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RESUMO 

As doenças de Chagas e do Sono Africana são doenças negligenciadas, tendo como 

agente etiológico Trypanosoma cruzi e Trypanosoma brucei, respectivamente. Uma 

classe de alvos terapêuticos validados para o tratamento destas doenças são as 

proteases, como cruzaína, principal cisteíno-protease (CP) do T. cruzi e rodesaína, 

principal CP do T. brucei. Numa triagem experimental de compostos de bases 

comerciais foi identificado o composto intitulado PH100 como potencial inibidor 

reversível destas enzimas. Utilizando High-Throughput Virtual Screening, docking XP 

e modificações clássicas de química medicinal, priorizamos derivados de PH100 para 

síntese. Neste trabalho foi feita a síntese de 10 derivados quinazolínicos, 2 

pirimidínicos e 2 purínicos. Para a síntese dos quinazolínicos, o ácido antranílico 11 

foi reagido com uréia, fornecendo a dioxaquinazolina 12, que sofreu uma dicloração 

nas posições 2 e 4 do anel utilizando POCl3 e DMA, resultando na 2,4-

dicloroquinazolina 13. Em seguida, foi feita uma substituição nucleofílica aromática 

(SNA) utilizando benzilamina, seletivamente na posição 4, formando o intermediário 

14. Por último, uma substituição com diferentes aminas na posição 2 do anel obtendo 

os 10 derivados quinazolínicos 2,4-dissubstituídos. Para obter os derivados PH100-

103 e PH106-107 foi feita uma SNA com a amina apropriada em EtOH, enquanto para 

PH104-105 e PH108-109 o acoplamento foi feito através do Cross-coupling de 

Buchwald-Hartwig. Os compostos pirimidínicos foram obtidos a partir da 2,4-

dicloropirimidina 16, nas mesmas condições anteriores. Para os purínicos, partimos 

da 2,6-dicloro-9H-purina 18 sendo metilada utilizando ICH3 e K2CO3. A 2,6-dicloro-9-

metil-9H-purina 19 resultante sofreu uma SNA com benzilamina, formando o 

intermediário 20. Por último, fizemos uma reação de Cross-coupling obtendo PH111 

e PH113. Os compostos foram testados quanto a sua atividade inibitória frente 

cruzaína e rodesaína: PH100 e PH107 apresentaram os melhores valores de IC50 para 

cruzaína e PH105 e PH107 para rodesaína. No ensaio contra T.cruzi, PH106 e PH107 

obtiveram os melhores resultados, este último com um IC50 de 0,1 µM e com um bom 

índice de seletividade. 

 

Palavras-chave: Doença de Chagas. Doença do Sono Africana. Trypanosoma cruzi. 

T. brucei. Cruzaína. Rodesaína. Inibidores reversíveis. Reação de Buchwald-Hartwig.  

  



 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

Chagas disease and Human African trypanosomiasis (HAT), whose etiological agent 

are Trypanosoma cruzi and Trypanosoma brucei, respectively, are neglected 

diseases. One of the validated drug target class for the treatment of these diseases 

are proteases, such as cruzain, the main T. cruzi cysteine protease (CP), and 

rhodesain, the main CP of T. brucei. After a screening with commercially available 

compounds from database, we have identified the compound named PH100 as a 

potential reversible inhibitor of these enzymes. Next, we have prioritized its derivatives 

using High–Throughput Virtual Screening, docking XP or classical medicinal chemistry 

modifications. In this work, we have synthesized 10 quinazolinic, 2 pyrimidinic and 2 

purinic derivatives. In the synthesis of the quinazolinic derivatives, anthranilic acid 11 

was reacted with urea, providing 2,4 dioxaquinazoline 12, which was submitted to a 

dichlorination at positions 2 and 4 of the ring with POCl3 and DMA resulting in 2,4-

dichloroquinazoline 13. After, these positions were substituted with adequate amines. 

First, a nucleophilic aromatic substitution with benzilamine, selectively at position 4, 

gave the intermediate 14. Then, the substitutions with different amines at position 2 of 

the ring afforded the 10 quinazolinic derivatives.  To obtain derivatives PH100-103 and 

PH106-107 the intermediate 14 was submitted to a SNA with appropriate amine, while 

to obtain PH104-105 and PH108-109 we have employed the Buchwald-Hartwig 

reaction. The pyrimidinic compounds were obtained from the 2,4-dichloropyrimidine 

16, using the same previously conditions described. To prepare the purinic 

compounds, the start material was the 2,6-dichloro-9H-purine 18, which was 

methylated with ICH3. The resulting 2,6-dichloro-9-metyl-9H-purine 19 was treated in 

the same previously described conditions with benzylamine providing intermediate 20. 

Then, the substitution with appropriate amine at position 2 of the ring provided PH111 

and PH113 in a cross-coupling reaction. All the compounds were evaluated against 

cruzain and rhodesain, being PH100 and PH107 the most active for cruzain and PH105 

and PH107 have presented the best results for rhodesain. In the evaluation against 

T.cruzi, PH106 and PH107 were the most potent compounds, the last one presenting 

an IC50 value of 0,1 µM and with a good selectivity index.  

 

Keywords: Chagas disease. Human African Trypanosomiasis. Trypanosoma cruzi. T. 

brucei. Cruzain. Rhodesain. Reversible inhibitors. Buchwald-Hartwig Reaction.   
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1. INTRODUÇÃO 

Doenças negligenciadas são doenças tropicais endêmicas que prevalecem em 

populações menos favorecidas economicamente de países da África, Ásia e América 

do Sul. Entre essas doenças destacam-se a doença de Chagas, que tem como agente 

etiológico o Trypanosoma cruzi e a Tripanossomíase Humana Africana (HAT ou 

Doença do Sono Africana), que é causada pelo Trypanosoma brucei.  O T. cruzi é um 

protozoário que possui três diferentes formas de desenvolvimento: epimastigota, 

forma presente no vetor (triatomíneo) e em cultura axênica; tripomastigota, forma 

sanguínea circulante e infectante; e amastigota, forma de replicação intracelular 

(HOARE, 1966; DIAS, 2009). A doença apresenta-se em fase aguda (geralmente 

assintomática) e fase crônica (sintomática e que tipicamente se prolonga por toda a 

vida do hospedeiro - DIAS, 2009). Estima-se que 8 milhões de pessoas estejam 

infectadas em todo o mundo, sendo sua maioria na América Latina (OMS, 2018). HAT 

pode ser causada por duas diferentes subespécies: T. brucei gambiense e T. brucei 

rhodesiense, sendo transmitida através da picada da mosca tsé-tsé (Glossina spp.). 

O protozoário apresenta quatro diferentes formas de desenvolvimento: tripomastigota 

metacíclicos (forma infectante), tripomastigota (forma de multiplicação no hospedeiro 

em fluidos como sangue e linfa), epimastigota e tripomastigota procíclico (formas de 

multiplicação presentes somente no inseto vetor) (COX, 2004; CDC, 2018). A 

parasitemia apresenta-se em duas fases: aguda ou hemolinfática, que pode persistir 

por meses e causa febre e linfoedemopatia e a fase crônica ou neurológica, onde o 

parasita cruza a barreira hematoencefálica (BHE) causando alterações no sono, 

desordens psiquiátricas e distúrbios sensoriais que podem levar a morte (FERREIRA, 

2017). Em 2009 houve uma diminuição nos novos casos de HAT, sendo que pela 

primeira vez foram relatados números inferiores a 10.000 casos. Esta redução se 

mostra como uma tendência e no ano de 2015 foram reportados 2804 novos casos 

da doença (OMS, 2018). 

 

Atualmente, existem dois medicamentos disponíveis para o tratamento da doença de 

Chagas: nifurtimox 1 (Lampit®) e benznidazol 2 (Rochagan®), entretanto, esses 

fármacos apresentam limitações como baixa eficácia na fase crônica da doença e 

efeitos colaterais graves (URBINA, 2003; BERMUDEZ 2016, SILVA, 2017) (Figura 

1.1).  
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Figura 1.1. Fármacos utilizados no tratamento da doença de Chagas: nifurtimox (1) e 

benznidazol (2). Estão marcados em vermelho seus grupamentos nitro, essenciais 

para a atividade. 

 

Tanto o nifurtimox 1, quanto o benznidazol (2), atuam por meio da formação de 

radicais livres, resultantes da biorredução do grupo nitro. A estas espécies radicais 

tem sido atribuído o efeito tripanossomicida, por mecanismos complexos que 

envolvem sua reação com lipídeos, proteínas e DNA do T. cruzi. Os radicais livres e 

os metabólitos eletrofílicos formados por estes fármacos não possuem especificidade 

para o parasita, sendo também nocivos para as células do hospedeiro. Essa falta de 

seletividade contribui para os diversos efeitos adversos, que muitas vezes levam ao 

abandono do tratamento (SAJID, 2011). Além disso, estes não são capazes de 

eliminar completamente o parasita e, também, foram relatados vários casos de 

resistência a estas terapias (MOTT, 2010).   

 

Figura 1.2. Fármacos utilizados no tratamento de HAT: Pentamidina (3), Suramina 

(4), Melarsoprol (5) e Eflornitina (6). 
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Os medicamentos disponíveis para o tratamento de HAT são: pentamidina 3 

(NebuPent®), suramina 4 (Germanin®), melarsoprol 5 (Arsobal®) e eflornitina 6 

(Ornidyl®) (Figura 1.2). Pentamidina e suramina podem ser utilizados somente na 

fase aguda da doença, pois não conseguem atravessar a BHE para tratar os sintomas 

neurológicos presentes na fase crônica (HAWKING, 1940; DELESPAUX, 2007). 

Melarsoprol e eflornitina são capazes de atravessar a BHE e utilizados na fase crônica. 

Entretanto, assim como no tratamento para doença de Chagas, estes fármacos 

apresentam importantes limitações quanto à eficácia, desenvolvimento de resistência 

e toxicidade ao paciente (DELESPAUX, 2007; WILKINSON, 2009; ETTARI 2016). 

Estas informações reforçam a ideia de que há uma grande necessidade de 

desenvolvimento de novos fármacos capazes de tratar estas doenças evitando efeitos 

adversos e aumentando assim a qualidade de vida do paciente e sua adesão ao 

tratamento (CLAYTON, 2010). 

 

1.1 Cisteíno-Proteases: Cruzaína e Rodesaína como alvo no tratamento de 

tripanossomíases 

 

Uma estratégia potencial para o tratamento de doenças causadas por parasitas é a 

síntese de compostos que inibem seletivamente enzimas cruciais para a 

sobrevivência destes parasitas no interior do hospedeiro (MCGRATH, 1995). Um dos 

alvos terapêuticos para o tratamento destas doenças são as proteases, devido ao seu 

papel na replicação, metabolismo, invasão celular e escape do parasita do sistema 

imune do hospedeiro, sendo essenciais para a sua sobrevivência (MCGRATH, 1995; 

DIAS, 2009). Entre elas destaca-se a enzima   cruzaína, que é a principal cisteíno-

protease do Trypanosoma cruzi, estando presente em todas as suas formas de vida 

(amastigota, tripomastigota e epimastigota). Esta enzima é importante na 

imunoinvasão do parasita, na aquisição de nutrientes e sobrevivência do organismo 

no hospedeiro. No T. brucei sua principal enzima é a rodesaína, sendo essencial para 

o processo de infecção deste parasita ao hospedeiro, assim como para atravessar a 

BHE e na evasão da resposta imune do hospedeiro (SANTOS, 2007; SILVA, 2016). 

 

Em 1995, McGrath e colaboradores publicaram pela primeira vez a estrutura 

tridimensional da cruzaína, na qual esta se apresentava complexada com o inibidor 
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peptídico irreversível Z-Phe-Ala-fluormetilcetona, através da cristalografia por difração 

de raio-X. Neste estudo foi determinado que a enzima possui em sua estrutura 215 

aminoácidos estruturados em dois domínios, sendo um predominantemente formado 

por alfa-hélices e o outro por folhas-beta antiparalelas. Entre estes domínios está sua 

tríade catalítica composta pelos resíduos: Cys25, His162 e Asn182 (Figura 1.3).  

 

 

Figura 1.3 - Estrutura tridimensional da enzima cruzaína, com destaque para resíduos da 

tríade catalítica (Cys 25, His162, Asn182). 

 

A estrutura cristalográfica de rodesaína também já foi elucidada (KERR, 2009) e sua 

estrutura primária possui uma homologia de aproximadamente 70 % com a estrutura 

da cruzaína (Figura 1.4 - 1). Ao mesmo tempo, seus sítios ativos são compostos 

basicamente pelos mesmos resíduos de aminoácidos dispostos em posição 

semelhante (Figura 1.4 - 2). Uma vantagem desta homologia é que geralmente os 

inibidores de uma das enzimas possuem atividade contra a outra (BRYANT, 2009; 

MOTT, 2010).   
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Figura 1.4. Comparação das estruturas cristalográficas de cruzaína (verde) e rodesaína 

(rosa): 1) Alinhamento total das estruturas de cruzaína (PDB 3KKU) e rodesaína (PDB 2P7U); 

2) Alinhamento dos sítios ativos dessas enzimas. 

 

Sendo estas enzimas essenciais à sobrevivência do protozoário, a publicação de suas 

estruturas tridimensionais elucidadas estimulou o desenvolvimento racional de 

diversas classes de inibidores (MOTT, 2010). Para cruzaína destacam-se a 

vinilssulfona K777 7, a 2,3,5,6-tetrafluorofenoximetilcetona 8 e as arilnitrilas 9 e 10 

(Figura 1.5) (BARR, 2005, ENGEL, 1998 e MOTT, 2010).  Estes três compostos são 

inibidores covalentes, exercendo inibição irreversível, e até o presente momento 

somente os inibidores irreversíveis de cruzaína demonstraram capacidade de curar a 

infecção pelo T. cruzi. Foi relatado que o K777 (7) e a 2,3,5,6-

tetrafluorofenoximetilcetona (9) ligam-se covalentemente a enzima através de um 

ataque nucleofílico da cisteína 25 do sítio ativo da enzima ao centro eletrofílico destes 

inibidores (FERREIRA, 2010). As arilnitrilas (9) e (10) possuem em sua estrutura um 

anel triazina que, por natureza, é um forte grupo retirador de elétrons. Dessa forma, o 

grupo nitrila presente na estrutura desta classe de compostos é particularmente 

eletrofílico podendo formar uma ligação covalente com a Cys25, mas de maneira 

reversível (MOTT, 2010).  
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Figura 1.5. Inibidores covalentes de Cruzaína: K777 (7), 2,3,5,6 – tetrafluorofenoximetilcetona 

(8) e arilnitrilas (9) e (10). 

 

Apesar dos bons resultados de inibição obtidos com estas substâncias, é sabido que 

inibidores covalentes podem inibir de forma inespecífica alvos indesejados do 

hospedeiro, resultando em toxicidade (BACHOVCHIN, 2012). Dessa forma, de um 

modo geral, é preferível a identificação de inibidores não-covalentes a fim de se evitar 

possíveis causas de toxicidade. Sendo assim, a identificação de novos inibidores não-

covalentes de cruzaína e rodesaína é de grande importância na busca por novos 

candidatos a fármacos para estas doenças.  

 

1.2 Inibidores Quinazolínicos 

 

Em um estudo recente, foi realizada uma triagem de diversos compostos pelo nosso 

grupo de pesquisa contra as enzimas cruzaína e rodesaína a fim de se identificar 

possíveis inibidores não-covalentes para essas enzimas (Dados não publicados).  
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Figura 1.6. Estrutura do composto PH100. 

Dentre os compostos analisados identificou-se o composto denominado PH100 

(Figura 1.6), um potencial inibidor para ambas as enzimas. Esse composto foi testado 

na concentração de 10 µM e apresentou valores de porcentagem de inibição de 82,6% 

para cruzaína e 82,8% para rodesaína. Além disso, o PH100 também foi avaliado 

quanto à sua atividade tripanossomicida in vitro, apresentando valores relevantes de 

IC50. 

 

Figura 1.7. Triagem Virtual e construção da biblioteca de potenciais inibidores de cruzaína e 

rodesaína. 
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Devido aos bons resultados apresentados pelo protótipo PH100, um ensaio de High 

Throughput Virtual Screening (HTVS) foi realizado com compostos estruturalmente 

semelhantes a esse composto planejados pelo nosso grupo, no intuito de identificar 

novos inibidores das enzimas cruzaína e rodesaína. Foi realizada uma triagem com 

três classes de núcleos diferentes: quinazolina, purina e pirimidina e 74 diferentes 

aminas. 280166 compostos foram encontrados. No passo seguinte foi aplicado um 

filtro de peso molecular, priorizando compostos com peso molecular inferior a 350 

g/mol, devido à possibilidade de apresentarem melhores características 

farmacocinéticas. Após esse filtro foram obtidos 67221 compostos, destes, 3365 

derivados quinazolínicos foram triados e passaram por Virtual Screening Workflow 

(VSF), 5% dos compostos (47) mais bem pontuados neste processo foram submetidos 

a um estudo de docking XP. Após análise minuciosa das poses dos compostos, bem 

como dos grupos substituintes mais frequentes nos derivados com poses consistentes 

com modos de interação já conhecidos para a enzima, foram priorizados seis 

derivados quinazolínicos para síntese. Utilizando estratégias clássicas de modificação 

molecular outros 4 derivados foram desenhados, além dos derivados purínicos e 

pirimidínicos para comparação.   
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1. OBJETIVOS 

2.1 Objetivos gerais 

Sintetizar derivados quinazolínicos, purínicos e pirimidínicos e avaliar a atividade 

inibitória contra cruzaína e rodesaína a fim de identificar potenciais candidatos a 

fármacos para tratamento de tripanossomíases.  

 

2.2 Objetivos específicos  

 

* Realizar uma extensa pesquisa bibliográfica sobre síntese de inibidores de cruzaína 

e rodesaína, bem como, novos resultados de relação estrutura-atividade biológica; 

* Redigir um artigo de revisão completo inovador com os dados encontrados no item 

anterior para servir de referência para pesquisadores de química medicinal em todo o 

mundo na área;   

* Executar a síntese do protótipo e dos análogos selecionados na triagem virtual e 

planejados por modificações moleculares; 

* Realizar a síntese de análogos do protótipo com outros núcleos; 

* Avaliar a atividade dos compostos in vitro contra a enzima cruzaína e rodesaína a 

fim de confirmar a atividade do protótipo comercial e se identificarem novas 

substâncias com potencial para tratamento das Doenças de Chagas e do sono 

africana. 

* Avaliar a atividade dos compostos promissores contra a forma amastigota de T. cruzi 

e mioblastos C2C12. 
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3. REVISÃO  

Foi feita uma revisão completa sobre a síntese de inibidores de cruzaína e rodesaína, 

englobando as principais classes de inibidores. O foco desta revisão foi a síntese 

destas moléculas e a relação estrutura atividade dos compostos obtidos. Esta revisão 

consta como Anexo B (p.103) neste trabalho, visto que é uma revisão que foi 

submetida a publicação. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL  

O texto completo desta seção, que na dissertação defendida ocupa o intervalo de 

páginas 31-48, foi suprimido por tratar-se de informações para publicação em 

periódico científico. Consta da descrição de todos os métodos de síntese utilizados 

para obter os compostos descritos neste trabalho, assim como da descrição de toda 

a metodologia dos ensaios biológicos realizados. 



 

32 

 

  



 

33 

 

  



 

34 

 

  



 

35 

 

  



 

36 

 

  



 

37 

 

  



 

38 

 

  



 

39 

 

  



 

40 

 

  



 

41 

 

  



 

42 

 

  



 

43 

 

  



 

44 

 

  



 

45 

 

  



 

46 

 

  



 

47 

 

  



 

48 

 

  



 

49 

 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

O texto completo desta seção, que na dissertação defendida ocupa o intervalo de 

páginas 49-66, foi suprimido por tratar-se de informações para publicação em 

periódico científico. Consta da discussão dos resultados obtidos neste trabalho e de 

breve relação estrutura atividade dos compostos relatados. 
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6. CONCLUSÃO 

O texto completo desta seção, que na dissertação defendida ocupa o intervalo de 

páginas 67-68, foi suprimido por tratar-se de informações para publicação em 

periódico científico. Consta da conclusão deste trabalho, destacando os resultados 

mais relevantes. 
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ANEXO A - Espectros no infravermelho e de ressonância magnética nuclear 

 

O texto completo desta seção, que na dissertação defendida ocupa o intervalo de 

páginas 75-102, foi suprimido por tratar-se de informações para publicação em 

periódico científico. Consta da disposição de todos os espectros de Infravermelho, 

RMN de Hidrogênio e de Carbono referentes a todos os compostos apresentados na 

dissertação defendida. 
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ANEXO B - REVIEW - Synthesis and Structure-activity Relationship Studies of 

the cruzain and rhodesain inhibitors – Artigo submetido na Revista European 

Journal of Medicinal Chemistry em 18 de março de 2018. 

Débora Assumpção Rochaa,b, Elany Barbosa Silvac, Isadora Serraglio Fortesa, 

Marcela Silva Lopesd, Rafaela Salgado Ferreirac and Saulo Fernandes de Andradea,b* 

 

O texto completo desta seção, que na dissertação defendida ocupa o intervalo de 

páginas 103-162, foi suprimido por tratar-se de manuscrito submetido para publicação 

em periódico científico. Consta de uma revisão da literatura focada nos anos de 2015-

2017 a cerca da síntese e relação estrutura atividade dos principais inibidores de 

cruzaína e rodesaína. 
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