessa peçonha em nossas pesquisas foi registrado no Sisgen 

sob o número ADF95EA. 

 Para todas as atividades realizou-se com os compostos sintetizados isoladamente e em 

seguida os compostos foram pré-incubados com a fonte enzimática (peçonha) em diferentes 

proporções por período de 30 minutos a 37ºC, com posterior avaliação dos testes. 

 

4.5 Ensaios de atividade fosfolipásica e hemolítica 

 

 A atividade Fosfolipásica e Hemolítica foi avaliada em meio sólido como descrito por 

Gutiérrez et al (1988). No preparo do gel para ensaio de atividade fosfolipásica utilizou-se 0,01 

mol L-1 de CaCl2 (50 mL), gema de ovo, PBS 1:3 v/v (pH 7.4); Ágar 1% e 0,1 g de azida de 

sódio. Ao atingir a temperatura entre 45-50°C, o gel foi vertido nas placas de petri e após a 

solidificação, foram feitos pequenos orifícios de 0,4 cm de diâmetros. As placas ficaram em 

incubação por 12h a 37°C em câmara de cultura de células. 

Para o ensaio de inibição de atividade das fosfolipases A2, a peçonha de Bothrops 

moojeni foi utilizada como ferramenta de indução na clivagem de fosfolipídios.  Os compostos 

sintetizados foram incubados previamente com 30 µg de peçonha em diferentes concentrações 

(8, 40, 100, 500, 1000 e 2000 µg/mL) por 30 minutos a temperatura de 37 °C. 

 Para a atividade hemolítica o preparo do gel foi realizado substituindo a gema de ovo 

pelos eritrócitos humanos. A obtenção dos eritrócitos foi realizada pela coleta de 10 mL de 

sangue de voluntários, centrifugado a 700 rpm por cinco 5 minutos. Removeu-se o plasma e 

efetuou-se a lavagem em PBS 5 mmol. L-1, pH 7,4. Repetiu-se o procedimento por duas vezes. 

 As atividades fosfolipásica e citotóxica sobre eritrócitos foram avaliadas pela medida 

(mm) do halo translúcido formado ao redor dos orifícios nos géis onde as amostras foram 

adicionadas. Os resultados foram expressos em porcentagem de atividade enzimática 

considerando-se a média dos controles contendo somente peçonha como 100% de atividade. 
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4.6 Efeitos sobre a coagulação de plasma humano citratado 

 

A atividade coagulante foi realizada seguindo-se a metodologia descrita por Mourâno 

et al. (1996). Coletou-se o sangue de 6 voluntários saudáveis, em um mesmo momento, em 

tubos contendo citrato de sódio, que foram imediatamente centrifugadas à 1500 RPM por 10 

minutos e lavadas em PBS. O plasma obtido recebeu ambientação à temperatura de 37°C, e na 

sequência distribuído em tubos de ensaio (200 µL) para a adição das amostras a serem avaliadas. 

A contagem do tempo de coagulação, iniciou-se, imediatamente após a adição das amostras, 

com leve agitação dos tubos de ensaio, até a formação de um coágulo rígido.  

O potencial dos compostos em inibir a coagulação induzida por peçonha de B. moojeni 

foi avaliado após incubação destes em diferentes doses com a peçonha, por 10 minutos a 30ºC. 

Os incubados foram adicionados ao plasma citratado, acondicionado em banho de aquecimento 

em mesma temperatura, e o tempo foi imediatamente cronometrado. Controles contendo apenas 

os compostos na maior dose e contendo apenas a peçonha (10µg) também foram realizados. 

 

4.7 Análise dos resultados 

 

Todos os compostos nas diferentes doses foram avaliados em triplicata em todos os 

ensaios descritos. Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão. Para 

determinação das significâncias entre as médias dos parâmetros analisados nos ensaios, 

empregou-se o método de análise de variância (ANOVA), seguido do teste Tukey post-hoc (P< 

0,05).  

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

As estruturas sintetizadas foram decifradas e comprovadas pelas análises de RMN e 

podem ser observadas na figura 11. As moléculas (I), (II), (III) e (IV), foram obtidas com 

rendimentos considerados regulares a bons (54% - 86%). 
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Figura 11 – Derivados de Chalconas e Bis-chalconas sintetizados no presente trabalho. 

 

Fonte: Do autor (2021). 

 

5.1 Análise de espectros de RMN para a molécula (I) 

 

A análise de Ressonância Magnética Nuclear foi a técnica escolhida para a elucidação 

estrutural das moléculas sintetizadas no trabalho. Os espectros de 1H e de 13C foram obtidos 

para os 4 compostos em 600 MHz (dmso-d6). 

A análise do espectro de 1H para o composto (I) demonstrou um dupleto que integra 

para um hidrogênio que corresponde a Hβ em 7,8 ppm. A constante de acoplamento entre Hα 

e Hβ (J=15.9 Hz), confirma a isomeria trans, portanto, a estrutura representada corresponde ao 

isômero E (figura 12).  
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Figura 12 – Espectro de RMN de 1H para a molécula (I). 

 
Legenda: Espectro de 1H para os hidrogênios presentes na estrutura (2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona (I). 

Fonte: Do autor (2021). 

 

O sinal referente ao hidrogênio α, encontra-se localizado na região típica de aromáticos 

δ 7,5 – 7,6 ppm, junto ao multipleto integrado de sinais igual a 9H, correspondente a Hα e os 8 

hidrogênios aromáticos H2, H4, H6, H2’, H3’, H4’, H5’ e H6’. Em 8,03 ppm há a presença de um 

dupleto que integra para (2H), condizente com H3 e H5. As ressonâncias apresentadas podem 

ser observadas no espectro ampliado para a região de aromáticos (Figura 13). 

 

Figura 13 – Espectro de RMN 1H. Ampliação da região de aromáticos para a molécula (I). 

Legenda: Espectro de 1H ampliado para a molécula (2E)-1,3-difenilprop-2-en-1-ona (I). 

Fonte: Do autor (2021). 

 

A partir do espectro de RMN 13C para o composto (I), observou-se 11 sinais que indicam 

todos os tipos de carbonos presentes na estrutura. O carbono carbonílico possui o sinal em δ = 

190,62, devido, a conexão direta com oxigênio que por consequência da eletronegatividade, 

promove a desblindagem eletrônica. O Cβ corresponde ao sinal em 144,91 e o Cα em 122,09, 
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os sinais para estes carbonos surge na mesma faixa dos carbonos aromáticos devido ao 

fenômeno de anisotropia diamagnética (figura 14). 

 

Figura 14 – Espectro de RMN 13C para a molécula (I). 

Legenda: Espectro de 13C com sinais referentes aos carbonos presentes na estrutura da molécula (2E)-

1,3-difenilprop-2-en-1-ona (I). 

Fonte: Do autor (2021). 

 

Os carbonos aromáticos correspondem às ressonâncias na faixa de δ 128,60 e 138,22, e 

podem ser observados com mais detalhes na tabela 1. Pelo fato de as moléculas (I) e (II) 

possuírem estruturas muitos similares os espectros de RMN do composto (II) encontram-se, na 

seção anexos. 

 

Tabela 1 – Dados do espectro de RMN 13C do composto (I). 

Atribuições δ (ppm) 

Cα 122,09 

Cβ 144,91 

C = O 190,62 

C1 132,85 

C2, C6 128,50 

C3, C5 130,61 

C4 128,50 

C1’ 138,22 

C2’, C6’ 129,01 

C3’, C5’ 128,68 

C4’ 134,90 
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5.2 Análise dos espectros de RMN para a molécula (IV) 

  

Os espectros de RMN de 1H e 13C para o composto (IV) correspondem apenas a metade 

da molécula, isso deve-se a simetria presente na estrutura. Assim, pode-se observar a presença 

de 6 sinais referentes aos hidrogênios, todos estes na faixa de δ 7,06 – 8,15 ppm. O hidrogênio 

β corresponde ao dupleto em δ = 7,73. O sinal de Hα encontra-se na região dos aromáticos, em 

δ= 7,32 ppm, e a constante de acoplamento com Hβ é de 16,53; de acordo com o esperado para 

o isômero E (figura 15).  

 

 

Figura 15 – Espectro de RMN 1H para o composto (IV). 

Legenda: Espectro de 1H para a molécula de (1E,4E)-1,5-bis(2-clorofenil)penta-1,4-dien-3-ona (IV). 

Fonte: Do autor (2021). 

 

O dupleto em δ= 7,42 é coerente com H3 pela proximidade ao carbono conectado ao 

cloro, que provoca sua desblindagem por efeito indutivo. Os demais sinais do espectro 

correspondem aos hidrogênios aromáticos H4, H5 e H6. A visualização de cada um dos sinais 

pode ser observada em detalhes na ampliação do espectro para região de H aromáticos (figura 

16). 
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Figura 16 – Ampliação da região de aromáticos para o composto (IV). 

Legenda: Espectro de 1H ampliado da região de aromáticos para a molécula (1E,4E)-1,5-bis(2-

clorofenil)penta-1,4-dien-3-ona (IV). 

Fonte: Do autor (2021). 

 

A análise do espectro de 13C revelou a presença de 9 carbonos na estrutura, o que 

corresponde a molécula sintetizada. O sinal mais desblindado em δ= 188,81 corresponde a 

região típica de compostos carbonílicos, pertencendo, portanto, ao carbono diretamente ligado 

ao oxigênio (C=O). Os carbonos Cα e Cβ são os sinais δ= 127,18 e δ= 139,42, respectivamente 

(figura 17). 

 

Figura 17 – Espectro de 13C para o composto (IV). 

Legenda: Espectro contendo os sinais referentes aos carbonos presentes na estrutura da (1E,4E)-1,5-

bis(2-clorofenil)penta-1,4-dien-3-ona (IV). 

Fonte: Do autor (2021). 
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Os valores de deslocamento químico podem ser vistos na tabela 2. 

 

Tabela 2 - Valores de δ para espectro de RMN 13C para o composto (IV). 

Atribuições δ (ppm) 

Cα 127,18 

Cβ 139,42 

C = O 188,81 

C1 131,31 

C2 135,45 

C3 133,02 

C4 130,32 

C5 127,73 

C6 127,52 

 

 Por se tratarem de moléculas análogas, os compostos (III) e (IV), os espectros de RMN 

para o composto (3), tanto de 1H, quanto de 13C, podem ser encontrados na seção anexos. 

 

5.3 Atividade fosfolipásica  

 

Nos ensaios de atividade fosfolipásica e hemólise sólida, a quantidade de peçonha de B. 

moojeni aplicada foi de 10 µg por poço. Os experimentos possibilitaram avaliar a capacidade 

dos compostos em modular a atividade das enzimas presentes na peçonha durante a lise de 

fosfolipídios (ensaio fosfolipásico) e de eritrócitos humanos (Hemólise). O estudo avaliou 6 

diferentes doses para cada composto sintetizado (0,25; 1,25; 3; 15; 30 e 60 µg).  

 Os dados obtidos nos experimentos de atividade fosfolipásica podem ser observados na 

tabela 3. A condução do experimento foi realizada com controles contendo PBS + peçonha e 

PBS + DMSO + Peçonha. E os resultados obtidos para as moléculas sintetizadas previamente 

incubadas com a peçonha, foram comparados com dados obtidos para os anti-inflamatórios 

comerciais, predinisolona (esteroidal) e diclofenaco sódico (não esteroidal), previamente 

incubados com a peçonha. 

 Houve redução na atividade das fosfolipases A2 após incubação com a molécula (I) em 

todas as doses testadas, além disso, é possível inferir que pequenas doses do composto 

contenham um número de moléculas adequado para interagir com as unidades de fosfolipases 

A2 presentes na quantidade de peçonha avaliada, uma vez que, as doses de 0,25 µg e 60 µg do 

composto resultaram em valores de atividade muito próximos, 86 e 87%, respectivamente. As 

inibições obtidas nas doses de 0,25, 1,25 e 60 µg foram estatisticamente significantes (Tabela 

3).  
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O Composto (II) demonstrou baixa capacidade de modular as enzimas fosfolipases A2 

em todas as doses avaliadas. Para a molécula (III) somente a dose de 15 µg (87,82%) apresentou 

resultado de inibição estatisticamente significante. Já o composto (IV) induziu diminuição 

significativa da atividade fosfolipásica quando avaliado na dose de 60 µg (87,84%) (tabela 3).  

No contexto da busca por compostos com potencial anti-inflamatório, a baixa inibição 

ou inibição controlada de fosfolipases A2 é almejada, visto que os produtos da atividade destas 

enzimas atuam em diversos processos fisiológicos (ex: formação de coágulo sanguíneo, 

indução de contração do músculo que reveste os pulmões e regulação da síntese de cAMP), 

sendo fundamentais ao organismo em quantidades adequadas.  

 Embora poucas doses dos compostos avaliados tenham demonstrado inibições 

estatisticamente significativas, todos os valores de atividade fosfolipásica obtidos para os 

compostos foram menores que os observados para as drogas comerciais testadas, os anti-

inflamatórios esteroidal (predinisolona) e o não esteroidal (diclofenaco sódico), mesmo quando 

avaliados em doses menores (tabela 3). 
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Tabela 3 – Atividade enzimática (%) da peçonha de Bothrops moojeni para o ensaio 

fosfolipásico e efeitos dos compostos sintetizados. 

AMOSTRAS DOSE (µg) ATIVIDADE 

FOSFOLIPÁSICA (%) 

CONTROLE 

(PBS) 

- 100 

CONTROLE (PBS 

+ DMSO 50%   

( v/v) 

- 95,80 

PREDINISOLONA 5 97,04 

10 101,79 

DICLOFENACO 

SÓDICO 

5 95,80 

10 97,87 

 

 

COMPOSTO I 

0,25 85,82* 

1,25 87,82* 

3 91,81 

15 89,82 

30 91,81 

60 87,82* 

 

 

 

COMPOSTO II 

0,25 89,82 

1.25 91,82 

3 91,83 

15 89,82 

30 91,81 

60 91,81 

 

 

 

COMPOSTO III 

0,25 89,82 

1,25 91,81 

3 91,81 

15 87,82* 

30 89,82 

60 95,80 

 

 

 

COMPOSTO IV 

0,25 98,56 

1,25 101,79 

3 93,81 

15 97,80 

30 95,80 

60 87,84* 
As amostras foram previamente incubadas com a peçonha de Bothrops moojeni (10µg), por 30 minutos 

a 37 ºC. * Difere do controle PBS + peçonha a 5% de significância ANOVA - one way, seguido de teste 

Tukey post-hoc. 

 

As fosfolipases A2 secretadas (PLA2s) são enzimas que promovem a catálise de 

fosfolipídios de membrana e liberação de ácidos graxos como o ácido araquidônico, precursor 

dos eicosanoides. Isso faz com que as (PLA2s) desempenhem um papel fundamental na 

inflamação, e assim têm sido consideradas alvos promissores no tratamento de diversas doenças 

de origem inflamatória (QUACH, 2014). Os decréscimos observados na porcentagem de 
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atividade, devem-se, provavelmente por interações de hidrogênio entre carbonila dos 

compostos α, β insaturados e hidrogênios presentes nos aminoácidos das enzimas. É possível 

que haja também interações hidrofóbicas, considerando que os compostos possuem baixa 

polaridade e podem se ligar a regiões hidrofóbicas existentes na estrutura dessas enzimas e/ou 

interagir com resíduos de aminoácidos encontrados nos sítios catalíticos das fosfolipases A2 

(TEIXEIRA et al., 2019). 

 

5.4 Atividade hemolítica 

 

 Um aspecto importante que deve ser considerado no estudo e desenvolvimento de novos 

fármacos, é a citotoxicidade associada as moléculas estudadas. Por esse motivo, neste trabalho 

realizou-se também uma avaliação sobre a citotoxicidade dos derivados de chalconas e bis-

chalconas sintetizados sobre eritrócitos humanos. O ensaio foi conduzido de forma análoga ao 

teste fosfolipásico, no entanto, a gema de ovo foi substituída pelos eritrócitos no preparo do gel. 

As mesmas dosagens foram avaliadas para os diferentes compostos (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Atividade hemolítica (%) e efeito dos compostos sintetizados sobre a hemólise 

induzida por peçonha de Bothrops moojeni. 

AMOSTRAS DOSE (µg) ATIVIDADE 

HEMOLÍTICA (%) 

CONTROLE (PBS + peçonha) - 100 

CONTROLE (PBS + DMSO + 

peçonha) 

- 97,91 

CONTROLE (DMSO + peçonha) - 87,50 

PREDINISOLONA + peçonha 5 91,67 

10 97,91 

DICLOFENACO SÓDICO + 

peçonha 

5 93,75 

10 91,67 

COMPOSTO I 60 79,17 

COMPOSTO II 60 0 

COMPOSTO III 60 0 

COMPOSTO IV 60 0 

 

 

 

COMPOSTO I + peçonha 

0,25 91,67 

1,25 81,25 

3 104,17 

15 131,25 

30 141,66 

60 137,5 

 

 

 

COMPOSTO II + peçonha 

0,25 93,75 

1.25 87,5 

3 100 

15 97,91 

30 91,67 

60 93,75 

 

 

 

COMPOSTO III + peçonha 

0,25 95,83 

1,25 97,91 

3 85,41* 

15 87,50 

30 85,41* 

60 93,75 

 

 

 

COMPOSTO IV + peçonha 

0,25 91,67 

1,25 83,33* 

3 85,42* 

15 87,50 

30 85,42* 

60 77,08* 
Para avaliar a ação inibitória sobre a hemólise induzida pela peçonha, as amostras foram previamente 

incubadas com a peçonha de Bothrops moojeni (10µg), por 30 minutos a 37 ºC. O composto 1 mostrou-

se hemolítico sendo observado, portanto, um efeito somatório quando avaliado junto à peçonha. * Difere 

do controle PBS + peçonha a 5% de significância ANOVA - one way, seguido de teste Tukey post-hoc. 
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Quando avaliados sozinhos, na dose de 60 µg, apenas o composto I se mostrou 

hemolítico, entretanto, a citotoxicidade dessa substância já é conhecida e bastante pesquisada 

para tratamento de câncer (OUYANG et al., 2021). Um dos mecanismos de ação descritos para 

a citotoxicidade dos compostos α, β insaturados, é sua capacidade de atuar como aceptores de 

Michael e formarem adutos com o enxofre presente no aminoácido cisteína, ligando-se 

covalentemente às proteínas (JACKSON et al., 2017). 

Os compostos (III) e (IV) demonstraram potencial em inibir a lise dos eritrócitos, com 

valores estatisticamente significantes para as doses de 3; 15 e 30 µg (composto III) e 1,25, 3, 

15, 30 e 60 µg (composto IV), respectivamente. Além disso, para o composto 4 pode-se 

observar a diminuição da atividade enzimática com o aumento da dose (Tabela 4). 

 Embora as fosfolipases A2 possam atuar na quebra de fosfolipídios de membrana, as 

proteases de diferentes classes apresentam-se em maior proporção na composição das peçonhas 

botrópicas, sendo as principais responsáveis pela quebra de proteínas das membranas, 

resultando em desarranjo estrutural, alterações no fluxo de íons e líquidos através das 

membranas e por fim lise celular (LARRÉCHÉ et al., 2021) 

 Desta forma, as inibições observadas, sobre a atividade hemolítica induzida por peçonha 

de B. moojeni podem estar associadas a interações com proteases presentes na peçonha. 

 

5.5 Atividade coagulante 

 

Para o ensaio de atividade coagulante selecionou-se as 3 menores dosagens para as 

moléculas em estudo (0,25, 1,25 e 3µg), tal escolha teve como parâmetro, os melhores 

resultados nos ensaios fosfolipásico e hemolítico. A dosagem padronizada para a peçonha de 

B. moojeni foi de 10µg, para obtenção de um tempo de coagulação próximo a 60 segundos.  

Realizou-se o ensaio com incubação prévia da peçonha com os diferentes compostos 

nas doses variadas, posterior adição ao plasma e contagem do tempo. 

Os tempos de coagulação para as amostras estão na tabela 5. A análise dos resultados, 

mostrou que, o Composto (I) não apresentou diferença nos tempos de coagulação com relação 

ao Controle contendo apenas peçonha.  

O composto (II) em todas as doses, e composto (III) nas doses de 1,25 e 3µg, induziram 

decréscimos no tempo de coagulação, no entanto, os valores não diferem estatisticamente do 

controle. O composto (IV) apresentou os melhores resultados para o ensaio, visto que, o tempo 

de coagulação foi prolongado para 63,61; 66,26 e 76,48s, nas respectivas doses avaliadas 0,25; 
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1,25 e 2,5 µg. O efeito da concentração também pode ser observado, pois, o aumento na 

dosagem resultou em tempos maiores de coagulação. 

 

Tabela 5  – Tempo de coagulação de plasma citratado, induzido por peçonha de Bothrops 

moojeni, e efeito dos compostos sintetizados previamente incubados com a peçonha. 

COMPOSTO + 

peçonha 

DOSE 

(µg) 

TEMPO DE 

COAGULAÇÃO (s) 

Controle (+): peçonha 10 56,12 ± 2,81 

1 0,25 57,15 ± 5,36 

1 1,25 56,46 ± 2,67 

1 3 62,49 ± 0,72 

2 0,25 52,54 ± 4,73 

2 1,25 48,87 ± 4,12 

2 3 52,46 ± 3,17 

3 0,25 58,96 ± 9,42 

3 1,25 50,56 ± 1,29 

3 3 52,96 ± 2,12 

4 0,25 63,61 ± 3,46* 

4 1,25 66,26 ± 1,07* 

4 3 76,48 ± 6,04* 

Os dados correspondem a médias com seus respectivos desvios padrão (n=3) e p < 0.05 

*Difere estatisticamente do respectivo controle positivo, p < 0,05. 

 

O prolongamento no tempo de coagulação pode ser resultante de interações entre o 

composto IV e proteases, sobretudo serinoproteases coagulantes, presentes na peçonha. A 

literatura científica descreve alguns mecanismos de ação para inibidores naturais de proteases, 

sendo incluídas chalconas e seus derivados (JACKSON et al., 2017; ZHOU, 2015).  

Os moduladores de enzimas das classes de fosfolipases A2 e proteases são também 

importantes para o controle de distúrbios relacionados ao sistema hemostático. Os flavonoides, 

por exemplo, são capazes de formar complexos com íons Ca2+/ Zn2+, cofatores de enzimas 

ligadas à hemostasia, podendo promover a inibição de PLA2s e proteases que atuam na cascata 

de coagulação (DE MOURA et al., 2016; TEN CATE et al., 2017). 

Dessa forma, o potencial dessas moléculas pode ser melhor explorado em outras doses e 

experimentação in vitro e in silico, possibilitando entender seus mecanismos de ação e 

prospectar possibilidades de aplicação farmacêutica futura. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 As chalconas e bis-chalconas obtidas no presente trabalho demonstraram rendimentos 

considerados entre regulares e bons 54% - 86%, além disso, foram adequadamente 

caracterizadas pela técnica de RMN. Isso demonstra a viabilidade de síntese e caracterização 

que os compostos dessa classe possuem, e destaca vantagens em estudar tais estruturas. 

 Considerando os resultados obtidos nos testes de atividades biológicas realizados, 

atividade fosfólipásica, hemolítica e coagulante, o composto (IV), apresentou melhor potencial 

entre a moléculas sintetizadas e avaliadas. Dessa forma, tal composto mostra-se promissor para 

a continuidade das pesquisas, possibilitando sua ampla caracterização 

farmacológica/toxicológica, objetivando a prospecção de formulações e doses com potencial 

de aplicação futura no tratamento de doenças cardiovasculares.  

 Os mecanismos de ação dos compostos avaliados ainda não estão bem estabelecidos, 

apesar do conhecimento sobre a reatividade como aceptores de Michael, possivelmente, outras 

interações intermoleculares podem governar o processo pelo qual a modulação da atividade 

enzimática ocorre. Assim, estudos in silico podem auxiliar na compreensão dos mecanismos de 

interação dos compostos com as enzimas, assim como direcionar modificações estruturais que 

ampliem o potencial de uso eficaz e seguro destas moléculas, no contexto da saúde humana. 
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Anexo A - Parecer do Comitê de Ética para Pesquisa com Seres Humanos  
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Anexo B – Espectros de RMN das moléculas II e III 
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Espectros de 13C para molécula (2E)-3-(2-clorofenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona (II) 
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Espectro 1H para a molécula (1E,4E)-1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona (III) 
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Espectro 1H para a molécula (1E,4E)-1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona (III) 
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