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RESUMO 

 

 

LEITE, M. Triagem e seleção de inibidores da enzima cruzaína do parasita Trypanosoma 

cruzi. 2013. 61p. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Instituto de Física de São Carlos, 

Universidade de São Paulo, São Carlos, 2013. 
 

A doença de Chagas, uma infecção parasitária amplamente distribuída na América Latina, é 

um problema grave de saúde pública com consequências devastadoras em termos de 

morbidade e mortalidade humana. As alternativas terapêuticas existentes são limitadas e 

insuficientes devido principalmente à baixa eficácia e elevada toxicidade. Visando o 

planejamento de novos candidatos a agentes antichagásicos, diversas vias bioquímicas e 

proteínas do parasita são alvos de estudos. A enzima cruzaína, uma cisteíno-protease 

envolvida em todos os estágios de desenvolvimento e diferenciação do Trypanosoma cruzi, 

foi selecionada como alvo molecular em nosso grupo para o presente trabalho de dissertação 

de mestrado. Duas séries de compostos foram avaliadas através de ensaios bioquímicos com a 

enzima alvo. A primeira série consiste de 14 derivados de chalconas e hidrazonas, sendo que 

8 compostos apresentaram atividade inibitória frente a cruzaína, com valores superiores a 

70%. Destes, destaca-se a hidrazona 19, que apresentou significativa potência in vitro, com 

valor de IC50 de 220 nM. A segunda série investigada, formada por 11 compostos 

selecionados previamente através de triagens virtuais, apresentou interessante perfil inibitório. 

Nove compostos apresentaram elevada potência, sendo que 7 exibiram valores de IC50 na faixa 

nanomolar, entre 646 nM (composto 32) e 11,3 nM (composto 24). Os resultados extremamente 

positivos alcançados neste trabalho demonstram a importância da avaliação experimental através 

de ensaios bioquímicos padronizados, que foi fundamental para a caracterização e a validação 

destas séries de inibidores. A diversidade química estudada é significativa e os melhores 

compostos serão muito úteis em etapas futuras de pesquisa de nosso grupo envolvendo os 

processos de descoberta e otimização de compostos líderes. Neste contexto, atenção especial será 

dada aos compostos 19, 28 e 34 que representam modelos extremamente atrativos em química 

medicinal e planejamento de fármacos. 

 

 

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi. Cruzaína. Química medicinal. Planejamento de 

fármacos. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

 

 

ABSTRACT 

 

 

LEITE, M. Screening and selection of inhibitors of the cruzain enzyme from the parasite 

Trypanosoma cruzi. 2013. 61p. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Instituto de Física de 

São Carlos, Universidade de São Paulo, São Carlos, 2013. 
 

Chagas’ disease, a parasitic infection widely distributed in Latin America, is a serious public 

health problem with devastating consequences in terms of human morbidity and mortality. 

The existing therapeutic alternatives are limited and insufficient, mainly due to low efficacy 

and high toxicity. Aiming at the design of new antichagasic agents, a variety of biochemical 

pathways and parasite proteins are currently being investigated as drug targets. The enzyme 

cruzain, a cysteine protease involved in all stages of development and differentiation of 

Trypanosoma cruzi, has been selected as molecular target in this dissertation work. Two 

series of compounds have been evaluated through biochemical assays with the target enzyme. 

The first series consists of 14 hydrazone and chalcone derivatives, where 8 compounds 

showed inhibitory activity against cruzain, with values greater than 70%. Of these, the 

hydrazone 19 showed significant in vitro potency with a value of 220 nM. The second series 

investigated, comprising 11 compounds previously selected by a virtual screening approach, 

showed interesting inhibitory profile. Nine compounds showed high potency, and 7 exhibited 

IC50 values in the nanomolar range from 646 nM (compound 32) to 11.3 nM (compound 24). 

The promising results achieved in this study demonstrate the importance of the experimental 

evaluation using standard biochemical assays, which was essential for the characterization 

and validation of these series of inhibitors. The chemical diversity explored is significant and 

the most potent compounds will be useful in future steps of our research group involving the 

processes of lead discovery and optimization. In this context, special attention will be given to 

compounds 19, 28 and 34 which represent extremely attractive models in medicinal chemistry 

and drug design. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1  Doença de Chagas 

A doença de Chagas é uma doença infecciosa, causada pelo protozoário parasita 

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) e recebeu esse nome em homenagem ao seu descobridor, o 

médico brasileiro Carlos Chagas, em 1909. Estima-se que cerca de 10 milhões de indivíduos 

estão infectados em todo o mundo, sendo que em muitos países da América Latina, incluindo 

Brasil, Argentina e México, essa doença é considerada endêmica
1
. Porém, com a crescente 

urbanização e mobilidade populacional, o número de infectados se espalhou, aumentando 

assim o risco de transmissão
2
. Devido aos altos índices de migração, a doença de Chagas, que 

anteriormente era considerada um problema somente na América Latina, hoje se encontra em 

países desenvolvidos da Europa e da América do Norte, bem como da Ásia e Oceania, 

tornando-se um problema mundial de saúde pública
3-5

. Na Figura 1 podem-se observar as 

principais rotas de migração da doença de Chagas e o número total estimado de indivíduos 

infectados em países onde a doença não é considerada endêmica
4
. 

 

 

Figura 1 - Rotas de migração a partir da América Latina e estimativa do número de indivíduos infectados em 

países onde a doença não é endêmica5. 
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A transmissão do parasita ocorre, principalmente, através das fezes de insetos 

hematófagos, popularmente chamados “barbeiros”. Outras formas de contaminação menos 

frequentes também são descritas, tais como transfusões de sangue, transplante de órgãos, 

ingestão de alimentos infectados, além da transmissão congênita
5
. 

O T. cruzi pertence à família Trypanosomatidae da ordem Kinetoplastida, 

apresentando um núcleo oval, um flagelo e um quinetoplasto. O ciclo de vida do parasita 

envolve três formas distintas (epimastigota, tripomastigota e amastigota), um hospedeiro 

invertebrado e outro vertebrado
6-7

. 

O ciclo de transmissão (Figura 2) se inicia quando um inseto infectado, ao se alimentar 

do sangue do hospedeiro vertebrado, defeca próximo ao local da picada, liberando 

tripomastigotas metacíclicos, forma infectante, (1) que penetram nas células próximas ao local 

da picada (2). Essa forma infectante se diferencia em amastigotas, forma de replicação 

celular, (3) que se multiplicam nas células próximas aos tecidos infectados. As amastigotas 

intracelulares (4) se diferenciam novamente em tripomastigotas que lisam a célula e atingem a 

corrente sanguínea. 

As tripomastigotas podem infectar outras células e se diferenciar em distintos locais de 

infecção. Nesse estágio (denominado fase clínica aguda) é possível o diagnóstico pelo 

surgimento de manifestações clínicas, principalmente a febre prolongada (na maioria dos 

casos ocorrem também prostração, diarreia, vômitos, inapetência, cefaleia e mialgias, entre 

outros). 

O ciclo de transmissão se perpetua (5) quando um inseto se alimenta de sangue 

infectado contendo a forma tripomastigota. Essa forma se transforma em (6) epimastigota no 

intestino do vetor, se multiplica (7) no intestino delgado e se transforma (8) em tripomastigota 

metacíclico infectante no intestino grosso, dando continuidade ao ciclo de transmissão do 

parasita. 
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Figura 2 – Esquema geral do ciclo de vida do T. cruzi. Fonte: Adaptado de TRYPANOSOMA 8 

A doença de Chagas apresenta duas fases clínicas: aguda (inicial) e crônica
9
. A fase 

aguda pode ser sintomática ou assintomática. Inicia-se, normalmente, após a infecção com o 

parasita e os sintomas geralmente desaparecem espontaneamente, evoluindo para a fase 

crônica, ou progredindo para formas agudas graves que podem levar ao óbito em alguns 

casos, devido à insuficiência cardíaca e graves processos inflamatórios em tecidos cerebrais. 

Para a maioria dos indivíduos infectados, o quadro evolui para um equilíbrio entre o parasito e 

o hospedeiro, sem manifestações clínicas, relatado como fase crônica assintomática
10

. Alguns 

pacientes podem apresentar danos em órgãos do sistema cardiovascular ou digestivo, levando 

a modificações anatômicas do miocárdio, que causam insuficiência cardíaca, bem como 

dilatações do esôfago, cólon e duodeno, denominadas megaesôfago, megacólon e 

megaduodeno, respectivamente. 

Desde o início da década de 1970, dois fármacos são utilizados no tratamento da 

doença. O nifurtimox (1, Lampit


, da Bayer) e o benzonidazol (2, Rochagan


, da Roche) 

(Figura 3). A terapia atual é extremamente limitada, apresentando diversos problemas, como 

baixa eficácia e graves efeitos colaterais
9-11

. Portanto, os estudos referentes ao 

Ciclo nos insetos triatomíneos Ciclo no homem

Insetos triatomíneos se alimentam de 

sangue e defecam tripomastigotas
metacíclicas

Tripomastigotas metacíclicas no 

intestino grosso

Multiplicação 

no intestino 
delgado

Epimastigotas

no intestino 
delgado

Insetos triatomíneos se 

alimentam do sangue 
infectado contendo 

tripomastigotas

Tripomastigotas

penetram nas células na 
região da picada 

Amastigotas se 

multiplicam nas células 
dos tecidos infectados

Tripomastigotas podem infectar 

outras células e se diferenciar em 
amastigotas intracelulares em 

outros locais de infecção. 

Amastigotas intracelulares se 

diferenciam em tripomastigotas, 
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corrente sanguínea
Estágio infectivo

Estágio passível de diagnóstico
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desenvolvimento de candidatos a novos fármacos para o tratamento eficaz e seguro da doença 

são da mais alta relevância em termos científicos, tecnológicos, sociais e econômicos.  

 

 

Figura 3 - Fármacos desenvolvidos há cerca de quatro décadas para o tratamento da doença de Chagas. 

O sequenciamento do genoma do T. cruzi contribuiu para a identificação de diversos 

alvos biológicos – predominantemente enzimas – que têm sido estudados na descoberta de 

novos agentes antichagásicos
9-12

. Uma delas, a enzima cruzaína, de interesse em nosso grupo 

de pesquisa, foi selecionada para o presente trabalho de dissertação de mestrado. 

1.2  Enzima cruzaína 

A cruzaína (EC 3.4.22.51), principal cisteíno-protease do T. cruzi, é considerada um 

importante alvo macromolecular para a descoberta de novos agentes para o tratamento da 

doença de Chagas
13

. Essencial em várias etapas do desenvolvimento e diferenciação do 

parasita, a enzima é expressa durante todo o ciclo de vida do T. cruzi
14

. Devido à sua 

relevância e validação biológica, a cruzaína está entre os alvos mais estudados para o 

desenvolvimento de novos agentes antichagásicos com elevado potencial de desenvolvimento 

clínico
15

. 

A cruzaína, pertencente à família da papaína, tem a sua estrutura tridimensional 

constituída por dois domínios, sendo um deles predominantemente composto por hélices-α, e 

o outro, formado por extensas folhas-β antiparalelas (Figura 4). Na interface destes domínios 

se encontra o sítio catalítico da enzima, com destaque para os aminoácidos que formam a 

conhecida tríade catalítica: Cys25, His159 e Asn175
16

. 

 
 

1 

 

2 
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Figura 4 – Representação da estrutura da cruzaína demonstrando os dois domínios, onde um deles é 

predominantemente formado por hélices-α (vermelho) e o outro por folhas-β (verde). Em destaque o 

sítio catalítico da enzima ocupado pelo inibidor benzimidazol (PDB ID 3KKU). 

O sítio catalítico da cruzaína, como observado em outras proteases, é subdividido em 

subsítios que são numerados de S1 a Sn, seguindo a direção N-terminal do substrato, e de S1’ 

a Sn’, seguindo a direção C-terminal do substrato
17,18

. A enzima cruzaína possui em sua 

estrutura quatro subsítios de ligação denominados S1, S2, S3 e S1’ (Figura 5). Cada subsítio 

possui características moleculares próprias, sendo o S2 o principal responsável pela 

especificidade da enzima. Estruturalmente, dentre todos os subsítios, este é o menos exposto 

ao solvente. Os subsítios S1’, S1 e S3 são menos definidos e se encontram mais expostos ao 

solvente. 
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Figura 5 – Representação da estrutura da enzima cruzaína de T. cruzi, com destaque para os seus principais 

subsítios: S1, S2, S3 e S1’. 

Diversos grupos de pesquisa descreveram com sucesso a descoberta de inibidores da 

enzima cruzaína. Entre os principais inibidores conhecidos, destacam-se os derivados 

peptídicos, como as vinilsulfonas (3)
19,20

 e as fluorometilcetonas (4)
21,22

, e os derivados não-

peptídicos, como os triazóis (5)
23

, as pirimidinas (6)
24

, as tiossemicarbazonas (7)
25

, as 

chalconas (8)
26

 e os benzimidazóis (9)
27

 (Figura 6). 

S3

S2

S1

S1’
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Figura 6 – Exemplos de inibidores da enzima cruzaína pertencentes a diferentes classes químicas: (3) 

vinilsulfonas, (4) fluorometilcetonas, (5) triazóis, (6) pirimidinas, (7) tiossemicarbazonas, (8) 

chalconas e (9) benzimidazóis. 

A primeira estrutura cristalográfica da cruzaína foi determinada em complexo com um 

inibidor irreversível do tipo fluorometilcetona
21

 e foi usada para uma variedade de estudos da 

enzima. Atualmente, outras estruturas de inibidores peptídicos em complexo com a cruzaína 

estão depositadas no PDB (da sigla inglesa para Protein Data Bank). Entre os inibidores da 

cruzaína, a vinilsulfona K777 (3, Figura 6) se sobressai pela potente atividade apresentada em 

ensaios in vitro e in vivo contra o parasita
19

. Este inibidor, que se encontra em testes pré-

clínicos, apresentou elevada afinidade e seletividade pela enzima alvo, bem como eficácia em 

modelos experimentais da doença alvo em animais
28

. A estrutura cristalográfica do K777 em 

complexo com a cruzaína (PDB ID: 2OZ2) foi determinada com alta resolução de 1,95 Å 

(Figura 7), contribuindo notavelmente para a demonstração da importância da cruzaína como 

alvo terapêutico e para a consolidação de seu papel crucial no desenvolvimento de inibidores 

enzimáticos candidatos a novos fármacos
19

. 

1
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Figura 7 – Estrutura cristalográfica da cruzaína em complexo com o inibidor K777 (PDB ID: 2OZ2). A figura 

mostra as interações polares entre o inibidor e a enzima. 

1.3 Descoberta de Fármacos 

O processo de descoberta e desenvolvimento de fármacos evoluiu ao longo dos anos, 

passando de abordagens tradicionais de tentativa e erro, até processos mais avançados de 

triagens experimentais e computacionais com proteínas alvo ou ensaios celulares, que 

geralmente empregam coleções de compostos sintéticos e de origem natural. Nas últimas 

décadas, este processo foi bastante beneficiado pelos avanços científicos e tecnológicos nas 

interfaces entre a Química, a Física e a Biologia, especialmente no que diz respeito ao 

conhecimento das bases moleculares e bioquímicas envolvidas na ação dos fármacos
29

. 

O desenvolvimento de métodos automatizados em larga escala para a geração de 

compostos (e.g., química combinatória) e avaliação biológica (HTS, da sigla inglesa para high 

throughput screening) tem contribuído de forma significativa para avanços notáveis da 

química medicinal. Em particular, as triagens bioquímicas ou biológicas têm levado a 

identificação de centenas de novos compostos bioativos para uma variedade de alvos 

moleculares associados a doenças humanas, se consolidando como estratégia indispensável 

em laboratórios acadêmicos de todo o mundo
30,31

. 
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Rica fonte de diversidade química, os processos de triagens, experimentais ou 

computacionais, fornecem informações essenciais para o planejamento de candidatos a novos 

fármacos, permitindo a incorporação de outras ferramentas modernas, tais como as 

empregadas no planejamento de fármacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, da sigla 

inglesa para structure-based drug design) e do ligante (LBDD, da sigla inglesa para ligand-

based drug design)
32,33

. 

Em um interessante trabalho foi descrita a aplicação de métodos de triagens 

(bioquímica e computacional) e de SBDD que levaram a identificação de novas classes de 

inibidores da cruzaína
27

, demonstrando o valor e a complementaridade destas estratégias no 

processo de identificação, priorização e desenvolvimento de agentes promissores para o 

tratamento de doenças negligenciadas tropicais, como a doença de Chagas. 

 

  



30 
 

 

 

 

 

 

 

  



31 
 

 

 

 

CAPÍTULO 2 

Objetivos 
 

 

 

 

 

  



32 
 

 

 

 

  



33 
 

 

 

2 OBJETIVOS 

O objetivo geral desta dissertação de mestrado é a identificação e caracterização 

cinética de novos inibidores da enzima cruzaína de T. cruzi, candidatos a fármacos para o 

tratamento da doença de Chagas, empregando triagens experimentais (avaliação bioquímica in 

vitro). Os objetivos específicos deste trabalho incluem: 

 

 Realização de triagens experimentais para a identificação de novos inibidores da 

enzima alvo; 

 Validação experimental de um conjunto de compostos selecionado através de estudos 

de triagem virtual baseados na estrutura do receptor, executados em parceria; 

 Expressão e purificação da enzima cruzaína de T. cruzi; 

 Realização de ensaios bioquímicos para a determinação da potência (IC50) dos 

compostos selecionados; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Expressão e purificação da enzima cruzaína de T. cruzi 

Para expressão da cruzaína algumas alterações foram aplicadas a um protocolo de 

expressão e purificação previamente descrito
34

. Assim, células de E. coli (M15) contendo o 

vetor (pQE30) foram cultivadas a 37 
o
C em meio LB suplementado com 25 µg.mL

-1
 

kanamicina e 100 µg.mL
-1

 ampicilina, até atingir uma DO600nm de 0,6. Então foi adicionado 

IPTG (concentração final de 1 mM) e cultivada a cultura a 30 
o
C por 4 h. As células foram 

então centrifugadas, ressuspendidas em tampão de lise (100 mM fosfato de sódio, 10 mM 

Tris/HCl, 1,6 µg/mL lisozima, pH 8) e lisadas no sonicador (pulsar ON 30s; pulsar OFF 45s; 

total de 12 pulsos = 6min; duty cycle=30, output=4 e timer =4). As células lisadas foram, 

então, centrifugadas novamente e o pellet foi ressuspendido com tampão de lise (100 mM 

fosfato de sódio, 10 mM Tris/HCl, pH 8) adicionando 8M uréia. Após incubação, sob 

agitação leve por 16 h à 4 
o
C, a amostra foi novamente centrifugada e o sobrenadante foi 

aplicado em coluna de Ni-NTA. A coluna foi lavada utilizando-se tampão de lise adicionado 

8M uréia e 10 mM imidazol. A eluição foi feita com tampão de eluição (100 mM fosfato de 

sódio, 10 mM Tris/HCl, 8 M uréia, pH 6,3, 200 mM imidazol). A proteína foi então incubada 

com 10 mM de DTT a 37 
o
C por 45 min. Em seguida foi diluída 1:100 para re-enovelamento 

em tampão 100 mM Tris/HCl pH 8, contendo 1 mM EDTA, 250 mM L-arginina, 20% 

glicerol. Após 20 h a 4
 o

C a proteína foi concentrada até atingir a concentração de 0,5 mg/mL 

e ativada a 37 
o
C em tampão de ativação (100 mM acetato de sódio pH 5,5, 10 mM EDTA, 5 

mM DTT e 1 M NaCl, pH 5,3). Durante a ativação a atividade da enzima foi monitorada a 

cada 30 min, até que não houvesse aumento do nível de atividade. A ativação completa da 

enzima foi confirmada em gel SDS-PAGE. A última etapa da purificação foi realizada em 

coluna de resina Tiopropil sefarose 6B previamente equilibrada com tampão de ligação (20 

mM fosfato de sódio, 150 mM NaCl, pH 7,2). Após uma noite de incubação da preparação a 4 

o
C, sob agitação lenta, a coluna foi montada, a resina foi lavada com excesso de tampão de 

ligação e a enzima foi eluída com tampão de ligação suplementado com 20 mM de DTT. A 

enzima pura foi lavada em sistema de ultra filtração Amicon para a troca de tampão, sendo 
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armazenada em alíquotas de 30 μL a 80º C, com tampão de 0,1 M acetato de sódio e 

0,000005% Triton X-100. 

                            

                              

Figura 8 – Gel SDS-PAGE mostrando a ativação da cruzaína. M: Marcador de peso molecular; 1:cruzaína pura 

(32 KDa), 2: Cruzaína em processo de clivagem, 3: cruzaína clivada (22,5 kDa). 

3.2 Ensaios enzimáticos e avaliação bioquímica dos compostos 

Ensaios de fluorescência foram padronizados e validados para a avaliação bioquímica 

dos compostos selecionados neste trabalho de dissertação
24

. A atividade catalítica da cruzaína 

foi medida baseada na clivagem do substrato Z-Phe-Arg-AMC (benzoil-fenilalanina-arginina-

aminometilcumarina), que gera o grupo repórter 7-amino-4-metilcumarina. Para 

monitoramento da fluorescência em fluorímetro de placa VICTOR3™ (PerkinElmer), 

utilizando-se placas pretas de 96 poços. Foram utilizados os comprimentos de onda de 355 

nm para excitação e de 460 nm para emissão
35

. Os ensaios enzimáticos foram realizados em 

meio aquoso, com uma mistura reacional contendo 0,5-1,5 nM de cruzaína, 5,0 µM de 

substrato Z-Phe-Arg-AMC (KM = 1,6 µM), em tampão acetato de sódio 100 mM pH 5,5, na 

presença de 5 mM de DTT e 0,01% de Triton X-100. 

Os compostos foram testados inicialmente na concentração de 100 µM, sendo que 

apenas os que apresentaram inibição enzimática ≥ 50% foram selecionados para a 
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determinação da potência biológica. Os valores de IC50 (que se referem à concentração 

necessária de inibidor para reduzir em 50% a atividade da enzima cruzaína) foram 

determinados com pelo menos seis concentrações diferentes de inibidor. Todos os ensaios 

foram realizados em triplicata e os resultados reportados representam a média e o respectivo 

erro padrão. Os dados cinéticos foram analisados com o auxílio do programa de regressão 

não-linear SigmaPlot 10.0.  

3.3 Compostos selecionados para avaliação in vitro 

Os compostos avaliados neste trabalho de dissertação (hidrazonas 11-17 e chalconas 

18-24, Tabela 1) foram sintetizados e disponibilizados através de colaborações estabelecidas 

com os grupos coordenados pelo professor Gustavo H. G. Trossini, da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo, e pela professora Daniela Gonçalves Rando, da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), Campus Diadema. Os compostos avaliados 

provenientes dos estudos de triagem virtual (25-35, Tabela 2) foram adquiridos 

comercialmente da empresa ChemDiv de San Diego dos EUA e cedidos gentilmente pelo 

professor Gustavo H. G. Trossini, e pela professora Elizabeth Igne Ferreira, da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Avaliação bioquímica dos compostos 

A atividade catalítica da enzima cruzaína foi monitorada por fluorescência através da 

clivagem do substrato Z-Phe-Arg-AMC (baixa fluorescência), que gera na unidade de tempo 

o grupo repórter 7-amino-4-metilcumarina (alta fluorescência). Nas medidas cinéticas, a 

clivagem do substrato na ausência de inibidor é considerada como o branco nas reações 

catalisadas pela enzima. Por outro lado, o efeito da presença do inibidor na velocidade de 

reação é monitorado de forma contínua e direta considerando-se a fluorescência observada em 

relação ao padrão (branco). O esquema da hidrólise do substrato pode ser observado na Figura 

9.  

 

 

Figura 9 – Esquema da clivagem do substrato Z-Phe-Arg-AMC. 
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Os ensaios para determinação da atividade dos inibidores foram feitos em duas etapas. 

Na primeira, foi avaliado o efeito de inibição dos compostos em concentração única de 50 ou 

100 µM. Na etapa seguinte, foram realizados experimentos para a determinação da potência 

dos inibidores (IC50). Os ensaios de inibição da cruzaína foram conduzidos para duas séries de 

compostos sintéticos derivados de chalconas e hidrazonas. Uma série de compostos 

provenientes de estudos de triagem virtual também foi avaliada e caracterizada no presente 

trabalho. 

4.2 Derivados de hidrazonas e chalconas 

Em 1969, observou-se que o nitrofural (10, Figura 10), um conhecido agente 

antimicrobiano, destruía as formas intracelulares do T. cruzi em culturas de tecido. Após isso, 

constatou-se que diversas naftoquinonas e nitrofuranos, incluindo o nitrofural, inibiram a 

tripanotiona redutase, enzima responsável pelo sistema de detoxificação do parasita
36,37

. Na 

década de 1990 foi demonstrado que o derivado hidroximetilado (hidroximetilnitrofural) era 

mais potente contra formas amastigotas e tripomastigotas do T. cruzi e menos tóxico do que 

seu precursor, o nitrofural
38

. 

 

 
 

10 

Figura 10 - Estrutura molecular do nitrofural. 

Mais recentemente foi revelada a atividade inibitória do nitrofural e do 

hidroximetilnitrofural (compostos que contêm a porção hidrazona em sua estrutura) frente a 

cruzaína de T. cruzi, os quais apresentaram valores de IC50 de 22,8 e 10,5 μM, 

respectivamente. Estudos de modelagem molecular indicaram que o mecanismo de inibição 

envolve possivelmente a interação com a Cys25, resíduo catalítico da enzima
39

. Estes 

resultados despertaram o interesse para o estudo das relações entre a estrutura e atividade 
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(SAR, da sigla inglesa para structure-activity relationships) desta classe de compostos, 

visando o planejamento de novos agentes antichagásicos. Por outro lado, os derivados de 

chalconas e hidrazonas vêm também ganhando importância como inibidores da cruzaína. 

Alguns trabalhos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa revelaram uma vasta família de 

cerca de 40 compostos, apresentando valores de IC50 entre 20 e 60 μM. Compostos N-acil-

hidrazônicos também exibiram moderada inibição da cruzaína
40,41

. 

Com base nestas observações, planejou-se a avaliação bioquímica de uma nova série 

de chalconas e hidrazonas. O presente trabalho foi possível através de colaborações 

estabelecidas com o professor Gustavo H. G. Trossini da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade de São Paulo e com a professora Daniela G. Rando da 

Universidade Federal de São Paulo, que gentilmente disponibilizaram 14 compostos sintéticos 

para avaliação in vitro frente a cruzaína de T. cruzi. Inicialmente avaliou-se o poder inibitório 

de 7 chalconas e 7 hidrazonas em concentração única de 100 μM. Os resultados da triagem 

bioquímica são apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Avaliação bioquímica in vitro da série de chalconas e hidrazonas contra a cruzaína. 

continua 

 

 

 

 

 

Código Estrutura 
% Inibição 

(100 μM) 

IC50 

(μM) 

11 

O

O

HO  

75 9,4 ± 0,9 

12 

O

H2N  

65 57 ± 1,7 

13 

O

 

50 ND 
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continuação 

continua 

 

 

 

14 

O

O2N OH

O

 

80 ND 

15 

O

O2N

O

 

70 29 ± 2 

16 

HO

O

O O

OH

 

70 12 ± 1 

17 
O

O

O O

OO

O

 

30 ND 

18 

N
H

O

N

O

NO2

 

55 44 ± 2 

19 

N
H

O

N

S

NO2

 

80 0,22 ± 0,07 

20 

N
H

O

N

O

NO2

 

80 ND 
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conclusão 

21 

N
H

O

N

S

NO2

 

95 3,38 ±1,6 

22 
N
H

O

N

S

NO2

N  

55 26,8 ±1,6 

23 

N
H

O

N

O

NO2

HO  

70 ≥ 100 

24 

 
N
H

O

N

O

NO2

N

 

25 ND 

 

Dos compostos testados, as chalconas 11, 14, 15 e 16, e as hidrazonas 19, 20, 21 e 23 

apresentaram % de inibição igual ou maior do que 70. Quatro compostos apresentaram entre 

50 e 65% de inibição (as chalconas 12 e 13, e as hidrazonas 18 e 22), ao passo que os dois 

restantes da série (a chalcona 17 e a hidrazona 24) apresentaram inibição enzimática modesta 

( 30%). Para os 8 compostos mais promissores foi possível a determinação de valores de 

IC50. Entre estes, grande destaque é dado a hidrazona 19, que apresentou significativa 

potência in vitro, com valor de IC50 de 0,22 μM. 

Como observado na Tabela 1 foram realizadas substituições moleculares no núcleo 

fundamental da chalcona 13 (Figura 11). A substituição do anel benzílico B por um furano e a 

inserção de uma hidroxila no anel A, resultando na chalcona 11, levou a um aumento 

significativo da atividade. Também podemos observar que a inserção de uma ligação dupla 

entre a carbonila e o anel benzílico A, além da inserção de grupos metoxil na posição meta e 

de hidroxilas na posição para dos anéis A e B, como apresentado na chalcona 16, 

contribuíram positivamente para a atividade desta série de inibidores. 
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Figura 11 - Esqueleto fundamental das chalconas. 

Em relação a série de hidrazonas, sintetizadas a partir da estrutura do nitrofural (10, 

Figura 10), observamos que a substituição do anel benzílico na posição para, reduziu 

significativamente a atividade desta série (hidrazonas 20, 23 e 24). Considerando ainda a 

mesma série de moléculas, observamos que a substituição bioisostérica do oxigênio do anel 

nitrofurano dos compostos 18, 20, 23 e 24, por enxofre levou a um aumento expressivo da 

atividade (hidrazonas 19, 21 e 22). Em relação ao padrão de substituição do anel benzílico, 

podemos verificar que para os derivados contendo o anel nitrotiofeno (compostos 19, 21 e 

22), a inserção de substituintes na posição para resultou na diminuição da atividade. 

4.3 Série de compostos selecionados por busca virtual 

Os compostos desta série foram selecionados previamente durante o trabalho realizado 

pelo pós-doutorando Gustavo H. G. Trossini, hoje professor da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da USP. Brevemente, os estudos computacionais envolveram a geração de um 

modelo farmacofórico da cruzaína para a busca de novos ligantes seletivos, utilizando 

características estruturais específicas da enzima alvo
42

. O modelo foi empregado em um 

processo de triagem virtual usando filtros moleculares, tais como massa molecular entre 300 e 

700; clogP entre -2 a 5; tipos de átomos H, C, N, O, F, Cl, Br, I, P e S; doadores e aceptores 

de ligação de hidrogênio de 2-10; e grupos aromáticos 0-6. Um conjunto de 3.105 compostos 

foi selecionado para a etapa de docagem molecular, utilizando-se o programa GOLD 4.0 

(função GOLDSCORE) e a estrutura cristalográfica da cruzaína (PDB ID: 1ME4, resolução 

de 1,2 Å). Os estudos computacionais foram realizados na University of New Mexico nos 

EUA, sob a supervisão do Prof. Tudor I. Oprea. Várias inspeções visuais das 100 melhores 
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moléculas ranqueadas levaram a seleção e aquisição final de 11 compostos, que foram 

testados, primeiramente, em concentração única de 50 µM (compostos 25-35, Tabela 2). Nas 

inspeções visuais foram utilizados os seguintes critérios: presença de interações 

intermoleculares envolvendo aminoácidos-chave para a catálise enzimática; conformação dos 

compostos docados e ocupação do sítio ativo pelos ligantes. 

De maneira surpreendente, todos os compostos testados apresentaram inibição da 

atividade catalítica da cruzaína com valores superiores a 50%. A única exceção foi o 

composto 31, que apresentou um valor mais modesto de inibição de 30%. Porém, fazia-se 

necessário, ainda, a determinação da potência (IC50) dos melhores compostos. 

Para a avaliação da potência, foram selecionados todos os 10 compostos que 

apresentam % de inibição superior a 50. Destes, 9 apresentaram considerável potência, com 

valores de IC50 na faixa micromolar e nanomolar. A determinação de IC50 não foi possível 

apenas para o composto 35, que apresentou problemas de solubilidade nos ensaios de cinética 

enzimática, não sendo possível o uso de concentrações maiores do mesmo. Para os 9 

inibidores para os quais se determinou a potência, 7 apresentaram valores de IC50 na faixa 

nanomolar: 25 (IC50 = 322 nM), 26 (IC50 = 196 nM), 27 (IC50 = 161 nM), 28 (IC50 = 24 nM), 

29 (IC50 = 189 nM), 32 (IC50 = 646 nM), 34 (IC50 = 11,3 nM), e dois compostos apresentaram 

valores de IC50 na faixa micromolar: 30 (1,310 M) e 33 (1,303 M). 

 

Tabela 2 - Efeito inibitório da enzima cruzaína para uma série de compostos selecionados através de triagem virtual. 

 

Código Estrutura 
% inibição 

(50 μM) 

IC50 

(μM) 

25 

 

90 0,322 ± 0,03 

continua 

 

 

 



50 
 

continuação 

26 

 

55 0,196  ± 0,02 

27 

 

55 0,161 ± 0,02 

28 

 

80 0,024 ± 0,003 

29 

 

70 0,189 ± 0,03 

30 

 

55 1,310 ± 0,22 

continua 
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continuação 

31 

 

30 -- 

32 

 

65 0,646 ± 0,07 

33 

 

60 1,303 ± 0,32 

34 

 

90 0,011 ± 0,004 

   continua 
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conclusão    

35 

 

75 -- 

 

Dos 11 compostos testados, a maioria apresenta o núcleo sulfonamida, um importante 

grupo funcional mediador de interações polares. Isso indica que a sulfonamida é importante 

para esta série de inibidores, podendo participar de interações de hidrogênio com resíduos de 

glicina e de aspartato, presentes no sítio ativo da enzima. Também é importante destacar a 

presença de grupos volumosos nas extremidades de todos os compostos, como, por exemplo, 

o anel benzênico e o grupo p-cresol no inibidor 34 – o mais potente da série de inibidores 

identificados na triagem virtual. Estes grupos volumosos podem ocupar as cavidades 

formadas pelos subsítios S1’, S2 e S3 existentes no sítio ativo da enzima (Figura 5). A 

estrutura dos compostos da Tabela 2 evidencia que inibidores da cruzaína geralmente 

apresentam um grande número de ligações rotacionáveis, e, portanto, um elevado grau de 

flexibilidade, o que é consistente com o fato da enzima ser uma protease. 

Estes resultados demonstram o sucesso da estratégia de triagem virtual aplicada para 

inibidores da cruzaína, bem como a importância da avaliação experimental através de ensaios 

bioquímicos padronizados. O emprego de ensaios in vitro foi fundamental para a validação 

desta nova série de inibidores. A diversidade química exibida pelos compostos é bastante 

significativa e interessante para a enzima alvo, sendo de grande utilidade para o nosso grupo 

de pesquisa, em etapas posteriores de pesquisa, principalmente na descoberta e otimização de 

compostos líderes. Neste contexto, atenção especial será dada para os compostos 28 e 34, que 

apresentaram valores de IC50 de 24 e 11,3 nM, respectivamente. Estes inibidores representam 

modelos extremamente atrativos para trabalhos futuros em química medicinal e planejamento 

de fármacos.  
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5 CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Nessa dissertação de mestrado foram apresentados os resultados obtidos durante o 

desenvolvimento do trabalho na identificação e caracterização de inibidores da enzima 

cruzaína, alvo terapêutico para a doença de Chagas. 

A obtenção da proteína pura durante o trabalho foi fundamental para que ensaios 

enzimáticos fossem realizados com os compostos selecionados, permitindo a determinação de 

parâmetros importantes, como a IC50. 

Duas séries de compostos foram avaliadas. Na primeira, com 14 derivados de 

chalconas e hidrazonas, destacou-se a hidrazona 19, que apresentou significativa potência in 

vitro, com valor de IC50 de 220 nM. Já na segunda série estudada, formada por 11 compostos 

selecionados previamente através de triagens virtuais, 7 exibiram valores de IC50 na faixa 

nanomolar, com destaque especial para o composto 24 (IC50 = 11,3 nM), o inibidor mais potente 

caracterizado neste trabalho. 

Os resultados promissores descritos neste trabalho demonstram a importância da avaliação 

experimental através de ensaios bioquímicos padronizados, que foi fundamental para a 

caracterização e a validação destas séries de inibidores. 

A interessante diversidade química, representada pelos melhores compostos selecionados 

neste trabalho, será uma importante fonte de inspiração em etapas futuras de pesquisa. Os 

compostos 19, 28 e 34 representam modelos atrativos em química medicinal e planejamento de 

fármacos e serão explorados em nosso grupo em processos de descoberta e otimização de 

compostos líderes. 
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