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1. Apresentação do Memorial 

 

Eu, Emerson Peter da Silva Falcão, tenho a satisfação de apresentar o meu memorial 

descritivo, documento autobiográfico, como parte dos requisitos para promoção da 

Classe D (Professor associado IV) a Classe E (Professor Titular). De acordo com os 

artigos 18 e 19, Seção V, da Resolução 03/2014 do Conselho Universitário da 

Universidade Federal de Pernambuco.  

Neste documento tento mostrar de forma discursiva e circunstanciada uma trajetória 

de dezessete anos, relatando todos os aspectos que julgo mais relevantes. Procurei 

organizá-lo de acordo com a resolução citada acima, após ter sido considerado apto à 

promoção pela comissão avaliadora do Centro Acadêmico de Vitoria, com nota 10,0 

(dez). 

Peço, antes de tudo, a compreensão do leitor (a) para eventuais trechos por demais 

emocionais ou se, por descuido ou esquecimento, tiver me desviado da organização 

sugerida. Não se trata de apenas dezesseis anos de vida universitária, mas de toda uma 

vida, que ora tento resumir em algumas páginas, por vezes forçando a memória a anos 

longínquos. Períodos até de minha infância, mas, que certamente foram importantes 

para que chegássemos até este momento. 

Abaixo (Quadro 1) cito as portarias que tratam de todos as promoções e progressões 

ao longo do período mencionado. Em todos os memoriais relacionados constam as 

minhas atividades nas áreas acadêmicas de Ensino, Pesquisa, Extensão e Gestão. 

 Quadro 1- Datas e portarias de progressão ao longo da carreira 

 

Função Portaria Data 

Prof. Adjunto I 1108 03 de junho de 2006 

(nomeação) 

Prof. adjunto II 3835 01 de dezembro de 2008 

Prof. Adjunto III 976 01 de março de 2011 

Prof. Adjunto IV 4729 04 de outubro de 2013 

Prof. Associado I 4631 26 de setembro de 2014 

Prof. Associado II 613 10 de fevereiro de 2017 

Prof. Associado III 5.246 07 de dezembro de 2018 

Prof. Associado IV 4.043 03 de dezembro de 2020 
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2. BIOGRAFIA  

 

2.1 Pré-escolar e Ensino Fundamental I 

 

 O início de minha vida estudantil foi semelhante ao de muitos estudantes de 

classe média baixa. Comecei no maternal de uma escolinha pequena (perdão pelo 

pleonasmo, mas, creio que se encaixa perfeitamente), a escola “Chapelzinho 

Vermelho”. Recordo até do lanche e das brincadeiras, também de meus colegas de 

classe, Geovanine, Benício, Quiciano, entre vários outros.  Curiosamente, apesar de 

muitas de minhas lembranças juvenis serem bonitas, e algumas das melhores, serem 

bem nítidas, não recordo do nome das professoras daquela época, mas, da diretora 

da escola, “Tia Vânia Guerra”, recordo perfeitamente. Talvez pelo zelo com o qual 

tratava as crianças, mas, não sei ao certo. A ela devo, além de belas lembranças, 

todas guardadas com muito carinho, a promessa de uma “Kombi nova, com vários 

botões”, esta promessa receio que eu não venha a cumprir. A figura 1 mostra a 

minha turminha de Maternal e Jardim, junto a professoras. 

Fui transferido ao final Jardim I, creio que aos quatro anos, para o colégio 

Regina Coeli, uma escola religiosa. Entretanto, não me admitiram na alfabetização, 

devido á minha idade, se tivesse nascido alguns meses antes, talvez fosse diferente.  

Precisei, portanto, repetir, um ano, o que significou um atraso em minha formação.  

Eram os tempos da ditadura militar. Embora fosse difícil para uma criança 

perceber este “estado de coisas”, certamente alguns coleguinhas tinham privilégios 

em detrimento de outros. E, havia certo cuidado de meus pais com relação ao que 

diziam, para que não fosse repetir na escola coisas que ouvia. Isto só fui perceber 

décadas depois. E, como, se pode antever eu era um daqueles que não tinha qualquer 

privilégio. Mesmo assim foram bons aqueles anos, muito embora, devo admitir, 

sentia muitas saudades da antiga escola, não necessariamente dos colegas, pois a 

maioria fora transferida comigo, mas da escola. Me parece hoje, olhando para trás, 

que no Regina Coeli, o modelo pedagógico deveria ser um pouco menos “doce”.. 

Porém, não devo ser injusto, acredito que esta seja a forma usual na maioria dos 

grandes colégios, uma demanda de nosso modelo educacional, talvez do nosso 

modelo de sociedade, que precisa de um fornecimento constante de profissionais, 

sem tempo para as emoções, ou sem espaço para elas. Mas, me pergunto, será que 

não estamos deixando de lado algo muito importante para nós Humanos?  
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Figura 1 – Turmas do jardim, 1977 – eu sou o garotinho cabeludo, na terceira fila a sétima 

pessoa, ladeado por dois grandes amigos Benício, à minha esquerda e Geovanine, à direita. 

 

 Devo admitir que alguns acontecimentos contribuíram para o menor “gosto” 

pela nova escola. Já no segundo ano sofri um acidente com um dos cães de guarda, 

que, solto, atacou-me. Talvez o descaso, e me custa já a esta idade constatar isso, 

com o qual me trataram as freiras e professoras, tenha contribuído de alguma forma, 

para minha maior saudade da antiga escola do maternal, que perduraria por mais 

algum tempo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Início do fundamental I, 1981 – Escola Regina Coeli, Limoeiro – PE. Foto tradicional. 
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Tive um fundamental I até que normal, com poucas notas baixas, e sofrendo 

o Bulling, coisa quase tradicional em todas as escolas nos anos 70. Mas, sempre tive 

uma certa paixão pela ciência (embora de início nem soubesse o que significava a 

palavra), muito curioso. Como disse antes, isso me era inato. Bem, talvez amor pela 

ciência em idade tão tenra, seja forçar um pouco, o melhor a dizer é que tinha muita 

curiosidade, de fato.  

Desta curiosidade minha mãe recorda bem. Lembro-me de um relógio que 

pedi gentilmente para ver como funcionava e, ao qual minha mãe cedeu entregando 

a peça em minhas mãos. Lamentavelmente, segundos depois fora despedaçado por 

uma “curiosidade voraz” materializada em um pesado martelo, “afinal não consegui 

abrir com minhas mãos, o que haveria então de fazer para ver como funcionava!” 

Imagino que minha mãe não ficou muito feliz, pelo relógio, tão pouco eu, pois ele 

parara de funcionar.  

 

2.2- Ensino Fundamental II 

 

Os primeiros projetos 

Neste período muitas mudanças e experiências em minha vida ajudaram a forjar 

meu interesse pela científica, também meu caráter e minha forma de ver a escola. O 

contato com professores que souberam estimular minha curiosidade e a prática 

desportiva trouxeram maior segurança e me fortaleceram para crescer, apesar das 

adversidades de uma grande escola. Nesta época também iniciei, a meu modo, a 

“prática” científica, desenvolvendo dois projetos bem “inovadores”.  

Uma professora se destacou neste período, a Profa. Silvania (lamentavelmente 

não me recordo de seu nome completo). Ela sempre me permitiu chamá-la pelo 

prenome e não lhe dava motivos para desgostar-me. Minha disciplina era adequada, 

nunca precisei ir à diretoria e as notas certamente não eram ruins. Esta professora 

ousou achar interessante um de meus primeiros projetos de ciências (se é que posso 

chamar assim).  

Um grande amigo dos tempos do pré-escolar, alguém realmente muito 

inteligente, tinha tido um tatu de estimação, algo não incomum nos anos 70. Este 

animal havia morrido há um ano e em visita à sua casa resolvemos desenterrar os 

ossos do bichinho. Pedi os ossos e cuidadosamente levei-os para casa. Mais tarde 

iniciei o cuidadoso processo de montar o “quebra-cabeças”. Obviamente montei-o 
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seguindo minha imaginação, esquecendo ou deixando de lado como a natureza o 

“desenhou” ao longo do processo evolutivo. Os ossos faltantes, especialmente do 

crânio substituí com epóxi. Devo dizer que o animal resultante foi, no mínimo 

inovador, era bípede e tinha fortes e ameaçadoras garras. Levei o “produto” de meu 

esforço para a sala de aula no dia seguinte. A minha professora de quarta série 

(quinto ano atualmente) olhou-o, devo dizer, bem maravilhada. Foi uma das poucas 

vezes que percebi aquele tipo de olhar, o de alguém encantadocom o que via. Daí 

passou a ser uma grande incentivadora, mesmo muitos anos depois. Entretanto, isso 

me custou alguns anos a mais de Bulling, mas, já havia me acostumado e aprendido 

a lidar com aquilo.  

Com a “chegada” de meu irmão mais novo, senti-me tentado a fazer uso de 

tantas latas de leite em pó que eram descartadas. O que fazer? Um foguete, claro. 

Foi montado com as latinhas, unidas por fita crepe, as asas foram feitas de madeira 

cartolina e cola. Uma estrutura bem “robusta”. Faltavam os propulsores, pensamos 

em uma solução mais conservadora, seriam grandes busca-pés, feitos sob 

encomenda. Bem, este projeto me tomou alguns dias, mas, fortuitamente, não levei 

todo o projeto adiante, foi “abortado”, não dispúnhamos de recursos financeiros para 

os propulsores. Deste projeto não me arrependo de tê-lo deixado “pelo caminho”.  

Creio que as normas de segurança não eram preocupação aos “cientistas” 

envolvidos. 

Por volta dos nove anos, iniciei a prática desportiva, inicialmente com futebol 

como a maioria das crianças, naqueles anos (Figura 3). Mas, posteriormente passei à 

natação, voleibol, atletismo e basquetebol. Participava de todas as competições 

estudantis, notadamente dos Jogos escolares, hoje meio esquecidos, em nosso 

estado. A prática desportiva também me fortaleceu bastante, mas, uma outra 

modalidade me foi fundamental. Uma que não sei se a classificação como desporto é 

adequada, o Karatê-DÔ. Cuja prática iniciei aos 14 anos, e persisto até os dias 

atuais.  

Todas estas mudanças acabaram por me fazer amar minha escola apesar de todas 

as dificuldades e problemas vividos especialmente nos anos iniciais. As mudanças 

sempre vêm, e novamente precisaria, mudar alguns anos mais tarde.  
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Figura 3- Terceira série. Aqui se foram minhas ilusões futebolísticas. 

 

 

Nunca fui um estudante modelo, minhas médias caíam sempre no suficiente para 

a aprovação e tinha certa dificuldade em matemática, embora achasse esta disciplina 

fascinante. Aos treze anos, porém, houve uma mudança significativa neste “quadro”. 

Em visita à nossa casa, o meu avô “de opção”, Dr. Antônio de Matos, ao questionar 

minhas notas nesta disciplina deu-me uma lição que valeu por muitas. Disse-me: 

“Muitas vezes o problema com uma matéria está ou no professor, no seu 

relacionamento com ele, ou na própria disciplina e no seu relacionamento com ela. 

Se não é o primeiro caso e quer mudar isso, comece dizendo, eu adoro matemática.” 

Fiquei facinado com esta forma de pensar, na qual a solução para um problema ou 

dificuldade estaria em mim mesmo, Vovô Antônio acabara de me dar autonomia. 

Minha primeira nota em matemática após esta conversa parece ter mostrado que ele 

estava certo, foi um 10,0. 

 Todas estas mudanças acabaram por me fazer amar minha escola apesar de todas 

as dificuldades e problemas vividos especialmente nos anos iniciais. As mudanças 

sempre vêm, e novamente precisaria, mudar alguns anos mais tarde. 

 

 

2.3- Ensino Médio 

 

Estudei no RC até os meus 16 anos. E primeiro ano do ensino médio. Porém, 

fechamento do ensino secundário naquela escola, forçou minha mãe e pai a me 

enviar para outra escola, mas, qual seria? Bem, minha mãe, a princípio, não tinha 

uma resposta, mas, sabia que eu iria precisaria sair de minha cidade se quisesse ter 



17 
 

maiores chances de me desenvolver. Ela tinha grandes planos para mim. Fui então 

para o Recife, mudei não somente de escola, mas, de cidade. Tempos desafiantes 

colocando frente a frente minha inocência de agrestino e a frieza da capital  

Estudei no Colégio Nóbrega. Antes, porém, precisei passar por um processo 

seletivo. Passei. Não vi a lista de aprovados, mas, minha querida Tia Bernadete 

disse que tirei o primeiro lugar, acredito nela.  

A adaptação à nova escola e o novo ambiente, uma pensão na rua sete de 

setembro, certamente não foi fácil. Dividia o quarto com outros três colegas. Entre 

outras coisas, um deles meu amigo Geovanive Oliveira que me acompanhou desde o 

maternal, não estava só, pelo menos. Precisei parar meu treinamento em Karatê, 

mas, por pouco tempo, logo já estaria treinando com um amigo de meu antigo 

professor. Foram períodos em que o tempo passava correndo, tinha pouco tempo 

para a tristeza da distancia de meus pais, amigos e minha cidade, no entanto, acabei 

me adaptando à frieza da capital, sem perder muito de minha inocência.  

 

 

 

2.4-Ensino Superior 

 

Fui aprovado no processo de vestibular em 1991 para o curso de Biomedicina a 

princípio foi um ano de preparação extremamente difícil (1990), como é para, todos, ou 

ao menos para a grande maioria de nossos jovens. No entanto, foi um período bom, 

apesar das dificuldades. 

Não me defino como um dos melhores estudantes de minha turma, tão pouco como 

o pior, mas, gostei do curso. Fortaleceu minhas bases científicas.O primeiro semestre 

foi bastante importante, nele conheci pessoas que viriam a desempenhar um grande 

papel em minha formação, como o Prof. Nicácio Henrique da Silva, que viria a ser meu 

orientador durante a iniciação científica e durante o mestrado em Bioquímica. 

A Bioquímica sempre fora uma disciplina fascinante, para mim, mas, o primeiro 

contato, no primeiro semestre do curso, certamente não foi tão feliz. Entretanto, os 

doscentes da disciplina foram marcantes, especialmente o Prof. Nicácio Henrique da 

Silva. Em 1993, já a um ano de terminar o curso o procurei e pedi para que me 

orientasse em projeto de iniciação científica. De fato, gostaria de me aprofundar na 

matéria e após duas outras disciplinas correlatas, minhas notas melhoraram 
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substancialmente. Creio que o Prof. estava um tanto desconfiado, mas, me aceitou após 

alguns dias, (Figura 4).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Prof. Nicácio Henrique no seu laboratório, como sempre a organizar detalhadamente tudo. 

 

Desenvolvi o primeiro projeto com uma planta, a Erva lanceta. Foram diversas 

técnicas e um ano e meio de profundo aprendizado. Ao final do qual já estava me 

preparando para a seleção do mestrado em Bioquímica. E, com a ideia de um projeto a 

desenvolver, agora na área de liquenologia aplicada estava realmente muito estimulado 

com o futuro. Foi um período dinâmico. Mas, de muito estudo, acredito que me tornei 

mais compenetrado, mas, ainda conservava uma vasta cabeleira (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 – Carteira de estudante. Final do curso de Biomedicina  

(sim, já usei barba e bigode). 
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2.5- Mestrado 

 

O ingresso no Mestrado foi antecipado por grande ansiedade e esforço. Este foi 

um período muito rico em aprendizado, no qual tive contato com técnicas, 

conteúdos e, mais importante, com docentes que ajudariam a moldar minha 

formação científica. Ao final tinha conseguido resultados e dados que 

proporcionaram a publicação de três artigos e mais um não relacionado à minha 

dissertação. 

Havia diversas formas de ingresso, e uma delas era o curso de “nivelamento”. 

Ótimo curso e período de minha vida. Conheci a maioria dos meus colegas de turma 

de mestrado durante o curso. Nicácio, Mirtes, Viviane, João, Eduardo, Valquíria, 

Dianne. A grande maioria atualmente é docente/pesquisador de instituições públicas 

e privadas. 

A aprovação no processo seletivo foi uma alegria, salvo me engane fiquei em 

quinto lugar. Claro que os critérios eram outros, como disse eram três as formas de 

ingresso, e não havia pesos que diferenciassem ou equalizassem as notas. Mas, 

fiquei satisfeito com meu desempenho.   

A jornada diária era intensa. Iniciávamos às 08h e terminávamos ao final da 

tarde. Disciplinas de 15 dias. Com aulas teóricas e práticas, relatórios, seminários e, 

eventualmente avaliações teóricas. Mas, creio que estava acostumado.  

Foi um período marcante em minha vida. Definitivamente uma época muito boa, 

na qual minhas habilidades foram desenvolvidas. Sentia um grande prazer em 

estudar e realizar experimentos. A câmara fria, apesar de ser escura, obviamente fria 

e ter um cheiro bem “peculiar”, por incrível que possa parecer me agradava 

bastante.  

Durante os três anos e meio treinei e aprendi com grandes professores e 

professoras e me apaixonei ainda mais pela Química da vida e a química de maneira 

geral. Alguns professores foram particularmente marcantes como o Prof. Nicácio 

Henrique com sua perfeição técnica e o Prof. Kurt Rehn, além da Profa. Luana 

Cassandra, e tantos outros. Devo dizer que, de minha parte nunca construí barreiras 

que representassem obstáculos ao convívio com docentes ou qualquer pessoa. Isso, 

evidentemente ajudou bastante. Esta possivelmente foi uma contribuição de meus 

pais em minha formação, algo que agradeço muito. Entretanto, devo acrescentar que 

o Karatê também tem lá sua parte no controle de minhas emoções.   
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Portanto, acredito que o contato com pessoas bem diferentes, pesquisadores de 

diversas acrescentou uma visão ampla à minha formação. Uma visão que não sofreu 

a interferência das dificuldades de convivência observadas eventualmente entre os 

membros do departamento, algo não incomum ao meio acadêmico. 

Como resultado do mestrado foram publicados três artigos e, durante o 

mestrado, contribuí em outro trabalho, realizado com o grupo da Profa. Galba 

Takaki, naquele estudo contribuí com as análises cromatográficas (Referências 

citadas abaixo).  

• FALCÃO, E. P. S.; SILVA, N. H. ; PEREIRA, E. C. ; GUSMÃO, N. B. ; 

RIBEIRO, S. M. . Atividade antimicrobiana de Compostos Fenólicos do Líquen 

Heterodermia leucomela (L.) Poelt. Acta Farmacéutica Bonaerense, v. 21, n.1, p. 

43-49, 2002. 

• FALCÃO, E. P. S.; SILVA, N. H. ; GUSMÃO, N. B. ; RIBEIRO, S. M. ; 

PEREIRA, E. C.. Atividade Antimicrobiana de Derivados Fenólicos de Ramalina 

Sorediosa (B. de Lesd) Laundron. Acta Botanica Brasilica, v. 18, n.04, p. 913-920, 

2004. 

•  FALCÃO, E. P. S.; TAKAKI, G. M. C. ; XIOSAKI, R. K. ; SILVA, N. 

H. . Biochemical Markers in Taxonomy of the Genus Cunnighamella, Revista 

Iberoamericana de Micologia, 18: 123-127 (2001 

 

 

2.6- Doutorado 

 

O Doutorado foi realizado no Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco. Em uma época em que ainda 

eram escassos os cursos de doutorado, com grande concorrência pelas vagas o que 

tornou o processo de seleção ainda mais “complexo”. O projeto desenvolvido 

envolvia síntese de fármacos, avaliação da ação antinflamatória. Mas, ao longo do 

tempo sofreu algumas inserções e aperfeiçoamentos, versando o trabalho final em 

que, além do mencionado, envolvia Química medicinal, ação citotóxica e 

antitumoral. Definitivamente foi um excelente e produtivo período. 

O processo seletivo foi cercado de diversas incertezas e dificuldades. O projeto 

deveria conter um número ínfimo de páginas, além disso, a apresentação tinha que 

ocorrer em dez minutos. Isso sem falar na entrevista. Além disso, estava a mudar de 
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área de pesquisa, embora tenha passado todo o mestrado estudando química de 

produtos naturais, não poderia dar continuidade à mesma área de pesquisa, meus 

orientadores não atuavam nos doutorados disponíveis.  

A concorrência nunca me assustou, da mesma forma que no vestibular, sempre 

pensei que o que importava era a nota, ela era o objetivo se não a atingisse não 

mereceria a vaga, e, se alcançasse, não haveria quem a tirasse de mim. Mas, 

concorria com docentes consagrados de minha universidade, alguns que inclusive 

haviam sido meus professores. E que professores! Era o caso do Prof. Nicodemos 

Teles. Um docente que me inspirou por seu humanismo e competência. 

Passei a pesquisar na área de química medicinal, mais especificamente em 

Síntese de fármacos. O orientador que apostou em mim foi o Prof. Sebastião José de 

Melo (Figura 7). Ao qual fui indicado pelo Prof. Nicácio Henrique. Fui aceito, 

certamente pelo prestígio de meu orientador de mestrado. 

O desenvolvimento do projeto foi um processo que acrescentou muito à minha 

formação, dado o esforço para aprender a respeito de técnicas novas e, 

especialmente da química envolvida. Devo dizer ainda que o processo de 

levantamento bibliográfico, todo manual, analógico é o mais apropriado a se dizer, 

me obrigou a inúmeras visitas à Biblioteca Central da UFPE, para consultar 

intermináveis volumes compilados de referências bibliográficas ligadas a American 

Chemical Society. Mas, tive importante apoio de colega do período de mestrado que 

me passou parte do material utilizado em sua própria pesquisa bibliográfica,  

Viviane. Isto me deu um importante ponto de partida na construção do projeto.   

Embora os sucessos sejam importantes e contem bastante, parece que teimamos 

em manter em nossas memórias os fracassos, afinal estes são mais custosos. Passei 

cerca de seis meses a tentar a inserção do grupo Phthalimida na posição 4-amino de 

minhas moléculas, e só após seis meses e muitas pesquisas bibliográficas conclui, 

junto ao meu orientador que aquela posição no anel pirimidínico estaria inacessível 

para a síntese da Phthalimida. Eu já estava realizando outros experimentos em 

paralelo com os outros compostos já sintetizados de modo que não foi efetivamente 

uma perda de tempo, mas, um processo de aprendizado valioso.  

Esta dificuldade foi então contornada após uma reunião com um docente 

importantíssimo em minha jornada, o Prof. Ragendra Mohan Srivastava (Figura 8), 

que certamente atuou como coorientador. Ele sugeriu que poderíamos introduzir o 

grupo Phthalimidínico numa das posições de substituição da pirimidina, a partir de 
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uma Bisnitrila para-substituída com o grupo nitro e, posteriormente reduzida 

cataliticamente utilizando Pd (Figura 6). Esta reação foi um sucesso e tenho certeza 

de que meu treinamento prévio, incluindo-se os diversos erros técnicos, foi 

importante neste processo.  

 

 

 Os ensaios farmacológicos englobaram a toxidez aguda e ação 

antinflamatória, utilizando o método de edema de pata. Estes experimentos foram 

conduzidos no laboratório da Profa. Tereza Jansem, uma professora que já cnhecia 

desde o período de mestrado, de uma humanidade cativante e humor sem igual. 

Além disso o laboratório era frequentado por uma comunidade de estudantes e 

técnicos que tornavam o labor diário bastante leve. Além disso a Profa. Tereza 

facilitava muito no momento de se traduzir os dados em possíveis mecanismos 

farmacológicos.  

Os resultados conduziram a uma nova e desafiante etapa para a qual havia me 

preparado com importantes disciplinas de química medicinal conduzidas pelo Prof. 

Ivan da Rocha Pitta e a Profa. Sueli Galdino. Esta importante formação, me 
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proporcionou as ferramentas necessárias para os estudos de QSAR (Análise 

quantitativa da relação estrutura atividade biológica), conduzidos pelo grupo do 

Prof. Mozart Neves, a época reitor da UFPE. Foi mais um processo de grande 

aprendizado, junto ao Prof. João Bosco, docente parceiro do Prof. Mozart. Esta 

etapa nos rendeu uma quantidade imensa de dados, e também demandou uma nova 

revisão dos estudos in vivo. Com curvas dose x resposta e mais outras etapas 

sintéticas propostas pelo modelo matemático concluímos com um importante 

trabalho publicado no European Journal of Medicinal Chemistry. 

Durante os quatro anos tive ainda a oportunidade de interagir com outros 

docentes-pesquisadores como a Profas. Maria do Carmo Alves de Lima, Sirlene 

Carneiro, Ivone Antonia de Souza, Márcia Silva do Nascimento, Julianna Ferreira 

Cavalcanti de Albuquerque e o Prof. Alexandre José da Silva Góes, que 

contribuíram com a minha formação. 

Abaixo cito os artigos publicados em decorrência de minha tese de doutorado e 

outro no mesmo período, em conjunto com um grande colega e amigo do 

Laboratório o Dr. Vanildo Braga. 

 

• MELO, S. J. ; SANTOS, L. C. ; FALCÃO, E. P. S. ; SRIVASTAVA, R. 

M. ; DUC, C. L..Synthesis of new 4-Amino-2,6-diarypyrimidine-5-carbonitriles. 

Journal of Chemical Research. Synopses, Inglaterra, v. 2002, p. 216-217, 2002. 

 

•  FALCÃO, E. P. S.; MELO, S. J. ; SRIVASTAVA, R. M. ; CATANHO, 

T. J. A. ; NASCIMENTO, S. C. Synthesis and Anti-inflammatory activity of 4-

amino-2-aryl-5-cyano-6-{3- and 4-(N-phthalimidophenyl)}-pyrimidines.European 

Journal of Medicinal Chemistry, França, v. 41, n.000, p. 276-282, 2006. 

 

• SILVA, J. B. P. ; BARRO NETO, B. ; MELO, S. J. ; FALCÃO, E. P. S. ; 

CATANHO, T. J. A.Quantitative Structure Activity Relationships (QSAR) of 4-

Amino-2,6-Diarylpyrimidine-5-Carbonitriles Having Anti-inflammatory Activity. 

Journal of the Brazilian Chemical Society, v. 19, p. 337-343, 2008. 

 

• BRAGA, V. M. L. ; MELO, S. J. ; SRIVASTAVA, R. M. ; FALCÃO, E. 

P. S. . Synthesis of New 1,2,4-Oxadiazoles Carrying (1S,2S)-t-Butyloxycarbonyl-1-
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Amino-2-methyl-1-butyl and (1S)-t-Butyloxycarbonyl-1-. Journal of the Brazilian 

Chemical Society, Brasil, v. 15, n.04, p. 603-607, 2004. 

 

 

 

Figura 7- Prof. Sebastião à minha direita e Zenaide, pós – doutoranda. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8- Prof. Rajendra Mohan Srivastava, não foi oficialmente co-orientador, mas, a ele devo 

muito de minha formação pelo exemplo e dedicação. À sua direita Profa. Janaína Versiani dos 

Anjos, grande amiga e colega de laboratório. 
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Passei a “desenhar a chave”. Era como, romanticamente, pensava. E ainda 

penso. De fato sintetizei diversas novas moléculas, sempre com ajustes pessoais às 

metodologias já existentes. Foram quatro anos bastante produtivos e enriquecedores. 

Mas, também cheios de incertezas. O mercado de trabalho, não era lá dos mais 

acolhedores e extremamente restrito. Estávamos vivendo um período de grande 

pressão sobre as universidades e institutos de pesquisa em nosso país. E esta 

situação certamente acrescentou uma dose maior e não necessária de stress, algo que 

marcou este período de minha formação. 

 

 

2.7- Experiência Pós – Doutoral 

 

Ao final do doutorado, submeti o projeto Síntese e avaliação das propriedades 

Farmacológicas de nucleosídeos 4-aminopirimidínicos. O projeto foi aprovado e 

pude desenvolver novas habilidades em síntese de Fármacos.  

O projeto foi parcialmente desenvolvido no laboratório de química e síntese de 

produtos naturais do departamento de Antibióticos da UFPE, sob a supervisão do 

Prof. Sebastião José de Melo. Também com a imensa contribuição do Prof. Ajendra 

Mohan Srivastava, do laboratório de Síntese Orgânica do Departamento de química 

Fundamental da UFPE. Pude aumentar a interação com diversos 

docentes/pesquisadores já conhecidos, como a Profa... Apesar da dificuldade em se 

obter certos reagentes foi um período muito interessante no qual pude aumentar 

minha experiência laboratorial.  

Bolsista de Desenvolvimento Científico Regional - DCR – FACEPE/CNPq 2004 a 

2005. 

 

 

3-  CARREIRA DOCENTE UNIVERSITÁRIA - UFPE. 

 

 Em 2006, prestei concurso para a disciplina de Bioquímica, concurso promovido 

pelo Departamento de Bioquímica. Por insistência de meu orientador de mestrado e 

grande mentor o Prof. Nicácio, embora tivesse me inscrito em outro processo 

seletivo para o departamento de Antibióticos, concentrei esforços para o concurso da 

Bioquímica. Foi um concurso “complexo”, como todos naqueles tempos. Tendo 
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sido aprovado, mas, não classificado. Fui então, aproveitado para o nascente novo 

campus da UFPE que viria a ser instalado na cidade de Vitória de Santo Antão, 

município da zona da mata de Pernambuco.  

 Após a posse, ocorrida em 14/07/2006, passamos a trabalhar, no antigo Quatorze 

Biz, um bloco que atualmente não existe, mas, localizava-se mais ou menos no 

mesmo local do atual centro de Ciências Médicas do Campus Recife, da UFPE. Foi 

um período de muito aprendizado, pois os desafios de se desenvolver cursos e 

infraestrutura praticamente do nada, apesar de criarem uma situação de grande 

dificuldade também ofereciam uma oportunidade única de desenvolvimento 

profissional e pessoal.  

 Trabalhávamos intensamente, e devo dizer animadamente, havíamos treinado e 

estudado ao longo de anos para aquela função, e naquele momento estávamos diante 

de um grande passo a construção de um novo campus. Era uma situação ímpar, 

cheia de oportunidades. Afinal vivíamos o Reuni, um processo de expansão do 

sistema de educação superior nunca antes visto. 

Aos poucos outros colegas foram se juntando, recordo-me da Profa. Cláudia 

Rohde que se juntou ao pequeno grupo sentando-se em uma mesa ao fundo da sala 

em que trabalhávamos. Naquele ambiente iniciamos o trabalho para os primeiros 

editais FINEPE que iriam prover de recursos para instalação de novos equipamentos 

o novo campus.  

 A primeira viagem para visitar as instalações do CAV e do Centro Acadêmico 

do Agreste, que aquele período ainda funcionava dentro de um Shopping de 

Caruaru, foi o primeiro contato com o futuro ambiente de trabalho. O clima de todos 

os envolvidos só era entusiasmo. 

 Aqui cabe uma pequena reflexão, no parágrafo anterior eu intencionamente 

coloquei o verbo no pretérito perfeito, entretanto, creio que, apesar de 

gramaticalmente correto, de fato, é incorreto, visto que o processo de criação 

continua a acontecer.  

 

I. ATIVIDADES DE ENSINO E ORIENTAÇÃO, GRADUAÇÃO, PÓS-

GRADUAÇÃO 

 

“O papel do professor é estabelecer relações dialógicas de ensino e 

aprendizagem; em que professor, ao passo que ensina, também aprende. Juntos, 
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professor e estudante aprendem juntos, em um encontro democrático e afetivo, em 

que todos podem se expressar”. 

Ao longo dos anos tenho ministrado um grupo de disciplinas bastante ligado 

à química, bioquímica e química de produtos naturais, entretanto, dada a minha 

formação e, sem falsa modéstia, entusiasmo pelo trabalho, também ministro e 

ministrei outras disciplinas como Karatê-DÔ I. Sempre buscando manter o 

mínimo de 120h semestrais.  

Acredito que um ser humano não deve se restringir demais em sua carreira 

acadêmica. Uma colega docente uma vez me disse que isto nos vai “burralizando”. 

Apesar de o termo não ser exatamente o mais adequado, certamente parece estar 

correto. O ser humano precisa ser estimulado de diversas formas e, creio eu, essa 

ideia não se refere apenas a crianças. Então o desafio do “novo” sempre me seduziu. 

A seguir relaciono as disciplinas ministradas, na graduação e pós-graduação. 

 

I.1- Disciplinas ministradas na graduação 

 

Ao longo dos últimos anos tenho dedicado grande parte de minha carga horária 

semestral a ministrar disciplinas da graduação. Em geral relacionadas à área para a 

qual fui aprovado em concurso, Bioquímica (Figura 9), no entanto também ministro 

ou contribuo como colaborador em outras disciplinas, como Estrutura e Dinâmica da 

Terra, na figura 10 foto com a turma de Estrutura e dinâmica da Terra (EDT), em 

uma das memoráveis viagens de campo. No quadro 2 apresento a lista de disciplinas 

ministradas na graduação. 
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Figura 9 –Turma de Enfermagem, Bioquímica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Turma de Estrutura e Dinâmica da Terra em atividade de Campo. 

 

Quadro 2- Lista de disciplinas ministradas ao longo da carreira, na Graduação. 

Disciplina Curso Período 

BIOL0002 – Fundamentos 

de Química 

Licenciatura em Ciências 

Biológicas 

2006.2 – 2013.1 

NUTR0002 NA- 

BIOQUÍMICA 1 

Bacharelado em Nutrição 2006.2 – 2013.1 

NUTR0002 NB- 

BIOQUÍMICA 1 

Bacharelado em Nutrição 2006.2 – 2013.1 

NUTR0002 NB- 

BIOQUÍMICA 1 

Bacharelado em Nutrição 2006.2 – 2013.1 
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ENFE0010 EN – 

BIOQUÍMICA 1 

Bacharelado em Enfermagem 2007.1 – 2012.1 

ENFE0010 EA – 

BIOQUÍMICA 1 

Bacharelado em Enfermagem 2007.1 – 2012.1 

BIOL0010 BA- 

BIOQUÍMICA  

Licenciatura em Ciências 
Biológicas 

2007.1-2013.1 

BIOL0010 BB- 

BIOQUÍMICA  

Licenciatura em Ciências 
Biológicas 

2007.1-2013.1 

BIOL0010 BI- 

BIOQUÍMICA 

Licenciatura em Ciências 
Biológicas 

2007.1-2013.1 

NUTR0013 NA – 

Bioquímica da Nutrição 

Bacharelado em Nutrição 2008.1-2013.1 

NUTR0013 NU – 

Bioquímica da Nutrição 

Bacharelado em Nutrição 2008.1-2013.1 

NUTR0013 NB – 

Bioquímica da Nutrição 

Bacharelado em Nutrição 2008.1-2013.1 

NEF0019 – KARATÊ – DÔ 

I 

Bacharelado em Enfermagem 2011.1-2019.2 

NEN0007 – BIOQUÍMICA Bacharelado em Enfermagem 2012.1-2022.2 

BIOL0081 – ESTRUTURA 

E DINÂMICA DA TERRA 

Licenciatura em Ciências 
Biológicas 

2013.2-2022.2 

BIOL0094 – BIOQUÍMICA 

I 

Licenciatura em Ciências 
Biológicas 

2015.1 – 2022.2 

BIOL0098 – BIOQUÍMICA 

II 

Licenciatura em Ciências 
Biológicas 

2015.1– 2022.2 

 

I.2- Disciplinas ministradas na pós-graduação 

 

Desde 2010, ano em que passei a participar de cursos de pós – graduação stricto 

senso, ministro disciplinas que julgo relevantes. Estas, entretanto, têm usualmente 

periodicidade anual e não semestral. 

 

Quadro 3- Lista de disciplinas ministradas ao longo da carreira na Pós-Graduação. 

Disciplina Curso Período 

SA908 - FÍSICO-QUÍMICA APLICADA Saúde Humana e Meio Ambiente 2010-2013.2 

SA923 - METABÓLITOS 

SECUNDÁRIOS MICROBIANOS 

Saúde Humana e Meio Ambiente 2010-2015.2 

SA918 – QUÍMICA DE PRODUTOS Saúde Humana e Meio Ambiente 2014.2-2017.2 
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NATURAIS BIOATIVOS 

SA909 – BIOTECNOLOGIA Saúde Humana e Meio Ambiente 2012.2 - 20131 

SUB00661 – PRÁTICAS E/OU 

ESTRATÉGIAS ALTERNATIVAS DE 

ENSINO E APRENDIZAGEM DE 

BIOLOGIA 

PROFBIO 2018.1 

PBIO0902 – DA CONSTRUÇÃO DO 

CONHECIMENTO CIENTÍFICO AO 

ENSINO DE BIOLOGIA – TEMA 1 / 

APLICAÇÃO E AVALIAÇÃO DE 

ATIVIDADES EM SALA DE AULA 2 

PROFBIO 2018.1 – 2019.2 

SA935 – REDAÇÃO CIENTÍFICA PROFBIO 2018.2 

 

 

I.3- Orientações, Coorientações e Supervisões concluídas e em Andamento 

 

Orientar e formar recursos humanos, para um docente, por mais ligado à pesquisa 

que possa ser, geralmente, é algo necessário, parte integrante da profissão. Mas, como 

todo processo de ensino e aprendizagem são necessários dois agentes neste processo, 

quem ensina / orienta e quem quer aprender e ser orientado neste processo. Portanto, 

tive bons estudantes. 

Cada turma tem sua história, mas, as primeiras turmas são sempre especiais. Meu 

primeiro estudante talvez mereça uma menção a parte. Marinaldo Pacífico Neto foi 

corajoso (ou tolo) o suficiente para procurar o Prof. Peter, em um período em que o 

CAV tinha uma infra-estrutura muito menor que a que tem hoje. Conseguimos uma 

bolsa de Iniciação Científica e ele desenvolveu seu estágio no Departamento de 

Bioquímica, Laboratório de Química de Produtos Naturais sob a orientação da Profa. 

Eugênia Cristina Pereira e coorientação de minha parte. Após alguns meses a orientação 

foi passada para mim. Hoje Marinaldo é Prof. Adjunto na Federal do Amazonas. 

Definitivamente nem sempre as coisas são fáceis, uma pequena ironia, já que para 

quem inicia geralmente as coisas, de fato, são mais difíceis. Tinha bastante interesse em 

orientar, e neste sentido, pouco tempo após o início de minhas atividades no CAV, o 

que certamente foi cedo, visto que fui o terceiro docente a ser contratado (atualmente o 

segundo mais antigo), procurei juntamente com outro colega, o Prof. César Augusto de 

Souza Andrade, o programa de Bioquímica da UFPE, o curso que nos havia formado, 

com esperanças de que nos acolhessem, mas, a palavra acolhimento está longe de 
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descrever a forma como fomos recebidos, não que tenhamos sido mal recepcionados, 

mas, a possibilidade de participar do colegiado daquele curso estava descartada, ao 

menos por alguns anos. Parece que tínhamos que continuar nos provando aos mesmos 

docentes que nos haviam treinado, e não estávamos dispostos a isto. Então pensamos 

em criar um curso de pós – graduação. 

Existiam diversos professores jovens e ansiosos por “produzir”, a matéria prima era 

bastante promissora. E, Após alguns meses de intenso trabalho um grupo de docentes do 

CAV, Coordenado pelo Prof. César, grupo do qual fiz parte, foi capaz de enviar um 

APCN que culminou na abertura do Programa de Pós-graduação em Saúde Humana e 

Meio Ambiente, o primeiro programa strictu sensu do processo de interiorização de 

nossa UFPE. Devo dizer que foi um feito notável. Especialmente quando lembramos 

que era um grupo com experiência bastante limitada, muito jovem.  

Abaixo listo (Quadro 4) as orientações ao longo dos últimos anos. 

 

 

I.3.1 Graduação 

 

Trabalhos de conclusão de curso, Iniciação Científica e Monitoria 

 

Ao longo de minha carreira orientei diversos trabalhos de conclusão de curso, 

notadamente de estudantes dos cursos de Ciências Biológicas, Enfermagem e Nutrição. 

Mas, tenho a nítida impressão de que foram poucos. Talvez esta impressão esteja 

relacionada a minha área de atuação que é basicamente química, englobando a Síntese 

de Fármacos, Química de produtos naturais e Liquenologia aplicada. Receio que não 

seja lá tão atraente. 

 

Quadro 4- Orientações em Graduação nos últimos anos. 

Estudante Tipo de Orientação Curso/Ano 

Alexsandra Nascimento de 
Carvalho 

TCC Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2010 

Marinaldo Pacífico 
Cavalcanti Neto 

TCC Enfermagem/2010 

Bruna Maria Pereira da 
Costa Cordeiro 

TCC Licenciatura em Ciências 
Biológicas – UPE, campus 

Nazaré/2011 
Tamiris Alves Rocha TCC Licenciatura em Ciências 
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Biológicas/2012 
Maria Aparecida da 
Conceição de Lira 

TCC Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2013 

Joelma Pessoa Gonçalves TCC Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2013 

Amanda Brito Nunes TCC Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2014 

José Laurentino dos 
Santos Neto 

TCC Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2015 

Camila Melo Alves de 
Lima 

TCC Bacharelado em Educação 
Física/2015 

Cristiane Maria da 
Conceição 

TCC Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2015 

Dayvson José de Lima. TCC Licenciatura em Educação 
Física/2017 

Pedro Henrique de 
Andrade Lima 

TCC Bacharelado em Educação 
Física/2018 

Victória Beatriz Gomes da 
Silva 

TCC Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2022 

José Anderson dos Santos 
Paixão 

TCC Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2023 

Marinaldo Pacífico Neto IC-FACEPE Graduando em 
Enfermagem/2007 

Leyliane Gomes da Mota 
Silv 

IC-PROPESQ Graduando em 
Licenciatura em Ciências 

Biológicas/2007 
Tatyane Lima de Oliveira IC-PROPESQ Graduanda em 

Licenciatura em Ciências 
Biológicas2007 

Bruna Maria Pereira da 
Costa Cordeiro 

IC-FACEPE Graduanda em 
Bacharelado em Ciências 
Biológicas – UPE/2009 

Alexsandra Nascimento de 
Carvalho 

IC-FACEPE Graduanda em 
Licenciatura em Ciências 

Biológicas/2009 
Bruna Maria Pereira da 

Costa Cordeiro 
IC-FACEPE Graduanda em 

Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2010 

Tamiris Alves Rocha IC-FACEPE Graduanda em 
Licenciatura em Ciências 

Biológicas/2012 
Maria Aparecida da 
Conceição de Lira 

IC-FACEPE Graduanda em 
Licenciatura em Ciências 

Biológicas/2013 
Rose Kelly dos Santos 

Sousa 
IC-PROPESQ Graduanda em 

Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2017 

Rosália Rodrigues da 
Costa Silva 

IC-PROPESQ Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2017 
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Brennda Raphaela 
Dionisio de Aguiar 

IC-PROPESQ Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2017 

Hugo Renan da Silva 
Amaral 

IC-PROPESQ Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2021 

Victoria Beatriz Gomes da 
Silva 

IC-PROPESQ Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2022 

Anderson Felipe da Silva 
Santos 

Monitoria Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2009 

Laryssa Grazielle Feitosa 
Lopes 

Monitoria Bacharelado em 
Enfermagem/2009 

Joelma Pessoa Gonçalves Monitoria Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2009 

Marcus Vinicius Peregrino 
de Santana 

Monitoria Bacharelado em 
Enfermagem/2010 

Marinaldo Pacífico Neto Monitoria Bacharelado em 
Enfermagem/2010 

Delton Manoel dos Santos 
Silva 

Monitoria Bacharelado em Educação 
Física/2011 

Yasmin Luana Costa 
Alves 

Monitoria Bacharelado em 
Nutrição/2011 

Maurilia Palmeira da 
Costa 

Monitoria Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2011 

Prissila Muniz de Morais Monitoria Bacharelado em 
Nutrição/2011 

Karen Yasmin dos Santos 
Avelino 

Monitoria Bacharelado em 
Nutrição/2011 

Aiany Cibelle Simões 
Alves 

Monitoria Bacharelado em 
Enfermagem/2012 

Adriana Maria da Silva Monitoria Bacharelado em 
Enfermagem/2013 

Luana Darc Silva de 
Andrade 

Monitoria Bacharelado em 
Nutrição/2015 

Maria Islane Araújo 
Ferreira 

Monitoria Bacharelado em 
Enfermagem/2015 

Marcos Ruan Marinho de 
Barros 

Monitoria Educação Física 
Bacharelado 

Dayane Guimarães Silva Monitoria Licenciatura em Ciências 
Biológicas/2015 

Jociellen Maria Gomes de 
Lima 

Monitoria Educação Física 
Bacharelado/2015 

Ricardo Ribeiro de 
Oliveira 

Monitoria Educação Física 
Bacharelado/2016 

Stephany Ferreira Souza 
da Silva 

Monitoria Bacharelado em 
Nutrição/2016 

Maria Clara Silva Bezerra Monitoria Bacharelado em 
Enfermagem/2019 
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I.3.2- Pós-Graduação 

 

Dissertações de Mestrado e Teses de Doutorado 

 

Ao longo dos últimos anos tenho a grata satisfação de ter contribuído para a 

formação de 14 Mestres e 2 Doutores (Quadro 5).  

Quadro 5- Orientações em Pós-graduação nos últimos anos. 

Estudante Tipo de Orientação Curso/Ano 

Débora Máximo das 
Neves Luna 

Mestrado - Coorientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 

Humana e Meio 
Ambiente/2009 

Daniel de Senna 
Alexandrino 

Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 

Humana e Meio 
Ambiente/2010 

Marcela Clementino de 
Araújo 

Mestrado - Coorientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 

Humana e Meio 
Ambiente/2011 

Sâmia Dayana Lemos de 
Lacerda 

Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 

Humana e Meio 
Ambiente/2012 

Janice Vasconcelos 
Oliveira 

Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 

Humana e Meio 
Ambiente/2013 

Bruno de Luna Oliveira Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 

Humana e Meio 
Ambiente/2014 

Andrea de Andrade 
Timoteo 

Mestrado - Coorientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 

Humana e Meio 
Ambiente/2015 

André Severino da Silva Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 

Humana e Meio 
Ambiente/2016 

Érima Maria de Amorim Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 

Humana e Meio 
Ambiente/2016 

Maria Aparecida da 
Conceição de Lira 

Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 
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Humana e Meio 
Ambiente/2016 

Gerliny Bezerra de 
Oliveira 

Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação em Saúde 

Humana e Meio 
Ambiente/2017 

Mariana Vasconcelos de 
Paula Souza 

Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação Profissional em 

Ensino de Biologia – 
PROFBIO/2019 

Mariana Xavier dos Santos Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação Profissional em 

Ensino de Biologia – 
PROFBIO/2022 

Ana Jackeline de França 
Santos 

Mestrado - Orientação Programa de Pós-
graduação Profissional em 

Ensino de Biologia – 
PROFBIO/2020 

André Severino da Silva Doutorado - Coorientação Doutorado em 
Biotecnologia 

Maria Aparecida da 
Conceição de Lira 

Doutorado - Coorientação Programa de Pós-
graduação em Ciências 

Biológicas 
 

I.3.3- Orientações e Supervisões em Andamento. 

No momento em que escrevo este documento estou a orientar três estudantes de 

Mestrado, dois de doutorado e dois em suas monografias de conclusão de curso (TCC), 

como se pode ler no quadro abaixo. Desde o auge da pandemia de COVID-19, ainda 

não retomei orientação de estudantes de IC, mas, espero novos candidatos para 2024. 

 

Quadro 6- Orientações em andamento 

Estudante Tipo de Orientação Curso/Ano 
Higor Vinícius do 

Nascimento 
Mestrado / Orientador Programa de Pós-

graduação em biologia 
celular e molecular a 
plicada – UPE/2022 

Victória Mestrado/Orientador Programa de Pós-
graduação em biologia 
celular e molecular a 
plicada – UPE/2023 

Lizandra Ferraz da Silva Mestrado / Coorientação Programa de Pós-
graduação em biologia 

celular e molecular 
aplicada – UPE/2022 

Renatha Claudia Barros 
Sobreira 

Doutorado / Coorientação Doutorado em Ciências 
Farmacêuticas – 
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UFPE/2019 
Gerliny Bezerra de 

Oliveira 
Doutorado / Coorientação Doutorado em Ciências 

Farmacêuticas – 
UFPE/2018 

Samuel Elias da Silva TCC/Orientação CAV/UFPE 
 

 

 

II- ATIVIDADES DE PRODUÇÃO INTELECTUAL 

Patentear nunca foi uma preocupação, no entanto, após algumas críticas e 

comentários de colegas, que de fato apresentaram argumentos sólidos, passou a ser uma 

de minhas preocupações nos últimos anos. No entanto, ainda não são “algo” corriqueiro 

em minha produção acadêmica.  

Abaixo listo as poucas obtidas nos últimos anos. 

 

II.1 - Patentes  

 

1. Cordeiro B. M. P. ; SILVA, T. D. S. ; Gonçalves J. P. ; GUSMÃO, N. B. ; 

MENDONCA, R. Z. ; VIRGINIO, J. A. ; Falcão, E.P.S. ; Martins, M. C. B. ; 

BADARI, J. C. ; SILVA, N. H. . Atividade Antiviral do Ácido divaricático 

contra virus infecciosos. 2014, Brasil. Patente: Modelo de Utilidade. Número do 

registro: BR1020140290303, título: "Atividade Antiviral do Ácido divaricático 

contra virus infecciosos" , Instituição de registro: INPI - Instituto Nacional da 

Propriedade Industrial. Depósito: 21/11/2014 

 

2. MELO, S. J. ; MONTE, Z. S. ; SRIVASTAVA, R. M. ; SILVA, RICARDO 

OLIVEIRA ; Falcão, E.P.S. . Heterociclos pirimidínicos potencialmente 

bioativos e respectivo processo de obtenção e elucidação estrutural. 2017, Brasil. 

Patente: Privilégio de Inovação. Número do registro: BR10201701512, título: 

"Heterociclos pirimidínicos potencialmente bioativos e respectivo processo de 

obtenção e elucidação estrutural", Instituição de registro: INPI - Instituto 

Nacional da Propriedade Industrial. Depósito: 17/07/2017 
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II.2 Artigos Publicados em Periódicos 

 

O conhecimento científico certamente não é produto exclusivo da genialidade de 

grandes cientistas, apesar de certamente dar grandes saltos pela participação deles. 

Basta se verificar a quantidade de citações em seus artigos. Seu mérito certamente está 

em serem capazes de enxergar algo que os outros de nós não “viram”. Mas, creio que o 

produto científico é, fruto de contribuições maiores ou menores que dão suporte a cada 

um dos trabalhos, sejam eles puramente teóricos, experimentais ou ainda tecnológicos. 

O produto do trabalho científico constitui portanto, uma grande pirâmide, com uma 

sólida e forte base, formada por inúmeros blocos de rocha e que sobe em direção aos 

céus. 

Durante a carreira publiquei, até o momento, cerca de 47 artigos, sem contar os 

artigos já aceitos para o ano de 2023, mas, ainda sem numeração de página e DOI. A 

média de artigos completos por ano é de cerca de 2. Como se pode perceber (Figura 4) a 

produção não é regular, ao menos não como gostaria. Tenho o hábito de me envolver 

em diversos aspectos da vida acadêmica e, a pesquisa precisa de tempo e dedicação, 

sem falar de recursos. Além disso, meu trabalho fundamentalmente é experimental, 

dependo de dados e resultados que demandam tempo de bancada. Isto torna a produção 

científica ao longo do período constituída de anos de grande produção intercalada a 

períodos de baixa produção. Além de diversos trabalhos “engavetados” com dados 

incompletos.   

Certamente não considero minha produção quantitativamente muito expressiva, 

possivelmente poderia ser maior, entretanto, creio que o mais importante é a qualidade 

dos trabalhos e o impacto científico. Não creio, porém, que seja a pessoa mais adequada 

a avaliar o impacto de meus próprios produtos (e, também tenho minhas críticas ao 

sistema de métricas que as fomentadoras utilizam para medir o impacto de nossa 

produção). No entanto, imagino que meus artigos e demais produções servem ao 

propósito de acrescentar um alguns tijolos à imensa Pirâmide que se constitui o 

conhecimento humano, levando “adiante” nossa civilização. 

Acrescento, entretanto, que minha produção científica, sofreu consideravelmente 

nos últimos dois anos devido á recente pandemia que ceifou milhões de vidas em nossa 

comunidade global. Apesar disso tenho me esforçado juntamente com minha equipe de 

colaboradores e estudantes de forma que, para o ano em curso, já publicamos três 

trabalhos e temos mais dois aprovados e outros dois em avaliação por revisores. 
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Grande parte de minha carreira tenho dedicado à pesquisa de produtos naturais com 

potencial aplicação biológica, em áreas como Microbiologia aplicada, atividade anti-

inflamatória, antineopásica, antiespectorante, atividade larvicida frente a Aedes aegypti, 

inseticida, atividade leishimanicida, antioxidante, genotóxica e mutagênica, 

moluscicida, antinoceptiva, entre outras. Além de alguns ensaios relacionados à 

educação, phitoquímica de plantas e algas e estudos a respeito do cultivo de liquens com 

fins de produção de metabólitos secundários de interesse biotecnológico e 

farmacológico. 

Também tenho investido grande parte de meus esforços na síntese de compostos 

bioativos, notadamente com os núcleos pirimidínico, phtalimídico e oxadiazólico (e 

eventualmente os três juntos). No tocante aos compostos pirimidínicos nosso grupo tem 

publicado com frequência a respeito do potencial deste heterociclo e temos conduzido 

estudos a respeito das propriedades físico-químicas de moléculas contendo este núcleo 

que seriam responsáveis pelos efeitos biológicos observados. Estes estudos de Química 

Medicinal são conduzidos conjuntamente a grupos de pesquisa da UFPB e UFPE.  

Em alguns momentos também enveredo por derivados sintéticos oriundos de 

compostos liquênicos com grande potencial como o ácido úsnico. Alguns trabalhos 

relacionados à potencialidade do sal potássico e sódico desta molécula já foram 

publicados em periódicos de alto impacto. Estudos a respeito de derivações mais 

complexas de depsídeos, e ácidos úsnicos são conduzidos com bons resultados, tendo 

levado recentemente a uma dissertação de mestrado. No entanto o artigo ainda não foi 

publicado, embora submetido. 

Como se pode “ver” nas linhas acima, a minha produção se concentra na síntese e 

química de produtos naturais. Entretanto, devido a diversos fatores esta produção oscila 

ao longo dos anos, como pode ser observado na figura 11. 
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Abaixo listo estas pequenas contribuições científicas. 

Ano Publicação Periódico 

2023 Assessment of Cytotoxic/Antitumour Potential and in 

Silico Study of Salazinic Acid Isolated from Parmotrema 

concurrens. De Lira, Maria Aparecida da Conceição; Da 

Silva, Marllyn Marques; Alves Rocha, Tamiris; Feijó de 

Moura, Danielle; Santos Costa, Erick Caique; Dos Santos 

Maia, Mayara; Scotti, Luciana; Scotti, Marcus Tullius; 

Lacerda Buril, Maria de Lourdes; Pereira, Eugênia C.; de 

Aguiar Júnior, Francisco Carlos Amanajás; De Britto Lira 

Nogueira, Mariane Cajubá; Da Silva Santos, Noemia Pereira; 

da Silva Falcão, Emerson Peter; de Melo, Sebastião José 

Anti-Cancer Agents in 

Medicinal Chemistry, v. 23, 

p. 000-000, 2023 

Histological evaluation of the liver of mice with sarcoma-180 

treated with salazinic acid. Lira, Maria Aparecida da C. de; 

Silva, Marllyn M. da; Silva, Wanessa K.M.; Falcão, Emerson 

P.S.; Aguiar Júnior, Francisco C.A. de; Melo, Sebastião J. de. 

Anais da Academia 

Brasileira de Ciências v. 95, 

p. 1-9, 2023. 

Larvicidal activity and docking study of Ramalina 

complanata and Cladonia verticillaris extracts and 

secondary metabolites against Aedes aegypti. Da Silva, 

André Severino; de Oliveira Farias de Aguiar, Júlio César 

Ribeiro; Da Silva Nascimento, Jéssica; Costa, Erick Caíque 

Santos; Dos Santos, Fábio Henrique Galdino; Andrade de 

Araújo, Hallysson Douglas; Da Silva, Nicácio Henrique; 

Pereira, Eugênia Cristina; Martins, Mônica Cristina; Falcão, 

Emerson Peter Silva; Scotti, Luciana; Scotti, Marcus Tullius; 

Do Amaral Ferraz Navarro, Daniela Maria. 

Industrial Crops and 

Products, v. 195, p. 116425, 

2023. 

2022 Histomorphometricevaluation of the kidneys of albino 

swiss mice exposed to extracts of Parmotrema concurrens 

(lichen). Lira, M. A. C. ; Silva, M. M. ; Silva, L. C. ; Silva, 

L. C. L. ; Silva, C. J. S. ; E.P.S. Falcão ; Aguiar Junior, F. C. 

Brazilian Journal of Health 

Review, v. 5, p. 22203-

22211, 2022. 
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A. ; Melo, S. J. 

2021 Insecticidal activity of the ether extract from the lichen 

Ramalina complanata and an isolated metabolite 

(divaricatic acid) against Sitophilus zeamais (Coleoptera, 

Curculionidae). Da Silva, André Severino; De Lira Pimentel, 

Camila Soledade; dos Santos, Fábio Henrique Galdino; De 

Araújo, Hallysson Douglas Andrade ; Paiva, Patrícia Maria 

Guedes; Da Silva, Nicácio Henrique ; Pereira, Eugênia 

Cristina ; Martins, Mônica Cristina Barroso ; Buril, Maria de 

Lourdes Lacerda ; Napoleão, Thiago Henrique; Falcão, 

Emerson Peter Silva; Navarro, Daniela Maria do Amaral 

Ferraz. 

Biocatalysis and 

Agricultural Biotechnology, 

v. 35, p. 102049-6, 2021. 

O Uso do Stop Motion No Ensino de Bioquímica Para o 

Nível Médio. Santos, A. J. F. ; Lima, K. E. C. ; Falcão, E.P.S. 

. 

Investigações em Ensino de 

Ciências (UFRGS. 

IMPRESSO), v. 26, p. 127-

144, 2021. 

2020 Pyrimidine Derivatives: QSAR Studies of Larvicidal 

Activity against Aedes aegypti. Monte, Z. S. ; Navarro, D. 

M. A. F. ; Aguiar, J. C. R. O. F. ; Nascimento, J. S. ; Scotti, 

M. T. ; Scotti, L. T. ; Barros, R. P. C. ; Santos, A. C. S. ; 

Pereira, V. R. A. ; Falcão, E.P.S. ; Melo, S. J. 

Journal of The Brazilian 

Chemical Society, v. 00, p. 

1-10, 2020. 

In silico studies on the Antileishmania, cytotoxicity and 

anticancer activities of pyrimidine analogs. Monte, Z. S. ; 

Souza, S. M. ; Costa, N. T. ; Santos, A. C. S. ; Militao, G. C. 

G. ; Hernandes, M. Z. ; Silva, R. O. ; Falcão, E.P.S. ; Melo, 

S. J. 

Latin American Journal of 

Pharmacy, v. 39, p. 1081-

1093, 2020. 

Production of Bioactive Lichen Compounds by Alginate-

Immobilized Bionts Isolated from Cladonia verticillaris: An 

in vitro Study. Santiago, R. ; Martins, M. C. B. ; Nascimento, 

T. ; Barros, L. F. ; Vilaca, M. ; Emerson Peter S. Falcão ; 

Silva, N. H. ; Legaz, M. E. ; Vicente, C. ; Pereira, E.C. 

Journal of Plant Studies, v. 

09, p. 43-58, 2020. 

Antioxidant Activity of Dictyotales from Tropical Reefs of 

Brazil. Rodrigues, Samara; Harb, Talissa Barroco; Falcão, 

Emerson Peter da Silva ; Pereira, Sonia Maria Barreto ; 

Chow, FungyI. 

Applied Biochemistry and 

Biotechnology, v. 00, p. 1-

15, 2020. 

Lichen metabolites from the immobilized bionts isolated 

from Cladonia salzmannii. A study of their antioxidant and 

antimicrobial activities. Santiago, R. ; Martins, M. C. B. ; 

Barros, L. F. ; Vilaca, M. ; Nascimento, T. ; Falcão, E.P.S. ; 

Silva, N. H. ; Legaz, Maria Estrella ; Pereira, E.C. ; Vicente, 

Journal of Medicinal Plants 

Studies, v. 8, p. 43-55, 

2020. 
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Carlos . 

2019 Evaluation of cytotoxic potential, oral toxicity, 

genotoxicity, and mutagenicity of organic extracts of 

Pityrocarpa moniliformis. Rocha, Tamiris Alves ; Moura, 

Danielle Feijó de ; Silva, Marllyn Marques da ; Dos Santos 

Souza, Talita Giselly ; Lira, Maria Aparecida da Conceição 
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Liquenólogos.. Campo Grande, 1998. v. 000. p. 000-000. 
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72. Falcão, E. P. S.; Gusmão, N. B. ; Silva, N. H. ; Pereira, E. C. ; RIBEIRO, S. M. . 

Atividade Antimicrobiana de Ramalina sorediosa e Ramalina complanata. In: 

XXI Reunião Nordestina De Botânica, 1997, Caxias - MA. Anais da XXI 

Reunião Nordestina de Botânica, 1997. 

 

73. Falcão, E. P. S.; Gusmão, N. B. ; Pereira, E. C. ; Silva, N. H. . Avaliação do 

Grau de Inibição do Crescimento de Amostras de Candida parapsilosis em 

diferentes Concentrações de Dimetilsulfóxido. In: XIX Congresso Brasileiro de 

Microbiologia, 1997, Rio de Janeiro - RJ. Re-collecting Vainio GLAL-3, 1997. 

p. 35-35. 

 

74. Falcão, E. P. S.; Pereira, E. C. ; Silva, N. H. ; Gusmão, N. B. ; Takaki, G. M. C. . 

Atividade Antimicrobiana de Substâncias Derivadas do Ácido Úsnico. In: 

Terceiro Encontro de Liquenólogos da América Latina, 1997, Campos do Jordão 

- SP. Anais do Terceiro Encontro de Liquenólogos da América Latina, 1997. 

 

75. Falcão, E. P. S.; Pereira, E. C. ; Silva, N. H. ; Gusmão, N. B. . Detecção do 

Princípio ativo de Ramalina sorediosa e Heterodermia leucomela. In: Terceiro 

Encontro de Liquenólogos da América Latina, 1997, em Campos do Jordão - SP. 

Anais do Terceiro Encontro de Liquenólogos da América Latina, 1997. 

 

76. Falcão, E. P. S.; Silva, N. H. ; Pereira, E. C. ; Takaki, G. M. C. ; GUSMÃO, N. 

B. . Susceptibilidade de Espécies de Candida a Diferentes Extratos de Liquens. 

In: Apresentado no XIV Simpósio de Plantas Medicinais de Brasil, 1996, 

Florianópolis - SC. Anais do XIV Simpósio de Plantas Medicinais de Brasil, 

1996. 

 
 

II.5- Resumos expandidos publicados em anais de congressos 

1. Xavier, A. L. ; Alexandrino, D. S. ; Falcão, E. P. S. ; Srivastava, R. M. ; Anjos, 

J. V. . A green, microwave-mediated, multicomponent synthesis of pyrimidine 

and pyrimidinone derivatives. In: 14th Brazilian Meeting on Organic Chemistry-

2011, 2011, Brasilia, DF. Anais do 14th Brazilian Meeting on Organic 

Chemistry-2011, 2011. v. 000. p. 000-000. 



60 
 

 

 

II.6- Trabalhos completos publicados em anais de congressos 

 

1. Correia, W. B. ; Silva, M. A. C. ; Silva, L. M. ; Falcão, Emerson Peter Da Silva ; 

Helegda, L. C. . Teaching Fighting in Physical Education classes: Theoretical - 

Metodological aspects. In: 34o Congresso Internacional de Educação Física - 

FIEP 2019, 2019, Foz do Iguaçu. FIEP Bulletin, 2019. v. 89. p. 66-67. 

 

2. Falcão, E. P. S.; Santos, L. C. ; Melo, S. J. ; Catanho, T. J. A. . Síntese e 

Avaliação da Atividade Antiinflamatória do 2-(4-Metoxi-Fenil)-6-(4-Flúor-

Feil)-4-Amino-5-Cianopirimidina. In: XLII Congresso Brasileiro de Química, 

2002, Rio de Janeiro. Anais do XLII Congresso Brasileiro de Química, 2002. p. 

355-355. 

 

3. Falcão, E. P. S.; Pereira, E. C. ; Silva, N. H. ; Gusmão, N. B. . Atividade 

Antimicrobiana de Liquens do Nordeste Brasileiro. In: Terceiro Encontro de 

Liquenólogos da América Latina, 1997, em Campos do Jordão - SP. Anais do 

Terceiro Encontro de Liquenólogos da América Latina, 1997. 

 

III – ATIVIDADES DE EXTENSÃO 

 

III.1 Coordenação de Projetos de Extensão 

 

O Centro Acadêmico de Vitória é um campus cujos professores apresentam grande 

vocação para a atividade extensionista. Ao longo dos últimos anos tenho participado de 

diversas ações, incluindo-se o Projeto Bioquímica Solidária, sob a coordenação da 

Profa. Camem Ligia Burgos Ambrósio, além de outros projetos importantes, entretanto, 

listo apenas os projetos que coordenei, conforme se pode ler a seguir. 

O projeto Karatê-DÔ, uma ferramenta para a formação do caráter, ocorreu 

durante os anos de 2012 a 2019, sendo registrado anualmente até o início da pandemia. 

basicamente se caracterizou por um curso de Karatê, voltado para a comunidade. Com 

ênfase não apenas ao desporto, mas, também aos fundamentos Zenbudistas e taoístas, 
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que embasam as artes marciais, mais especificamente o Karatê. Este projeto foi 

interrompido um ano antes da pandemia. Mas, chegou a formar um faixa marrom, cinco 

faixas verde e uma roxa, a se saber, um faixa marrom só se forma após o tempo de 

carência e treinamento adequado o que leva, em média, cerca de três a quatro anos. 

Acredito que o aprimoramento proporcionado pelas artes marciais, acrescidas do 

fundamento teórico, é importante no desenvolvimento integral do ser humano. A figura 

12 (A e B) apresenta alguns dos estudantes do curso, incluindo o meu professor o Sensei 

Angelo Rafael Peregrino Neves que respaldava nossa ação junto à federação Shotokan 

de Karatê. 

 

 

Figura 12- Turmas do Projeto de extensão Karatê – DO, uma ferramenta para a formação do caráter. A – 

um dos exames de graduação e B – Após uma aula. 

 

O projeto Jyu Jitsu ocorreu durante dois anos, de 2017 a 2018. Também tinha a 

mesma conformação. Caracterizava-se por aulas voltadas a estudantes da comunidade e 

alunos do CAV, que praticam aquela arte marcial. Entretanto, neste caso, não ministrava 

aulas, mas, dava suporte e acompanhamento aos treinamentos. Esta parte da ação era 

realizada por estudantes graduados em Jyu Jitsu.  

O projeto CAVEST é de longe a ação contínua mais longa da qual participo e uma 

das ações de extensão mais longevas do CAV. Também devo dizer que é de uma 

importância social ímpar para muitos estudantes carentes que buscam apoio acadêmico 

para preparação adequada com vistas ao ingresso em universidades públicas.  

Foi proposto originalmente em 2007, pelo Prof. César Augusto de Souza Andrade, 

colega de longa data e também amigo de antes do nosso ingresso na carreira Docente. 

Em suas primeiras edições fui um colaborador. A partir de 2012 passei a coordenar a 
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ação. Embora o coordene, certamente, por sua natureza peculiar a palavra participar é a 

que mais se adequa. Tentarei explicar melhor.  

O projeto se caracteriza por oferecer a comunidade aulas preparatórias para os 

Vestibulares, originalmente, e atualmente para o ENEM. Estas aulas são ministradas por 

graduandos dos cursos de licenciatura e bacharelado de nossa universidade, ou de outras 

Instituições, além de voluntários, graduados ou graduandos, muitas vezes egressos do 

próprio CAVEST.  

Ao longo dos anos tem se proposto a atuar com objetivos de criar um ambiente de 

“treinamento” para estudantes dos cursos de licenciatura da UFPE e, como dito acima, 

preparação de estudantes da rede pública para o ENEM. Mas, é inegável a função social 

do projeto, ao apoiar a entrada de estudantes das redes públicas, notadamente estudantes 

carentes em seu processo de “passagem” pelo ENEM e ingresso em universidades.  

O projeto, ao longo dos anos tem se adaptado à realidade da comunidade atendida 

que efetivamente necessita de grande apoio não apenas em sua preparação para uma 

avaliação, mas também, uma formação mais humana e completa. Esta percepção fez 

com que fosse proposto um calendário anual de atividades que inclui, além de aulas 

regulares e encontros adicionais, como os madrugadões e simulados, também semanas 

multiculturais, feira de livros, piquenique junino dentre outros. Todos criados pelos 

estudantes/professores, atendendo às demandas da comunidade atendida, com o intuito 

de fazer mais que apenas preparar estudantes para um processo de avaliação.  

Ao longo dos últimos anos foram realizadas também avaliações e acompanhamentos 

de nossos alunos que utilizam-se do CAVEST. Muitos foram aprovados em IES 

públicas nos mais diversos cursos, como Direito, História, Enfermagem, Ciências 

Biológicas, Medicina entre outros.  

A figura 13 mostra a comemoração das aprovações do ano de 2020. 
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Figura 13- Turmas do Projeto CAVEST, turma 2020. A- Equipe docente 

 e B - estudantes comemorando aprovação. 

 

Abaixo listo as edições do CAVEST e outros projetos que coordenei. 

 

1. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade2012; 

 

2. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade2013; 

 
3. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade2014; 

 
4. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade2015; 

A 

B 
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5. Karatê-DÔ, uma ferramenta para a formação humana – 2015 

 

6. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade2016; 

 

7. Karatê-DÔ, uma ferramenta para a formação humana – 2017 

 

8. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade2017; 

 

9. Jyu Jitsu para a Comunidade – 2017; 

 

10. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade – 2018; 

 

11. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade – 2019; 

 

12. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade – 2020; 

 

13. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade – 2021; 

 

14. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade – 2022 (em execução); 

 

15. CAVEST – Um passo Rumo à Universidade – 2022 (Aprovado com recursos, 

Edital Pibexc, 2022, em execução); 

 

III.2 Participação e Organização de Eventos 

 

1. Falcão, E. P. S.; Garcia, J. E. ; Francelino, M. C. ; Ferraz, J. C. S. ; Santos, A. 

M. M. . V Simpósio Integrado de Ciências Biológicas e da Saúde do Centro 

Acadêmico de Vitória/ Reunião Regional da SBPC. 2010. (Congresso). 

 

2. Falcão, E. P. S.; Ferraz, J. C. S. ; Santos, A. M. M. ; Francelino, M. C. ; Garcia, 

J. E. . IV Simpósio Integrado de Ciências Biológicas e da Saúde do Centro 

Acadêmico de Vitória. 2009. (Congresso). 
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3. Falcão, E. P. S.; Andrade, C. A. S. ; Santos, A. M. M. ; Santiago, A. C. P. ; 

Magalhaes, C. P. ; Gomes, E. C. S. ; Oliveira, I. S. ; Ferraz, J. C. S. ; Freitas, E. 

M. S. ; Cruz, R. R. G. C. . III Simpósio integrado de Ciências Biológicas e da 

Saúde do Centro Acadêmico de Vitória. 2008. (Congresso). 

 

4. Andrade, C. A. S. ; Falcão, E. P. S. ; Campos F., A., S. . II Simpósio Integrado 

de Ciências da Saúde e Biológicas do Centro Acadêmico de Vitória. 2007. 

(Congresso). 

 

5. Andrade, C. A. S. ; Falcão, E. P. S. . I Simpósio Integrado de Ciências da Saúde 

e Biológicas do Centro Acadêmico de Vitória. 2006. (Outro). 

 

IV- COORDENAÇÃO DE PROJETOS DE PESQUISA, ENSINO OU 

EXTENSÃO E LIDERANÇA DE GRUPOS DE PESQUISA  

 

Ao longo dos anos tenho tido a oportunidade de colocar em ação algumas ideias 

de pesquisa científica e também de participar da realização das ideias de outros colegas. 

Tem sido um processo de descoberta intenso e extremante interessante. A seguir cito e 

descrevo, em linhas gerais, alguns dos projetos que coordenei. 

 

IV.1 Coordenação de Projetos de Pesquisa 

 

1- 2014 - Síntese e avaliação da atividade mutagênica e genotóxica de compostos 

4-amino-pirimidínicos-2,6-bissubstituidos 

 

Descrição: Os heterocíclos pirimidínicos são amplamente conhecidos por suas 

propriedades biológicas, citando-se atividade antiinflamatória, citotóxica, 

antimicrobiana, antineoplásica, entre outras. Este projeto objetiva estudar efeitos de 

compostos 4-amino-2,6-bissubstituídos-5-carbonitrila-pirimidínicos sobre o material 

genético de Drosophila melanogaster in vivo e in vitro.  

Situação: Em andamento; Natureza: Pesquisa. 

Alunos envolvidos: Mestrado acadêmico: (1). 
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2. 2014 - Síntese e avaliação da atividade mutagênica e genotóxica de 

compostos 4-amino-pirimidínicos-2,6-bissubstituidos 

 

Descrição: Os heterocíclos pirimidínicos são amplamente conhecidos por suas 

propriedades biológicas, citando-se atividade antiinflamatória, citotóxica, 

antimicrobiana, antineoplásica, entre outras. Este projeto objetiva estudar efeitos de 

compostos 4-amino-2,6-bissubstituídos-5-carbonitrila-pirimidínicos sobre o material 

genético de Drosophila melanogaster in vivo e in vitro. 

Situação: Em andamento; Natureza: Pesquisa. 

Alunos envolvidos: Mestrado acadêmico: (1). 

 

3- 2009 - Avaliação da composição de metabólitos secundários liquênicos e 

avaliação de seu potencial antimicrobiano e farmacológico 

 

Descrição: Avaliação da composição fenólica e isolamento de compostos bioativos 

liquênicos utilizando-se técnicas cromatográficas, CCD e CLAE. Avaliação de 

potencial antimicrobiano e farmacológico de compostos isolados e extratos orgânicos.. 

Situação: Em andamento; Natureza: Pesquisa. 

Alunos envolvidos: Graduação: (1) / Mestrado acadêmico: (1) . 

 

 

IV.2- Liderança e Vice-Liderança de Grupos de Pesquisa 

 

1- Grupo de Pesquisa em Produtos Naturais Bioativos e Novos Fármacos, Lider. 

 

V- EXERCÍCIO DE CARGOS NA ADMINISTRAÇÃO CENTRAL E/OU 

COLEGIADOS CENTRAIS E/OU DE CHEFIA DE UNIDADES/SETORES E/OU 

DE REPRESENTAÇÃO  

 

 Lecionar em uma instituição nova, ou melhor, em um novo campus, dá a 

oportunidade de se participar intensamente do processo de gestão. A seguir listo minha 

passagem por Colegiados de cursos de graduação e pós-graduação, além da participação 

em câmaras de gestão institucionais. Ambientes que me trouxeram uma visão bastante 

ampla da Universidade e do ensino superior. 
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V.1 Membro de Colegiados de Cursos de Graduação 

 

Membro do Colegiado do Curso de Enfermagem de 2006 a 2007 

 

V.2 Membro de Colegiados e de Conselhos de Cursos de Pós-Graduação 

 

1- Membro do Colegiado do Curso de Saúde Humana e Meio Ambiente – 2017 

 

2- Membro do Colegiado do programa de Pós-Graduação Profissional em ensino de 

Biologia – PROFBIO 

 

 

V.3- Coordenação e Vice Coordenação de Cursos de Pós-Graduação 

 

• Vice coordenador do Programa de Pós-Graduação em Saúde Humana e Meio 

Ambiente, 2014-2015; 

• Coordenador do Programa de Saúde Humana e Meio Ambiente, 2016-2018. 

 

 

V.4- Representações 

 

• Representante TITULAR do Conselho Coordenador de Ensino Pesquisa e 

Extensão (CCEPE) e do Conselho Superior da Universidade Federal de 

Pernambuco, 2021 até a presente data; 

 

• Representante Titular do CAV no Conselho Universitário da Universidade 

Federal de Pernambuco, 2021 a presente data. 
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V.5.1- Coordenação Setorial de Extensão. 

 

• Vice Coordenador do Núcleo de Pesquisa e Extensão (Setorial de Extensão) de 

2006 a 2008 

• Coordenador do Núcleo de Pesquisa e Extensão (Setorial de Extensão) de 2009 

a 2012. 

• Vice- coordenador setorial de extensão, 2021 até a presente data. 

 

VI.- PARTICIPAÇÃO EM BANCAS DE CONCURSOS, DE MESTRADO E DE 

DOUTORADO 

 

VI.1 Participação em Bancas de Concursos 

 

1. Falcão, E. P. S.; Lima, M. C. A.; Andrade, C. A. S.. Concurso Público para o 

cargo de Professor Adjunto em Bioquímica pela Universidade Estadual da 

Paraíba. 2007. Universidade Estadual da Paraíba.  

2. Falcão, E. P. S.. Processo Seletivo Simplificado para preenchimento de vaga 

para o cargo de Professor Substituto - Área: Bioquímica da Nutrição. 2008. 

Universidade Federal de Pernambuco.  

 

3. Falcão, E. P. S.. Processo Seletivo simplificado para Professor Substituto. 2008. 

Universidade Federal de Pernambuco.  

 

4. Falcão, E. P. S.; Leandro, C. V. G.; Silveira L.. Concurso Público para professor 

Adjunto área Bioquímica - sub-área Bioquímica do Exercício Físico. 2010. 

Universidade Federal de Pernambuco. 

 

5. De Faro, Z. P.; BRITO, M.; Falcão, E. P. S.. Seleção Pública Simplificada para 

Professor Temporário - Área Judô, 2011. Centro Acadêmico de Vitória. 

 

6. Campos F., A., S.; Falcão, E.P.S.; Filho, A. G.. Seleção Simplificada para 

Professor Temporário - Bioquímica. 2013. Centro Acadêmico de Vitória. 
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7. Falcão, E.P.S.; Almeida, M. B.; Araújo, G.. Banca de seleção para professor 

efetivo do Curso de Ed. Física sub-área Judô. 2013. Centro Acadêmico de 

Vitória. 

 

8. Falcão, E. P. S.. Seleção Pública Simplificada para Prof. Substituto - Núcleo de 

Saúde Coletiva, área: Administração e Gestão. 2016. Centro Acadêmico de 

Vitória. 

 
 

VI.2 Participação em Bancas de Mestrado 

 

1.  Pereira, E. C.; Castilho, C. J. M.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de 

Andreia Luiza Alves. Identificação de Impactos Ambientais no curso inferiorn 

do Rio Pratagy - Al: Imediações do parque residencial Benedito Bentes. 2004. 

Dissertação (Mestrado em Desenvolvimento e Meio Ambiente) - Universidade 

Federal de Pernambuco. 

 

2. Pereira, E. C.; Araujo, M. S. B.; Gehlen, V. R. F.; Falcão, E. P. S.. Participação 

em banca de Valéria Brito Silva. Diagnóstico da Desertificação no município de 

Imbimirim - PE. 2006. Dissertação (Mestrado em Desenvolvimento e Meio 

Ambiente) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

3. Pereira, E. C.; Silva, V. B.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Valéria 

Brito Silva. Diagnóstico da Desertificação no Município de Imbimirim ? PE. 

2006. Dissertação (Mestrado em Desenvolvimento e Meio Ambiente) - 

Universidade Federal de Pernambuco. 

 

4. Coelho, L. C. B. B.; Silva, M. P. C.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de 

Alba Tatiana Serafim do Nascimento. Bioprodução de Metabólitos de 

Canoparmelia texana (Tuck) Elix & Hale a partir de Imobilização Celular.. 

2007. Dissertação (Mestrado em Bioquímica e Fisiologia) - Universidade 

Federal de Pernambuco. 
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5. Correia, M. T. S.; Ximenes, E. C. P. A.; Falcão, E. P. S.; Silva, N. H.. 

Participação em banca de Maria Catarina Gomes Gadêlha de Moura. Atividade 

Antimicrobiana de compostos de Canoparmelia texana (Liquen). 2008. 

Dissertação (Mestrado em Bioquímica e Fisiologia) - Universidade Federal de 

Pernambuco. 

 

6. Falcão, E. P. S.; Pereira, E. C.. Participação em banca de Talitha Lucena de 

Vasconcelos. Influência do Fósforo na Produção de Substâncias transformadoras 

do Solo sob Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. 2009 - Universidade Federal de 

Pernambuco. 

 

7. De Lima, C. R. V.; Falcão, E. P. S.; Coelho, L. C. B. B.; Silva, N. H.. 

Participação em banca de Cinthia Renata Vieira de Lima. Produção de 

Metabólitos Bioativos de Pseudocyphellaria aurata (ACH.) Vainio por 

imobilização de fragmentos do talo.. 2009. Dissertação (Mestrado em Biologia 

Vegetal) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

8. Coelho, L. C. B. B.; Falcão, E. P. S.; Lima, V. L. M.; Silva, C. A.. Participação 

em banca de Tiago Gomes Araújo. Efeitos Metabólicos in vivo de Derivados 

Benzilideno-Tiazolidinadionas. 2009. Dissertação (Mestrado em Pós - 

Graduação em Bioquímica e Fisiologia) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

9. Andrade, C. A. S.; Santos-Magalhães S. N.; Santos, N. P. S.; Falcão, E. P. S.. 

Participação em banca de Jadilson Medeiros do Nascimento Filho. Avaliação 

Termodinâmica de filmes mistos compostos por trans-desidrocrotonina e 

fosfolipídeos.. 2010. Dissertação (Mestrado em Inovação Terapêutica) - 

Universidade Federal de Pernambuco. 

 

10. Pereira, A. K. V.; Aguiar Junior, F. C. A.; Lira, M. C. B.; Falcão, E. P. S.. 

Participação em banca de Ana Karina Vidal Pereira. Preparação e 

Caracterização de Lipossomas contendo o anestésico Tetracaína. 2012. 

Dissertação (Mestrado em Saúde Humana e Meio Ambiente) - Universidade 

Federal de Pernambuco. 
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11. Campos, T. A.; Lira, M. C. B.; Santos, N. P. S.; Falcão, E. P. S.. Participação em 

banca de Thiers Araújo Campos. Complexos de Inclusão Ácido 

Fumarprotocetrárico:2-Hidroxipropil-Beta-Ciclodextrina: Preparação, 

caracterização e encapsulação em lipossomas. 2012. Dissertação (Mestrado em 

Saúde Humana e Meio Ambiente) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

12. Catanho, T. J. A.; Silva, N. H.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Mosar 

Lopes da Silva. Uso do Ácido Barbático de Cladonia salzmanii Nyl (liquen) no 

tratamento de feridas cutâneas em ratos Wistar. 2012. Dissertação (Mestrado em 

Pós - Graduação em Bioquímica e Fisiologia) - Universidade Federal de 

Pernambuco. 

 

13. Florêncio, S. G. L.; Falcão, E. P. S.; Silva, C. G. M.; Lima, C. E. P.. Participação 

em banca de Sloana Giesta Lemos Florêncio. Influência da Radiação Gama 

sobre Aspergillus, teor de fenólicos e atividade antioxidante do chá verde. 2012. 

Dissertação (Mestrado em Tecnologias Energéticas e Nucleares) - Universidade 

Federal de Pernambuco. 

 

14. Lira, M. C. B.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Soraia Lins de Arruda. 

Avaliação da ação cicatrizante de extratos orgânicos do muco produzido pelo 

Zoantídeo Palythoa caribaeorum. 2013. Dissertação (Mestrado em Saúde 

Humana e Meio Ambiente) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

15. Melo, S. J.; Araujo, J. M.; Falcão, E.P.S.. Participação em banca de Grace Kelly 

Cordeiro da Silva. Caracterização Química e Biológica da Senna alata L. Roxb e 

Senna simea (Lam.) H. S. Irwin & Barneby. 2013. Dissertação (Mestrado em 

Ciências Farmacêuticas) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 
16. Lima, V. L. M.; Lima, L.; Falcão, E.P.S.. Participação em banca de Bruna Maria 

Pereira da Costa Ribeiro. Avaliação da Ação Sinérgica de ácido Divaricático e 

extrato etéreo de Ramalina aspera (ränsänen) frente a microrganismos 

multiresistentes.. 2014. Dissertação (Mestrado em Bioquímica e Fisiologia) - 

Universidade Federal de Pernambuco. 
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17. Falcão, E.P.S.; Finkler C. L. L.. Participação em banca de Roberto Siqueira dos 

Santos. Contaminação de Banana, Maçã, Pera e Inhame com a micotoxina 

Patulina produzida por Penicilium sclerotigenum. 2014. Dissertação (Mestrado 

em Bioquímica e Fisiologia) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

18. Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Ana Paula Vieira de Melo. "Educação 

Alimentar e nutricional: Relato de experiência em uma escola da rede pública 

estadual de ensino do município de Vitória de Santo Antão. 2015. Dissertação 

(Mestrado em Saúde Humana e Meio Ambiente) - Universidade Federal de 

Pernambuco. 

 

19. Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Sandra Cabral de Silva. 

Caracterização farmacológica pré-clínica da atividade anti-inflamatória de novos 

derivados N-acilhidrazonicos. 2015. Dissertação (Mestrado em Inovação 

Terapêutica) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

20. Coelho, L. C. B. B.; Falcão, E. P. S.; Lima, V. L. M.. Participação em banca de 

José Guedes da Silva Júnior. Estudo do potencial antitumoral de derivados 

químicos de ftalimidas glicoconjulgadas. 2015. Dissertação (Mestrado em 

Bioquímica e Fisiologia) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

21. Falcão, E. P. S.; Ribeiro, M. A.. Participação em banca de Renata Soares de 

Lima. Adesão à Merenda escolar por alunos das escolas da rede pública estadual 

de ensino do município de Vitória de Santo Antão. 2015. Dissertação (Mestrado 

em Saúde Humana e Meio Ambiente) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

22. Sttanford, T.; Falcão, E.P.S.. Participação em banca de Pricilla Gregório de 

Oliveira. Bioatividade de Quitosana como cobertura comestível de queijo de 

qualho na inibição de Listeria monocytogenes. 2015. Dissertação (Mestrado em 

Saúde Humana e Meio Ambiente) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

23. Falcão, E. P. S.; Silva, R. A.; Salviano, T. L.. Participação em banca de Marllyn 

Marques da Silva. Atividades Biológicas e perfil Proteômico do muco produzido 
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pelo zooantideo Palithoa caribaeorum. 2016. Dissertação (Mestrado em Saúde 

Humana e Meio Ambiente) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

24. Falcão, E. P. S.; Jorge, R. J. B.; Renh, V. N. C.. Participação em banca de Igor 

Cavalcanti Ferraz. Estudo de Atividades Farmacológicas do Óleo Essencial de 

Eugenia brejoensis Mazine. 2016. Dissertação (Mestrado em Saúde Humana e 

Meio Ambiente) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

25. Falcão, E. P. S.; Silva, P. C. V.; Renh, V. N. C.. Participação em banca de 

Claudinelly Yara Braz dos Santos. Esquistossomose mansoni na zona da mata 

de Pernambuco: Fatores socioambientais, educação ambiental e em saúde.. 

2017. Dissertação (Mestrado em Saúde Humana e Meio Ambiente) - 

Universidade Federal de Pernambuco. 

 

26. Santos F. M. S.; Houllou, L. M.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de 

Patrícia Virgínia Padilha Dantas. Prospecção Biotecnológica de fungos 

endofíticos de bambu micropropagado na produção de enzimas e atividade 

antimicrobiana. 2017. Dissertação (Mestrado em Saúde Humana e Meio 

Ambiente) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

27. Freitas, E. M. S.; Magnata, S. S. L. P.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca 

de Mariana Vasconcelos de Paula Souza. Projetos Científicos no ensino médio: 

Uma ferramenta para a aprendizagem de Bioquímica. 2018. Dissertação 

(Mestrado em PROFBIO) - Universidade Federal de Minas Gerais. 

 

28. Cavalcanti, I. M. F.; Arruda, S. G. B.; Flacão, Emerson Peter S.. Participação em 

banca de Rosélia Odete Justino da Silva. CAracterização Fenotípica de 

Resistência Antimicrobiana de Staphylococcus aureus spp. e Termotolerantes 

isolados de queijos de coalho. 2018. Dissertação (Mestrado em Saúde Humana e 

Meio Ambiente) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

29. Falcão, E. P. S.; Lira, M. C. B.; Finkler, L.. Participação em banca de Aralí da 

Costa Gomes. Extração e Microencapsulação de Bixina por liofilização. 2019. 
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Dissertação (Mestrado em Saúde Humana e Meio Ambiente) - Universidade 

Federal de Pernambuco. 

 

30.  Emerson Peter S. Falcão; Garcia, J. E.; Maia, R. T.. Participação em banca de 

José Alexandre Batista de Freitas. A Gamificação aliada ap uso das tecnologias 

móveis (smartphone e tablets) e o QR code como estratégia facilitadora de 

aprendizagem dos conteúdos de genética. 2019. Dissertação (Mestrado em 

PROFBIO) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 
31. Falcão, E.P.S.; Garcia, J. E.; Vercosa, C. J.. Participação em Banca de Gabriel 

Soares Pereira. A Composição Musical como Ferramenta Didático-Pedagógica 

Para o Ensino de Genética na Educação Básica. 2020. Dissertação (Mestrado em 

PROFBIO) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

VI.3- Participação em Bancas de Doutorado. 

 

1. Chagas, C. A.; Aguiar Junior, F. C. A.; Falcão, E.P.S.; Vanusa, M.; Correia, M. 

T. S.. Participação em banca de Tamiris Alves Rocha. Isolamento, purificação e 

caracterização de metabólitos secundários de Ptyrocarpa moniliformes e 

avaliação de seu potencial biológico. 2019. Tese (Doutorado em Programa de 

Pós-Graduação em Ciências Biológicas) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

2. Silva, N. H.; Napoleão, Thiago Henrique; E.P.S. Falcão. Participação em banca 

de Alexsandra Nascimento de Carvalho. Potencial Biológico do ácido úsnico no 

controle da esquistossomose. 2019. Tese (Doutorado em Bioquímica e 

Fisiologia) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

3. Ximenes, Rafael Matos; Falcão, E. P. S.; Aguiar, J. S.; Chagas, C. A.; 

Nascimento, M. S.. Participação em banca de Érima Maria de Amorim. 

Avaliação do efeito genotóxico, mutagênico e teratogênico das plantas 

medicinais Myracrodruon urundeuva Allemão (Anacardeaceae) e Sideroxylon 

obtusifolium (Roem. & Shult.) T. D. Penn. (Sapotaceae). 2018. Tese (Doutorado 

em Programa de Pós graduação em Biotecnologia - PPG - Renorbio) - 

Universidade Federal de Pernambuco. 
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4. Silva, E. B.; Villavicencio, A. L. C. H.; Lopes, C. F. J. A.; Silva Filha, M. H. N. 

L.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Sloana Giesta Lemos Florêncio. 

Potencial do uso de machos esterelizados por radiação gama (60Co) para o 

controle populacional de Aedes Aegypti (Diptera - culicidae): Um caminho 

biotecnológico do laboratório para o campo.. 2017. Tese (Doutorado em 

Tecnologias Energéticas e Nucleares) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

5. Melo, S. J.; Falcão, E. P. S.; Lima, G. M. S.; Santos-Magalhães S. N.; Faria, A. 

R.. Participação em banca de Zenaide Severina do Monte. Pirimidinas: de 

potenciais fármacos a marcadores fluorescentes. 2016. Tese (Doutorado em 

Ciências Farmacêuticas) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

6. Ramalho, H. M. M.; Oliveira, J. S.; Dimenstein, R.; Campos F., A., S.; Falcão, 

E. P. S.. Participação em banca de Danielle Soares Bezerra. Efeito da 

Suplementação materna com megadose de vitamina A, administrada em 

diferentes intervalos, nas concentrações de retinol no leite materno.. 2015. Tese 

(Doutorado em Nutrição) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

7. Pereira, E. C.; Andrade, L. H. C.; Santos, N. D.; Pontual, E. V.; Falcão, E.P.S.. 

Participação em banca de Bruno Rafael Monteiro Rodrigues. Efeito do 

Nitrogênio e do Fósforo no Metabolismo de Três Espécies de Cladonia. 2014. 

Tese (Doutorado em Biologia Vegetal) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

8. Barbosa, H. M. S.; Filho, F. O. M.; Torres, M. F. A.; Mariano, G.; Silva, H. P. 

B.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Hérika Maria da Silva Barbosa. 

Intemperismo Biogeoquímico e ciclagem de nitrogênio pela interação do liquen 

Cladonia substellata Vainio com granito e basalto. 2014. Tese (Doutorado em 

Geografia) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

9. Melo, S. J.; Nascimento, S. C.; Stanford, T. L. M.; Lemos, T. L. G.; Falcão, 

E.P.S.. Participação em banca de Janaína Gonçalves da Silva Melo. 

Caracterização Química e Avaliação da Atividade Biológica dos metabólitos de 

actinobactéria endofítica isolada de Momordica charantia L.. 2013. Tese 
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(Doutorado em Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas) - 

Universidade Federal de Pernambuco. 

 

10. Silva, N. H.; Lima, V. L. M.; Falcão, E. P. S.; Amancio, F. F.. Participação em 

banca de Mônica Cristina Barroso Martins. Aplicações Biotecnológicas de 

compostos obtidos dos liquens.. 2012. Tese (Doutorado em Bioquímica e 

Fisiologia) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

11. Colaço, W.; Falcão, E. P. S.; Amancio, F. F.; Araujo, E. S.; Tabosa, J. N.. 

Participação em banca de Helena Paula de Barros Silva. Efeitos das radiações 

gama e ultravioleta sobre Cladonia verticillaris (Raddi) Fr. (liquen) coletado em 

diferentes ambientes. 2011. Tese (Doutorado em Tecnologias Energéticas e 

Nucleares) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

VI.4- Participação em Bancas de Conclusão de Curso de Graduação 

 

1. Silva, N. H.; Cavalcanti, M. S. M.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de 

Fernanda Magalhães Amaral.Modificação e Aperfeiçoamento de técnicas para 

bioprodução de fenóis produzidos por Cladonia verticillaris (Líquen). 2006. 

Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Bacharelado em Ciências 

Biológicas) - Universidade de Pernambuco.  

 

2. Silva, N. H.; Pereira, E. C.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Giselle 

Lauritzen Duarte. Modificação e Aperfeiçoamento de Técnicas de Bioprodução 

de fenóis produzidos por Cladonia verticilaris. 2006. Trabalho de Conclusão de 

Curso (Graduação em Licenciatura em Ciências Biológicas) - Universidade 

Federal de Pernambuco. 

 
3. Morais, F. C.; Almeida, M. B.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de 

Dayvson José de Lima. Karatê-do como um mecanismo de contenção da 

agressividade dos estudantes. 2017. Trabalho de Conclusão de Curso 

(Graduação em Licenciatura em Educação Física) - Centro Acadêmico de 

Vitória. 
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4. Amaral, F. M.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Fernanda Magalhães 

Amaral. A Lavanderia do Hospital das Clínicas sob o olhar da Biossegurança. 

2006. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Ciências Biomédicas) - 

Universidade Federal de Pernambuco. 

 
5. Buril M. L. L.; Falcão, E. P. S.; Silva, N. H.; Martins, M. C. B.; Pereira, E. C.. 

Participação em banca de Maria de Lourdes Lacerda Buril.Bioprodução de 

metabólitos do líquen Ramalina aspera Räsänen por imobilização de fragmentos 

do talo.. 2008. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Bacharelado em 

Ciências Biológicas) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 
6. Melo, S. J.; Araujo, J. M.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Jônatas 

Barbosa Xavier.Rubiaceae: breve revisão bibliográfica, composição química e 

atividades farmacológicas.. 2008. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação 

em Ciências Biomédicas) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

7. Falcão, E. P. S.; Melo, S. J.; Nascimento, S. C.. Participação em banca de Ana 

Caroline dos Santos Barreto. Síntese e Avaliação da Atividade Antimicrobiana 

de 5-cianopirimidinona. 2009. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em 

Ciências Biomédicas) - Universidade Federal de Pernambuco 

 

8. Melo, S. J.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Ana Caroline dos Santos 

Barreto.Atividade Antimicrobiana de 5-Cianopirimidinona. 2009. Trabalho de 

Conclusão de Curso (Graduação em Ciências Biomédicas) - Universidade 

Federal de Pernambuco.  

 

9. Carvalho, A. N.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Alexsandra 

Nascimento de Carvalho.Bioprodução de Metabólitos do liquen Cladonia 

corallifera (Kunze) Nyl. 2010. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em 

Licenciatura em Ciências Biológicas) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

10. Falcão, E. P. S.; Martins, M. C. B.; Silva, N. H.. Participação em banca de 

Rayane Cristine Santos da Silva. Efeito do ácido úsnico de Cladonia substellata 

Vainio sobre o desenvolvimento pós-embrionário do Podisus nigrispinus 
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(dallas) (Heteroptera: Pentatomidae). 2010. Trabalho de Conclusão de Curso 

(Graduação em Bacharelado em Ciências Biológicas) - Universidade Federal de 

Pernambuco. 

 

11. Araujo, A. A. B.; Falcão, E. P. S.; Santos, N. P. S.; Silva, N. H.. Participação em 

banca de Ana Aline Batista de Araújo.Obtenção de ácido barbático por 

diferentes sistemas de imobilização de Cladia aggregata (Sw.). 2010. Trabalho 

de Conclusão de Curso (Graduação em Bacharelado em Ciências Biológicas) - 

Universidade Federal de Pernambuco. 

 

12. Falcão, E. P. S.; Santos, N. P. S.; Finkler C. L. L.. Participação em banca de 

Marinaldo Pacífico Cavalcanti Neto.Avaliação da atividade antineoplásica in 

vivo de ácido barbático de Cladonia salzmanii (Nyl.) e formaulação de 

nanoestruturas lipossomais. 2010. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação 

em Enfermagem) - Universidade Federal de Pernambuco. 

 

13.  Silva, B. M.; Silva, N. H.; Martins, M. C. B.; Falcão, E. P. S.. Participação em 

banca de Bruna Mazulo da Silva.Atividade Citotóxica e Hemolítica do Extrato 

Etéreo e Ácido Barbático Purificado de Cladonia salzmanii Nyl.. 2010. Trabalho 

de Conclusão de Curso (Graduação em Ciências Biomédicas) - Universidade 

Federal de Pernambuco. 

 

14. Santos, N. P. S.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Tamiris Alves 

Rocha. Síntese de novos heterocíclos 4-amino-pirimidínicos-2,6-bissubstituídos 

e avaliação de suas propriedades citotóxicas.. 2012. Trabalho de Conclusão de 

Curso (Graduação em Licenciatura em Ciências Biológicas) - Centro Acadêmico 

de Vitória.  

 

15. Anjos, J. V.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Ivângela Elizabete Alves 

da Silva.2-Amino-6-aril-4-(3H)-Pirimidinonas: Síntese Multicomponente e 

Avaliação da Atividade antimicrobiana.. 2012. Trabalho de Conclusão de Curso 

(Graduação em Bcharelado em Química) - Universidade Federal de 

Pernambuco. 
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16. Falcão, E.P.S.; Pires, E. H.. Participação em banca de André Severino da 

Silva.Ausência de Atividade Mutagênica e Recombinogênica de Compostos 

Pirimidínicos com Propriedades Anti-inflamatórias em células somáticas de 

Drosophila melanogaster. 2013. 

 

17.  Falcão, E.P.S.; Aciole, E. H. P.. Participação em banca de André Severino da 

Silva.Avaliação da Atividade Mutagênica e Recombinogênica de Compostos 

Pirimidínicos em Células Somáticas de Drosophila melanogaster. 2013. 

Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Licenciatura em Ciências 

Biológicas) - Centro Acadêmico de Vitória. 

 

18. Falcão, E.P.S.; Martins, M. C. B.; Santos, N. P. S.. Participação em banca de 

Joelma Pessoa Gonçalves.Avaliação da Atividade Citotóxica de Extratos 

orgânicos e ácido divaricático purificado de Ramalina aspera (liquen). 2013. 

Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Biomedicina) - Universidade 

Federal de Pernambuco. 

 

19.  Falcão, E. P. S.; Chagas, C. A.; Oliveira, I. S.. Participação em banca de 

Amanda de Brito Nunes.Avaliação da atividade antibacteriana do liquen 

Ramalina usnea L. frente a oito bactérias.. 2015. Trabalho de Conclusão de 

Curso (Graduação em Licenciatura em Ciências Biológicas) - Centro Acadêmico 

de Vitória. 

 

20.  Santos, J. A.; Santos, F. X.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de Camila 

Melo Alves de Lima.Qualidade de Vida Relacionada a Praticantes de Karatê-Dõ. 

2015. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Educação Física 

Bacharelado) - Centro Acadêmico de Vitória. 

 

21. Oliveira, G. F.; Falcão, E. P. S.; Rohde, C.. Participação em banca de Samuel 

Lima de Santana.O Ensaio Cometa em Drosophila melanogaster como 

bioindicador da poluição atmosférica em uma área urbana e rural. 2015. 

Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em Licenciatura em Ciências 

Biológicas) - Centro Acadêmico de Vitória. 
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22. Chagas, C. A.; Rocha, T. A.; Falcão, E. P. S.. Participação em banca de 

Cristiane Maria da Conceição.Estudo sobre a atividade citotóxica de Ramalina 

usnea Liquen.. 2015. Trabalho de Conclusão de Curso (Graduação em 

Licenciatura em Ciências Biológicas) - Centro Acadêmico de Vitória. 

 
23. Falcão, E.P.S.; Ribeiro, E. N.; Lira, M. M. R.. Participação em banca de Victória 

Beatriz Gomes da Silva. Propostas de mapas mentais como instrumento de 

aprendizagem para o Ensino Médio. 2022. Trabalho de Conclusão de Curso 

(Graduação em Licenciatura em Ciências Biológicas) - Universidade Federal de 

Pernambuco. 

 

 

VII- REPERCUSSÃO OU IMPACTO DA PRODUÇÃO ACADÊMICA DO 

DOCENTE 

 

 Certamente o maior produto da atividade de um docente são seus estudantes, 

que, de fato, são numerosos ao longo de sua carreira, a contar cerca de 100 por 

semestre, após alguns anos este número pode se transformar em algumas dezenas de 

milhares. No entanto, este fator é de difícil mensuração. Já o impacto de sua produção 

científica pode ser avaliado utilizando-se índices. Que, certamente podem aumentar ao 

longo do tempo.  

 Minha produção acadêmica é modesta. Ao longo dos últimos anos foram 

publicados 41 artigos científicos. Em sua grande maioria nas áreas de Química de 

produtos naturais, Síntese orgânica e Química Medicinal.  

 Na plataforma Google Acadêmico Existem registrados 20 destes trabalhos, com 

510 citações. O índice H = 13 e i10=16. Na plataforma Scopus, registram-se 29 artigos 

com índice H = 8. Portanto, uma produção modesta, mas, com razoável número de 

citações e índices. 

 

 

 

 



81 
 

VIII- OUTRAS ATIVIDADES RELEVANTES EM SUA CARREIRA 

ACADÊMICA 

 

 Conforme mencionei anteriormente, ainda no primeiro ano do curso de 

Graduação, encontrei o Clube Estudantil de Astronomia, Organização Não 

Governamental, sem fins lucrativos, à qual me associei. Fiz o curso de iniciação à 

Astronomia, que é uma paixão desde minha infância, a minha participação em diversos 

projetos amadores, muitos dos quais relacionados à divulgação científica, fortaleceu 

minha formação acadêmica, na área de ciência básica. 

 Em alguns destes projetos tive a oportunidade de receber estudantes 

secundaristas e do ensino fundamental de escolas públicas, das redes municipais e 

estaduais na antiga sede do clube, situada na Várzea, bairro INOCOP. Palestrávamos a 

respeito de objetos do sistema solar, estrelas binárias e variáveis, etc. 

 O Clube continuou suas atividades na Várzea até perder sua sede em 1992. 

Entretanto, os membros continuaram a realizar atividades de divulgação científica. Em 

certa ocasião conseguimos trazer o Falecido Prof. Ronaldo Rogério de Freitas Mourão, 

Astrônomo do Observatório Nacional, que palestrou no Espaço Ciência (Figura 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14- Palestra do Dr. Ronaldo Rogério de Freitas Mourão por ocasião do aniversário do Clube 

Estudantil de Astronomia. Foto com a equipe do CEA e Diretor do Espaço Ciência Prof. Dr. Antonio 

Carlos Pavão  
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 Esta experiência ajudou a moldar minha formação científica, notadamente a 

necessidade de se “dividir”, divulgar, o produto do conhecimento científico, em 

linguagem clara para as pessoas simples, e, efetivamente para jovens. Como se diz, nós 

apenas cuidamos deste mundo para as gerações que vêm após nós mesmo.  

 Ao longo dos anos, entretanto, nosso grupo tem aprovado, alguns projetos de 

divulgação apoiados pelo CNPq que abrangem cidades do interior de Pernambuco, 

notadamente o sertão, nestes projetos desenvolvemos palestras, noites de observação, 

divulgando a Astronomia com o objetivo de atrair e despertar o interesse científico em 

jovens, mais especificamente, jovens de escolas públicas oriundos de áreas carentes. 

 Todo o stress e desgastes vivenciados na confecção de projetos e infindáveis 

reuniões do grupo é esquecido quando apresentamos a curiosos jovens e adolescentes 

um belíssimo e assombroso Universo de novas descobertas, “cerrado” de lindas gemas 

brilhantes, nuvens de poeira e gás ionizado, galáxias distantes e quasares, entre outros 

objetos que desafiam a nossa imaginação. Imaginação que deve ser a força motriz para 

o desenvolvimento científico e, por conseguinte, de nossa civilização. 

 

 

IX- CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

Definitivamente sinto a tentação de dizer que tudo foi em “um abrir e fechar de 

olhos”, mas, certamente não foi assim. Ainda bem que não. Foram muitos anos de 

trabalho duro, outros tantos de muitas incertezas, mas, certamente recheados pelo apoio 

da família e amigos, pelo suporte de professores e colegas, e por uma paixão pela 

natureza e pela descoberta. E a necessidade de se dar um sentido à vida colocando “ao 

serviço” todo o conhecimento adquirido.  

Tenho a consciência de que tudo o que construí e construo é produto de muitas 

“mãos” e, portanto, devo dizer que espero honrar o apoio recebido continuando a 

história de todos os docentes que me formaram. Desta forma tenho algumas ideias que 

pretendo colocar em andamento, ao longo do tempo, não direi ao longo dos anos 

vindouros, pois o senso de urgência deixado pela Pandemia me impele adiante com 

muita força, o tempo “urge”. Estas ideias incluem o ensino de Graduação, a pesquisa e a 

Extensão Universitária. Cito-as, em linhas gerais a seguir, iniciando pela extensão e 

findando na pesquisa científica. 
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• O projeto CAVEST, juntamente com outros pré-acadêmicos tem tido especial 

atenção pela Proexc, de modo que temos recebido, através de editais recursos 

importantes. Pretendo aperfeiçoar o projeto, introduzir no ambiente do 

Projeto novas atividades relativas à divulgação de ciências, notadamente 

Astronomia. Tentei isto, pouco antes da pandemia, mas, o esforço não logrou 

êxito devido ao isolamento que se seguiu; 

 

• Devo retomar um curso de iniciação à Astronomia, como fiz, em 2006 (não 

mencionado nas páginas anteriores), com o intuito de se criar a semente à 

formação de um clube de Astronomia em Vitória de Santo Antão; 

 

• Devo retomar o projeto de Karatê-DÔ, abrindo mais espaço para os alunos 

antigos, já graduados, no sentido de se ampliar o número de vagas, buscando 

a interação com a Federação Pernambucana de Karatê para a formação de 

novos atletas; 

 

• Depois de anos verificando a deficiência de nossos ingressantes nos cursos de 

graduação na disciplina de Química, tenho a intensão de propor uma 

disciplina de graduação, eletiva, contemplando o conteúdo de Química 

Orgânica, de forma mais aprofundada. Neste sentido iniciei conversações 

com o Colegiado do Curso de Biológicas e conversarei com os docentes da 

área; 

 

• Recentemente iniciamos, alguns colegas e eu, uma proposta de novo curso 

em formato EAD, em ciências naturais, enfatizando áreas de química e física. 

Temos a esperança de concluir até o final deste ano.  

 

• Continuo esperançoso de que recursos sejam alocados para o 

desenvolvimento da infraestrutura de nosso centro no sentido de se viabilizar 

a implantação dos cursos já autorizados pelas câmaras superiores de nossa 

UFPE, quando espero contribuir para a implantação destes cursos; 

 

• Em se tratando das ideias para pesquisa em Química sintética e Química de 

Líquens tenho “uma ou duas” ideias bastante interessantes, a meu ver, 
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envolvendo alguns fenóis liquênicos recém-isolados pelo nosso grupo e o 

núcleo pirimidínico. Algumas moléculas inéditas que já nascem com grande 

potencial; 

 

• O ácido estítico, um fenol liquênico isolado há alguns anos ainda precisa ser 

melhor caracterizado quanto ao seu potencial farmacológico, estamos 

trabalhando nos primeiros ensaios, com um mestrando e um pós-doutorando; 

 

• Estamos atualmente em fase inicial do estudo de uma Cyperaceae do gênero 

Rhynchospora que parece ter potencial ação hipoglicêmica, esperamos poder 

obter bons resultados nos próximos meses; 

 

• Ainda intenciono retomar a pesquisa com metabólitos secundários de 

macroalgas de nosso litoral, área que iniciei com colegas da UFRPE. 

 

Alguns destes projetos já estão, por certo, mais ou “menos delineados”, uns até 

em andamento, mas, não creio que sejam os únicos ou últimos, pois a inspiração não 

tem hora para bater à porta. Além disso com a inspiração familiar de que disponho 

(Figura 15), não pretendo diminuir o ritmo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15- Minha inspiração maior 
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Resumo 

Este trabalho analisa a produção e a aplicação de vídeos de animação usando a técnica de Stop 
Motion em uma Sequência Didática com o objetivo de operacionalizar os conhecimentos sobre 
respiração celular aeróbica, o que oportunizou construir conhecimentos científicos na perspectiva da 
Aprendizagem Significativa. Os estudantes de uma turma de terceiro ano do Ensino Médio realizaram 
pesquisas e trabalhos em equipe para a criação, com intervenções artesanais, das estruturas 
representativas das reações bioquímicas sobre o tema, acrescido de socialização do conhecimento 
construído e identificação de equívocos nas representações com as animações. Essas intervenções 
mobilizaram reestruturações nas concepções prévias sobre a Bioquímica, reorganização cognitiva 
com ancoramento de novas informações e subsunçores modificados, implicando mudanças 
significativas quando se analisam resultados de testes Pré e Pós-construção e socialização das 
animações. Por tais resultados, compreendemos que o uso do Stop Motion oportunizou os 
estudantes a reestruturarem suas concepções e conceitos sobre o assunto de forma constante, no 
percurso que surgiam dúvidas e alcançavam novos entendimentos, culminando na socialização das 
animações prontas para novas aprendizagens e reorganização de suas representações mentais 
sobre o tema respiração celular aeróbica. 

Palavras-chave: Stop Motion; Ensino de Biologia; Respiração Celular; Ferramentas Didáticas; 
Bioquímica no Ensino Médio. 

Abstract 

This article analyzes the production and application of animation videos using the Stop Motion 
technique in a Didactic Sequence using knowledge about aerobic cell respiration. This technique 
allows to build scientific knowledge in the perspective of Meaningful Learning. In group, students, with 
artisanal interventions, in a third-year high school class conducted research to create structures 
representative of biochemical reactions on the topic, plus socialization of constructed knowledge and 
identification of misunderstandings in representations with animations. These interventions mobilized 
restructurings in previous conceptions about Biochemistry, cognitive reorganization with anchoring of 
new information and modified subunits, implying significant changes when analyzing results of pre-
construction and post-construction tests and socialization of animations. For these results, we 
understand that Stop Motion can help students to restructure their conceptions and ideas about the 
subject and, during the course, their doubts have become opportunity to get new understandings 
which may be socialized through ready-made animations for new learning and reorganization of their 
mental representations on the topic of aerobic cell respiration. 

Keywords: Stop Motion; Biology Teaching; Cellular respiration; Teaching Tools; Biochemistry in High 
School. 
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INTRODUÇÃO 

A organização social e os processos de ensino se colocam, cada vez mais, numa 
perspectiva tecnológica e digital (MEC, 2018). De acordo com a Base Nacional Comum Curricular 
(BNCC), torna-se pouco provável, nos dias atuais, imaginarmos uma aula para o ensino da Biologia 
em que o professor utilize apenas diálogos e exposições das teorias. Por certo, compreendendo a 
maior disponibilidade de recursos e estratégias atualmente incentivadas pela BNCC, é sempre viável 
que o professor se utilize de recursos didáticos tecnológicos disponíveis para ampliar os meios de 
comunicação e de novas aprendizagens com seus estudantes (Silva & Correa, 2014). Nesse sentido, 
podemos imaginar que várias técnicas podem ser aplicadas por profissionais da educação na 
tentativa de facilitar a construção do conhecimento pelos estudantes, oportunizando novas 
aprendizagens que reestruturem as representações conceituais existentes, a exemplo das animações 
em vídeo Stop Motion, as quais são nosso foco de estudo. 

Mas o que é o Stop Motion? A expressão Stop Motion significa “movimento parado”. Trata-   
-se de uma técnica em que uma situação, processo e/ ou acontecimento é fotografado em diferentes 
momentos e posições para dar ideia de movimento às imagens que foram fotografadas. Para isso, as 
fotografias são colocadas em ordem cronológica ou de acordo com a evolução dos acontecimentos 
para, com o auxílio de um software de edição de vídeos, serem passadas em sequência por um 
tempo determinado pelo editor, o que dará a percepção de estar se movimentando. Em outra 
proposta de definição, ainda referente ao significado da técnica de Stop Motion, Nascimento (2016) 
especifica que: 

Ela utiliza um sequencial de fotografias de posições diferentes de um 
mesmo objeto simulando assim um movimento (pois nada mais é do que 
uma ilusão de ótica). O fotógrafo deve tirar as fotos sempre na mesma 
posição e deve sofrer uma leve mudança de lugar, o objeto a ser 
fotografado, pois é isso que ao final da montagem dá a ideia de movimento 
(p. 10). 

De acordo com Oliveira (2010, p. 51), a primeira vez em que se fez uso da técnica de Stop 
Motion foi em uma situação inusitada na qual, “durante uma filmagem, a câmera de Méliès parou por 
alguns instantes e voltou a gravar, posteriormente. O artista descobriu que podia utilizar este recurso 
para produzir vários efeitos e deu o nome de stop-action a essa técnica.” Em breve explicação, 
Barbosa, Santos, Alcoforado e Sartore (2012, p. 25) descreve a técnica como sendo o “... processo 
artístico manual ou computacional de criar ilusão de movimento contínuo através de imagens que, 
isoladamente são estáticas, mas quando sequenciadas de forma veloz proporcionam essa sensação 
de movimento ao observador”, o que faz estruturas inanimadas se moverem como se estivessem 
vivas. Por essa peculiaridade da técnica, Shaw (2012) intitulou a introdução de seu livro como 
“Brincando de Deus”. 

Com o passar do tempo e do aperfeiçoamento da técnica, já é possível dispormos de vários 
materiais e formas de se trabalhar a produção desses vídeos no campo educacional usando o 
conhecimento do conteúdo, os detalhes das cenas e a criatividade. Como forma de diferenciação das 
imagens ou vídeos prontos (como os que utilizamos em sala de aula) da produção derivada da 
técnica de Stop Motion, Santaella (2007) destaca a importância da construção da informação a partir 
do pensar para produzir, não se limitando ao fato do simples registrar dos fatos, como muitas vezes 
acontece em vídeos educativos. Em outro entendimento, apresentado por Oliveira (2010), destaca-se 
que (...)  

(...) enquanto na foto e no filme, uma vez registrada, a informação é 
irreversível, nada pode ser mudado, a informação digital representa 
exatamente o oposto. Tudo nela é variável e adaptável. Não apenas pode 
ser controlada e manipulada em sua inteireza, mas também em cada um de 
seus pontos individuais (p. 51). 

Ao criarmos as condições de maior contato tátil e visual através da técnica do Stop Motion, 
referentes aos conhecimentos das estruturas e acontecimentos biológicos, espera-se que o estudante 
desenvolva maior sinergia (ato de sistemas biológicos serem ativados ao executar uma dada função) 
acerca de um determinado conteúdo de modo que este permaneça por mais tempo em sua memória. 
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De acordo com Bossler e Caldeira (2013), em consonância com a importância da utilização de 
alternativas que possam reproduzir de forma concreta conteúdos com aspectos microscópicos, 
destaca-se que, quando o estudante tem a oportunidade de construir os recursos que materializam os 
conceitos abstratos das Ciências da Natureza, ocorre a oportunidade de observarem seus equívocos 
conceituais e reconstruírem seus modelos mentais com aproximações do que se é esperado como 
conhecimento científico. Neste processo, há a necessidade de os estudantes aprofundarem com as 
leituras sobre as teorias que embasam o conteúdo, de organizarem as estruturas para dar animações 
e de construírem o enredo das histórias (sequências), ocorre a possibilidade de maior contato desses 
com o conhecimento em questão, reestruturando suas representações e definições conceituais com 
maior aproximação dos modelos estruturados no campo do conhecimento científico. 

Ratificando a pertinência da técnica para o processo de aprendizagem, Rodrigues e Lavino 
(2020) afirmam que o trabalho com animações Stop Motion mobiliza o estudante a construir sínteses 
de conceitos e a representar, pelo uso de analogias e modelos concretos, as estruturas científicas 
estabelecidas cognitivamente. Ou seja, cria-se um canal para que as representações de um mundo 
imaginário – muitas vezes construídos teoricamente em aulas expositivas e por imagens planas em 
quadros brancos – assumam materialidade, com capacidade de serem mais bem visualizados e 
avaliados por outros, dentre estes, o próprio professor que construiu o canal para as representações 
e significados aos conceitos científicos assimilados. 

Nesse processo, espera-se que as pessoas envolvidas na confecção de animações em 
Stop Motion consigam mostrar, de forma mais espontânea, dúvidas sobre o conteúdo a partir da 
produção das animações, de tal maneira que esses equívocos se façam mais evidentes com a 
aplicação da técnica. Em síntese, de acordo com Lima, Santos, Matias e Lima (2015, p. 06), 
“...recursos alternativos como o Stop Motion, análogo ao acontecimento real dos fenômenos 
biológicos com imagens e mídia tecnológica, do tipo animação, colabora na aproximação do 
conhecimento científico ao entendimento do estudante”. Para tanto, acredita-se que é significante que 
o professor crie e defina estratégias e procedimentos favoráveis para se construir as condições 
pertinentes às diversas formas de assimilação do conhecimento científico pelos estudantes, como 
também intermedeie as ações e intervenções desses para que se promovam as condições de 
aprendizagem pela adesão de novos conhecimentos aos já existentes em suas estruturas cognitivas 
(Ausubel, Novak & Hanesian, 1980). Para a compreensão de aprendizagem, construídas nas 
propostas de intervenção com animações tipo Stop Motion para o trabalho com conceitos abstratos, 
acompanhando relatos e considerações na literatura pertinentes, é coerente o olhar na perspectiva da 
teoria da Aprendizagem Significativa, a qual é definida como (...). 

(...) a aquisição dos significados e das mudanças organizacionais não 
transitórias na estrutura cognitiva, acompanhando este processo na medida 
em que o aprendiz responde às apresentações iniciais e sucessivas da 
tarefa a ser aprendida (Ausubel et al., 1980, p.259). 

Por essa teoria, estabelece-se, em condições favoráveis construídas para tal propósito, o 
ancoramento de novas informações às estruturas mentais constituintes de conhecimentos pré-           
-existentes – o cognitivo do indivíduo – por assimilação e acomodação com consequente 
indissociabilidade dessa composição se for coerente à estrutura pré-existente (Ausubel et al., 1980). 
Em condições favoráveis, estabelecem-se subsunçores modificados. Nesse campo teórico, é possível 
entender e se esperar que a nova informação expanda o sentido e amplie os conhecimentos aos já 
existentes, constituindo uma nova estrutura, não dissociada das anteriores. Mas, em situações em 
que não se estabelecem conexões de forma consistente – não acontecem assimilações entre o novo 
conhecimento e o já existente por não se encontrar significância “ancoragem” – entre os saberes 
arrebatados, faz-se coerente se utilizar de estratégias e recursos outros que aproximem ou criem as 
condições para novas aprendizagens. 

Considerando a possibilidade então descrita, de não existir subsunçores que garantam a 
ancoragem dos novos saberes, Ribeiro, Silva e Koscianski (2012) descrevem a aplicabilidade de 
estratégias e recursos que se coloquem como organizadores prévios, então considerados como 
“mecanismos pedagógicos auxiliadores na ligação entre aquilo que o aprendiz já sabe e aquilo que 
irá adquirir” (p.171). Em mesma perspectiva, justifica-se a aplicação dos denominados organizadores 
prévios, como é o caso das animações Stop Motion, compreendidos à luz da Aprendizagem 
Significativa, pelo fato de que “as ideias existentes na estrutura cognitiva do aprendiz podem não ter a 
relevância e o conteúdo suficientes para estabelecerem ligações com as novas ideias introduzidas 
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pelo material de instrução” (p.171), o que se faz necessário, por ação do educador, melhor estruturar 
o percurso de aprendizagem diante do material e/ ou conhecimento a ser assimilado. Em seu 
trabalho, os mesmos autores consideraram as animações Stop Motion confeccionadas para objetivos 
específicos de intervenção exploradas como recurso intermediário – mediação – para a aquisição de 
novas aprendizagens, entendendo-os como organizadores prévios. Já em trabalho de Bossler e 
Caldeira (2013), a técnica de construção da animação pelos participantes se fez instrumento de 
avaliação, pois consideraram os conflitos e a ressignificação conceitual que aplicaram para 
estruturarem as representações e darem “materialidade a conceitos e fenômenos existentes para ele 
apenas como imagens mentais” (Bossler & Caldeira, 2013, p.478). 

Diante do já exposto e considerando a associação das intervenções com nossas 
experiências docentes, partimos com a compreensão de que as aulas de Bioquímica exigem que os 
estudantes exercitem diferentes estratégias e a capacidade de apropriação, muitas vezes, para 
assimilar termos associados às reações químicas e fenômenos biológicos que acontecem durante um 
dado processo. A apreensão desses conteúdos no Ensino Médio é algo desafiador, pois necessita de 
grande abstração, por parte dos estudantes, e elevado grau de criatividade e sensibilidade, por parte 
do docente, para empregar técnicas pedagógicas e ferramentas que possibilitem ao educando o 
aprendizado significativo adequado.  

Ao construirmos nossos entendimentos sobre a técnica do Stop Motion, refletindo sobre o 
desafio de ensinar conteúdos biológicos que são, por sua natureza, abstratos, surgiu-nos a 
necessidade de pensar em uma ferramenta que pudesse estimular o processo criativo dos 
estudantes e, ao mesmo tempo, confrontá-los com o desafio de ensinar/ expor o conhecimento 
apreendido na forma de vídeos para, então, expressarem como o conhecimento cientifico foi 
ancorado e modificado no subsunçor dos estudantes envolvidos. Some-se a isso a própria 
característica dos jovens envolvidos pelo mundo da telecomunicação via celular e que possuem 
potencial de usufruírem de aplicativos que estimulam a criatividade na essência desses.  

Apesar de ter surgido como técnica cinematográfica, essa proposta se tornou mais um 
recurso de ensino na Biologia por ajudar a ilustrar conceitos abstratos e por representar fenômenos 
de conteúdos didáticos pouco atrativos. De acordo com esse pensamento, Oliveira (2010) menciona 
que essa técnica facilita a representação de cenas inexistentes na vida real (no nosso caso, cenas 
abaixo do limite da microscopia óptica). Considerando a temática respiração celular aeróbica, 
percebe-se que é um tema interdisciplinar, envolvendo Química e Biologia, contendo conceitos de 
alta complexidade que escapam aos sentidos comuns, exigindo diversos conhecimentos e grande 
dose de abstração para a adequada apreensão.  

Em situações como esta, percebe-se o estudante buscando construir modelos-chave 
mentais para desvendar detalhes factíveis a uma compreensão do conteúdo estudado; já o professor, 
seja por imagens do livro, seja por ilustrações feitas por ele mesmo no quadro, buscará favorecer a 
aproximação do conceito científico a essa representação, supostamente construída pelo estudante. 
Mas, como saber se o conceito científico e a representação mental do estudante estão compatíveis? 
É sempre um dilema a ser avaliado. Desse modo, na busca de diferenciar essas novas possibilidades 
de ensino do “método tradicional”, chamado assim por Nascimento (2016, p. 22) ao caracterizar a 
atuação do professor com o uso restrito da oratória para emitir seu conhecimento aos estudantes, 
admite-se que “impedimos, muitas vezes, que o aluno construa essas representações, dificultando, 
assim, a aprendizagem”.  

Ao refletir sobre a relevância do Stop Motion como prática auxiliar na compreensão de 
temáticas abstratas, a exemplo da respiração celular aeróbica, Nascimento (2016) e Rodrigues e 
Lavino (2020) reforçam a importância do uso desses meios para estimular o interesse e dar sentido à 
teoria a partir da prática, materializando o abstrato e desenvolvendo o conhecimento dentro dos 
limites e interesses científicos. Para tanto, Nascimento (2016, p. 10) também admite que (...) 

A teoria aliada à prática estimula o estudante a aprender o conteúdo e além 
de dinamizar a aula desperta o interesse deste, dando-o uma nova forma de 
construir seu conhecimento; permite que o aluno veja, sinta, perceba o que 
a teoria menciona como está relacionada e como o que está nos livros 
influencia diretamente na vida. 
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Trazendo para o contexto deste estudo, como é possível enfatizar para os estudantes 
envolvidos a relação existente entre a respiração fisiológica que eles conhecem e sentem e o 
processo mitocondrial de produção de energia fundamental à vida, que necessita de oxigênio como 
um agente oxidante para o processo químico ocorrer? A representação que o professor faz, dessas 
estruturas micro e macroscópicas envolvidas nos processos, talvez possa levar a uma compreensão 
equivocada, como o fato de expor a imagem em datashow ou até mesmo no livro. Um exemplo seria 
a ilustração das proteínas transportadoras de prótons e elétrons, as quais poderiam ser confundidas 
pelos estudantes ao achar que elas seriam um conjunto único, não existindo, assim, outras 
sequências em diferentes locais da crista mitocondrial, ou até mesmo o desenho de uma mitocôndria, 
que poderia simbolizar, para ele, uma célula. 

A partir disso, considerando as aulas de Bioquímica para o estudo dos processos não 
verificáveis a olho nu, construímos questionamentos, pelos quais buscamos entender a seguinte 
pergunta: de que forma e em que dimensão a produção do Stop Motion colabora com a apropriação 
dos conceitos científicos mais abstratos das estruturas bioquímicas? Em que condições a produção 
das animações em Stop Motion pelos estudantes complementam entendimentos das ilustrações 
bioquímicas presentes nos livros didáticos?  

Por objetivos desta pesquisa, buscamos não só compreender como a produção e 
compartilhamento de animações tipo Stop Motion colaboram com a aprendizagem de conceitos 
científicos mais abstratos sobre estruturas moleculares exploradas na Bioquímica, como também 
avaliar de que forma a produção e compartilhamento de animações Stop Motion, confeccionadas por 
estudantes, colaboram com a Aprendizagem Significativa desses em referência a conceitos e 
imagens bioquímicas contidas nos livros didáticos. Como hipótese para o nosso estudo, afirmamos 
que o Stop Motion é uma ferramenta capaz de melhor aproximar o conhecimento acerca de conceitos 
abstratos da Bioquímica que necessitem modelar, de forma macroscópica, estruturas microscópicas 
para se buscar, com isso, uma melhor apropriação e compreensão científica desses conceitos pelos 
estudantes. 

METODOLOGIA 

Nosso estudo teve cunho investigativo, construído para fins de entendimentos que 
resultassem em um propósito de pesquisa qualitativa em diversas de suas intervenções: observações 
durante a construção e a apresentação de modelos biológicos próprios a animações, levantamento 
pré e pós-intervenções com questões discursivas, interações entre os participantes para análise 
sobre o que foi construído, o que estruturou conhecimentos importantes e atributos necessários no 
desenvolvimento, aplicação e avaliação em torno do nosso principal produto – animações em Stop 
Motion. Firma-se tal aplicação de recurso e estratégia como proposta adaptável e replicável para a 
Educação Básica por ser de fácil disseminação em diversas outras situações de ensino nos 
diferentes espaços de aprendizagem dos nossos estudantes.  

Para a construção dos resultados, seguimos uma proposta de Sequência Didática (SD) com 
etapas constituídas de diferentes recursos e estratégias que nos permitiram registrar as 
consequências das orientações e intervenções, pertinentes às nossas análises, e confirmar a eficácia 
das estratégias e de suas técnicas então aplicadas para o maior envolvimento dos estudantes ao 
aprendizado de conteúdos da Bioquímica. Como diretriz para esta pesquisa, realizada antes de 
ocorrer as restrições sanitárias por conta da Pandemia do COVID-19, afirmamos que as intervenções 
foram respaldadas no parecer do Comitê de ética da UFPE com o número 3.716.276, de acordo com 
o CAAE: 21956719.9.0000.9430. 

Participaram das intervenções da SD 32 (trinta e dois) estudantes do terceiro ano do Ensino 
Médio de uma escola pública estadual da cidade de Palmares – PE por já possuírem conhecimentos 
prévios sobre Bioquímica, comumente trabalhados no primeiro ano do Ensino Médio. Para o início 
das intervenções, os estudantes se organizaram em 04 (quatro) equipes para a realização de estudos 
individualizados e em grupo sobre conceitos e estruturas da Bioquímica, como também participaram 
de oficinas para apropriação de técnicas básicas para a confecção de Stop Motion. Como 
consequência das intervenções da SD, os estudantes procederam com as pesquisas, os estudos e a 
confecção das diferentes animações sobre o mesmo tema: respiração celular aeróbica, além de 
outras intervenções, conforme as etapas/ momentos apresentados na sequência SD. Utilizaram-se de 
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materiais diversos, escolhidos pelas equipes, para a execução das animações, o que oportunizou a 
liberdade criativa necessária para materializarem nas animações os conceitos que possuíam. 

Nossas intervenções se iniciaram com a pesquisa dos estudantes sobre o conteúdo 
“respiração celular aeróbica” em livros e textos impressos, disponibilizados pelo professor 
responsável, com o propósito de reorganizar conceitos referentes ao assunto proposto. Os 
estudantes, reunidos em suas respectivas equipes, concluíram esta fase com a confecção de textos- 
-sínteses das principais informações que acreditam ser necessárias à confecção futura das 
animações.  Em outro momento, com aula presencial, o professor retornou ao assunto respiração 
celular aeróbica através das anotações que realizaram, utilizando-se de imagens em cartazes para 
reorganizarem os conceitos e representações referentes às etapas da glicólise, do ciclo de Krebs e 
da fosforilação oxidativa. 

Após esses dois momentos de intervenção – pesquisas e aula expositiva dialogada –, 
aplicou-se o primeiro instrumento avaliativo/ investigativo na forma de questionário com perguntas 
discursivas (Apêndice A) com o propósito de um primeiro diagnóstico sobre os conceitos até então 
revisados. Com esse procedimento, foi possível propor as primeiras intervenções e reuniões que 
culminaram nas estruturas e escolhas para as animações Stop Motion pelos estudantes. Em outro 
momento, com materiais diversos (caixas de massa de modelar, cartolinas, papéis-cartão e folhas de 
emborrachado de cores variadas, canetas hidrográficas, lápis de diversas cores, cola branca 
tradicional, cola bastão, pistola para cola quente, tripé suporte para celular e tesoura) e espaço físico 
com mesas, adequado para a organização das equipes, os estudantes iniciaram o processo de 
confecção das estruturas presentes no processo de respiração celular aeróbica. Como estratégia 
orientada para a confecção das animações, salientamos que os estudantes tiveram que colocar o 
celular em um tripé para que a câmera permanecesse fixa durante a captação das imagens, o que 
minimizou os riscos de perderem a qualidade dos registros. Outras equipes optaram em conectar o 
fone de ouvido para usar o botão de aumento de volume como dispositivo de captura de imagem, o 
que evitou tocar na tela e fazer o celular estremecer, garantindo, ainda mais, a qualidade das 
imagens construídas.  

No momento da confecção, cada equipe conjugou as mesas para analisarem as fontes de 
informação que levaram, dos escritos que fizeram em aulas e de pesquisas em vídeos da internet 
com o uso dos próprios aparelhos celulares com a intenção de revisitarem os conteúdos para 
aproximarem ao máximo possível do processo correto. No processo de confecção das estruturas, 
fizeram uso dos materiais disponíveis para a montagem das várias estruturas constituintes do 
processo da respiração celular aeróbica, como moléculas e componentes celulares (Fig. 01).  Em 
alguns momentos dessa etapa, surgiam dúvidas e a necessidade de novas pesquisas, mas a 
professora não intervia com respostas prontas, apenas realizava o registro para resgate e diagnóstico 
em etapas futuras. À medida que as dúvidas eram minimizadas e as figuras representativas dos 
diversos processos relacionados à respiração celular aeróbica ficavam prontas, os respectivos grupos 
prosseguiam com as fotografias em uma sequência ordenada de acontecimentos, como é 
característica da técnica do Stop Motion.  

 
Figura 01 – Montagem das peças. Fonte: Autores, 2019. 

 
Torna-se exemplo o processo de uma das equipes que fez uma introdução em sua 

animação de um personagem que comia uma fatia de pizza para ilustrar a ingestão da glicose pelo 
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organismo (Fig. 02). Para isso, foram retiradas algumas fotografias, iniciadas com a foto do 
personagem e da pizza desenhados, recortados e colocados sobre uma cartolina a uma determinada 
distância, seguida de outras imagens que aproximavam o alimento da boca do personagem de modo 
sequenciado. As demais equipes prosseguiram com essa mesma estratégia e foram construindo suas 
imagens para a posterior animação (Fig. 02). 

 

Figura 02 – Fotografias retiradas das animações prontas.Fonte: Autores, 2019. 
 
  A montagem das animações pelas equipes aconteceu no laboratório de informática da própria 
escola, que dispunha, em seus computadores do Windows, Movie Maker® (programa de edição de 
vídeos), ativando, em seguida, o comando “Adicionar vídeos e fotos”. Feito isso, iniciaram as edições 
e posterior ajustes na velocidade do vídeo, inserindo explicações, músicas e textos informativos, 
procedimentos comuns na construção das animações Stop Motion. Os vídeos foram encaminhados 
ao docente responsável para a pré-avaliação do material construído (Fig. 03), em que se avaliou a 
coerência das estruturas moleculares, a pertinência conceitual referente ao conteúdo explorado 
“respiração celular aeróbica” e a sequência dos respectivos processos constituintes da reação 
bioquímica em questão. 

 
Figura 03 – Fotografias retiradas das animações prontas. Fonte: Autores, 2019. 

 
Como meio de validação conceitual e estrutural do que foi construído nas animações, um 

professor de Biologia do Ensino Superior, conhecedor dos aspectos bioquímicos envolvidos na 
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proposta, também realizou a análise dos vídeos como forma de diagnóstico de sua pertinência e 
coerência conceitual então explorada.  

Ao concluirmos as diversas etapas, culminadas na confecção e apresentação das 
animações Stop Motion então confeccionadas pelos estudantes, aplicamos um segundo questionário, 
também com questões discursivas (Apêndice B). O propósito desse instrumento avaliativo foi 
entendermos como a vivência de pesquisar sobre o conteúdo bioquímico em estudo, a confecção e 
compartilhamento das animações em Stop Motion colaboraram ao melhor conhecimento sobre o 
conteúdo da respiração celular aeróbica entre os estudantes participantes dessa SD. 

O produto do processo nesta pesquisa 

 A interpretação dos nossos resultados possibilitou a validação de uma Sequência Didática – 
produto final de um Trabalho de Conclusão de Mestrado – oportunizando que outras pessoas 
também usufruam das propostas. Ratificando essa nossa percepção, Sarmento et al. (2013, p. 10) já 
compreendia que (...) 

(...) os dados colhidos sobre o uso de tais princípios no contexto em que 
conduzimos nosso estudo poderão ser transformados em evidências 
transferíveis para outros contextos, numa generalização teórica e situada, 
caso outros professores percebam semelhança com suas situações de 
ensino, em termos de variáveis contextuais compartilhadas. 

Nesse processo, a construção do material para as análises empíricas foi registrada a partir 
de anotações feitas durante todo o percurso das intervenções, em que se verificaram comentários, 
mesmo que esporádicos, realizados pelos estudantes de forma descontraída, como também as 
respostas aos questionamentos e comentários provocados pelo professor. Também utilizamos de 
registros feitos pelo professor, o que evidencia mudanças conceituais e exercícios/ execução de 
argumentações dentro dos grupos para a confecção das estruturas com respeito aos conceitos 
científicos então construídos nas intervenções anteriores. Também aconteceram avaliações nas 
próprias animações já concluídas, em que se constatou a pertinência científica das estruturas 
abstratas então materializadas, o que permitiu inferir apropriação de conhecimentos dentro do 
desejado para o ensino de Bioquímica na Educação Básica.  

Assim, levamos em conta a propriedade no uso de palavras, de conceitos e o conhecimento 
de estruturas e etapas que acontecem na respiração celular aeróbica, o que nos levou aos indicativos 
de confirmação de aprendizagem do conteúdo construídos por nossas interpretações. As questões 
discursivas foram, então, fragmentadas e categorizadas a posteriori, baseadas na Análise de 
Conteúdo (Bardin, 2011), as quais foram organizadas em quadros e figuras para melhor 
apresentarmos as evidências de apropriação de conhecimentos científicos pelos estudantes 
participantes das etapas da SD. Os questionários aplicados no período de pré e pós-intervenções 
(Apêndices A e B) foram confeccionados com questões diferentes, ainda que abordassem as 
mesmas temáticas relacionadas à respiração celular. Colocamos como observação referente aos 
questionários o não interesse em comparações entre as respostas do antes e do depois das 
intervenções por compreendermos melhor como a vivência das etapas de construção e apresentação 
das animações em Stop Motion efetivamente colaboraram com a construção de entendimentos 
dentro do campo científico sobre a bioquímica envolvida no processo de respiração celular aeróbica, 
desejado para a Educação Básica, como destacado por pesquisas na áreas sobre a proposta de 
animações.  

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Iniciamos nossas análises reconhecendo as potencialidades da técnica Stop Motion para a 
formação dos estudantes ao materializarmos conceitos e modelos explorados no ensino de Biologia 
com o conteúdo de bioquímica. O propósito dessa temática surgiu de experiências anteriores ao 
trabalharmos o conteúdo de bioenergética, em que os estudantes aceitaram o desafio de produzirem 
vídeos explicando o processo da fotossíntese. As equipes, então, construíram filmes com os colegas 
relatando o processo, fizeram um jornal, construíram paródias e também uma animação em formato 
Stop Motion. Essa produção teve repercussão pelo fato de quererem assistir a elas mais de uma vez 
e por ficarem curiosos em relação à sua produção. Por percebermos que essa proposta tomou a 
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atenção dos estudantes, resolvemos repetir a experiência, agora com toda a turma vivenciando uma 
Sequência Didática (SD) que explorou o conteúdo de Respiração Celular Aeróbica através da 
produção de animações em Stop Motion. 

Dados apreendidos da análise da aula e de fontes 

A aplicação da SD teve início com a apropriação de informações sobre a temática através 
de fontes diversas (leitura do tema no livro didático e em folhas impressas de site). As pesquisas e 
leituras dos materiais pesquisados oportunizaram um claro exercício do protagonismo na elaboração 
de textos sínteses/ resumos e consequente assimilação do conteúdo explorado, com o evidente 
propósito de “modificar as atitudes e habilidades do estudante de forma que este fosse capaz de 
buscar, por si só, o conhecimento em sua fonte” (Vieira et al., 2001, p. 02). Como apropriação de 
novos saberes, registramos a assimilação de termos científicos, amplo diálogo sobre tópicos que 
classificaram como interessantes e/ ou curiosidades. Dentre essas, registramos o porquê de algumas 
fontes se referirem à cadeia transportadora de elétrons como fosforilação oxidativa e outras como 
cadeia respiratória. 

Detalhamento e análise do primeiro questionário 

Ao aplicarmos o primeiro questionário (Apêndice A), constituído de 14 (quatorze) perguntas 
para respostas discursivas, buscamos identificar quais conhecimentos os estudantes já possuíam 
sobre Bioquímica, já que eram estudantes do terceiro ano do Ensino Médio e realizaram pesquisas e 
participaram de revisões em sala de aula. Para melhor mensurarmos a situação de conhecimento, 
trabalhamos com uma escala, a qual atribuía 0,71 (zero, setenta e um) ponto para respostas corretas 
e completas, 0,5 (zero, cinco) ponto se a resposta estivesse incompleta e 0,0 (zero) ponto se 
estivesse errada, o que possibilitaria um possível somatório total de 10,0 (dez) se todas as 14 
(quatorze) perguntas estivessem corretas e completas.  

As perguntas exploraram todas as etapas do processo referente à respiração celular 
aeróbica, coerente com o que se é exigido para o Ensino Médio, com conhecimentos gerais e 
específicos. Sobre glicólise, questionamos o produto resultante dessa etapa, o saldo final de ATP e o 
porquê, como também por qual motivo, essa fase glicolítica é chamada, pela maioria dos livros 
didáticos, de anaeróbica, e a função do NAD+. Do ciclo de Krebs, buscamos registrar o que o 
estudante sabia sobre a função da coenzima A, quais os outros nomes que o ciclo de Krebs recebe e 
o porquê dos nomes, a diferença entre GTP e ATP e se ele era capaz de relacionar o ciclo de Krebs 
com a produção do gás carbônico que expiramos. Por fim, identificar onde ocorre a fosforilação 
oxidativa, a função dos prótons e elétrons nesta etapa do processo, o conhecimento sobre as 
proteínas participantes e, em última análise, uma breve síntese da produção de ATP pela cadeia 
transportadora de elétrons. Nessa primeira análise diagnóstica, percebemos significativa quantidade 
de estudantes que erraram ou não responderam as questões ou que tiveram baixa quantidade de 
acertos (Figura 04), mesmo após participarem das pesquisas e da revisão dos conceitos relativos.   

Constatamos que o quantitativo de acertos decaía nas questões que demandavam 
conhecimentos e informações mais complexas sobre os conteúdos explorados, como também 
exigiam maior abstração. Esses dados revelaram a existência de lacunas conceituais e de 
apropriação das estruturas abstratas dos conteúdos mais complexos que unem a Química e a 
Biologia em uma mesma perspectiva. Trata-se de conhecimentos sobre as várias estruturas 
moleculares, imperceptíveis a olho nu, o que concorda com Beckhauser, Almeida e Zeni (2006, p. B1) 
quando afirma que “a Bioquímica exige do aluno uma capacidade de abstração além de 
conhecimentos prévios de outras ciências para um bom desenvolvimento da disciplina”. 
Corroborando também com nossas percepções e resultados, temos que (...)  

Fenômenos que regem os processos biológicos são ensinados sem 
vínculos com a realidade dos alunos. Desta forma, o conteúdo referente à 
Biologia é visto pelos estudantes como abstrato, fictício, sem envolvimento 
com o seu cotidiano e pouca aplicabilidade (Pinheiro & Pompilho, 2011, p. 
A2). 

Ao compreendermos que “um modelo desprovido de reflexões, sem um olhar crítico sobre a 
ciência, é um saber científico adquirido de forma equivocada, sem produzir ganhos para a sociedade” 
(Canga, Gonçalves & Buza, 2010, p. 29), confirmamos que os estudantes participantes ainda 



Investigações em Ensino de Ciências – V26 (2), pp. 127-144, 2021 

 136 

0

5

10

15

20

25

Nenhuma
(Erraram ou
deixaram em

branco)

01 resposta
correta

02 respostas
corretas

03 respostas
corretas

04 respostas
corretas

Número de respostas corretas por etapa da respiração celular 
aeróbica.

Conhecimento geral

Glicólise

Ciclo de Krebs

Fosforilação oxidativa

confundiam ou não abstraíam os modelos que representavam as estruturas e as reações com 
condições de assimilar conhecimentos referentes a aspectos da Bioquímica. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 04 - Resultado do Questionário 1. Fonte: Autores, 2019. 

  
Em relato, representativo como êxito para o ensino molecular da Biologia, Alves et al. (2016, 

p. 107) admitem “o uso de modelos tridimensionais, ilustrações e jogos como responsáveis pela 
melhora na capacidade de adquirir e guardar informações em comparação com métodos de ensino 
tradicionais”, pois, como lembrado por Scatigno e Torres (2016, p. 31), “... boa parte das dificuldades 
de aprendizado derivam da falta de integração dos níveis representacionais dos fenômenos químicos 
e bioquímicos: macroscópico, microscópico ou submicroscópico e simbólico, necessária para o 
aprendizado significativo”. Mas, como oportunizar as condições para apropriar os estudantes dos 
conhecimentos dentro do campo micro e da abstração? Dentre as possibilidades, destaca-se que ... 

a elaboração de uma sequência de aulas a partir de um contexto 
significativo e variedade de recursos/ atividades didáticos para os 
estudantes pode se configurar como excelente alternativa a aprendizagem 
de conteúdos de difícil compreensão, principalmente conteúdos que 
discutem conceitos abstratos e representativos da matéria (Silva & Santos, 
2017, p. 4098). 

Assim, concordamos que o ensino de Bioquímica exige mais que o livro e as imagens 
criadas pelo professor nesse contexto para oportunizar que os estudantes façam a própria 
representação dos modelos e conceitos, compatíveis e aceitos dentro do campo do conhecimento 
científico. Por certo, concordamos com Jófili, Sá e Carneiro-Leão (2010, p 436), ao afirmar que “... a 
aprendizagem é um processo de construção interna e não ocorre, exclusivamente, através da 
transmissão de conhecimentos feita pelo professor”. 

Processos e percursos: confecção, aplicação e análise crítica das animações Stop Motion 

Ao pensarmos na perspectiva de que as tecnologias da informação e comunicação (TIC) já 
é um bem global, com o uso amplamente estimulado nas escolas e nos diversos processos de 
aprendizagem, o Stop Motion já não é mais estranho como recurso e estratégia promotores de 
aprendizagem. Seguindo essa perspectiva, concordamos que as TICs oportunizam diferentes 
perspectivas de ensino e aprendizagem, em que o maior acesso à internet “disponibiliza para a vida 
das pessoas autonomia para criar, desenvolver e aperfeiçoar mecanismos que contribuem para a 
construção de variados conhecimentos” (Lima et al., 2015, p. 03), em que o Stop Motion pode traduzir 
a linguagem usada nos livros que, pela sua complexidade, não faria sentido para os estudantes, 
recaindo no dilema de se tornarem símbolos a serem memorizados.  

Com a produção de vídeos de animação, é possível ampliarmos o ensino com analogias 
que buscam assemelhar as figuras confeccionadas com aquelas presentes nos processos 
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microscópicos, cientificamente descritos, confirmando que uma animação “constitui ferramenta 
singular no que diz respeito a termos acesso ao arranjo que os alunos fazem do conhecimento que 
lhes é apresentado, para além daquilo que é possível conferir com as avaliações alicerçadas 
exclusivamente no universo das palavras” (Bossler & Caldeira, 2013, p. 478). Nessa lógica, a 
produção de animações por estudantes nos possibilita constatar o que possuem de síntese e de 
representações cognitivas sobre os conceitos explorados (Rodrigues & Lavino, 2020). Tal situação 
assume significado no próprio processo avaliativo, já que as animações expressarão as 
representações e assimilações de modelos que os estudantes possuem das estruturas.  

Seguindo essa lógica, ao analisarmos a produção dos estudantes participantes da SD, 
registramos questionamentos que embasaram o processo de construção das animações em Stop 
Motion, no fluxo com que iam confeccionando e dando movimento ao material que representava as 
diferentes reações bioquímicas da respiração aeróbica. Ocorreram comentários como “Professora, 
qual termo devemos usar, cadeia respiratória ou fosforilação oxidativa?”, “O que significa aceptor final 
de elétrons?”, “O GTP conta no saldo junto com o ATP?”, “Por que somente o ciclo de Krebs e cadeia 
respiratória acontecem dentro da mitocôndria?”, “Temos que colocar a quantidade exata de ATPs?”, a 
esses comentários, entretanto, a professora não forneceu respostas, o que os levou à necessidade 
de retornar às suas anotações e efetuarem novas investigações, o que colaborou com mudanças de 
decisões e de estratégias para a montagem das estruturas e da sequência dos registros para a 
animação.  

Nessa passagem, observando os registros do professor, avaliou-se que as intervenções 
anteriores e as novas pesquisas realizadas pelos estudantes com os termos e conceitos científicos 
durante a confecção das animações colaboraram na assimilação e acomodação, relevantes aos 
novos rearranjos, para o ancoramento dessas informações e consequente estabelecimento de 
subsunçores reestruturados (Ausubel et al., 1980). Contudo os novos subsunçores não se faziam 
ainda suficientemente estruturados de forma a lhes dar significativa representatividade conceitual 
através da modelarem das estruturas bioquímicas referentes às reações e estruturas moleculares 
pertencentes ao processo da respiração celular aeróbica. Seriam necessárias ainda intervenções que 
aproximassem os estudantes, ainda mais, na composição bioquímica em questão, cientes de que 
tudo se tratava de representações moleculares constituintes de conceitos abstratos e complexos. 
Mesmo assim, por esse primeiro recorte e descrição da fase inicial da produção das animações, 
confirma-se que o ensino com a proposta do Stop Motion, animações efetivadas na SD, assumiu 
diferenciação no processo de aprendizagem, pois os estudantes ficaram mais próximos dos conceitos 
estruturantes do conteúdo, revisitando-o através das fontes e criando suas próprias imagens para 
tentar alcançar o máximo de consistência e fidedignidade na informação produzida com o vídeo (Lima 
et al., 2015; Rodrigues & Lavino, 2020).  

Já com as animações prontas, o processo nos permitiu aferir mudanças na aprendizagem 
(Fig. 05) ao nos apropriarmos das decisões que o coletivo das equipes efetuou e das etapas que 
seguiram para gerar um produto na forma de animações. Para melhor descrevermos e avaliarmos o 
processo, analisamos a síntese das etapas, representadas em categorias (Quadro 01), em que 
destacamos os aspectos desejáveis que foram alcançados com a aplicação do Stop Motion. 
Utilizamos como classificação os seguintes adjetivos: “Bom” para quando a equipe estivesse de 
acordo com o aspecto desejável; “Regular” quando muito resumido e “Não satisfatório” para a equipe 
que não tivesse desenvolvido o aspecto desejável.  

Ao assistir às animações criadas pelos estudantes, foi solicitado que as equipes pudessem 
opinar, dando sugestões e principalmente fazendo correções sobre o que não estivesse de acordo 
com as etapas da respiração celular aeróbica. No percurso em que os vídeos eram reproduzidos, foi 
pedido que fizessem anotações para que, ao final, ocorresse a socialização. Nessa etapa, a 
observação de erros e equívocos presentes nas animações serviram para detectar as dúvidas que os 
estudantes possuíam acerca do conteúdo e que não foram superadas nas intervenções durante a 
confecção das animações – novas pesquisas e interações entre os estudantes – de modo que estas 
pudessem ser posteriormente esclarecidas pela professora. A maioria desses detalhes/ informações 
não constava nas fontes que os estudantes haviam trazido para as novas consultas. Mesmo assim, é 
possível afirmarmos que o conhecimento básico e necessário sobre respiração celular aeróbica, a 
nível médio, foi alcançado (MEC, 2018). Tal fato vem confirmar compreensão de Bossler e Caldeira 
(2013, p. 477) quando afirmam que “os aprendizes, no momento em que buscam dar materialidade 
ao conhecimento organizado abstratamente, revelam aquilo que conhecem e também o que 
desconhecem sobre o assunto, ao deixar de representar estruturas ou etapas”, o que amplia a 
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importância do professor, em momento oportuno, atuando como facilitador, intervir com outros 
recursos para correções ou ajustes conceituais quando necessários. 

 
Figura 05- Animação pronta. Fonte: Autores, 2019. 

 
Quadro 01 - Aspectos alcançados com a aplicação do Stop Motion. A equipe está representada pela 
letra inicial do nome do representante de cada uma delas. (Quadro construído pela autora, 2019) 

Aspectos desejáveis com a 
produção de Stop Motion. 

Equipe  

F 

Equipe  

N 

Equipe  

C 

Equipe  

H 

Equipe  

R 

Local onde ocorre cada etapa. Bom Não 
Satisfatório 

Bom Bom Bom 

Conhecimento básico das estruturas 
participantes. 

Bom Bom Bom Bom Bom 

Detalhamento de cada etapa. Bom Regular Bom Bom Bom 

Criação própria de acordo com o 
entendimento. 

Bom Bom Bom Bom Bom 

Organização para que a animação 
fosse compreendida. 

Bom Regular Bom Bom Bom 

Ordem correta das etapas. Bom Bom Bom Bom Bom 

Compreensão básica de cada etapa. Bom Bom Bom Bom Bom 

Fonte: Autores, 2019. 

Como diagnóstico das intervenções executadas na Sequência Didática, destacamos que os 
diversos equívocos identificados nas construções dos estudantes foram posteriormente socializados 
e corrigidos (Quadro 02), o que oportunizou a reestruturação cognitiva por novas ancoragens sobre 
as já realizadas em etapas anteriores, oportunizando novos rearranjos nos subsunçores dos 
estudantes (Ausubel et al., 1980). A apresentação dos equívocos ao coletivo serviu de propulsor para 
que revelássemos dúvidas acerca do conteúdo, em que as inferências feitas pela professora 
desencadeavam as discussões e posteriores reflexões baseada em problematizações. Nesse 
sentido, os vídeos compartilhados entre as equipes já expressavam o que já tinham construído 
conceitualmente e cognitivamente como representação esquemática até o momento; como também, 
oportunizaram perceber o que ainda não construíram sobre as estruturas e o fluxo das reações 
bioquímicas envolvidas, o que criou espaço oportuno para a professora realizar suas considerações e 
reorganizações diante do que continha nas animações. De mesma forma, é necessário ponderarmos 
que as animações compartilhadas e as falas argumentadas entre os estudantes atuaram como 
reorganizadores, pois, ao observar e analisar o diferencial entre as exposições das equipes – do que 
uma equipe errou e a outra acertou na representação estrutural e conceitual – melhor auxiliaram as 
equipes com equívocos de se aproximarem das representações visuais nas animações que se 
desejava como representação cientifica, mediando o que se sabia com o que ainda se precisava 
conhecer (Ribeiro et al.,2012), agindo como processo colaborativo a novas assimilações coerentes à 
teoria da Aprendizagem Significativa (Ausubel et al., 1980).  
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Quadro 02 - Análise dos vídeos de Stop Motion 

Nome representativo das equipes Equívocos sobre o conteúdo observados no vídeo. 

Equipe F -A enzima desidrogenase piruvato “dissolve” o piruvato; 

-A cadeia transportadora de elétrons para; 

-Os H+ saltam junto com os elétrons pelas proteínas. 

Equipe N -O CO2 entra no processo para buscar o Carbono. 

Equipe C -Sem equívocos. 

Equipe H -O acetilCoa se forma no citosol; 

-O Nad+ é que retira o carbono e reage formando CO2. 

Equipe R -Os prótons H+ saltam pelas proteínas, ao invés dos elétrons. 

Fonte: A autora, 2019. 
  

Como registro, identificamos que muitos questionamentos e comentários só surgiram após a 
aplicação da técnica de Stop Motion, o que evidencia que “os vídeos educacionais são ferramentas 
de grande importância para o aluno do tipo visual, mas, que pode atrair o aluno verbal” (Coelho et al., 
2017, p. 215). De modo intrínseco, os estudantes, a partir do contato com o real do conteúdo, 
produzidos por eles, fizeram emergir o que Jófili et al. (2010) chama, em todo o seu texto, de “lacunas 
conceituais”, de modo que sem essa estratégia talvez se tornasse impossível conhecer os equívocos 
conceituais dos estudantes. 

Detalhamento e análise do segundo questionário 

O questionário 2 foi aplicado após a execução da prática e socialização das animações de 
Stop Motion com o objetivo de avaliar o desenvolvimento do conhecimento científico sobre a 
respiração celular aeróbica, desenvolvida pelos estudantes, em relação ao diagnosticado no primeiro 
momento de nossas intervenções. Como foi observado no primeiro questionário, a maior dificuldade 
dos estudantes estava relacionada às duas últimas etapas do processo, ciclo de Krebs e fosforilação 
oxidativa. Devido a isso, o Questionário 2 (Apêndice B), com construção posterior ao diagnóstico e 
análise do primeiro questionário, foi elaborado aumentando-se o número de perguntas acerca destes 
tópicos, visando à análise do desenvolvimento cognitivo acerca de todas as etapas do processo.  

Durante a aplicação do segundo questionário, ao contrário do primeiro, foi visto que todos 
os estudantes se mantiveram mais concentrados, possivelmente por possuírem novos conhecimentos 
coerentes em relação aos que já tinham sido questionados, o que oportunizou a construção de 
respostas mais satisfatórias e demonstrou grau maior de apropriação do conhecimento científico, 
relativo à temática. Sobre o processo de glicólise, 31 (trinta e um) estudantes conseguiram acertar as 
duas questões enquanto 5 (cinco) acertaram apenas uma das duas e nenhum errou ou deixou em 
branco, em comparação aos resultados do Questionário 1. No caso do ciclo de Krebs, 7 (sete) 
estudantes acertaram quatro das seis questões, 21 (vinte e um) acertaram cinco e 8 (oito) acertaram 
as seis. Em relação à fosforilação oxidativa, apenas 1 (um) estudante deixou de responder às seis 
questões, entregando em branco, enquanto 5 (cinco) estudantes acertaram duas questões das seis 
existentes, 14 (quatorze) acertaram três, 7 (sete) acertaram quatro, 8 (oito) acertaram cinco e 1 (um) 
estudante acertou as seis (Figura 06).  

Observando o resultado das respostas para o Questionário 2, com destaque sobre a 
fosforilação oxidativa, houve um desenvolvimento bom em comparação ao resultado construído antes 
da produção das animações com o Stop Motion, o que enfatiza que os estudantes não conseguiam 
assimilar, de forma satisfatória, o conteúdo dessa etapa apenas com leituras próprias, consultas ao 
livro didático e explanação feita pela professora. Foi perceptível a diferença de comportamento, 
interesse e segurança nas respostas em relação à fase anterior dos trabalhos feitos com animação. 
Esses resultados só confirmam “a necessidade de buscar alternativas metodológicas que estimulem 
a problematização e a contextualização para o ensino de conceitos básicos e que contribuam para a 
construção do conhecimento” (Alves et al., 2016, p. 101), principalmente quando se referem a 
processos complexos de conceitos abstratos, pois o processo conjunto das intervenções de 
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Gráfico comparativo de desempenho referente à aplicação do Stop 
Motion 

pesquisas, produção, apresentação e socialização das animações entre as equipes proporcionou 
maior envolvimento e consequente apropriação de conhecimentos científicos pelos estudantes 
participantes da SD. Como forma de validação de nossos resultados, consequência das intervenções 
para a confecção das animações, concordamos que “os educadores devem buscar métodos 
diferenciados e alternativos para o ensino (...), facilitadores do processo de ensino-aprendizagem, 
permitindo a participação mais ativa dos estudantes” (Glaser, Pierre & Fioreze, 2017, p. 51), em que o 
processo é diagnosticado, mostrando o percurso evolutivo alcançado por eles. 

 

 
Figura 06 - Resultado do Questionário 2. Fonte: Autores, 2019. 

Em uma proposta de avaliação e comparação entre os dois instrumentos diagnósticos, 
constata-se nitidamente o quanto é evidenciada a apropriação de conhecimentos relativos à 
respiração celular aeróbica pelos estudantes, auxiliados pelo processo decorrido com a produção das 
animações em Stop Motion. A Figura 07 reflete essa nossa percepção de o quanto construir o 
percurso para a elaboração das animações, explorado com a SD, oportunizou aos estudantes 
revisitar conhecimentos sobre a Bioquímica em fontes diversas, não restritas à fala do professor, além 
do trabalho em equipe, no exercício da argumentação e das trocas de informações (res)significantes 
e reestruturantes para os conhecimentos que possuíam. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 07 - Resultado total dos Questionários 1 e 2. Fonte: Autores, 2019. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A pesquisa inferiu, a partir de questionamentos e exposições de animações, o quanto a 
técnica de produção e socialização do Stop Motion sobre conceitos abstratos e complexos seria uma 
opção viável para melhorar a compreensão e reconstrução dos modelos mentais sobre as moléculas 
participantes das reações e processos relacionados ao conteúdo de Bioquímica da respiração celular 
aeróbica. A realização dessas intervenções como SD com estudantes do Ensino Médio nos permite 
constatar não só o quanto a interação de pesquisas investigativas, as socializações e a expressão do 
entendimento construído cognitivamente através das animações permitem ao professor avaliar o 
antes e o depois, como também compreender o processo de reorganização dos subsunçores dos 
estudantes pelo ancoramento das novas informações que se acomodam e reorganizam os esquemas 
mentais dos estudantes, estabelecendo aprendizagens significativas válidas para novas apropriações 
conceituais. Isso porque conteúdos de Bioquímica exigem, do estudante, múltiplos saberes de forma 
unificada, ou seja, que todos eles sejam complementares para que possam ser compreendidos, 
constituindo, assim, o questionamento desta pesquisa. A resposta para a indagação deste estudo é 
que sejam utilizadas ferramentas que simulem imagens que sejam mais próximas do real e tornem o 
conteúdo compreensível, de forma que os estudantes criem uma conexão com tais assuntos, 
estabelecendo conhecimentos coerentes e pertinentes à sua vida e contexto.  

A produção de animações a partir da técnica de Stop Motion promoveu a materialização de 
estruturas e reações do processo de respiração celular aeróbica e ampliou a capacidade de 
abstração requerida pelo conteúdo para que ele mesmo fosse compreendido. A ferramenta é eficaz 
no processo de ensino-aprendizagem ao trazer uma dinâmica prática para um conteúdo que exige 
abstração dos estudantes e constante remodelação em suas representações e esquemas mentais. A 
produção dos vídeos despertou não só o interesse e a participação de todos, mas também 
desenvolveu a capacidade cognitiva autônoma acerca de vários saberes envolvidos nas reações 
bioquímicas, o que oportunizou diversas acomodações das novas informações, proporcionadas por 
facilitadores prévios, esquemas visuais diversos, socializações e retomadas aos modelos que 
construíram, dando-se conta do que já alcançaram e do que ainda precisaria reestruturar para se 
aproximarem do que se é pertinente ao conhecimento científico no conjunto de conceitos referentes à 
Respiração Celular Aeróbica.  

Por certo, os equívocos registrados e os comentários feitos durante a socialização das 
animações serviram para detectar os trechos do conteúdo em que os estudantes tinham mais 
dúvidas. A socialização e as explicações para esses equívocos complementaram o conhecimento 
adquirido durante a produção, formalizando a compreensão total do processo. Além da construção do 
conhecimento pelos estudantes, a produção das animações em Stop Motion incentivou o 
protagonismo, a ludicidade e a troca de ideias dentro de cada equipe. A criação própria também foi 
verificada durante a construção dos textos e das imagens constituintes de cada etapa da respiração. 

Os estudantes atingiram níveis desejáveis de compreensão sobre o processo de respiração 
celular aeróbica após a aplicação da técnica de Stop Motion, confirmando nossa hipótese no que 
concerne ao efeito positivo para a Aprendizagem Significativa da produção dessas animações, que, 
embora tenha formalizado conhecimentos básicos de um conteúdo reconhecidamente complexo e 
abstrato, foi suficiente para o ensino de nível médio. 
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loaded liposomes as promising 
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Abstract: The aim of the present study was to perform in vitro and in vivo assessments 
of the antineoplastic action of 4-amino-pyrimidine encapsulated in liposomes. 
Liposomes were prepared and characterized for particle size and drug encapsulation 
and submitted to long-term stability tests. Cytotoxicity assays were performed in HeLa 
cells. Antineoplastic activity was investigated using the experimental sarcoma 180 tumor 
in Swiss albino mice. Encapsulation efficiency was 82.93 ± 0.04% and no significant 
changes were found with respect to particle size or pH after centrifugation and 
mechanical agitation tests. The in vitro results at concentration of 20 μg/mL indicated 
a considerable reduction in cell viability after treatment with encapsulated pyrimidine 
(75.91%). The in vivo assays using the compounds in encapsulated and free forms and 
5-fluorouracil achieved tumor inhibition rates of 66.47 ± 26.8%, 50.46 ± 16.24% and 14.47 
± 9.22%, respectively. Mitotic counts demonstrated a greater reduction in the number 
of mitoses in animals treated with liposomal pyrimidine (32.15%) compared to those 
treated with the pyrimidine free (87.69%) and 5-fluorouracil (71.39%). This study 
demonstrated that the development of liposome formulations containing 4-amino-
pyrimidine is a promising alternative for overcoming limitations related to the toxicity of 
current cancer treatment, ensuring greater therapeutic efficacy.

Key words: Antitumor activity, hela cells, liposomes, mitotic count, pyrimidine.

INTRODUCTION
Cancer comprises a group of diseases 
characterized by the uncontrolled multiplication 
of cells capable of developing and spreading 
tumors throughout the body (Pérez-Herrero 
& Fernández-Medarde 2015). According to the 
World Health Organization (WHO), cancer was 
the first or second leading cause of death before 
age 70 in 112 countries in 2019 and ranked third 
or fourth in 23 other countries (Sung et al. 2021). 
Despite considerable progress in cancer therapy, 

GLOBOCAN reports that around 19.3 million new 
cases of cancer occurred worldwide in 2020, 
with almost 10.0 million deaths and an expected 
increase to 28.4 million by 2040 (Sung et al. 2021).

Chemotherapy is the main form of treatment 
for most malignant tumors due to its ability to 
reach metastatic cells. However, this treatment 
modality has numerous side effects (Jesus 
et al. 2016). To find drugs that are effective at 
resisting anti-tumor cells and can reduce the 
occurrence of side effects caused by the use of 
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current anticancer drugs, new molecules lethal 
to neoplastic cells are under development, most 
of which have heterocycles in their structure, 
especially pyrimidines (Zarenezhad et al. 2021). 
The pyrimidine nucleus is one of the constituents 
of DNA and RNA chains in living beings (Jubeen 
et al. 2018) and is found in the scaffold of drugs 
widely used against diseases such as cancer, 
i.e., 5-fluorouracil (5-FU) (Vodenkova et al. 2020), 
and AIDS, i.e., zidovudine (de Clercq 2010). The 
pyrimidine nucleus has also been the object 
of numerous studies for the development new 
prototypes with several biological activities (de 
Coen et al. 2016), such as antibacterial (Verbitskiy 
et al. 2015), anticancer (Zarenezhad et al. 2021), 
antiviral (Zhuang et al. 2020) and antiparasitic 
(de Melo et al. 2018).

Despite considerable advances in the 
production of molecules for cancer therapy, 
directing the action to neoplastic cells is a line of 
research of considerable growth (Pérez-Herrero 
& Fernández-Medarde 2015) and has achieved 
success in overcoming harm to non-neoplastic 
cells. Such studies are based on the production 
of drug delivery systems (Dianat-Moghadam et 
al. 2018). Nano-encapsulation systems, such as 
liposomes, improve the solubility of substances, 
serving as carriers to the target, promote better 
stability of the compound within the body by 
interfering with the process of biodegradation 
or systemic biodistribution and favor the 
pharmacokinetics of therapeutic agents, which 
would drastically decrease the therapeutic index 
and, consequently, the toxic effects of drugs 
(Belfiore et al. 2018).

De Melo et al. (2002) developed pyrimidine 
prototypes using derivatives with numerous 
biological activities. The present study involves 
the encapsulation of 2-phenyl-4-amino-6-
(p-fluorophenyl)-5-carbonitrile-pyrimidine 
(Pyr-Free) and the use of this encapsulated 
compound in studies with the HeLa cell line 

(cervical epithelial carcinoma) and sarcoma 
180. Sarcoma-180 was discovered in 1914 as a 
solid mass in the right armpit of a white mouse 
(Qi & Xu 2006). The tumor invades skeletal 
muscle, fatty tissue, nerves and blood vessels. 
Despite its locally aggressive behavior, this 
neoplasm does not metastasize (Kurashige & 
Mitsuhashi 1982). Thus, the aim of the present 
study was to investigate the optimization of the 
antineoplastic potential of 4-amino-pyrimidinic-
bis-substituted derivatives.

MATERIALS AND METHODS
Materials
The synthesized 4-amino pyrimidine compound 
was kindly supplied by the Research Group 
on New Bioactive Drugs and Natural Products 
supervised by Prof. Dr. Emerson Peter da Silva 
Falcão. Cholesterol (CHO), stearylamine (SA) and 
5-FU were purchased from Sigma-Aldrich (St 
Louis, USA). Soybean phosphatidylcholine (PC) 
was obtained from Lipoid GmbH (Ludwigshafen, 
Germany). Methanol and chloroform were 
obtained from Merck (Darmstadt, Germany). 
Aqueous solutions were prepared with purified 
water obtained from the Human UP 900 
purification system (Human Corporation, Seoul, 
Korea).

Synthesis of pyrimidine compounds
The pyrimidine derivative was produced by the 
Research Group on New Drugs and Bioactive 
Natural Products through consecutive reactions 
(Figure 1) using the method described by de Melo 
et al. (2002). An appropriate aromatic aldehyde 
initially (Figure 1a) reacted with malononitrile 
(Figure 1b) to give substituted bisnitrile (Figure 
1c), which was purified and crystallized and 
then reacted with an amidine (Figure 1d), 
yielding the compound Pyr-Free (Figure 1e). 
The synthetic reaction was monitored by thin 
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layer chromatography (TLC). The synthetic 
structure was confirmed by the common 
technique of mass spectrometry (Delsi-Nermag 
mass spectrometer coupled to a HP 5890 gas 
chromatograph), Nuclear Magnetic Resonance 
(NMR) (UNITY spectrophotometer, Varian model), 
infrared spectrometry (Burker spectrometer, IFS 
66 model) and the melting point (Electrothermal 
digital - model 9100).

Preparation of liposomes containing 2-phenyl-
4-amino-6-(p-fluorophenyl)-5 carbonitrile-
pyrimidine compound
Liposomes containing the 4-amino-pyrimidine-
bis-substituted compound (Pyr-LIPO) were 
prepared using the hydration lipid film method 
(Lira et al. 2009). Lipids (PC, CHO and SA - 7:2:1, 
42 mM) and the pyrimidine derivative (10 mg) 
were solubilized in a mixture of chloroform and 
methanol (3:1 v/v). The mixture was submitted to 
vacuum evaporation for complete elimination of 
the organic solvents and consequent formation 
of a thin lipid film. The film was then hydrated 
with 10 mL of 7.4 pH phosphate buffer to form 
Multilamellar Lipid Vesicles (MLVs). Small 
Unilamellar Vesicles (SUVs) were obtained from 
the sonication of the MLVs (Vibra cell, BRANSON, 
USA) at 200 W and 40 Hz for 300 s.

Characterization of liposomes containing 
2-phenyl-4-amino-6-(p-fluorophenyl)-5-
carbonitrile-pyrimidine compound
The following physicochemical characteristics 
of the Pyr-LIPOs were analyzed: macroscopic 
appearance, pH, particle size, polydispersity 
index (PDI) ,  zeta potential and drug 
encapsulation efficiency. Pyr-LIPOs were 
checked at predetermined times to determine 
stability. 

In the study of physical stability under forced 
conditions, the preparations were submitted to 
stress conditions to simulate processes such as 
those occurring during transport and storage 
(Lapenda et al. 2012). For such, the formulations 
were aliquoted and subjected to centrifugation 
at 6000 rpm for 1 h at 4 ± 1 °C (KN-70 centrifuge, 
Kubota, Japan), simulating the accelerated 
passage of time. For the mechanical stress tests, 
the samples were placed into an microtube, 
immersed in a water bath and subjected to 
horizontal shaking at 180 vibrations/min at a 
controlled temperature of 37 ± 1 °C for 48 h 
(Polytest® 20 Bioblock Scientific, France) to 
simulate transport conditions. Stability tests 
were conducted at predetermined times (0, 7, 15 
and 30 days) (Santos-Magalhães et al. 2000) and 
the formulations were maintained at 4 °C and 
under atmospheric pressure.

Figure 1. Reaction scheme. a: Aromatic aldehyde; b: Malononitrile; c: Substituted bisnitrile; d: Amidine; e: 
2–Phenyl–4–amine–5–carbonitrile–6–(p–fluorophenyl)–pyrimidine.
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Macroscopic analysis was performed to 
observe changes in the general appearance of 
the preparations, such as homogeneity, color, 
viscosity, deposition of materials, formation of 
crumbs, cremating, flocculation, coalescence 
and separation of phases. Particle size and 
the polydispersity index were determined by 
photon correlation spectroscopy using a laser 
particle size analyzer (Beckman Coulter, UK). For 
such, three samples of each liposome (50 μL) 
formulation were diluted in ultra-pure water 
(950 μL) (Lapenda et al. 2012). The zeta potential 
(surface charge of vesicles) was measured by 
determining electrophoretic mobility (Nanotrac®, 
USA). Three 50-μL samples were diluted in 950 
μL of ultrapure water. All results were expressed 
as mean ± standard deviation (SD).

Drug content and encapsulation efficiency 
were analyzed by UV-Vis spectrophotometry 
(Ultrospec® 3000 pro, Amersham Biosciences, 
Sweden). Analyses were performed in triplicate 
and values were expressed as mean ± SD. 
The content of the 4-amino-pyrimidine-bis-
substituted compound was quantified by 
withdrawing an aliquot of the liposome 
suspension (20 μL), which was dissolved in 
methanol and sonicated for 5 min. The compound 
was then quantified by spectrophotometry (260 
nm) using the standard 4-amino-pyrimidine-
bis-substituted curve with concentrations 
ranging from 0.5 to 5 μg/mL in methanol. 

Encapsulation efficiency was determined by 
the ultrafiltration/ultracentrifugation technique 
(Andrade et al. 2004, da Silva Santos et al. 
2006) using Microcon® units (Millipore, USA). An 
aliquot of the liposome formulation (400 μL) was 
centrifuged at 10,000 rpm for 1 h at 4 °C. The filtrate 
was quantified by UV-Vis spectrophotometry (260 
nm). Encapsulation efficiency was calculated 
by the equation EE% = ((total 4-amino-
pyrimidine-bis-substituted compound) – 
(4-amino-pyrimidine-bis-substituted free) / 

(total of 4-amino-pyrimidine-bis-substituted 
compound)) × 100%.

Cell culture
In vitro assays were performed at the NanoBioCel 
Laboratory (UFPE – CAV) using the HeLa cell line 
in the exponential growth phase. The cells were 
obtained from the Cell Bank of Rio de Janeiro 
(BCRJ), cultured in a DMEM culture medium 
supplemented with 10% fetal bovine serum, 
1% antibiotic solution (penicillin 1000 IU/mL + 
streptomycin 250 mg/mL) and 1% L-glutamine 
200 mM and incubated at 37 °C in a 5% CO2 
atmosphere with 80% humidity.

Determination of cell viability
Cel l  v iabi l i ty  was determined using 
the  3 - (4 , 5 -d ime thy l th i a zo l -2 -y l ) -2 , 5 -
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay 
(Mosmann 1983), which is based on the reduction 
of the yellow salts of tetrazolium by mitochondrial 
reductase from metabolically active cells. Purple 
crystals are formed intracellularly, which are 
solubilized and further analyzed by UV-visible 
spectrophotometry. A lower MTT reduction and 
lower spectrophotometric signal indicate lower 
cell viability.

The cell suspension (105 cells/mL) was 
distributed in a 96-well culture plate (198 μL/
well). The plates were incubated at 37 °C in 
an incubator (Sedas, Milan-Italy) with a humid 
atmosphere enriched with 5% CO2. After 24 
h of incubation, the 4-aminopyrimidine-bis-
substituted compound in its free form (DMSO-
diluted) and encapsulated forms, in addition 
to 5-FU, were diluted in DMEM to obtain final 
concentrations of 20, 10, 5 and 2.5 μg/mL. 
Next, 22 μL of each solution were added to the 
wells. Untreated cells were used as control. 
The cytotoxic effects of the test samples were 
assessed after 72 h and the cells were incubated 
for 3 h with MTT for further reading. Absorbance 
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was read using a plate reader at a wavelength of 
490 nm. Mean absorbance of the control group 
was considered 100% viability. Thus, the results 
were assessed by determining the inhibition of 
cell proliferation in relation to the control. Each 
test was performed three times. In the analyses, 
the results were expressed as a mean ± SD and 
were interpreted using analysis of variance 
(ANOVA) with Bonferroni’s correction to identify 
significant differences (p < 0.05). Statistical 
analysis was performed with the aid of the 
GraphPad Prisma 5.0 program.

In vivo antitumor assay

Experimental animals

Male Swiss albino (Mus musculus) mice aged 
35 to 60 days with a mean weight of 30.0 g 
(n = 24) were acquired from the Keizo Asami 
Immunopathology Laboratory (UFPE) and kept 
at 22 °C ± 2 °C under a natural 12-h light/dark 
photoperiod with free access to water and food 
throughout the experiment. The animals were 
distributed in groups according to experimental 
design (negative control group treated with 
saline, positive control groups treated with 
5-FU, Pyr-free and Pyr-LIPO). The experiments 
were conducted in accordance with the protocol 
of the UFPE Ethics Commission on Animal 
Experimentation (Recife, Brazil) (process no. 
23076.050686/2012-43).

Antitumor activity of 4-amino-pyrimidine-
bis-substituted compound in free and 
encapsulated forms
The in vivo antitumor activity of the 4-amino-
pyrimidine-bis-substituted compound was 
assessed in its free and encapsulated forms 
against sarcoma 180. Tumor cells (5.0 x 106 
mL-1 cells) in ascitic form were obtained by 
punction and subcutaneous inoculation in the 
right axillary region of the mice. The test was 

performed with four groups of six animals each 
(negative control group treated with saline, 
positive control group treated with 5-FU, Pyr-
free and Pyr-LIPO). Treatment began 24 h after 
tumor inoculation and was carried out for seven 
consecutive days. Injections of free 4-amino-
pyrimidine-bis-substituted solutions and 
encapsulated in liposomes at a dose equivalent 
to 15 mg/Kg of body weight, 5-FU (positive control) 
at a dose of 20 mg/Kg and weight-dependent 
placebos (saline) were given intraperitoneally. 
The therapeutic doses were studied previously 
(Da Silva et al. 2008, Falcão et al. 2006) The 
4-amino-pyrimidine-bis-substituted compound 
was dissolved in a solution of 2.5% Tween 80 in 
sterile 0.9% NaCl solution.

After one week of treatment, the animals 
were sacrificed with an overdose of urethane 
(1.25 g/kg). The tumors were removed and 
weighed prior to microscopic analysis. Tumor 
inhibition was determined from the mean 
tumor weight of the groups of treated animals 
relative to the untreated control group using 
the following equation: IT% = (C-T / C) × 100%, 
in which C is the mean tumor weight of the 
animals from the control group (saline solution) 
and T corresponds to the mean tumor weight of 
the animals in the treated groups (Pyr-free, Pyr-
LIPO and 5-FU).

Mitotic counts
The tumors were removed and submitted to 
mitotic count analysis. The tissues were fixed 
in 10% buffered formalin and embedded in 
paraffin. Sections were cut using a microtome 
set to 4 μm and submitted to hematoxylin-eosin 
staining. The histological images of the slides 
were captured by a digital camera (Moticam 3.0) 
coupled to the optical microscope (Nikon-E200) 
with a fixed focus and field clarity, obtaining 10 
fields per slide with a final magnification of 400 
x. The photomicrographs were evaluated using 
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ImageJ version 1.44 (Research Services Branch, 
US National Institutes of Health, Bethesda, MD, 
USA). In each field, the number of mitoses were 
counted and determined as the mean number 
of mitoses per tumor. To create the graph, the 
values were normalized to the control, which 
was considered equal to 100%. The data from the 
histomorphometric analysis were statistically 
analyzed. The results were expressed as a 
mean ± SD and were interpreted using ANOVA 
with Tukey’s post hoc test to identify significant 
differences (p < 0.05). Statistical analysis was 
performed with the aid of the GraphPad Prisma 
5.0 program.

RESULTS AND DISCUSSION
Preparation and characterization of liposomes
Pyr-LIPO (1 mg/mL) was prepared using the lipid 
film hydration method, which is suitable for the 
encapsulation of liposoluble substances, as the 
low polarity makes these substances insoluble 
in aqueous solutions (identified by solubility 

tests). The organic phase (chloroform:methanol) 
was added and the compound could then be 
incorporated into the liposome membranes 
(Frézard et al. 2005). After the preparation 
process, the liposome formulations had an 
opaque, homogeneous milky appearance 
with an evident Tyndall effect, confirming 
the presence of SUVs (Lapenda et al. 2012). 
A stability study was performed to analyze 
the behavior of the 4-amino-pyrimidine-bis-
substituted compound in the formulations. A 
previous study demonstrated an interesting 
interaction between 4-amino pyrimidine 
compounds and lipid membranes (Luna et 
al. 2011), avoiding possible drug precipitation. 
Macroscopic aspects, particle size, PDI and pH of 
the formulations were analyzed in the study of 
physical stability in forced conditions (Table I), 
as recommended in the literature (Batista et al. 
2007). The liposome formulations containing the 
4-amino-pyrimidine-bis-substituted compound 
did not present changes in visual appearance 

Table I. Study of physical stability in forced conditions of liposomes containing 4-amino-pyrimidine-bis-
substituted compound. 

PARAMETERS Unloaded-LIPO Pyr-LIPO

INITIALS

Ø: 138.45 ± 25.04
PDI: 0.32 ± 0.04
pH: 6.53 ± 0.05

macroscopic evaluation: no changes

Ø: 270.04 ± 24.94
PDI: 0.39 ± 0.10
pH: 7.17 ± 0.23

macroscopic evaluation: no 
changes

CENTRIFUGATION

Ø: 149.55 ± 9.83
PDI: 0.31 ± 0.05
pH: 7.34 ± 0.13

macroscopic evaluation: no changes

Ø: 276.90 ± 35.21
PDI: 0.34 ± 0.05
pH: 7.16 ± 0.16

macroscopic evaluation: no 
changes

MECANIC STRESS

Ø: 103.82 ± 8.73
PDI: 0.36 ± 0.01
pH: 6.58 ± 0.10

macroscopic evaluation: no changes

Ø: 285.18 ± 20.88
PDI: 0.38 ± 0.02
pH: 7.41 ± 0.13

macroscopic evaluation: no 
changes

Ø: Particle size; PDI: Polydispersity Index; pH: Hydrogenic potential; Micro and macroscopic analysis: homogeneity, color, 
viscosity, deposition of material, formation of lumps, flocculation, coalescence and separation of phases.
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and were stable during centrifugation and 
mechanical stress, as shown in Table I. 

Stability tests at predetermined times 
(Table II) performed over a 30-day period 
demonstrated no macroscopic changes and the 
formulations maintained the characteristics 
presented after preparation. The diameter of 
the liposomes containing 4-amino-pyrimidine-
bis-substituted ranged from 270.04 ± 24.94 
(Day 0) to 341 ± 25.32 (Day 30), with PDI values 
around 0.37. The diameter increased due to the 
presence of the lipolytic substance (Chorilli et 
al. 2007). Moreover, the discrete increase may 
be related to the tendency of the particles to 
aggregate over time (Schaffazick et al. 2003). 
No significant changes were found in the PDI, 
indicating homogeneity in the distribution of 
vesicle size (Chorilli et al. 2007). A slight decrease 
in pH was found between the onset of the test 
(7.17 ± 0.23) and the last day of assessment 
(6.61 ± 0.12). However, these variations do not 
constitute instability in the formulations. 

The pyrimidine-loaded liposomes had a 
zeta potential value of 37.7 ± 2.26, whereas the 
unloaded liposomes had a potential of 37.5 ± 
1.62. The presence of positively charged lipid 
stearylamines in the bilayer composition gives 
liposomes a positively charged surface. The 
similar zeta potentials of the pyrimidine-loaded 

and unloaded liposomes indicate no drug on the 
surface of the liposomes, remaining in the lipid 
bilayer, as expected. Liposomes with negative 
or positive zeta potential values above 30 mV 
are stable in suspensions, as repulsive forces 
prevent the aggregation of the vesicles (Calvo 
et al. 1997, Schaffazick et al. 2003). Divergent 
opinions are found in the literature regarding 
the interaction between the charge of the 
nanocarrier and tumor. However, Honary & Zahir 
(2013) found that nanoparticles with a positive 
charge are preferentially absorbed by tumor 
cells and retained for a longer time compared to 
neutral or negative nanoparticles. The authors 
also found that a more positive nanoparticle 
surface led to stronger bonds between the 
nanoparticle and plasma membrane of 
tumor cells, which are generally anionic. 
Thus, the positive zeta potential values likely 
determine that the liposomes developed in this 
investigation contribute to the increase in the 
antitumor activity of the pyrimidine compound.

Encapsulation efficiency calculated by 
relating the total and free percentage of the 
compound was 82.93 ± 0.04. The standard curve 
equation was Y= 0.1675X + 0.0442, in which the X 
axis is the concentration of liposome (dissolved 
in analytical grade methanol) and the Y axis 

Table II. Study of stability at predetermined times (0 to 30 days) of blank liposomes and liposomes containing 
4-amino-pyrimidine-bis-substituted compound. 

Unloaded LIPO Pyr-LIPO

(days) Ø PDI pH Ø PDI pH

0 138.45 ± 25.04 0.32 ± 0.04 6.53 ± 0.05 270.04 ± 24.94 0.39 ± 0.10 7.17 ± 0.23

7 151.86 ± 26.31 0.26 ± 0.03 6.22 ± 0.02 287.88 ± 20.58 0.37 ± 0.01 7.12 ± 0.39

15 151 ± 27.47 0.31 ± 0.18 6.01 ± 0.11 295.74 ± 73.10 0.36 ± 0.03 6.58 ± 0.04

30 170 ± 12.94 0.33 ± 0.05 6.02 ± 1.33 341.35 ± 25.32 0.36 ± 0.02 6.61 ± 0.12

Formulations maintained at 4 °C and under atmospheric pressure. Ø: Particle size; PDI: Polydispersity Index; pH: Hydrogenic 
potential.
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corresponds to absorbance at the wavelength of 
203 nm, with an R2 = 0.9885. 

Cell viability study
The viability study with the HeLa cell line was 
performed to assess the effect of the 4-amino-
pyrimidine-bis-substituted compound in its free 
and encapsulated forms and 5-FU, which is a 
drug with known activity. Figure 2 demonstrates 
the cell viability of HeLa versus the compounds 
tested. An increase in the concentration of the 
compounds generated a decrease in cell viability, 
denoting increased mortality, as reported in the 
literature (Moghimipour et al. 2018). Pyr-LIPO 
exhibited greater cytotoxicity compared to the 
other compounds tested at concentrations of 5, 
10 and 20 μg/mL. This result is in agreement with 
data described in the literature (Mirgorodskaya et 
al. 2020), showing an increase in the therapeutic 
efficacy of compounds when encapsulated.

Cytotoxic activity of the compounds was 
determined according to the National Cancer 
Institute (NCI) scale (Cocco et al. 2006). 
Compounds are considered to lack cytotoxic 
activity when inhibition is in the range of 1-20% 
and exhibit little activity when between 20 and 
50%, moderate activity when inhibition is 50 to 
70% and high activity when the inhibition range 

is between 70 to 100%. Therefore, the compound 
encapsulated at the concentration of 20 μg/
mL had high activity (75.91%), while the free 
compound at the same concentration had little 
activity (46.63%) and 5-FU had moderate activity 
(60%). These data underscore the advantages 
of liposomes and are in agreement with the 
results of the analyses carried out in this study, 
demonstrating that the compound encapsulated 
in liposomes has greater cytotoxicity at 
lower concentrations compared to the other 
compounds tested, even 5-FU.

Study of antitumor activity in vivo
In addition to the 4-amino-pyrimidine-
bis-substituted compound in its free and 
encapsulated forms, we used 5-FU as a positive 
control in this study because this drug has been 
shown to be clinically effective against cancer 
in mice and humans (Zhang et al. 2012) and is a 
pyrimidine analog, thus a possible mechanism 
of action may be attributed to the drug. The 
doses used were defined based on preliminary 
studies conducted by Falcão et al. (2006) with the 
aim of defining the toxicity of some pyrimidine 
derivatives, demonstrating that these derivatives 
have low toxicity. Thus, a minimal dose capable 
of producing an antitumor effect was defined 

Figure 2. Viability of HeLa cells 
exposed to free pyrimidine (Pyr-
Free), encapsulated pyrimidine 
(Pyr-LIPO) and 5-fluororucil (5-FU). 
Statistically significant differences 
between groups determined by 
ANOVA with Bonferroni correction, 
*p < 0.05. Data expressed as 
mean ± SD of three independent 
experiments. “a” significantly less 
than 5-FU at same concentration; 
“b” significantly less than Pyr-Free 
and 5-FU at same concentration; 
“c” significantly less than Pyr-Free.



JANICE V. OLIVEIRA et al.	 ANTITUMOR ACTION OF LIPOSOMAL 4-AMINO-PYRIMIDINE

An Acad Bras Cienc (2023) 95(Suppl. 1)  e20211078  9 | 13 

for this study. Antitumor activity was calculated 
by comparing the mean weight of the tumors 
from the various experimental groups to that 
of the control group. After treatment, a change 
was found in tumor weight (Figure 3). A greater 
reduction was found in the group treated with 
liposomes containing the 4-amino-pyrimidine-
bis-substituted compound (1.42 ± 1.14 g), 
compared to its free form (2.10 ± 0.69 g) and 
5-FU (3.63 ± 0.39 g). The animals in the control 
group had tumors with a mean mass of 4.24 ± 
0.91 g. These results demonstrate that Pyr-LIPO 
produced a greater regressive effect on tumor 
mass than Pyr-Free and even 5-FU, which has 
recognized antitumor activity. 

The animals treated with Pyr-LIPO presented 
satisfactory tumor inhibition of 66.47 ± 26.8% 
(Figure 4). According to the NCI, tumor inhibition 
rates above 60% are considered satisfactory. 
The suspension compound achieved 50.46 ± 

16.24% inhibition, whereas inhibition in the 5-FU 
group was 14.47 ± 9.22%, which was less than 
that produced by the compound tested. The 
antitumor activity of compounds containing the 
pyrimidine scaffold has been described in the 
literature and is attributed to the presence of 
the pyrimidine ring and p-fluorophenyl region 
(Muthuraja et al. 2019).

The increase in the effectiveness of these 
compounds when encapsulated, however, has 
not previously been reported in the literature, 
although some studies report that liposomes 
are able to increase the effectiveness of the 
substances they encapsulate. Pyrimidine 
derivatives, such as CDK inhibitors, α-TNF 
inhibitors, protein tyrosine kinase inhibitors, 
kinase inhibitors (PI-3 and AKT) and cytokine 
inhibitors, have potent antitumor activity 
(Xie et al. 2009). 5-FU, which is a pyrimidine 
analogue, mainly interferes with thymidylate 
synthesis (Zhang et al. 2012). It is possible that 
the 4-amino-pyrimidine compound studied has 
a similar mechanism of action, but additional 
data are needed to infer the specific mechanism 
with certainty.

The increased inhibition found with 
the 4-amino-pyrimidine compound when 
encapsulated demonstrates that liposomes 
may be suitable carriers for this class of 
compounds used for antitumor therapy due 
to the ability to enhance drug effectiveness 
(Pérez-Herrero & Fernández-Medarde 2015). It 
is possible that this effect is due to a change in 
the pharmacokinetics and biodistribution of the 
drug, as documented for other antineoplastic 
drugs (Dianat-Moghadam et al. 2018).

Figure 3. Tumor weight in groups treated with saline 
solution, 20 mg/kg body weight of 5-fluorourayl (5-
FU) and 15 mg/kg body weight of free (Pyr-Free) and 
encapsulated 4-amino-pyrimidine-bis-substituted 
compound (Pyr-LIPO). Statistically significant 
differences between groups determined by ANOVA 
followed by Tukey’s post hoc test, *p < 0.05. Data 
expressed as mean ± SD of three independent 
experiments. “a” significant difference compared to 
saline group; “b” significant difference compared to 
5-FU group.
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Determination of mitotic count
Regardless of the group studied, the tumors 
invaded muscle, bone and fatty tissues. Areas 
of necrosis and hemorrhage were also found. 
Neoplastic cells were predominantly arranged 
in a large solid pleomorphic pattern, with 

abundant cytoplasm and no defined edges. 
The nuclei were hyperchromatic and large 
and ranged in shape from oval to elongated. 
Several mitotic figures were observed, some of 
which were atypical. As the number of mitoses 
expresses cell division activity, a greater number 

Figure 4. Tumor inhibition in groups treated with free 5-FU (20 mg/kg), Pyr-Free (15 mg/kg body weight) and Pyr-
LIPO (15 mg/kg of body weight) (a). Macroscopic aspect of tumor after treatment with saline (b), 5-FU (c), Pyr-
Free (d) and Pyr-LIPO (e). Statistically significant differences between groups determined by ANOVA followed by 
Tukey’s test, *p < 0.05. Data expressed as mean ± SD of three independent experiments. “a” significant difference 
compared to saline group.

Figure 5. Effect of administration of free 5-FU (20 mg/kg), Pyr-Free (15 mg/kg body weight) and Pyr-LIPO (15 mg/
kg body weight) on quantity of mitoses. Values normalized to control (100%) (a). Histological photomicrographic 
images stained with hematoxylin/eosin of groups treated with saline (b), 5-FU (c), Pyr-Free (d) and Pyr-LIPO (e). 
* Indicates statistically significant differences (p < 0.05). Significant differences between groups determined by 
ANOVA followed by Tukey’s test, *p < 0.05. Data expressed as mean ± SD of three independent experiments. “a” 
significant difference compared to saline group; “b’’ significant difference compared to 5-FU group; “c” significant 
difference compared to Pyr-Free group. 
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of mitoses denotes greater proliferative activity 
in the tissue (Ministério da Saúde 2019). Thus, 
the mitotic count is an important indicator of 
adequate cell proliferation (Gadano et al. 2002), 
enabling better knowledge on mitoses (degree 
of cellular activity of the tissue under study) and 
providing information on biological behavior. 
The inhibition of cell division demonstrated by 
the mitotic index values (Figure 5) shows greater 
inhibition of the number of mitoses in animals 
treated with the Pyr-LIPO compound (32.15%) 
compared to those treated with 5-FU (71.39%) 
and Pyr-Free (87.69%). This demonstrates that 
the compound tested has an antiproliferative 
capacity that is enhanced by encapsulation in 
liposomes, thereby increasing the therapeutic 
efficacy of the compound.

The results demonstrated that liposome 
formulations containing the compound 
2-phenyl-4-amino-6-p-f luorophenyl-5-
carbonitrile-pyrimidine increased the effect 
and efficacy of the test compound compared 
to use in its free form, producing greater tumor 
inhibition compared to the control group and 
5-fluoracil. Therefore, the development of 
liposomes containing the 4-amino-pyrimidine-
bis-substituted compound is an option that can 
be adopted to overcome limitations related to 
current antineoplastic treatment, thus ensuring 
safety and therapeutic efficacy. Furthermore, 
the compound was shown to be more effective 
than 5-FU, which is a clinically accepted drug in 
antitumor therapy.
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  Abstract: Introduction: Despite numerous scientific advances, cancer continues to be one of the main causes of death 
in the world. This situation has driven the search for promising molecules. Lichen substances have been widely de-
scribed for their pharmacological potential.  

Objective: The present study evaluated the antitumour potential of a depsidone isolated from Parmotrema concurrens–
salazinic acid (SAL) – through in vitro, in vivo and in silico studies.  

Methods: The molecule was isolated from the acetonic extract of the lichen and recrystallized in acetone. The macro-
phage J774, sarcoma-180 and MDA-MB-231 cell lines were used for the MTT cytotoxicity assay. The antitumor assay 
used a murine model (Swiss albino mice) with sarcoma-180. The animals were treated for seven consecutive days with 
doses of SAL (25 and 50 mg/kg) and 5-fluorouracil (20 mg/kg).  

Results: Its purity was determined using high-performance liquid chromatography (94%), and its structure was con-
firmed by H1 and C13 nuclear magnetic resonance. SAL was not considered toxic to cancer cell lines, showing cell 
viability rates of 79.49 ± 4.15% and 86.88 ± 1.02% for sarcoma-180 and MDA-MB-231, respectively. The tumour 
inhibition rate was greater than 80% in the animals treated with SAL and 65% for those that received 5-fluorouracil. 
Simulations of molecular dynamics to estimate the flexibility of the interactions between human thymidylate synthase 
and derivatives of SAL and 5-fluorouracil revealed that SAL exhibited greater enzymatic interaction capacity, with 
highly favourable energy, compared to 5-fluorouracil.  

Conclusion: The present results demonstrate the potential of salazinic acid as a tumour inhibition agent. 
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1. INTRODUCTION 

 Despite advances in science, malignant tumours still pose a 
considerable public health problem worldwide, and the adverse 
effects of therapies constitute a barrier regarding adherence to 
treatment [1]. While it is necessary to outline a complete therapeu-
tic plan for a good prognosis, strategies that offer a greater quality 
of life to the patient should be considered when it is not possible to 
maintain the disease in a subclinical state [2], considering the nega-
tive effects of traditional methods used for combating neoplasms.  

 Selecting effective therapeutic methods with a lower cost and 
fewer side effects is a considerable challenge [1, 3]. Phytochemical  
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compounds are among the most promising candidates for combat-
ting malignant tumours [4]. Studies have reported the effectiveness 
of these molecules at inhibiting angiogenesis [5-8], which is fun-
damental to tumour development, and numerous medications of a 
natural or semi-synthetic origin have saved thousands of lives [9].  

 Lichenised fungi are organisms formed by an association be-
tween a fungus (mycobiont) and algae or cyanobacterium (photobi-
ont) [10]. These organisms produce a variety of secondary metabo-
lites characterised by a broad structural diversity and high complex-
ity. Such metabolites have a phenolic nature and are known as li-
chen substances or phenols, which are reported to have anticancer 
[11-15], anti-inflammatory [16], antiproliferative, antibacterial, 
antifungal [17], leishmanicidal [18], larvicidal (Aedes aegypti) [19, 
20] and antioxidant properties [21]. 

 Considering the potential and bioactivity demonstrated by li-
chen metabolites and the enormous impact of different forms of 
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cancer on public health, the study of novel therapeutic agents from 
natural sources is of extreme importance. Such studies could reveal 
novel agents and promising molecules that could assist in treating 
and lessening these diseases' impact on healthcare systems.  

 Therefore, the present study aimed to isolate salazinic acid 
(SAL) from the acetonic extract of Parmotrema concurrens, assess 
its potential cytotoxicity to cancer cells and its antitumour activity 
in mice exposed to sarcoma-180 (S-180) and analyse behavioural 
changes, biochemical characteristics and possible histopathological 
changes in the liver, spleen and kidney of the animals studied. Ad-
ditionally, the possible association between SAL and human thymi-
dylate synthase (a validated enzyme target for antiproliferative 
drugs) was investigated to determine a probable active site for the 
substance analysed. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Collection and Identification of Species  

 The species P. concurrens was collected from the municipality 
of Taquaritinga do Norte in the state of Pernambucano, northeast 
Brazil (altitude: 785 m; coordinates: 07º 54' 11" S and 36º 02' 39" 
W). The in natura material was identified by Dr. Maria de Lourdes 
Lacerda Buril of the environmental geography lab of the depart-
ment of geographic sciences of Universidade Federal de Pernambu-
co (UFPE). A voucher was deposited at the Geraldo Mariz herbari-
um of the UFPE botany department (deposit number: UFP84254).  

2.2. Extraction and Isolation of Salazinic Acid  

 The extract was obtained through the exhaustion method in a 
soxhlet apparatus using acetone (200 mL) at boiling temperature. 
The solvent was then evaporated in a rotary evaporator at 40°C. 
The acetonic extract (2 g) was submitted to recrystallisation to ob-
tain SAL. For such, the acetone precipitation method was per-
formed [22] with some modifications. Vacuum filtering of the ex-
tract was performed in a G4 porous bottom-funnel using acetone as 
the washing solvent. The resulting solid was centrifuged in 20 mL 
of acetone at 1500 rpm for 10 min. The supernatant was aspirated, 
and the compound was placed in a desiccator for the complete 
evaporation of the solvent.  

2.3. Chromatographic Analyses  

2.3.1. Thin-layer Chromatography – TLC 

 The analysis by TLC of the acetonic extract was carried out 
[23]. The extract was diluted to a concentration of 0.01 mg.mL-1, 
and 10 μL of the solution was placed on silica gel F254nm chromato-
plates (Merck). The elution system was a mixture of tolu-
ene:dioxane:acetic acid (180:45:5, v/v/v). The bands were viewed 
under UV light (254 and 366 nm) and developed with 10% sul-
phuric acid, followed by heating at 100 °C for 5 minutes on a hot 
plate.  

2.3.2. High-performance Liquid Chromatography – HPLC 

 Analysis was performed by HPLC [24] on SAL, using a Hitachi 
Chromatograph (655 A-11, Tokyo, Japan) coupled to a UV CG437-
B detector adjusted to 254 nm coupled to a micro pack MCH-18 
reverse phase column measuring 250 x 4.6 mm and 5 mm (Merck® 
KGaA, Darmstadt, Germany). The sample was injected at a concen-
tration of 1.0 mg.mL-1 dissolved in chloroform (Merk®). The mo-
bile phase consisted of methanol:deionised water:acetic acid 
(80:19.5:0.5, v/v/v) in an isocratic system with a pressure of 88 atm 
at room temperature (27 ± 3ºC). The results were evaluated by de-
termining the retention time (RT), comparison to the SAL standard 
and calculating the area of the peaks.  

2.4. Proton and Carbon Nuclear Magnetic Resonance – NMR 

 The SAL's chemical structure was confirmed using H1 and C13 
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectrometry. The NMR 
spectra were obtained using a Varian Spectrophotometer (Unity 
Plus-300 MHz) with DMSO- d6 as the solvent. Chemical shifts (δ) 
were expressed as ppm, and coupling constants (j) are presented in 
hz.  

2.5. Cytotoxic Activity  

 Cytotoxic activity was determined using the MTT method (3-
(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) [25] 
on the cancer cell lines sarcoma-180 (acquired from the cell bank of 
the UFPE department of antibiotics) and human breast adenocarci-
noma (MDA-MB-231), beyond the macrophage J774 cell line, both 
acquired from the Rio de Janeiro cell bank. The cells were kept in 
Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) supplemented with 
10% foetal bovine serum and a 1% antibiotic solution (penicillin 
[10000 IU] and streptomycin [10 mg.mL-1]) and incubated at 37ºC. 
S-180 and macrophage J774 cells were incubated in a 5% CO2 at-
mosphere. The cells (105 cells/mL) were cultured in 96-well plates 
and incubated for 24 h. Next, SAL was dissolved in 1% dimethyl 
sulfoxide (DMSO) and added to wells at concentrations of 200, 
100, 50, 25 and 12.5 µg/mL. After 24 h of incubation, 25 µL of 
MTT (5 mg.mL-1) were added to each well, and the cells were fur-
ther incubated for 3 h. The culture medium with MTT was aspirat-
ed, and 100 µL of DMSO was added to each well to solubilise the 
Formazan crystals. A group with only DMSO was used as the nega-
tive control. Absorbance was obtained at a wavelength of 630 nm in 
a microplate reader (Biotek ELX808). The experiments were per-
formed in triplicate. Cytotoxicity values were expressed as cell 
viability: (Abs of treated cell population x 100/Abs untreated cell 
population) [26]. 

2.6. Experimental Animals  

 The in vivo study was conducted with male swiss albino mice 
(Mus musculus) 60 days of age (weight: 35 to 45 g). The animals 
fasted for eight hours before each experiment. The protocols re-
ceived approval from the UFPE Animal Experimentation Ethics 
committee (certificate no. 23076.012019/2018.58). They were con-
ducted in compliance with the norms stipulated by the National 
Animal Experimentation Board (CONCEA) and international 
norms (National Institute of Health Guide for Care and Use of La-
boratory Animals).  

2.6.1. Antitumour Activity  

 The S-180 experimental tumour was maintained in the mice in 
ascitic form with a seven-day maintenance frequency. The ascitic 
tumour cells (5.0 x 106 cells/mL) were inoculated subcutaneously in 
the right axillary region to develop a solid tumour.  

 Treatment began 24 h after the inoculation of the tumour cells 
and was performed for seven consecutive days. Injections of the 
SAL solutions were administered intraperitoneally at 25 and 50 
mg/kg doses, corresponding to 1.25 and 2.5% of the maximum dose 
of acute toxicity, respectively (data not presented). The animals in 
the negative control group were treated with saline solution + 5% 
tween 80. Those in the positive control group were treated with 5-
fluorouracil (5-FU) (20 mg/kg). Ten animals were used in each 
group.  

 One day after the end of treatment, the animals were anaesthe-
tised with a solution of ketamine (1.25 g/kg) and xylazine (0.62 
g/kg). Blood samples for the biochemical analysis were collected 
through heart puncture, and the animals were then sacrificed with 
an overdose of the anaesthetic solution.  
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 Tumour inhibition (TI) was determined based on the mean 
weight of the tumours from the groups that received treatment in 
comparison to the untreated group: TI% = (C – T)/C ×100%, in 
which C is mean tumour weight in the negative control group, and 
T is mean tumour weight in the treated groups. For the calculation 
of mean weight, tumours weighing 0.39 g or less (denominated 
“no-takes”) were not considered [27]. 

2.6.2. Histomorphometric Analysis  

 Tumours and organs (spleen, kidney and liver) were dissected 
and fixed in buffered formol solution (10%) for 48 h. The samples 
were then dehydrated in increasing concentrations of ethyl alcohol, 
cleared with xylol and embedded in paraffin.  

 Slices measuring 4 µm in thickness were cut on a microtome 
and mounted on slides. The slides were kept at a temperature of 
60°C for 24 h and then stained with haematoxylin and eosin (H&E). 
The histological images of these slides were captured with a Moti-
cam 2300 digital camera coupled to a microscope. Twenty fields 
per slide were captured at magnification 100x for the spleen sam-
ples and 400x for the liver, kidney and tumour samples. Version 
1.51 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, 
Bethesda, MD, USA). 

 For the liver samples, counts were made of hepatocytes and 
endothelial cells. Kidney structures were evaluated by measuring 
the area of the glomerulus and renal corpuscle. Spleen tissue was 
evaluated by the percentage of areas of the white and red pulp. The 
tumour tissue evaluation consisted of counts of cells in mitotic 
phases.  

2.7. In silico Study of Coupling of SAL and Human Thymi-
dylate Synthase – hTS 

2.7.1. Preparation of Ligands  

 The chemical structure of SAL was drawn using the Biovia 
Discovery Studio [28]. The structures of 5-FU and its active deriva-
tive 5-fluoro-2'-deoxyuridine 5'-monophosphate (FDUMP) were 
obtained from the PubChem Databank [29]. All structural energies 
were minimised using the Avogadro program [30]. The respective 
protonation states of the structures were considered to be pH 7 and 
were saved in sdf* format.  

2.7.2. Obtainment of Metabolites  

 The metabolised SAL structures related to reactions mediated 
by the enzyme monooxygenase were predicted using the Metasite 
Program of Moldiscovery [31] through enzyme-substrate recogni-
tion. The five best-ranked structures were selected and drawn, and 
their energies were minimised using the Biovia Discovery Studio 
[28]. 

2.7.3. Preparation of Macromolecule  

 Human Thymidylate Synthase (hTS) (PDB: 1HVY) was re-
trieved from the Protein Data Bank (PDB). All water ligands, ions 
and molecules were manually excluded from the original structure, 
and hydrogen atoms were added using the Biovia Discovery Studio 
[28].  

2.7.4. Anchorage  

 The AutoDock Vina, AutoDock 4 and Molegro Virtual Docker 
programs were used for anchorage. The active site was designated 
based on existing molecular interactions between amino acid resi-
dues of the enzyme substrate as well as the enzyme and co-
crystalised ligand. The grid box was adjusted and fixed at a radius 
of 25 Å to encompass all amino acids of the active site and the in-
teractions between the enzyme and ligand of the x-ray crystal struc-
ture. The results of the calculations were obtained in bond energy 

values for each structural configuration of the ligands coupled to 
the target enzyme.  

2.7.5. Consensus Docking  

 Consensus analysis was performed using the average of auto-
scaled scores (AASS) [32]. Normalisation was first performed of 
each score obtained with the different docking programs to values 
between 0 and 1 by dividing the score of each molecule by the 
smallest score obtained. The final score of each molecule and the 
ranking were established by the average of all normalised scores.  

2.7.6. Anchorage Validation  

 To validate the anchorage process, re-docking was performed 
of the structure of the co-crystalised ligand extracted from the en-
zyme by the original PDB file and interpreted in terms of root mean 
square deviation (RMSD) (1st structural configuration) of the atoms 
of the refit crystallographic ligand [33].  

2.7.7. Analyses and Illustrations  

 The Molegro Virtual Docker program was used to analyze the 
interactions between the hTS amino acid residues and ligands as 
well as the illustrations.  

2.7.8. Molecular Dynamics  

 Molecular Dynamics (MD) simulations were performed to es-
timate the flexibility of the interactions between the hTS protein 
and ligands using the GROMACS 5.0 program [34, 35]. The topol-
ogy of the ligands was prepared using the ATB topology generator 
[36], applying the GROMOS96 54a7 force field. The topology of 
the protein was also prepared using the GROMOS96 54a7 force 
field in GROMACS. The MD simulation was performed using the 
SPC simple point-charge water model in a cubic box [37]. The 
system was neutralised by adding ions (Cl- and Na+) and minimised 
to remove bad contacts between complex molecules and the sol-
vent. The system was also equilibrated at 300 K using the v-rescale 
algorithm in 100 ps, represented by the constant number of parti-
cles, volume and temperature (NVT), followed by equilibrium at 1 
atm of pressure using the Parrinello-Rahman algorithm as the con-
stant number of particles, pressure and temperature (NPT) up to 100 
ps. The MD simulations were performed in 5.000.000 steps at 10 
ns. To determine the flexibility of the structure and whether the 
complex was stable close to the experimental structure, the RMSD 
of all Cα atoms was calculated in relation to the starting structures. 
Root mean square fluctuations (RMSF) were also analysed to un-
derstand the role of residues close to the bonding site of the recep-
tor. The RMSD and RMSF graphs were generated in the Grace 
Software program and the protein and ligands were viewed in the 
UCSF Chimera program [38].  

2.8. Statistical Analysis  

 The cytotoxicity results were expressed as the mean and stand-
ard deviation (SD) of the repetitions. Analysis of variance 
(ANOVA) was performed with Tukey’s test for multiple compari-
sons. A p-value < 0.05 was considered indicative of statistical sig-
nificance. The Kolmogorov-Smirnov test was used to determine the 
normality of the histomorphometric data. The nonparametric Mann-
Whitney U test was used with the statistical package for the social 
sciences (SPSS 15.0) to analyse these data. The data were ex-
pressed as mean ± SD, with a p-value < 0.05 compared to the con-
trol considered significant.  

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1. Obtainment of SAL 

 SAL isolated from the acetonic extract of P. concurrens was 
identified by TLC (retention factor = 0.15) and HPLC (RT = 2.97 



1472    Anti-Cancer Agents in Medicinal Chemistry, 2023, Vol. 23, No. 12 Lira et al. 

min) (Fig. 1), with data compatible with those described by Falcão 
et al. [39] and Manojlović et al. [40] for the substance (RT of 3.47 
and 3.01 min, respectively).  

 The chemical structure of SAL was confirmed by the H1 

and C13 NMR results, which were compatible with data described 
by Huneck & Yoshimura [41], Eifler-Lima et al. [42] and Michelet-
ti et al. [22].  

 
 

 Salazinic acid: H1NMR (DMSO - d6, 400MHz / ppm): δ 2.379 
(3H, s, CH3); δ 4.618 (2H, s, CH2); δ 6.779 (2H, s, H2, H9); δ 
10.381 (1H, s, H20, CHO). 13C (DMSO-d6, 400 MHz) δ94.89 (C-2), 
137.30 (C-3), 138.09 (C-4), 165.89 (C-6), 110.67 (C-7), 163.56 (C-
8), 117.42 (C-9), 152.28 (C-10), 111.95 (C-11), 160.29 (C-12), 
148.13 (C-14), 123.45 (C-15), 152.83 (C-16), 109.66 (C-17), 
164.01 (C-18), 192.75 (C-20), 21.43 (C-23), 52.69 (C-25). Yield: 
10.36%. 

3.2. Cytotoxic Assay  

 The lowest cell viability rates in the presence of SAL were 
86.54 ± 3.33 (%) and 86.88 ± 1.02 (%) at doses of 25 and 50 
μg/mL, respectively, for the MDA-MB-231 cell line and 79.49 ± 
4.15 (%) at a dose of 200 μg/mL for S-180 after 24 h of incubation. 

The SAL was not toxic to macrophage J774 cells at the lowest dos-
es, 12.5 and 25 μg/mL (100.5 ± 2.66 and 91.48 ± 2.90 %, respec-
tively) (Fig. 2).  

 Paluszczak et al. [43] also evaluated SAL in cell viability as-
says using colorectal carcinoma cell lines (HCT116 and DLD-1). 
They found a viability rate of approximately 60% when exposed to 
SAL at a 100 μg/mL dose. Micheletti et al. [22] found a cell viabil-
ity rate of 85.31% for the human breast cancer cell line MDA-MB-
435 exposed to SAL at a dose of 25 μg/mL. These data are compat-
ible with the cell viability rates found in the present investigation.  

 The present results are also compatible with cytotoxic data re-
ported by Manojlović et al. [40], who evaluated the FemX (human 
melanoma) and LS174 (human colon carcinoma) cell lines in the 
presence of SAL and found viability rates of approximately 65%. 
Thus, the available data suggest that SAL does not exhibit high 
toxicity to cancer cell lines.  

3.3. Effect of SAL in Mice with S-180 Tumour  

3.3.1. Assessment of Biochemical Variables 

 No significant difference was found between the treated and 
control groups regarding plasma levels of albumin, total proteins or 
alanine aminotransferase (ALT).  

 However, a reduction in aspartate aminotransferase (AST) was 
found in the group that received SAL25, and a reduction in triglyc-
erides was found in all treated groups compared to the negative 
control. Moreover, an increase in glucose was found in the groups 
exposed to SAL25 and 5-FU, and an increase in cholesterol levels 
was found in the group exposed to SAL25 (Table 1).  

 ALT and AST are specific biomarkers of hepatotoxicity used in 
early clinical trials to monitor acute harm caused by ingesting 
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Fig. (1). HPLC chromatograms of salazinic acid isolated from P. concurrens (A); salazinic acid standard (B). (A higher resolution / colour version of this 
figure is available in the electronic copy of the article). 
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Fig. (2). Cell viability of macrophage J774 (A), MDA-MB-231 (B) and S-180 (C) cell lines in the presence of SAL. Data expressed as mean ± SD. *p < 0.05, 
**p < 0.01; ***p < 0.001 vs. negative control. Statistically significant differences were determined by ANOVA followed by Tukey’s test. NC = negative con-
trol (saline solution + 5% Tween 80). (A higher resolution / colour version of this figure is available in the electronic copy of the article). 

 
Table 1. Biochemical variables were analysed in mice exposed to S-180 and treated with SAL and 5-FU. 

Groups 
ALT 
(U/L) 

AST 
(U/L) 

Albumin 
(g/dL) 

Triglycerides 
(mg/dL) 

Total Proteins 
(g/dL) 

Glucose 
(mg/dL) 

Cholesterol 
(mg/dL) 

NC 59.70 ± 9.94 246.30 ± 42.86 2.87 ± 0.10 213.43 ± 30.10 4.74 ± 0.14 68.60 ± 20.40 127.72 ± 6.43 

5-FU 45.73 ± 8.56 230.77 ± 43.72 2.99 ± 0.10 149.66 ± 22.68*** 4.93 ± 0.27 132.06 ± 9.32*** 120.95 ± 8.97 

SAL25 60.89 ± 15.55 229.46 ± 32.77 2.91 ± 0.26 189.01 ± 35.69** 4.88 ± 0.27 105.65 ± 13.87*** 142.13 ± 9.44* 

SAL50 53.39 ± 14.68 178.90 ± 44.71* 2.94 ± 0.18 155.73 ± 19.50*** 4.85 ± 0.23 72.48 ± 10.51 121.37 ± 12.95 

Note: Data expressed as mean ± SD; (N = 10); Significant differences determined by ANOVA followed by Tukey’s test, *p < 0.05, **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. NC = negative 
control; 5-FU = 5-fluorouracil; SAL = salazinic acid 25/50 mg/kg; ALT = alanine aminotransferase; AST = aspartate aminotransferase. 
 

therapeutic drugs. ALT is a more specific hepatic marker than AST. 
This enzyme is found in the heart, skeletal muscle, brain and liver. 
Thus, it is not possible to confirm liver damage based on AST lev-
els in the bloodstream [44].  

 The significant reduction in triglycerides found in the treated 
animals and the increase in glucose levels in the mice treated with 
SAL25 and 5-FU indicate harmful effects on the organism due to 
metabolic imbalance [45]. 

3.3.2. Tumour Growth and Inhibition  

 A significant difference in tumour weight was found in all 
treated groups compared to the negative control (5.2 ± 1.91 g). Tu-
mour weight was significantly lower in the animals exposed to SAL 
at concentrations of 25 and 50 mg/kg (1.03 ± 0.39 and 0.73 ± 0.35 
g, respectively). The mean tumour weight in the positive control 
group (treated with 5-FU) was 1.79 ± 0.56 g (Fig. 3). All animals 
survived to the end of treatment with no behavioural changes.  

 The different doses of SAL presented promising results in terms 
of the percentage of inhibition of the S-180 tumour. The greatest 
inhibition rate (86%) was found in the group treated with a dose of 
50 mg/kg, and the inhibition rate was 80.23% in the group treated 
with a dose of 25 mg/kg. The 5-FU group's inhibition rate was 
65.46% (Fig. 3).  

 S-180 is considered valid for determining antitumour activity 
due to its versatility in the form of an ascetic or solid tumour, de-
pending on the injection site, as well as its aggressivity to the or-
ganism. Therefore, this cell line is suitable for preclinical studies of 
natural or synthetic substances. The use of S-180 in vitro and in 
vivo is sufficient to prove the antitumour potential of the molecule 
being tested [46]. An agent with anticancer potential is considered 

valid when it can slow the cell proliferation process and trigger the 
signalling of mechanisms that initiate the cell death process [47].  

 The present results are in agreement with data described by 
Alexandrino et al. [8], who evaluated the potential of SAL (33.3 
mg/kg) in mice with the B16-F10 tumour (murine melanoma) and 
found an 83% reduction in tumour growth. However, the authors 
used a higher concentration of SAL than that employed in the pre-
sent study (25 mg/kg), with which tumour inhibition was around 
80%.  

 Geng et al. [15] also found an anticancer effect of another li-
chen phenol - usnic acid. Despite not being a depsidone-like SAL, 
similarities are found in its chemical structure and biosynthetic 
origin. The authors evaluated the effect of usnic acid (100 mg/kg) 
and 5-FU (25 mg/kg) in BALB/C mice with gastric cancer. They 
found that the lichen substance was significantly more effective at 
suppressing tumour growth than the commercial drug 5-FU. This 
finding agrees with the present study's results and shows that some 
lichen acids are more effective than 5-FU.  

 The 5-FU is widely used in chemotherapy. This drug belongs to 
the group of antimetabolite agents and functions by blocking the 
synthesis of DNA and inhibiting the metabolism of folic acid coen-
zymes. 5-FU is a fluorinated pyrimidine analogue with a 10 to 30% 
single-agent response rate. However, its continuous use can have 
serious side effects, such as myelosuppression and immunosuppres-
sion, due to its low selectivity for tumour cells in relation to healthy 
cells [48, 49].  

 The cellular toxicity mechanism of 5-FU is attributed to the 
negative incorporation of fluoronucleotides in DNA and RNA and 
the inhibition of thymidylate synthase (TS), a nucleotide enzyme. 
The enzymatic activity of TS is considerably enhanced in neoplastic 
cells and is directly linked to the tumour proliferation rate [50]. 
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However, chemotherapy remains one of the most efficient and 
widely used methods for anticancer therapy [51]. Moreover, studies 
have shown that bioactive molecules of a natural origin are promis-
ing candidates for this purpose [4].  

 Due to the production of different classes of metabolites, li-
chens are considered promising organisms in the search for thera-
peutic agents for combating neoplastic diseases. Moreover, the 
antitumour effect of these metabolites can be mediated by the indi-
rect induction of cell apoptosis as well as antiproliferative activity 
[13].  

3.3.3. Histomorphometric Analysis of S-180 Tumour 

  The histopathological analysis of the S-180 tumours in the 
treated and negative control groups revealed pleomorphic cells, 
anaplasia, hyperchromatic nuclei, and degrees of pleomorphism. 
Areas of muscle invasion, unilocular adipose tissue invasion and 
the infiltration of blood vessels were also observed. These results 
are compatible with findings described by Santos et al. [7], who 
highlight the infiltrative potential of S-180 in adjacent tissues, such 
as nerves, fat and muscle fibres. All groups exhibited tissue necro-
sis, with a greater area extension in the treated groups (Fig. 4). Cell 
proliferation was also found, with high numbers of cells in mitotic 
phases.  

Fig. (4). Representative photomicrographs of tumours in mice exposed to S-
180 and treated with SAL and 5-FU. Negative control group (A); treated 
with 5-FU (B); treated with SAL at doses of 25 (C) or 50 mg/kg (D). H&E 
staining (magnification: 100X). (A higher resolution / colour version of this 
figure is available in the electronic copy of the article). 

 Atypical mitosis was found in all groups. No significant differ-
ences were found regarding the quantity of mitoses in the negative 
control group and experimental groups: 10.63 ± 2.48, 10.06 ± 2.69, 
10.43 ± 3.99 and 10.69 ± 3.34 in the negative control, 5-FU, SAL 
25 and SAL 50 mg/kg groups, respectively.  

 According to Cireşan et al. [52] and Veta et al. [53], the quanti-
ty of visible mitoses in histological slices is an important indicator 
for the screening and assessment of neoplasms as well as the deter-
mination of the aggressivity of the tumour cells, furnishing a repro-
ducible prognosis regarding invasive tumours [54, 55].  

3.3.4. Histomorphometric Analysis of Kidney, Spleen and Liver 

  The histomorphometric analysis of the liver revealed a signifi-
cant increase in the number of hepatocytes and endothelial cells in 
the groups exposed to the different doses of SAL compared to the 
negative control (Table 2). These findings may be related to the 
increase in the organ found in the experimental animals.  

 For the spleen, a reduction in white pulp was found in the 
groups treated with SAL, and an increase in red pulp was found in 
the group exposed to SAL50 compared to the negative control (Ta-
ble 2).  

 A significant reduction was found in the glomerulus in the 
group that received SAL50 compared to the negative control for the 
kidney. No significant difference in the size of the renal corpuscle 
was found between the treated groups and the negative control (Ta-
ble 2).  

 The liver tissue is very sensitive to lesions induced by synthetic 
and natural compounds due to its central role in the metabolism of 
these substances [56]. Indeed, hepatotoxicity is one of the main 
aspects to study during the verification of the action of a drug in the 
organism, especially during prolonged periods of therapeutic use 
[57]. The detoxification process occurs in the liver as the metabolic 
products of many chemotherapeutic drugs accumulate in this tissue, 
causing harm due to toxicity [47].  

 An increase in the number of liver cells may indicate tissue 
damage. Hepatocytes have an important metabolic function. Their 
abnormal proliferation may indicate possible tissue regeneration to 
compensate for adverse conditions influenced by different factors, 
such as the administration of therapeutic drugs [58].  

 Endothelial cells play an important role in maintaining liver 
function under adverse conditions caused by external agents. The 
increase in the quantity of these cells may be related to exposure to 
toxins, chemical products and pharmacological agents [59].  

Fig. (3). Tumour growth (mg/kg) (A) and Tumour inhibition (%) (B) in mice exposed to S-180 and treated with SAL and 5-FU. Data expressed as mean ± SD. 
(N = 10). Significant differences were determined by ANOVA followed by Tukey’s test. **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. NC. Tumour photography (inserted in 
figure A): NC = negative control (A); 5-FU = 5-fluorouracil (B); SAL = salazinic acid 25 mg/kg (C) and 50 mg/kg (D). (A higher resolution / colour version 
of this figure is available in the electronic copy of the article). 
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Table 2. Histomorphometric analysis of liver, kidney and spleen of mice exposed to S-180 and treated with SAL and 5-FU. 

Groups Liver (Mean No of Cells per Photomicrograph) Kidney (µm2) Spleen (% per Photomicrograph) 

- Hepatocytes  Endothelial cells Corpuscle Glomerulus White pulp Red pulp 

NC 39.35 ± 6.87 13.07 ± 3.71 4455.25 ± 1600.6 2912.597 ± 971.7 23.28 ± 8.01 74.01 ± 7.37 

5-FU 38.41 ± 9.05 12.69 ± 3.57 4034.84 ± 1218.3 2614.538 ± 784.1 22.46 ± 7.90 74.53 ± 7.61 

SAL25 54.74 ± 11.87*** 18.95 ± 5.55*** 4570.97 ± 2064.9 2939.502 ± 1434.3 15.58 ± 3.00** 81.97 ± 2.41** 

SAL50 56.74 ± 14.45*** 20.30 ± 5.93*** 4410.087 ± 1619.7 2602.429 ± 954.7* 18.96 ± 6.44* 78.38 ± 6.66 

Note: Mann-Whitney test. Data expressed as mean ± SD. (N = 10). *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. NC = negative control; 5-FU = 5-fluorouracil; SAL = salazinic acid 25 / 
50 mg/kg. 

 

Fig. (5). Metabolites of SAL (D1-5) and respective reactions. 

 

 Renal tissue is also very sensitive to harm caused by foreign 
agents in the bloodstream. The cells of this tissue have the function 
of the resorption and concentration of solutes, making metabolised 
compounds interact with their organelles, which can alter the cell 
signalling pathway and even cause tissue damage [60].  

 The spleen can also undergo ultrastructural changes, which 
emerge not only due to the negative effect of the substance but also 
due to the reaction of the tissue, increasing the activity of defence 
cells [61], which indicates the protection of the organ from a possi-
ble harmful reaction caused by the compound [62].  

3.4. In silico Analysis  

3.4.1. Obtainment of Metabolites  

 Five structures of the most probable metabolites of SAL with a 
higher contribution score (D1-5) were selected. The contribution 
score results from the probability function for the metabolism site 
(PMS), which is correlated with the free energy of the overall en-
zyme-substrate coupling process [63]. Fig. (5) illustrates the SAL 
transformations with the greatest probability and respective reac-
tions.  
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 The first three metabolites generated (D1-3) are the result of 
aliphatic hydroxylation and carbonylation reactions in the carbon of 
the methyl group of SAL and have the highest contribution scores 
(100%). Metabolites D4-5 are from aldehydic hydroxylation reac-
tions and the reduction of aldehydes, with contribution percentages 
of 50%. The other metabolites had contribution scores lower than 
33.33% and were disregarded (data not shown).  

3.4.2. Active Site of Human Thymidylate Synthase (hTS)  

 Thymidylate synthase is a valid target for antiproliferative 
drugs that has a catalysing function in the reductive methylation 
process of 2'-deoxyuridine-5'monophosphate (dUMP) into 2'-
deoxhthymidine-5'-monophosphate (dTMP) through the cofactors 
N5, N10-methylenotetrahydrofolate (mTHF). Moreover, it is ex-
tremely important for the replication of DNA and impedes rapid 
cell division processes through cellular apoptosis [64].  

 Structurally, hTS is an obligatory homodimer with residues of 
the two subunits -A and B (Fig. 6) -as contributors to the coupling 
of the substrate. Besides the amino acid residues Arg 50, Phe 80, Ile 
108, Trp 109, Asn 112, Arg175', Arg176', Arg215, Gln 214, Asp 
218, Gly 222, Phe 225, Asn 226, His 256, Tyr 258 and Met 311, the 
target site also has residues (181-197) and Cys 195 of the catalytic 
loop, which is exposed only in the active conformation [64-66].  

 The scores obtained in the coupling of all ligands were energet-
ically favourable. However, consensus docking was performed to 
obtain a greater success rate in the screening of the compounds. 

 
Fig. (6). Cluster of ligands and hTS highlighting (A) and (B) subunits. (A 
higher resolution / colour version of this figure is available in the electronic 
copy of the article). 

 Studies have shown that combining different molecular docking 
programs increases the probability of hits [67]. Thus, a ranking was 
established among the means of the consensus of SAL, its possible 
metabolites (D1-5), FdUMP and the co-crystalised ligand (Table 3).  

 As shown in Table 3, D3 was the compound with the best cou-
pling mean (0.98), followed by D5 (0.95). SAL and D2 had the 
same coupling mean (0.94). The co-crystalised ligand and o 
FdUMP had coupling means of 0.88 and 0.84, respectively.  

 To determine what interactions may be determinants for the 
inhibition, the three compounds with the best coupling mean and 
the standard compounds (co-crystalised ligand and FdUMP) were 
analysed regarding their interactions with the amino acid residues 
of hTS (Fig. 7).  

 All compounds interacted with amino acid residues of the ac-
tive site of hTS with hydrogen bond interactions. D3 had hydrogen 
bond interactions with the residues Glu 87, Ile 108, Arg 175, His 
196, Gln 214, Ser 216, Asp 218, Asn 226 and His 256. Moreover, 
two Arg residues (Arg 50 and Arg 175) had two electrostatic inter-
actions with the carboxyl group in the aromatic ring (Fig. 7A). D5 
had similar interactions as D3 with Arg 50, Arg 175, His 196, Gln 
214, Ser 216, Asp 218, Asn 226, His 256, Tyr 258 and Ala 312 
(Fig. 7B). 

 In its non-metabolised form, SAL interacted with four residues 
(Ile 108, Gln 214, Ser 216 and Asp 218). Ser 216 was the residue 
consistently found in all interactions with the other compounds 
(Fig. 7C).  

 Amino acid residues Arg 50, Ile 108, Gln 214, Ser 216, Asp 
218 and Tyr 258 interacted with the co-crystalised ligand (Fig. 7D). 
The main difference found between the interactions of the co-
crystalised ligand and the other compounds was the absence of Arg 
175. FdUMP interacted with seven amino acid residues (Arg 50, 
Asn 171, Asp 173, Arg 175, Arg 176, Arg 215 and Ser 216) (Fig. 
7E).  

 Electrostatic interactions with important residues of the active 
site of hTS (Arg 50 and Arg 175) did not occur in all compounds. 
Hence, this is a peculiarity of D3 that may be related to its first 
position in the ranking of coupling means. However, hydrogen 
interactions with residues such as Arg 50, Arg 175 and Ser 216 
were found in all compounds and are important to inhibiting hTS. 

3.4.3. Molecular Dynamics  

 The molecular dynamics simulations were performed to inves-
tigate whether the three compounds with the best coupling means in 

Table 3. Ranking of compounds based on consensus docking means. 

ID 
Binding Energies1 Consensus 

Vina Auto Dock 4 Molegro Vina Auto Dock 4 Molegro Mean 

D3 -10.1 -7.01 -145.85* 1.00 0.94 1.00 0.98 

D5 -9.7 -7.48* -127.858 0.96 1.00 0.88 0.95 

D2 -9.9 -7.37 -124.887 0.98 0.99 0.86 0.94 

SAL -10.1* -7.26 -122.718 1.00 0.97 0.84 0.94 

D1 -9.7 -6.81 -133.029 0.96 0.91 0.91 0.93 

D4 -9.3 -6.95 -137.75 0.92 0.93 0.94 0.93 

Ligand -9 -6.22 -135.325 0.89 0.83 0.93 0.88 

FdUMP -8.5 -6.66 -115.548 0.84 0.89 0.79 0.84 

5-FU -4.9 -4.51 -74.4245 0.49 0.60 0.51 0.53 

Note: D1-5 = metabolite derivates of SAL; SAL = salazinic acid; FdUMP = 5-fluoro-2'-deoxyuridine 5'-monophosphato; 5-FU = 5-fluorouracil. *lowest bond energies. 1Binding 
energies in kcal/mol for Vina and Autodock 4 and kJ/mol for Molegro. 
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Fig. (7). Interactions between amino acid residues of the active site of hTS and metabolite derivatives of SAL. D3 (A), D5 (B), SAL (C), co-crystalised ligand 
(D) and FdUMP (E). D3-5= metabolite derivatives of SAL; SAL= salazinic acid; FdUMP= active derivative of 5-fluorouracil. (A higher resolution / colour 
version of this figure is available in the electronic copy of the article). 

 

the molecular docking and the two standard compounds can bond to 
hTS under the influence of the water solvent, ions, temperature and 
pressure.  

 Flexibility and conformational changes in the structure of hTS 
were also investigated to analyse the influence of structural changes 
in the bonds and interactions with the compounds. For such, the 
root mean square deviation (RMSD) was calculated for Cα atoms of 
the protein and compounds separately.  

 The RMSD analysis of hTS revealed that the protein reached 
fluctuations ranging from 0.2 to 0.4 nm at 10 ns, exhibiting greater 
stability throughout practically all the dynamics, with some peaks at 
7 and 9 ns. The complexed protein exhibited greater stability along 
the 10 ns than the non-complexed protein. Thus, hTS complexed 
with the compounds is more stable that the non-complexed protein, 
enabling the compounds analysed to remain strongly bonded to the 
target site.  

(A) (B)

(C) (D)

(E)
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 The RMSD of the compounds revealed stability beginning at 3 
ns. All compounds analysed, except the ligand, exhibited stability. 
The findings suggest that the SAL, D3, D5 and FdUMP molecules 
remain at the protein's active site even in the presence of factors 
such as temperature, pressure, solvent and ions. The root mean 
square fluctuations (RMSF) were calculated for each protein amino 
acid to understand the flexibility of the residues and amino acids 
that contribute to the conformational change in hTS. Residues with 
high RMSF values suggest greater flexibility.  

 As amino acids with fluctuations greater than 0.3 nm contribute 
to the flexibility of the protein structure, we found that only amino 
acids 44, 46, 48-51, 175 and 310-313 of the 313 amino acids pre-
sent in the protein contributed to the conformational change of the 
complexed protein. We found the same fluctuations with these ami-
no acids in the non-complexed protein. Moreover, we found that the 
majority of amino acids responsible for the conformational change 
in hTS were not part of the active site, except Arg175, Met311 and 
Ala312 [68]. Therefore, the active site was considered stable.  

 When analysed using graphic programs, we found that hTS 
complexes with the SAL molecule exhibited small conformational 
changes, as identified by the RMSD values. Some bonds observed 
in the docking were lost. However, the bond with the residue of Arg 
175, which is important to the inhibition of hTS, was maintained. 
Moreover, other strong bonds were formed with the amino acids 
Gly 44, Trp 182 (of the catalytic loop) and Gln 270 (Fig. 8A).  

 Analysing the RMSD and RMSF graphs, D5 exhibited consid-
erable stability throughout the dynamic's entire time. Fig. (8B) 

shows some interactions between D5 and hTS. D5 maintained an 
important interaction with the residue of Arg175 and exhibited new 
interactions compared to those observed in the docking. Two new 
interactions were formed with the residues Trp182 (present in the 
catalytic loop) and Arg215, which, together with Arg 50, Arg 175’ 
and Arg 176’, form a cluster of four arginine residues of fundamen-
tal importance to the anchoring of the substrate (dUMP) at the ac-
tive site [64]. 

CONCLUSION 

 Salazinic acid did not exhibit toxicity to the cancer cell lines but 
demonstrated in vivo antitumour activity to sarcoma-180 without 
causing significant harm to the kidney, liver or spleen.  

 SAL exhibited interaction capacity with human thymidylate 
synthase, with highly favourable energy (better than that of 5-FU) 
and was also capable of forming bonds with critical residues of the 
active site of the enzyme analysed. Thus, the present findings 
demonstrate that salazinic acid is a strong candidate as an anti-
cancer agent. 

LIST OF ABBREVIATIONS 

AASS = Average of Auto-scaled Scores  

ALT = Alanine Aminotransferase  

DMEM = Dulbecco's Modified Eagle Medium  

MD = Molecular Dynamics  

 

Fig. (8). Simulations of molecular dynamics during 1000 ps and 2D and 3D interactions at different times. A1- Structure of hTS+SAL complex and its active 
site; 3D and 2D interactions at A2- 200 ps; A3- 600 ps and A4- 1000 ps. B1- Structure of hTS+D5 complex and its active site; 3D and 2D interactions at B2– 
200ps, B3- 600 ps and B4- 1000 ps. Hydrogen bonds with solvent (SOL) and different amino acids are highlighted in green. Hydrophobic and steric interac-
tions are highlighted in violet and red, respectively. (A higher resolution / colour version of this figure is available in the electronic copy of the article). 
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NMR = Nuclear Magnetic Resonance  

RMSF = Root Mean Square Fluctuations  

TI = Tumour Inhibition  

TS = Thymidylate Synthase  
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SUMMARY. This paper describes in silico studies of pyrimidine derivatives. Cytotoxic activity of compounds
was evaluated on cell lines MCF-7, HCT-116, HL-60 and NCI- H292. In parallel, leishmanicidal activity against
both intracellular promastigote and amastigotes forms of Leishmania amazonensis and L. infantum was deter-
mined. The compounds presented IC50 low of 25 μg/mL were 3b, 3f-g, 3l-m, 3p, 3s, 5b, and 6g for cell HCT-
116, and compounds 3d,3f, 3n-p, 5b, 5c, 5f, and 6i for cell MCF-7. Compounds 3b, 3f, 3h, 5b, and 6h presented
the most promising results, showing antileishmanial activity. Furthermore, the values for several physicochemi-
cal parameters were obtained, such as molecular weight, the number of heavy atoms, the number of aromatic
heavy atoms, the number of rotatable bonds, the number of H-bond acceptors, the number of H-bond donors, the
fraction of carbon bond saturation (Csp3), the number of sp3 hybridized carbons/total carbon count, the solubili-
ty (S), the lipophilicity parameter (LogP) predicted and the molar refractivity, and were given for each molecule
by the online SwissADME web tool. The pyrimidine derivatives 3a-s, 5a-f and 6g-i do not violate the Lipinski
rule, being very good candidates for oral administration.

RESUMEN. Este artículo describe estudios in silico de derivados de pirimidina. La actividad citotóxica de los
compuestos se evaluó en las líneas celulares MCF-7, HCT-116, HL-60 y NCI-H292. Paralelamente, se determinó
la actividad leishmanicida contra las formas promastigotes intracelulares y amastigotes de Leishmania amazo-
nensis y L. infantum. Los compuestos que presentaron una CI50 baja de 25 μg/mL fueron 3b, 3f-g, 3l-m, 3p, 3s,
5b y 6g para las células HCT-116, y los compuestos 3d, 3f, 3n-p, 5b, 5c, 5f y 6i para las células MCF-7. Los
compuestos 3b, 3f, 3h, 5b y 6h presentaron los resultados más prometedores, mostrando actividad antileishma-
nia. Además, se obtuvieron los valores para varios parámetros fisicoquímicos, como el peso molecular, el núme-
ro de átomos pesados, el número de átomos pesados aromáticos, el número de enlaces rotativos, el número de
aceptores de enlaces H, el número de donantes de enlaces H–, la fracción de saturación de enlace de carbono
(Csp3), el número de carbonos sp3 hibridados/recuento total de carbono, la solubilidad (S), el parámetro de lipo-
filia (LogP) predicho y la refractividad molar, y fueron dados para cada molécula por la herramienta web el
SwissADME en línea. Los derivados de pirimidina 3a-s, 5a-f y 6g-i no violan la regla de Lipinski, siendo muy
buenos candidatos para la administración oral.

INTRODUCTION
Leishmaniasis is a protozoan parasitic human

disease of Leishmania genus, the disease is
caused by more than 20 species of protozoan
and transmitted by the bite of female phle-
botomine sandflies 1. Leishmaniasis affects more
than 12 million people worldwide, it is estimat-
ed that 2 million people of whom develop

symptomatic disease annually 2. In developing
countries, it is a serious illness, which if untreat-
ed, can reach a 90% mortality rate 2-4. Leishma-
niasis is classified into three major clinical
forms: visceral leishmaniasis (VL), cutaneous
leishmaniasis (CL) and mucocutaneous leishma-
niasis (MCL), the VL caused by Leishmania
donovani is the most severe form and is usually
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morbidity and mortality in the absence of treat-
ment 5. Current treatment are expensive and
cause severe side effects and emerging drug re-
sistance 6, the most of the first line drugs such
as sodium stibogluconate, meglumine antimoni-
ate, pentamidine, amphotericin B, and miltefos-
ine, cause serious side effects and toxicity 7. Re-
sistance is well described for antimonials where-
as resistance to amphotericin B and miltefosine
is at risk, and only the latter can be adminis-
tered orally 8. 

Ergo, there is a great need for more effective
and less toxic drug options. As pyrimidine
derivatives have played an important role in the
medicinal chemistry because possess a broad
spectrum of biological activities 9, we decided
realized an new study biological properties of
28 pyrimidine analogues with synthesis reported
in the recent scientific literature, see spectral da-
ta presented in supplementary material 9-11 to in-
vestigate for their antileishmania, cytotoxicity
and anticancer agents with respect to cell lines
MCF-7, HCT-116, HL60, and NCI-H292. Besides,
we conducted prediction of physicochemical
descriptors, to predict ADME parameters and
pharmacokinetic properties, these analogues in
discussion.

MATERIAL AND METHODS
Cytotoxicity on macrophages

RAW 264.7 macrophages were used to assess
cell cytotoxicity by MTT assay. Cells (1x105
cells/well) were plated in 96 well plates and in-
cubated for 24h (37 °C, 5% CO2) for adhesion.
Compounds were added, in six concentrations
(6.2 to 200 µg/mL) and incubated for 48 h.
Were used DMSO and miltefosine as negative
and positive control, respectively. After incuba-
tion with compounds, MTT (5mg/mL in PBS)
was added. Two h later, cell culture medium
and excess of MTT not reduced were aspirated
and 100 µL of DMSO was added for formazan
crystals solubilization. Absorbance was mea-
sured at 570 nm. Cytotoxic concentration for
50% inhibition of viability (CC50) was calculated
by regression analysis using GraphPad Prism
software 5.0 12. Assays were done in triplicate.

Promastigote assay
Promastigotes of L. amazonensis or L. infan-

tum (1 × 106 cells/mL, Schneider’s medium with
10% fetal bovine serum) were incubated in a 96
well plate with compounds in eight different
concentrations (1,5 to 200 µg/mL) for 72 h at 26

°C. Miltefosine was used as a reference drug.
Cells without treatment were used as negative
controls. Cell growth was assessed and IC50/72
h was determined by regression analyses. As-
says were conducted in triplicate.

Amastigote assay
For amastigotes obtainment, RAW 264.7

macrophages were plated (3 x 105 cell/mL, RP-
MI supplemented with 10% Fetal Bovine Serum)
in a 24-well plate with a 13 mm glass cover slip
and allowed to adhere for 24h, at 37°C in 5%
CO2. Adhered macrophages were then infected
with promastigotes of L. amazonensis or L. in-
fantum in the stationary growth phase using a
ratio 1:15 at 37° C for 6 h. Afterward, non-interi-
orized parasites were removed by washing and
infected culture were incubated with com-
pounds for 24 h (12.5 to 400 µg/mL). Only RP-
MI 1640 medium was used as negative control.
The cover slips were collected and stained using
Panótico staining kit (Laborclin, PR, Brazil). Per-
centage of infected macrophages was deter-
mined by counting 100 cells and its intracellular
amastigotes, in triplicate. Leishmanial activity
was assessed by decrease of infected
macrophages and intracellular amastigotes in
cultures treated (T) and non-treated (NT), de-
scribed by formula: % amastigotes = T x
NT/100. IC50 was determined by regression
analyses.

In vitro anticancer activity
Material

Tumor lines used, MCF-7 (breast cancer),
HCT-116 (colorectal cancer), HL-60 (promyelo-
cytic leukemia), and NCI-H292 (lung cancer)
were obtained from the Cell Bank of Rio de
Janeiro, having been grown in medium RPMI
1640, supplemented with 10% fetal bovine
serum and 1% antibiotics, kept in an oven at 37
°C and atmosphere containing 5% CO2. The
samples were diluted in pure sterile DMSO.
Method

Anticancer analysis by the MTT method has
been used in the screening of USA National
Cancer Institute (NCI), which tests more than
10.000 samples each year 13. It is a fast, sensible
and cheap method. It was first described by
Mosmann 14, having the ability to analyze the vi-
ability and metabolic state of the cell. It is a col-
orimetric analysis based on the conversion of
the salt 3-(4,5-dimethyl-2-thiazole) -2,5-
diphenyl-2-H-bromide of tetrazolium (MTT) in



1083

MONTE Z.S., SOUZA S.M., COSTA N.T.C., SANTOS A.C.S., MILITÃO G.C.G., HERNANDES M.Z., PEREIRA V.R.A., SILVA R.O.,
FALCÃO E.P.S. & MELO S.J.

formazan blue, from mitochondrial enzymes
present only in metabolically active cells. The
anticancer study by the MTT allows us to easily
define cytotoxicity, but not the mechanism of
action 15. The lineages MCF-7 (breast cancer),
HCT-116 (colorectal cancer), HL-60 (promyelo-
cytic leukemia) e NCI-H292 (lung cancer) were
plated at 1.10 5 or 3.105 cells/mL previously dis-
solved in DMSO were serially diluted in the
medium RPMI to obtain final concentrations and
added to a 96-well plate. The plates were incu-
bated for 72 h in the greenhouse 5% of CO2 at
37 °C. Thereafter, 25 µL of the solution of MTT
(tetrazolium salt), and the plates were incubated
for 3 h. The absorbance was read after dissolu-
tion of the precipitate with pure DMSO in plate
spectrophotometer at 595 nm.
Analysis method

For single concentration, an intensity scale
was used to evaluate the anticancer potential of
the samples tested. Samples without activity,
with little activity (inhibition of cell growth
ranging from 1 to 50%), with moderate activity
(inhibition of cell growth ranging from 50 to
75%) and very active (inhibition of growth rang-
ing from 75 to 100%). Samples with more than
75% inhibition will be calculated at CI50, was
calculated by non-linear in the program Graph-
Pad Prism 12. Each sample was tested in dupli-
cate.
In silico studies 

The SMILE (Simplified Molecular Input Line
Entry System) code for all the structures was ob-
tained and used as input in order to run the on-
line SwissADME web tool 16 for generating a
prediction of physicochemical descriptors, as
well as to predict ADME parameters and phar-
macokinetic properties.

RESULTS AND DISCUSSION
Chemistry

In our synthetic approach, the pyrimidine
derivatives were the compounds 3a-s, 5a-f and
6g-i already reported in the literature for con-
ventional synthesis our research group9-11.
Spectral date compounds 3a-s, 5a-f and 6g-i are
given in Fig 1. 

4-Amino-5-cyano-2-phenyl-6-(m-nitrophen-
yl)-pyrimidine (3a)

This compound was obtained as colorless
crystals from MeOH in 98% yield, m.p. 221-222,
Rf = 0.41; n-hexane-ethyl acetate 7:3); IR, KBr,
γmax cm–1: 3494 (NH2asymm.), 3388 (NH2symm.),

2214 (C≡N), 1621 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 300
MHz), δ: 8.78 (t, 1H, H2”, J 1.60 Hz); 8.46 (t, 2H,
H4” and H6”, J 8.4 Hz); 8.43(d, 2H, H2’ and H6’,
J 8.4 Hz); 7.95-8.55 (b, 2H, C2-NH2); 7.91 (t, 1H,
H5”) and 7.57-7.54 (3H, H3’, H4’ and H5’); 13C-
NMR (DMSO-dd6 300 MHz), δ: 166.0 (1C, C5”);
164.4 (1C, C1”’); 164.2 (1C, C2); 147.8 (1C, C6);
138.0 (1C, C4’); 136.3 (1C, C6”); 135.0 (1C, C4”);
131.8 (1C,C1”); 130.3 (1C, C2”); 128.6 (2C, C2’
and C6’); 128.4 (1C, C3”); 125.5 (1C, C1’);
123.3(1C,C4); 116.0 (2C, C3’ and C5’) and 85.0
(1C, C5). MS (MALDI TOF MS: m/z molecular
mass found = 318.0946; calculated for
C17H12N5O2 [M+1]+, mass = 318.0984.

4-Amino-5-cyano-2-p-phenyl-6-(p-nitro-
phenyl)-pyrimidine (3b)

This compound was obtained as colorless
crystals from MeOH in 98% yield, m.p. 220-221,
Rf = 0.42; (n-hexane-ethyl acetate, 7:3); IR, KBr,
γmax cm–1: 3436 (NH2asymm.), 3326 (NH2symm.),
2227 (C≡N), 1647 (C=N); 1H-NMR δ: (DMSO-d6

400 MHz), δ: 8.47 (d, 2H, J 1.8 e 11.2 Hz, H2’
and H6’); 8.59 (s, 2H, C2-NH2); 8.05 (d, J 11.2
Hz H2” and H6”); 7.58 (d, 2H, J 11.2 Hz, H3”
and H5”) and 7.50 -7.40 (m, 3H, H3’, H4’ and
H5’); 13C-NMR (DMSO-d6 400 MHz), δ: 166.3
(1C, C6) and 164.2 (1C, C1’”); 163.9 (1C, C2);
162.3 (1C,C1”); 148.5 (1C,C4”); 135.9 (2C, C2”
and C6”); 131.2 (2C, C3” and C5”); 127.9 (2C,
C2’ and C6’); 124.9 (1C, C1’); 112.6 (2C, C3’ and
C5’); 113.6 (1C, C4); 84.9 (1C, C5). MS MALDI
TOF MS: m/z (molecular mass found =
318.1087; calculated for C17H12N5O2 [M+1]+,
mass = 318.0984.

4-Amino-5-cyano-2-(p-anisyl)-6-(m-nitro-
phenyl)-pyrimidine (3c)

This compound was obtained as colorless
crystals from ACN in 89% yield, m.p. 226-227, Rf

=0,4 (n-hexane-ethyl acetate 7:3); IR, KBr, γmax

cm–1: 3439 (NH2asymm.), 3327 (NH2symm.), 2227
(C≡N), 1647 (C=N); 1H-NMR δ: (DMSO-d6 400
MHz), δ: 8.61 (s,1H, H2”); 8.43-8.34 (m, 4H, H2’
and H6’; H4” and H6”); 8.22-8.20 (d, 1H, H3”);
8.20-8.09 (b, 2H, C2-NH2) 7.91-7.87 (t, 1H, H5”);
7.55-7.54 (d, 2H, J = 5.7 H3’and H5’) and δ 3.84
(s, 3H); 13C-NMR (DMSO-d6 400 MHz), δ: 166.2
(1C, C6); 164.2 (1C, C1””); 163.9 (1C, C2); 162.3
(1C, C4’); 148.7 (1C, C3”); 142.6 (1C,C1”); 135.0
(1C,C4”); 131.8 (1C, C5”); 130.1 (1C, C6”); 130.3
(2C, C2’ and C6’); 128.6 (1C, C1’); 123.6 (1C,
C2”); 113.90 (2C, C3’ and C5’); 116.0 (1C, C4);
84.3 (1C, C5) and 55.4 (1C,C1’”). MS (MALDI
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TOF MS: m/z molecular mass found = 348.1148;
calculated for C18H14N5O3 [M+1]+, mass =
348.1018.

4-Amino-5-cyano-2-(p-anisyl)-6-(p-nitro-
phenyl)-pyrimidine (3d)

This compound was obtained as colorless
crystals from ACN in 91% yield, m.p. 221-222, Rf

= 0.45 (n-hexane-ethyl acetate 7:3); IR, KBr, γmax

cm–1: 3109 (NH2asymm.), 3033 (NH2symm.), 2227
(C≡N), 1601 (C=N); 1H-NMR δ: (DMSO-d6 400
MHz), δ: 8.38 (d, 2H, J 8.8 Hz, H2” and H6”);
8.32 (d, 2H, J 8.8 Hz, H2’ and H6’); 8.16 (d, 2H,
J 6.6 Hz, H3” and H5”); 7.92 (b, 2H, C2-NH2);
7.04 (d, 2H, J = 8.8 Hz, H3’ and H5’); and δ 3.81
(s, 3H); 13C-NMR (DMSO-d6 400 MHz), δ: 166.2

Figure 1. Synthesis of pyrimidine analogs 3a-s, 5a-f and 6g-i.

(1C,C4”); 163.9 (1C, C2) 164.2 (1C, C1””); 148.6
(1C, C6); 142.6 (1C,C1”); 130.3 (2C, C2’ and
C6’); 130.0 (2C, C2” and C6”); 128.6 (1C, C1’);
123.6 (2C, C3” and C5”); 55.3 (1C,C1’”); 116.0
(1C, C4); 113.9 (2C, C3’ and C5’); and 84.3 (1C,
C5). MS MALDI TOF MS: m/z molecular mass
found = 348.1148; calculated for C18H14N5O3

[M+1]+, mass = 348.1018.

4-Amino-5-cyano-2-(p-diethylaminophenyl)-
6-(m-nitrophenyl)-pyrimidine (3e)

This compound was obtained as colorless
crystals from MeOH in 90% yield, m.p. 236-237,
Rf = 0.7 (n-hexane-ethyl acetate 6:4); IR, KBr,
γmax cm–1: 3123 (NH2asymm.), 3033 (NH2symm.),
2228 (C≡N), 1685 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 300
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MHz); δ: 8.61 (s, 1H, H2”); 8.43-8.35 (m, 4H, H2’
and H6’, H4”, H6”); 8.32-8.28 (b, 2H, C2-NH2);
8.23-8.20 (d, J 8.0 Hz, 2H, H3’ and H5’); 7.58-
7.52 (m, 1H, H5”) and 3.03 (s, 6H); 13C-NMR
(DMSO-d6 300 MHz), δ: 165.9 (1C, C6) and
164.4 (1C, C1’”’); 164.1 (1C, C2); 147.7 (1C, C3”);
137.8 (1C, C4’); 136.2 (1C,C1”); 135.0 (1C,C4”);
131.7 (1C, C5”);130.3 (2C, C2’ and C6’); 128.6
(1C, C6”); 128.4 (1C, C1’); 125.4 (1C, C2”); 123.3
(2C, C3’ and C5’); 115.9 (1C, C4); 84.9 (1C, C5)
and 39.6 (2C,C1’”). MS (MALDI TOF MS: m/z
molecular mass found = 360.1383; calculated for
C19H16N6O3 M+, mass = 360.1335.

4-Amino-5-cyano-2-(p-diethylaminophenyl)-
6-(p-nitrophenyl)-pyrimidine (3f)

This compound was obtained as colorless
crystals from MeOH in 92% yield, m.p. 222-223,
Rf = 0.75 (n-hexane-ethyl acetate 6:4); IR, KBr,
γmax cm–1: 3117 (NH2asymm.), 3039 (NH2symm.),
2230 (C≡N), 1602 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 300
MHz), δ: 8.24 (d, 2H, J 9.3 Hz, H2’ and H6’);
7.97 (d, 2H, J 9.3 Hz, H2” and H6”); 7.73 (b, 2H,
C2-NH2); 7.64 (d, 2H, J = 9.3 Hz, H3” and H5”);
6.77 (d, 2H, J = 9.3 Hz, H3’ and H5’) and δ 3.10
(s, 6H); 13C-NMR (DMSO-d6 300 MHz), δ: 166.50
(1C, C6); 164.3 (1C, C1””); 164.2 (1C, C2); 152.6
(1C, C4’); 135.7 (1C, C1”); 135.5 (1C,C4”); 130.4
(2C, C2” and C6”); 130.1 (2C, C2’ and C6’); 128.5
(2C, C3” and C5”); 123.1 (1C, C1’); 116.8 (1C,
C4); 111.1 (2C, C3’ and C5’); 82.4 (1C, C5); and
δ 39.7 (2C,C1’”). MS MALDI TOF MS: m/z
molecular mass found = 360.3219; calculated for
C19H16N6O3 M+, mass = 360.1335.

4-Amino-5-cyano-2-(p-anisyl)-6-(p-chloro-
phenyl)-pyrimidine (3h)

This compound was obtained as colorless
crystals from in 87.76% yield, m.p. 221-223 °C,
Rf = 0.3; (n-hexane-ethyl acetate, 7:3); IR, KBr,
γmax cm–1: 3422 (NH2asymm.), 3237 (NH2symm.),
2218 (C≡N), 1640 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 400
MHz), δ: 8.42 (d, 2H, J 8.0 Hz, H2’ and H6’);
8.35 (d, 2H, J 8.0 Hz, H2” and H6”); 8.02 (b, 2H,
C2-NH2); 8.19 (d, 2H, J 8.0 Hz, H3” and H5”);
7.08 (d, 2H, J = 8.0 Hz, H3’ and H5’) and δ 3.84
(s, 3H); 13C-NMR (DMSO-d6 300 MHz), δ: 166.3
(1C, C6); 164.2 (1C, C1””); 163.9 (1C, C2); 162.3
(1C, C4’); 148.7 (1C, C4”); 142.6 (1C,C1”); 130.3
(2C, C2’ and C6’); 130.0 (2C, C2” and C6”); 128.6
(1C,C1’); 123.6 (2C, C3’ and C5’); 116.0 (1C, C4);
114.0 (2C, C3” and C5”); 84.3 (1C, C5); and δ
55.3 (1C,C1””). LCMS-IT-TOF: m/z (molecular
mass found 336.0992; calculated for for
C19H16N6O3 M+, mass = 336.0778. 

4-Amino-5-cyano-2-(p-aminophenyl)-6-(m-
nitrophenyl)-pyrimidine (3j)

This compound was obtained as colorless
crystals from MeOH in 97% yield, m.p. 243-245,
Rf = 0.2 (ethyl acetate-methanol 9.7:0.3); IR,
KBr, γmax cm–1: 3451 (NH2asymm.), 3338
(NH2symm.), 2299 (C≡N), 1654 (C=N); 1H-NMR
(DMSO-d6 400 MHz), δ: 8.77 (s, 1H, H2”); 8.59
(d, J 8.8 Hz, 2H, H2’ and H6’); 8.48-8.42 (m, 2H,
H4”and H6”); 8.39(d, J 8.8 Hz, 2H, H3’ and H5’);
8.30-8.00 (b, 2H, C2-NH2); and 7.91 (t, J 16.0
Hz,1H, H5”); 13C-NMR (DMSO-d6 300 MHz), δ:
166.2 (1C, C6) and 164.4 (1C, C1’”’); 162.3 (1C,
C2); 149.3 (1C, C4’); 147.8 (1C, C3”); 142.0 (1C,
C1’); 137.6 (1C,C1”); 135.1 (1C, C6”); 130.4 (1C,
C5”); 129.6 (2C, C2’ and C6’); 125.6 (1C,C4”);
123.4 (1C, C2”); 123.3 (2C, C3’ and C5’); 115.6
(1C, C4) and 86.1 (1C, C5). LCMS-MALDI-TOF:
m/z molecular mass found = 334.9344; calculat-
ed for C17H12N6O2 [M+2]+, mass = 334.1022. 

4-Amino-5-cyano-2-(p-nitrophenyl)-6-(m-
nitrophenyl)-pyrimidine (3l)

This compound was obtained as colorless
crystals from MeOH in 91% yield, m.p. 260-262,
Rf = 0.7(n-hexane-ethyl acetate 7:3); IR, KBr,
γmax cm–1: 3092 (NH2asymm.), 3003 (NH2symm.),
2225 (C≡N), 1699 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 400
MHz), δ: 8.77 (t, J 2.0 Hz, 1H, H2”); 8.47-8.43
(m, J 9.2 Hz, 2H, H2”and H6”); 8.40 (d, J 9.2 Hz,
2H, H2’and H6’); 8.28-8.10 (b, 2H, C2-NH2); 7.92
(t, J 7.6 Hz, 1H, H5”) and 7.54 (d, J 9.2 Hz, 2H,
H3’ and H5’);13C-NMR (DMSO-d6 300 MHz), δ:
166.0 (1C, C6) and 164.4 (1C, C1’”’); 164.2 (1C,
C2); 148.7 (1C, C4’); 147.8 (1C, C3”); 138.0
(1C,C1”); 136.3 (1C, C1’); 131.8 (1C, C6”); 130.3
(1C, C5”); 128.6 (2C, C3’ and C5’); 128.4
(1C,C4”); 125.5 (2C, C2’ and C6’); 123.3 (1C,
C2”); 116.0 (1C, C4) and 85.0 (1C, C5). MALDI -
TOF: m/z molecular mass found = 363.1696; cal-
culated for C17H17N6O4 [M+1]+, mass = 363.0794. 

4-Amino-5-cyano-2-(p-nitrophenyl)-6-(p-
nitrophenyl)-pyrimidine (3m)

This compound was obtained as colorless
crystals from MeOH in 90% yield, m.p. 237-239,
Rf = 0.65(n-hexane-ethyl acetate 7:3); IR, KBr,
γmax cm–1: 3107 (NH2asymm.), 3019 (NH2symm.),
2230 (C≡N), 1602 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 400
MHz), δ: 8.37 (d, 2H, J 8.4 Hz, H2’ and H6’);
8.37 (d, 2H, J 8.4 Hz, H2” and H6”); 8.37-8.17
(b, 2H, C2-NH2); 8.17 (d, 2H, J 8.4 Hz, H3” and
H5”) and 8.17 (d, 2H, J 8.4 Hz, H3’ and H5’);
13C-NMR (DMSO-d6 300 MHz), δ: 165.9 (1C, C6);
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164.4 (1C, C1””); 164.2 (1C, C2); 150.0 (2C, C4’
and C4”); 138.0 (2C, C2’ and C6’); 137.0 (1C,
C1”); 136.3 (1C, C1’);136.0 (2C, C2” and C6”);
124.4 (4C, C3’ and C5’; C3” and C5”); 115.6 (1C,
C4) and 86.1 (1C, C5). MS MALDI TOF MS: m/z
(molecular mass found = 362.3434; calculated
for C17H11N6O4 M+, mass = 362.0764.

4-Amino-5-cyano-2-(p-methylphenyl)-6-(m-
nitrophenyl)-pyrimidine (3o)

This compound was obtained as colorless
crystals from MeOH in 95% yield, m.p. 241-243,
Rf = 0.55 (n-hexane-ethyl acetate-methanol
6:3:1); IR, KBr, γmax cm–1: 3443 (NH2asymm.), 3352
(NH2symm.), 2167(C≡N), 1606 (C=N); 1H-NMR
(DMSO-d6 400 MHz), δ: 8.75 (t, J 2.10 Hz, 1H,
H2”); 8.47-8.39 (m, 2H, H4” and H6”); 8.29 (d, J
8.10 Hz, 2H, H2’ and H6’); 8.06 (b, 2H, C2-NH2);
7.89 (t, J 8.10 Hz,1H, H5”) 7.34 (d, J 8.10 Hz,
2H, H3’ and H5’); and 2.38 (s, 3H); 13C-NMR
(DMSO-d6 300 MHz), δ: 166.0 (1C, C6) and
164.4 (1C, C1’”’); 164.3 (1C, C2); 147.8 (1C, C3”);
141.9 (1C, C4’); 135.1 (1C,C4”); 133.6 (1C, C1’);
130.4 (1C, C5”); 129.3 (2C, C3’ and C5’); 128.5
(2C, C2’ and C6’); 125.5 (1C, C6”); 125.4 (1C,
C2”); 123.4 (1C,C1”); 116.1 (1C, C4); 84.7 (1C,
C5) and 21.2 (1C,C1’”). MS MALDI TOF MS: m/z
(molecular mass found = 332.3184; calculated
for C18H14N5O2 M+, mass = 332.1069.

4-Amino-5-cyano-2-(p-methylphenyl)-6-(p-
nitrophenyl)-pyrimidine (3p)

This compound was obtained as colorless
crystals from MeOH in 96% yield, m.p. 289-291,
Rf = 0.65 (n-hexane-ethyl acetate-methanol
6:3:1); IR, KBr, γmax cm–1: 3480 (NH2asymm.), 3348
(NH2symm.), 2217 (C≡N), 1638 (C=N); 1H-NMR
(DMSO-d6 300 MHz), δ: 8.31 (d, 2H, J 8.0 Hz,
H2’ and H6’); 8.29 (d, 2H, J 8.0 Hz, H2” and
H6”); 7.90 (d, 2H, J 8.0 Hz, H3” and H5”); 7.65-
7.30 (b, 2H, C2-NH2); 7.00 (d, 2H, J 8.0 Hz, H3’
and H5’) and δ 3.10 (s, 6H); 13C-NMR (DMSO-d6

300 MHz), δ: 165.9 (1C, C6); 164.4 (1C, C1””);
164.2 (1C, C2); 159.3 (1C, C4’); 148.0 (1C,C4”);
138.00 (1C, C1”); 131.2 (2C, C2” and C6”); 130.3
(2C, C2’ and C6’); 130.2 (1C, C1’); 128.5 (2C, C3”
and C5”); 127.9 (2C, C3’ and C5’); 116.1 (1C,
C4); 84.7 (1C, C5); and δ 21.1 (1C,C1’). MS
(MALDI TOF MS: m/z molecular mass found =
331.1184; calculated for C18H13N5O2 M+, mass =
331.1068.

4-Amino-5-cyano-2-phenyl-6-(p-chloro-
phenyl)-pyrimidine (3r)

This compound was obtained as colorless

crystals from MeOH in 88% yield, m.p. 210-211,
Rf = 0.36; (n-hexane-ethyl acetate, 7:3); IR, KBr,
γmax cm–1: 3334 (NH2asymm.), 3226 (NH2symm.),
2217 (C≡N), 1627 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 300
MHz), δ: 8.39 (d, 2H, J 1.8 e 11.2 Hz, H2’ and
H6’); 8.01 (d, J 11.2 Hz H2” and H6”); 7.57 (d,
2H, J 11.2 Hz, H3” and H5”) and 7.57 -7.50 (m,
3H, H3’, H4’ and H5’); 7.56 (s, 2H, C2-NH2). 13C-
NMR (DMSO-d6 300 MHz), δ: 166.9 (1C, C6) and
164.5 (1C, C1’”); 164.0 (1C, C2); 163.4 (1C,C1”);
136.4 (1C,C4”); 135.8 (2C, C2” and C6”); 135.3
(2C, C3” and C5”); 131.6 (2C, C2’ and C6’); 130.4
(1C, C1’); 128.6 (2C, C3’ and C5’); 116.2 (1C,
C4); 84.2 (1C, C5). MALDI-IT-TOF: m/z molecu-
lar mass found = 306.9344; calculated for
C17H11ClN4 M+, mass = 306.0672. 

4-Amino-5-cyano-2-(p-anisyl)-6-(p-anisyl)-
pyrimidine (3s)

This compound was obtained as colorless
crystals from ACN in 91% yield, m.p. 194-195, Rf

= 0.45 (n-hexane-ethyl acetate 7:3); IR, KBr, γmax

cm–1: 3109 (NH2asymm.), 3033 (NH2symm.), 2227
(C≡N), 1601 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 400
MHz), δ: 8.42 (d, 2H, J 8.7 Hz, H2’ and H6’);
8.35 (d, 2H, J 8.7 Hz, H2” and H6”); 8.19 (d. 2H.
J 8.7 Hz. H3” and H5”); 8.02 (b, 2H, C2-NH2);
7.01 (d, 2H, J 8.7 Hz, H3’ and H5’); and δ 3.81
(s, 6H); 13C-NMR (DMSO-d6 400 MHz), MS
(MALDI TOF MS: m/z molecular mass found
=334.1664; calculated for C18H14N5O3 [M+2]+,
mass = 334.1273.

4-Amino-5-cyano-2-p- phenyl-6-(m-succini-
midephenyl)-pyrimidine (5a) 

This compound was obtained as colorless
crystals in cyclohexane and ethyl acetate (6:4)
yield. 89%. m.p. 220-222. Rf = 0.15; IV, KBr, γmax

cm–1: 3404 (NH2assim.); 3343 (NH2sim.); 2265
(C≡N). 1797 (C=O); 1601 (C=N); 1H-NMR (DM-
SO-d6 300 MHz), δ: 8.78 (s, 1H, H2”); 8.46 (t,
2H, H4” and H6”, J 8.4 Hz); 8.43(d, 2H, H2’ and
H6’, J 8.4 Hz); 8.01 (b, 2H, C2-NH2); 7.91 (t, 1H,
H5”) and 7.57-7.54 (3H, H3’, H4’ and H5’); 2.82
(s, 2H, 3”” and 4””); 13C-NMR (DMSO-d6 300
MHz), δ: 191.0(2C, C2’’’’’ and C5’’’’’); 165.6 (1C,
C5”); 164.4 (1C, C1”’); 164.2 (1C, C2); 147.8 (1C,
C6); 138.0 (1C, C4’); 136.3 (1C, C6”); 135.0 (1C,
C4”); 131.8 (1C, C1”); 130.3 (1C, C2”); 128.6 (2C,
C2’ and C6’); 128.4 (1C, C3”); 125.5 (1C, C1’);
123.3 (1C, C4); 116.0 (2C, C3’ and C5’) and 85.0
(1C, C5); 23.7 (2C, C3”” and C4””). LCMS-IT-
TOF: m/z molecular mass found = 369.1224; cal-
culated for C21H15N5O2 M+, mass = 369.1226. 
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4-Amino-5-cyano-2-p- phenyl-6-(p-succini-
midephenyl)-pyrimidine (5b) 

This compound was obtained as colorless
crystals in cyclohexane and ethyl acetate (6:4)
yield. 98%. m.p. 220-221. Rf = 0.12; IV, KBr, γmax

cm–1: 3436 (NH2assim.); 3326 (NH2sim.); 2227
(C≡N); 1647 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 300
MHz), δ: 8.41 (d, 2H, J 1.2 and 9.3 Hz, H2’ and
H6’); 8.0 (d, 2H, J 9 Hz H2” and H6”); 7.9 (b,
2H, C2-NH2); 7.78 (d, 2H, J 9 Hz, H3” and H5”)
and 7.57 -7.48 (m, 3H, H3’, H4’ and H5’) 2.75 (s,
2H, H3””’ and H4””’); 13C-NMR (DMSO-d6 300
MHz), δ: 173.8 (2C, C2”” and C4””); 166.3 (1C,
C6) and 164.2 (1C, C1’”); 163.9 (1C, C2); 162.3
(1C, C1”); 148.5 (1C, C4”); 135.9 (2C, C2” and
C6”); 131.2 (2C, C3” and C5”); 127.9 (2C, C2’
and C6’); 124.9 (1C, C1’); 112.6 (2C, C3’ and
C5’); 113.6 (1C, C4); 84.9 (1C, C5); 31.1 (2C,
C3”” and C4””). LCMS-IT-TOF: m/z (molecular
mass found = 368.9627; calculated for
C22H15N5O2 [M-1]-, mass = 368.1226. 

4-Amino-5-cyano-2-(p-anisyl)-6-(m-succi-
nimidephenyl)-pyrimidine (5c)

This compound was obtained as colorless
crystals in cyclohexane and ethyl acetate (6:4)
yield. 78%. m.p. 224-226. Rf =0.8 IV. KBr. γmax

cm–1: 3467 (NH2assim.); 3345 (NH2sim.); 2217
(C≡N). 1798 (C=O); 1647 (C=N); 1H-NMR (DM-
SO-d6 300 MHz), δ: 8.77 (s,1H, H2”); 8.47-8.38
(m, 4H, H2’ and H6’; H4” and H6”); 8.40 (d, 2H,
H3”); 8.36-8.34 (b, 2H, C2-NH2) 7.92-7.84 (t, 1H,
H5”); 7.58-7.52 (m, 2H, J 5.7 H3’ and H5’); 2.90
(s, 2H, 3”” and 4””); and 3.85 (s, 3H); 13C-NMR
(DMSO-d6 300 MHz), δ: 174.0(2C, C2’’’’’ and
C5’’’’’); 166.2 (1C, C6); 164.2 (1C, C1””); 163.9
(1C, C2); 162.3 (1C, C4’); 148.7 (1C, C3”); 142.6
(1C, C1”); 135.0 (1C, C4”); 131.8 (1C, C5”); 130.1
(1C, C6”); 130.3 (2C, C2’ and C6’); 128.6 (1C,
C1’); 123.6 (1C, C2”); 113.9 (2C, C3’ and C5’);
116.0 (1C, C4); 82.3 (1C. C5), 55.3 (1C, C1’”);
32.0 (2C, C3”” and C4””). LCMS-IT-TOF: m/z
molecular mass found = 398.9311; calculated for
C23H17N5O3 [M-1]-, mass = 398.1331. 

4-Amino-5-cyano-2-(p-anisyl)-6-(p-succi-
nimidephenyl)-pyrimidine (5d) 

This compound was obtained as colorless
crystals in cyclohexane ethyl acetate (6:4) yield
94%. m.p. 224-226. Rf = 0.75; IV, KBr, γmax cm–1:
3109 (NH2asim.). 3033 (NH2sim.). 2227 (C≡N).
1601 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 400 MHz), δ:
8.37 (d, 2H, J 8.7 Hz, H2’ and H6’); 7.98 (d,. 2H,
J 8.7 Hz, H2” and H6”); 7.78 (b, 2H, C2-NH2);

7.68 (d. 2H. J 8.7 Hz. H3” and H5”); 7.08 (d, 2H,
J 8.7 Hz, H3’ and H5’); 3.84 (s, 3H) and 2.89 (s,
2H, H3””’ and H4””’); 13C-NMR (DMSO-d6 400
MHz), δ: 173.6 (2C, C2’’’’’ and C5’’’’’); 166.2 (1C,
C4”); 163.9 (1C, C2) 164.2 (1C. C1””); 148.6 (1C.
C6); 142.6 (1C, C1”); 130.3 (2C, C2’ and C6’);
130.0 (2C, C2” and C6”); 128.6 (1C, C1’); 123.6
(2C. C3” and C5”); 55.3 (1C, C1’”); 116.0 (1C,
C4); 113.9 (2C, C3’ and C5’); 84.3 (1C, C5); and
32.6 (2C, C3”” and C4””). LCMS-IT-TOF: LCMS-
IT-TOF: m/z molecular mass found = 401.0958;
calculated for C23H17N5O3 [M+2]+, mass =
401.9311. 

4-Amino-5-cyano-2-(p-diethylaminophenyl)-
6-(m-succinimedephenyl)-pyrimidine (5e) 

This compound was obtained as colorless
crystals in cyclohexane ethyl acetate (6:4) yield.
93%. m.p. 223-225. Rf = 0.7; IV, KBr, γmax cm–1:
3423 (NH2assim.), 3433 (NH2sim.), 2288 (C≡N),
1807 (C=O), 1685 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6

300 MHz), δ: 8.91 (t, 1H, H2”); 8.52-8.44 (m, 4H,
H2’, H6’, H4” and H6”); 7.62-7.38 (b, 2H, C2-
NH2); 8.59-8.40 (m, J 8.0 Hz, 2H. H3’ and H5’);
7.98-7.82 (t, 1H, H5”); 3.23 (s, 6H) and 2.67 (s,
4H, H3”” and H5””). 13C-NMR (DMSO-d6 300
MHz), δ: 170.6 (2C, C2’’’’’ and C5’’’’’); 166.0 (1C,
C6); 164.4 (1C, C1’”’); 164.1 (1C, C2); 147.7 (1C,
C3”); 137.9 (1C, C4’); 136.2 (1C, C1”); 135.0 (1C,
C4”); 131.7 (1C, C5”);129.3 (2C, C2’ and C6’);
128.6 (1C, C6”); 128.4 (1C, C1’); 125.4 (1C, C2”);
123.3 (2C, C3’ and C5’); 116.6 (1C, C4); 83.5 (1C,
C5); 39.33 (2C, C1’”) and 31.1 (2C, C3””’ and
C4””’). LCMS-IT-TOF: m/z molecular mass found
= 414.3064; calculated for C23H20N6O2 [M+2]+,
mass = 414.1638.

4-Amino-5-cyano-2-(p-diethylaminophenyl)-
6-(p-succinimedephenyl)-pyrimidine (5f) 

This compound was obtained as colorless
crystals in cyclohexane ethyl acetate (6:4) yield.
89%. m.p. 220-222. Rf = 0.8; IV, KBr, γmax cm–1,
3457 (NH2assim.). 3369 (NH2sim.). 2336 (C≡N).
1756 (C=O); 1602 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6

300 MHz), δ: 8.24 (d, 2H, J 6.9 Hz, H2’ and H6’);
7.98 (d, 2H, J 6.9 Hz, H2” and H6”); 7.68 (b, 2H,
C2-NH2); 7.58 (d, 2H, J 6.9 Hz, H3” and H5”);
6.75 (d, 2H, J 6.9 Hz, H3’ and H5’); 3.04 (s, 4H,
H3”’” and H4”’”); and 2.08 (s, 6H) 13C-NMR
(DMSO-d6 300 MHz), δ: 170.4 (2C, C2’’’’’ and
C5’’’’’); 166.7 (1C, C6); 164.3 (1C, C1””); 164.2
(1C, C2); 152.5 (1C, C4’); 135.7 (1C, C1”); 135.5
(1C, C4”); 130.4 (2C, C2” and C6”); 130.1 (2C,
C2’ and and C6’); 128.5 (2C, C3” and C5”); 123.1
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(1C, C1’); 116.8 (1C, C4); 111.1 (2C, C3’ and
C5’); 82.3 (1C, C5); 39.7 (2C, C1’”) and 28.7 (2C,
C3””’ and C4””’). LCMS-IT-TOF: m/z (molecular
mass found = 414.3096; calculated for
C23H20N6O2 [M+2]+, mass = 414.1638).

4-Amino-5-cyano-2-(p-diethylaminophenyl)-
6-(p-pyrrol-2-onephenyl)-pyrimidine (6g)

This compound was obtained as yellow crys-
tals from MeOH in 82.9% yield, m.p.234.7-235.5
ºC, Rf = 0.56 (n-hexane-ethyl acetate 7:3); IR,
KBr, γmax cm–1: 3334 (NH2asymm.), 3270
(NH2symm.), 2219, (C≡N), 1587 (C=N); 1H-NMR
(DMSO-d6 400 MHz), δ: 8.20 (d, 2H, J 9.2 Hz,
H2’ and H6’); 8.02 (d, 2H, J 9.2 Hz, H2” and
H6”); 7.70 (b, 2H, C2-NH2); 7.63 (d, 2H, J = 9.2
Hz, H3” and H5”); 6.76 (d, 2H, J = 9.2 Hz, H3’
and H5’); 6.52 (m, 1H,J = 6.2 Hz, H3””’); 6.38
(m, 1H,J = 6.2 Hz, H4””’); 3.30 (s, 2H, H5””’);
and 2.99 (s, 6H); 13C-NMR (DMSO-d6 300 MHz),
δ: 164.5 (1C, C6); 164.2 (1C, C1””); 164.1 (1C,
C2); 161.4 (1C, C2””’); 153.8 (1C, C4’); 152.6 (1C,
C4””’); 138.0 (1C, C4”); 135.0 (1C,C1”); 130.4
(2C, C2” and C6”); 130.3 (2C, C2’ and C6’); 128.6
(1C, C3””’); 125.4 (1C, C1’); 123.3 (2C, C3” and
C5”); 116.2 (1C, C4); 114.0 (2C, C3’ and C5’);
84.1 (1C, C5); 52.8 (1C, C5””’); and δ 39.4
(2C,C1’”). LCMS-IT-TOF: m/z molecular mass
found 396.0357; calculated for C23H20N6O3 M+,
mass = 396.1699. 

4-Amino-5-cyano-2-(p-anisyl)-6-(p-pyrrol-2-
onephenyl)-pyrimidine (6h)

This compound was obtained as brown crys-
tals from MeOH in 87.45% yield, m.p. 344.3-
345.1, Rf = 0.2 (ethyl acetate-methanol 9.7:0.3);
IR, KBr, γmax cm–1: 3487 (NH2asymm.), 3186
(NH2symm.), 2210 (C≡N), 1697 (C=N); 1H-NMR
(DMSO-d6 400 MHz), δ: 8.20 (d, 2H, J = 12 Hz,
H2’ and H6’); 8.02 (d, 2H, J = 11.6 Hz, H2”’ and
H6”); 7.80 (b, 2H, C2-NH2); 7.67 (d, 2H, J = 11.6
Hz, H3” and H5”); 7.08 (d, 2H, J = 12 Hz, H3’
and H5’); 6.80 (m, 1H, J = 6.6, H3””’); 6.72 (m,
1H, J = 6.6,H4””’); 3.84 (s, 3H) and3.30 (s, 3H,
H5””’);13C-NMR (DMSO-d6 300 MHz), δ: 165.5
(1C, C6); 164.5 (1C, C1””); 164.3 (1C, C6); 162.3
(1C, C2””’); 153.8 (1C, C4””’); 152.5 (1C,C1”);
130.3 (1C, C4”); 130.1 (1C, C3””’); 129.5 (2C, C2’
and C6’); 125.3 (2C, C2” and C6”); 123.2 (1C,
C1’); 122.9 (2C, C3” and C5”); 116.5 (1C, C4);
112.1 (2C, C3’ and C5’); 82.8 (1C, C5); 55.9 (1C,
C1”’) and 47.3 (1C, C5””’). LCMS-IT-TOF: m/z
molecular mass found 384.9397; calculated for
C22H17N5O2 [M+1]+, mass = 384.4027.

4-Amino-5-cyano-2-(p-maleimidephenyl)-6-
(p-anisyl)-pyrimidine (6i)

This compound was obtained as yellow crys-
tals from MeOH in 79.5% yield, m.p. 236.4-
236.9, Rf= 0.7 (n-hexane-ethyl acetate 6:4); IR,
KBr, γmax cm–1: 3476 (NH2asymm.), 3212
(NH2symm.), 2213 (C≡N), 1621 (C=N); 1H-NMR
(DMSO-d6 400 MHz), δ: 8.40 (b, 2H, C2-NH2);
7.98 (d, 2H, J = 11.6 Hz, H2’ and H6’); 7.79 (s,
2H, H1”’ and H2”’); 7.37 (d, 2H, J = 7.6 Hz, H2”
and H6”); 7.20 (d, 2H, J = 7.6 Hz, H3” and H5”);
7.11 (d, 2H, J = 11.6 Hz, H3’ and H5’) and δ
3.88 (s, 3H””); 13C-NMR (DMSO-d6 300 MHz), δ:
166.9 (1C, C6); 164.6 (1C, C1””); 164.2 (1C, C1”);
164.1 (2C, C1”’ and C2”’); 164.0(1C, C2); 134.9
(1C, C1’); 130.9 (1C,C1”); 130.2 (2C, C2’ and
C6’); 128.5 (2C, C2” and C6”); 124.0 (2C, C3’ and
C5’); 113.8 (1C, C4); 113.7 (2C, C3” and C5”);
84.4 (1C, C5); and δ 55.4 (2C,C1””’).LCMS-IT-
TOF: m/z molecular mass found 398.0965; cal-
culated for C22H17N5O2 [M+1]+, mass = 398.3862.

Antileishmanial and cytotoxic activities 
According to the results shown in Table 1,

pyrimindine derivatives 3(a-f), 3h, 3l, 3r, 3s, 5a,
5b, 5f and 6(g-i) showed activity against both
intracellular promastigote and amastigotes forms
of L. amazonensis and L. infantum. However,
compounds 3g, 3i, 3j, 3k, 3(m-p) and 5(c-e) did
not show activity. The derivatives active showed
significant antileishmanial activity, the most ac-
tive compounds for promastigotes of L. amazo-
nensis were 3c, 3h and 5f, and for L. infantum,
3b, 5b and 6h the best IC50 values found for
amastigotes forms of L. amazonensis were 3b,
3e and 3f and for L. infantum, 3a and 3f. How-
ever, although leishmanicidal activity was deter-
mined. The other active compounds presented
reasonable results. 

We evaluated activity antileishmanial in par-
allel the toxicity of compounds on mammalian
cells, using the murine macrophages RAW 264.7.
A variation in the activity of the pyrimidines was
observed. Three, of 27 pyrimidines in Table 1,
showed lower cytotoxicity, with high CC50 val-
ues, above 100 µM. Crossing the results obtained
in the evaluation of Antileishmanial and mam-
malian cells toxicity, pyrimidines which showed
the best results, i.e., low toxicity in macrophages
and high mortality rate at the concentration of
100 µg/mL were: forms promastigote (L. infan-
tum) 3b and amastigote (L. infantum) 3a, 3b
and 3f. We note that compound 3b was active
for the two forms in L. infantum.
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                                                                                     Leishmania sp.

                                                                 Promastigote                                                 Amastigote

                                      IC50 [µM] b         
SI c

    IC50 [µM] b    
SI c

         IC50 [µM] b         
SI c

    IC50 [µM] b   
SI c                                             L. amazonensis             L. infantum              L. amazonensis             L. infantum

       3a            112.1              >630          0.11       70.81       0.33           141.5          0.16       50.58     0.46

      3b           124.55             >630          0.11       31.46       0.73           88.96          0.26       129.0     0.18

       3c            88.56              49.41          0.74      272.31      0.24            327            0.20        564       0.12

      3d            16.37              117.1          0.57        278        0.24          >1.152         0.06      >1.152     0.06

       3e            33.29               325           0.20       146.6       0.44            267            0.24        345       0.18

       3f            203.56             >554          0.11        185        0.35            156            0.41        226       0.28

      3g            31.07            Inactive         ND         ND         ND             ND            ND         ND       ND

      3h            57.06              35.51          1.78       162.2       0.42            518            0.13       550.2     0.12

       3i            82.69            Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

       3j            188.06           Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

      3k           264.78           Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

       3l            49.81              442.7          0.40       194.5       0.81           945.1          0.18       1.236     0.13

      3m           131.47           Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

      3n            46.89            Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

      3o           175.85           Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

      3p            30.02            Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

      3q            17.39            Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

       3r             87.8               84.46          0.90       76.65       0.98           417.5          0.18        322       0.23

       3s             56.8               56.08          1.22       71.09       0.98           627.8          0.11      >1.204     0.06

       5a            136.1              2.886          0.20       133.5       0.45           527.4          0.11      >1.041     0.06

      5b            52.36              69.24          0.87       49.46       1.21          >1.041         0.06      >1.041     0.06

       5c            17.32            Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

      5d           128.85           Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

       5e             99.3             Inactive         ND      Inactive      ND          Inactive         ND      Inactive    ND

       5f             84.4               39.18          1.43       234.2       0.24           >970           0.06       >970      0.06

      6g            60.94              289.0          0.20      >504.8      0.11           554.6          0.10       605.0     0.10

      6h            56.03              101.1          0.60       54.56       1.10          >1.044         0.06      >1.044     0.06

       6i             37.2               142.8          0.40       170.9       0.34          >1.007         0.06       511.9     0.11

Miltefosine d      56.7               15.8            3.6        18.0        3.15            7.06            8.0         1.7       33.3

Table 1. Antileishmanial activity (IC50), cytotoxicity profile (CC50) and selectivity index (SI) of compounds 3(a-
s), 5(a-f) and 6(g-i). aCC50: 50% cytotoxicity concentration on macrophages; bIC50: 50% inhibitory concentration
on L. amazonensis promastigotes; cSI: selective index (CC50/IC50); dMiltefosine, positive control; ND= not deter-
mined. 

Cytotoxicity
CC50

a
Pyrimidine
derivatives
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Anticancer evaluation
The cellular cytotoxicity of the compounds

3(a-s), 5(a-f) and 6(g-i) was verified by the MTT
assay. In the MTT assay, the samples were con-
sidered non-toxic at a concentration of IC50 low
of 25 µg/mL (Table 2). The compounds present-
ed concentration of IC50 low of 25 µg/mL were
3b, 3f-g, 3l-m, 3p, 3s, 5b and 6g for cell HCT-
116, and compounds 3d and 3f, 3n-p, 5b, 5c, 5f
and 6i for cell MCF-7. 

Compounds 3a and 3i (Table 3) have inhibi-
tion close to 75% and thus will be selected to
determine the Concentration which inhibits 50%
growth.

In silico studies
The values for several physicochemical pa-

rameters were obtained, such as molecular

             Pyrimidine Derivatives                                     HCT 116, SD                                              MCF-7, SD

                             3a                                     75.89299, ±6.067729                        68.77627, ±3.593525

                             3b                                     18.66996, ±0.094736                                    0

                             3c                                     47.43217, ±0.300981                        17.77286, ±2.651725

                             3d                                     32.46395, ±0.451082                                    0

                             3e                                     28.82544, ±0.214583                                    0

                             3f                                     12.06678, ±0.057381                                    0

                             3g                                     25.93754, ±0.159224                                    0

                             3h                                     6.062659, ±0.93421                                     0

                             3i                                     68.89632, ±6.992866                        45.67615, ±4.746421

                             3j                                     44.99831, ±2.430969                        24.73332, ±1.137158

                             3k                                                NT                                               NT

                             3l                                     21.47656, ±3.772754                        46.70941, ±11.65046

                            3m                                    4.251545, ±1.551534                        53.21094, ±9.395792

                             3n                                    6.631995, ±1.152128                        10.01312, ±2.630914

                             3o                                                 0                                    12.65945, ±6.801657

                             3p                                     0.162689, ±0.010641                        16.96454, ±4.157411

                             3q                                                 0                                    75.80805, ±7.247705

                             3r                                                  0                                     60.49854, ±4.36229

                             3s                                     19.62953, ±2.600476                        33.06087, ±7.278725

                             5a                                                 0                                    51.16712, ±1.372398

                             5b                                     13.5079, ±3.292948                        4.767468, ±0.105401

                             5c                                     29.02085, ±0.790107                        21.77861, ±1.058768

                             5d                                     2.595609, ±0.180113                        31.66241, ±2.009119

                             5e                                     30.41046, ±0.668505                        68.5059, ±0.367039

                             5f                                                  0                                     3.94053, ±0.656797

                             5g                                     20.68623, ±1.152382                        30.63052, ±1.684528

                             5h                                    44.30412, ±4.087427                        29.05951, ±0.454447

                             5i                                                  0                                    4.632688, ±0.292455

Table 2. Percent inhibition at single concentration (10 µg/mL) of growth of compounds 3(a-s), 5(a-f) and 6(g-i).
SD: Standard deviation.

weight, the number of heavy atoms, the number
of aromatic heavy atoms, the number of rotat-
able bonds, the number of H-bond acceptors,
the number of H-bond donors, the fraction of
carbon bond saturation (Csp3), the number of
sp3 hybridized carbons/total carbon count, the
solubility (S), the lipophilicity parameter (LogP)
predicted and the molar refractivity, and were
given for each molecule by the online Swis-
sADME web tool.

The prediction of the partition coefficient be-
tween n-octanol and water (log Po/w), that is the
classical descriptor for lipophilicity, was ob-
tained for all the structures and can be observed
at Fig. 2. The SwissADME gives access to five
freely available predictive models, in order to
increase the prediction accuracy through con-
sensus log Po/w.



From the analysis of the graph at Fig. 2, it is
possible to observe that the predictive models
XLOGP3 17 and WLOGP 18. demonstrate similar
results for all structures, which can be observed
because both models are based on atomistic
methods. The models MLOGP 19. Comparison of
reliability of log P values for drugs calculated by
several methods 20 and Silicos-IT 21 Log P
[http://silicos-it.be.s3-website-eu-west-1.amazon-
aws.com/software/filter-it/1.0.2/filter-it.html, ac-
cessed april 2019] showed a high diversity in all
the results obtained, because both are topologi-
cal methods. The ILOGP method relies on free
energies of solvation in n-octanol and water,
calculated by the Generalized-Born and solvent
accessible surface area (GB/SA) mode, and
showed similar results with the consensus Log
P, which is the arithmetic mean of the values
predicted by the five proposed methods 16.

Another physicochemical parameter which is
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Figure 2. Graphical representation for predicted partition coefficient between n-octanol and water (log Po/w).

Pyrimidine derivatives        a MCF-7 IC50 (CI)            b HCT-116 IC50 (CI)      c NCI-H292 IC50 (CI)              d HL-60

             3a                    17.36 (11.6-25.9)            12.39 (9.5-16.6)           11.31 (5.9-21.6)            Not active

             3i                         Not active              28.02 (19.96-39.87)            Not active                Not active

          e Dox                   0.3 (0.21-0.43)                1.2 (0.6-2.2)               0.2 (0.1-0.5)           0.02 (0.01-0.03)

Table 3. Cytotoxic effect on tumor cell lines. Inhibitory concentration by 50% (IC50) and confidence interval (CI)
of the compounds 3a and 3i in three tumor lines in µg/mL. DOx: doxorubicin positive control. aIC50: 50% in-
hibitory concentration on cell MCF-7; bIC50: 50% inhibitory concentration on cell HCT-116; cIC50: 50% inhibitory
concentration on cell NCI-H292, dIC50: 50% inhibitory concentration on cell HL-60; e Dox, positive control.

very important is the solubility in water, that fa-
cilitates many drug development activities, pri-
marily the ease of handling and formulation 22.
The SwissADME tool uses three different meth-
ods to predict the water solubility of the com-
pounds, the ESOL model 23, Ali model 24 and
SILICOS-IT 21 model [website-eu-west-1.amazon-
aws.com/software/filter-it/1.0.2/filter-it.html, ac-
cessed april 2019]. The results can be observed
in Fig. 3. The values of solubility presented
large unconformity each other so that’s not pos-
sible to predict, with high precision, the solubili-
ty in water for this class of compounds, by this
methodology.

The predictions for intestinal absorption and
brain permeation were determined using the tP-
SA/WLogP-based graphical (BOILED-Egg
method), included at the SwissADME tool. The
results show that only the molecules 3j, 3k, 3l
and 3m seems to have low intestinal absorption,
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while all the rest have predicted high absorp-
tion. Also, only the compound 3r seems to be
permeable to the brain (BBB). Overall, the com-
pounds do not violate the Lipinski rule, soon
very good candidates for oral administration
25,26. 

CONCLUSION
The biological activities and in silico studies

of pyrimidine derivatives cell lines (MCF-7, HCT
116, HL60 and NCI H292) and leishmanicidal ac-
tivity in forms promastigote (L. infantum) 3b
and amastigote (L. infantum) 3a, 3b and 3f are
active. The compounds 3b and 3i have inhibi-
tion close to 75% and thus will be selected to
determine the Concentration which inhibits 50%
growth. We prediction of physicochemical de-
scriptors compounds 3j, 3k, 3l and 3m seems to
have low intestinal absorption, while all the rest
have predicted high absorption. Also, only the
compound 3r seems to be permeable to the
brain (BBB). Overall, the compounds do not vi-
olate the Lipinski rule, soon very good candi-
dates for oral administration.
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Figure 3. Graphical representation for predicted water solubility (log S). 
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A R T I C L E  I N F O  

Ke y wo rd s : 
Bi oi n se c ti ci de 
Ma iz e we e vi l 
Li ch en me ta bo li te 
Ra ma li na co m pl an at a 

A B S T R A C T  

Th e ai m of th e pr e se nt st ud y wa s to ev al u at e th e in se c ti ci da l ac ti v it y of et he r ex tr ac t fr om th e li ch en Ra ma li na 
co m pl an at a, an d an is o la te d me ta bo li te (d i va r i ca ti c ac id ), ag ai ns t th e ma iz e we e vi l, Si to ph il us ze a ma is . Th e ev al u - 
a ti on of in ge s ti on to x i c it y wa s pe r fo rm ed us in g an ar ti fi ci al di et co m po se d of th e ex tr ac t or co m po un d (4  mg / g, 
8  mg / g, or 12  mg / g) mi xe d wi th wh ea t fl ou r. Af te r 7 da ys of in cu ba ti on , we de te r mi ne d th e mo r ta l it y ra te s an d 
nu tr i ti on al pa ra me te rs . In th e fu mi ga ti on as sa y, th e in se ct s we re in cu ba te d fo r 7 da ys in se al ed ch am be rs co n - 
ta in in g ei th er th e ex tr ac t or di va r i ca ti c ac id in 0. 19 5 – 3. 12 5  mg / L of ai r. Th e in ge s ti on of th e ex tr ac t le d to a ma x - 
i mu m mo r ta l it y ra te of 33 .3 3% (1 2  mg / g) an d th e ex tr ac t ha d a de te r re nt ef fe ct ra ng in g fr om we ak (f ee d in g de - 
te r re nt in de x, FD I: 50 %) at 4  mg / g to st ro ng (F DI : 71 %) at 12  mg / g. Th e mo r ta l it y ra te of th e in se ct s th at in - 
ge st ed di va r i ca ti c ac id re ac he d 52 .5 0% (1 2  mg / g) an d th e in se ct s we re al so un ab le to co n ve rt th e fo od in to bi o - 
ma ss . A mo d er at e de te r re nt ef fe ct (F DI : 51 %) of th e di va r i ca ti c ac id wa s fo un d at a co n ce n tr a ti on of 12  mg / g. In 
th e fu mi ga ti on te st , th e mo r ta l it y ra te s wi th th e ex tr ac t an d di va r i ca ti c ac id we re 43 .3 3 - 50 .0 0% an d 33 .3 3 - 
63 .3 3% , re sp ec ti ve ly . An LC 50 of 1. 65 8  mg / L of ai r wa s de te r mi ne d fo r di va r i ca ti c ac id . Th e re su lt s hi gh li gh t th e 
ne ed fo r fu r th er st ud ie s on th es e ki nd s of co m po un ds fo r th e co n tr ol of th is in se ct , as we ll as fo r th e in ve s ti ga ti on 
of th e me ch a ni sm s by wh ic h li ch en pr ep a ra ti on s wo rk . 

1 . In tr od uc ti on 

Th e ma iz e we e vi l, Si to ph il us ze a ma is Mo ts ch . (C ol eo pt er a, Cu r - 
cu li on id ae ), is co n si d er ed th e ma in pe st of st or ed co rn , ca us in g si g ni f i - 
ca nt lo ss es in pr o du c ti on ac ro ss th e wo rl d by re n de r in g th e co rn un vi - 
ab le fo r co n su mp ti on . Th is pr ob le m is pa r ti c u la rl y im po r ta nt in tr op i ca l 
co un tr ie s, su ch as Br az il , wh er e th e cl i ma te fa vo rs th e de ve l op me nt of 
th e in se ct ( Co rr êa et al ., 20 17 ). Ph os ph in e is th e mo st wi de ly us ed fu mi - 

ga nt in co m ba t in g st or ed gr ai n pe st s; ot he r in se c ti ci de s us ed ag ai ns t S. 
ze a ma is in cl ud e th e or ga no ph os ph at e ch lo r py ri fo s ( Pi me nt el et al ., 
20 09 ; Br it o et al ., 20 21 ) an d th e py re th ro id de lt am et hr in ( Vé le z et al ., 
20 18 ). Ho w ev er , th er e ha ve be en de sc ri p ti on s of in se ct re si s ta nc e to 
so me of th es e pr od uc ts , an d th ei r us e is li nk ed to co n ce rn s re ga rd in g en - 
vi ro n me n ta l an d hu ma n he al th ( Pi me nt el et al ., 20 09 ; Co rd ei ro et al ., 
20 17 ; Wa ki l et al ., 20 21 ). Th er e fo re , th e de ve l op me nt of no ve l co n tr ol 
st ra te gi es , su ch as us in g na t ur al pr od uc ts , is ne ed ed . 

* Co rr es po nd in g au th or . 
** Co rr es po nd in g au th or . 

E - ma il ad dr es se s: th ia go .n ap ol ea o@ uf pe .b r (T .H .  Na po le ão ), da ni el a. na va rr o@ uf pe .b r (D .M .d .A .F .  Na va rr o) . 

https://doi.org/10.1016/j.bcab.2021.102049 
Received 21 January 2021; Received in revised form 26 April 2021; Accepted 25 May 2021 

https://www.sciencedirect.com/science/journal/18788181
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
http://www.elsevier.com/locate/bab
mailto:thiago.napoleao@ufpe.br
mailto:daniela.navarro@ufpe.br
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2021.102049
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2021.102049
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2021.102049
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.bcab.2021.102049&domain=pdf


Biocatalysis and Agricultural Biotechnology 35 (2021) 102049

2

A.S. da Silva et al. 

Pl an t - ba se d su b st an ce s wi th an in se c ti ci da l ef fe ct on pe st s of st or ed 
pr od uc ts ha ve be en st ud ie d as pr om is in g al te r na ti ve s to sy n th et ic in se c - 
ti ci de s be ca us e th ey ar e le ss ha z ar do us to no n - ta rg et sp ec ie s an d sh ow a 
hi gh er de gr ee of de gr ad ab il it y, th er eb y be in g le ss ha rm fu l to th e en vi - 
ro n me nt ( Ca ma ro ti et al ., 20 17 ; Br ag a, 20 19 ). Fo r in st an ce , es se n ti al 
oi ls ha ve pr ov ed ef fi ci en t in th e co n tr ol of S. ze a ma is be ca us e of th ei r re - 
pe l le nt an d/ or to xi c ef fe ct s. Th es e in cl ud e oi ls ob ta in ed fr om Al pi ni a 
pu r pu ra ta , Cr o to n ru do l ph i an us , Cy m bo po go n wi n te ri an us , Eu ca ly p tu s gl ob - 
u lu s , Eu ca ly p tu s st ai ge ri an a , Fo en ic u lu m vu l ga re , Oc i mu m ba si li cu m , Oc i - 
mu m gr at is si mu m , El le ta ri a ca r da mo mu m , an d Pi pe r hi s pi di n er vu m 
( Es tr el a et al ., 20 06 ; Co si mi et al ., 20 09 ; Ne ri o et al ., 20 10 ; Li ra et al ., 
20 15 ; Ar aú jo et al ., 20 19 ; Ri be ir o et al ., 20 20 ). Th e es se n ti al oi l fr om 
pe p pe r mi nt ( Me n th a pi pe ri ta ), st ud ie d in a fu mi ga ti on te st ag ai ns t tw o 
st or ed - pr od uc t pe st s ( Si to ph il us or yz ae an d Tr i bo li um ca s ta ne um ), 
ac hi ev ed a 10 0% mo r ta l it y ra te am on g ad ul t in di vi d u al s ex po se d to 
24  h of tr ea t me nt at co n ce n tr a ti on s of 75 .0  μL / L of ai r an d 10 0. 0  μL / L 
of ai r ( Ra jk um ar et al ., 20 19 ). St ud ie s in vo lv in g th e me th an ol ex tr ac t 
fr om th e Ag av e am er i ca na le af ha ve de mo n st ra te d re pe l le nt ac ti on an d 
to x i c it y up on co n ta ct ag ai ns t S. or yz ae ( Ma az ou n et al ., 20 19 ). Ad di - 
ti on al ly , aq ue ou s ex tr ac ts ob ta in ed fr om th e pl an ts My ra cr o dr uo n ur un - 
de uv a , Sc hi nu s te re bi nt hi fo li a , an d Mo ri ng a ol ei fe ra ex hi b it ed an ti fe ed an t 
ac ti v it y an d to x i c it y to S. ze a ma is ( Na po le ão et al ., 20 13 ; Ca ma ro ti et 
al ., 20 18 ; Ol iv ei ra et al ., 20 20 ). 

Co m po un ds de ri ve d fr om li ch en s ha ve al so di s pl ay ed in se c ti ci da l 
ac ti v it y ( Sa ch in et al ., 20 18 ). Ex tr ac ts fr om Le ca no ra mu ra li s , Le th ar ia 
vu lp in a , an d Pe lt ig er a ru fe sc en s ob ta in ed us in g n - he xa ne , di et hy l et he r, 
ac e to ne , an d me th an ol so l ve nt s we re to xi c to Si to ph il us gr a na ri us ad ul ts 
up on in ge s ti on , ca us in g mo r ta l it y ra te s of 10 0% , 10 0% , an d 86 .8 6% , 
re sp ec ti ve ly , at a co n ce n tr a ti on of 20  mg / mL ( Em se n et al ., 20 15 ). 
Ma rt in s et al . (2 01 8) de sc ri be d th e te r mi ti ci da l ef fe ct of us ni c, fu - 
ma rp ro to ce tr ar ic , an d ba r ba ti c ac id s, wh ic h we re is o la te d fr om th e 
li ch en s Cl ad o ni a su b st el la ta , Cl ad o ni a ve r ti ci l la ri s , an d Cl a di a ag gr e ga ta , 
re sp ec ti ve ly , in a st ud y in vo lv in g th e te r mi te Na su ti te r me s co rn ig er . Di - 
va r i ca ti c ac id be lo ng s to th e cl as s of de p si de s, wh ic h co n st i tu te s a gr ou p 
of ph e no li c co m po un ds of te n fo un d in li ch en s bu t ca n al so be is o la te d 
fr om pl an ts ( Hi ll eb ra nd et al ., 20 04 ; Re yn er ts on et al ., 20 06 ). Th is co m - 
po un d ha s ex hi b it ed mo l lu s ci ci da l ac ti v it y ag ai ns t Bi o m ph al ar ia 
gl ab ra ta , as we ll as an an ti pa r a si ti c ef fe ct ag ai ns t Sc hi s to so ma ma n so ni 
( Si lv a et al ., 20 18 ). Ho w ev er , th e in se c ti ci da l ef fe ct s of th is co m po un d 
ha ve no t be en re po rt ed un ti l no w. 

Ra ma li na co m pl an at a (S w. ) Ac h. is a co r ti co lo us , fr u ti co se , an d 
sh ru bb y li ch en fo un d in Br az il . It is al so ch ar ac te r iz ed by th e pr o du c - 
ti on of di va r i ca ti c (r ac e 1) , sa la zi ni c (r ac es 1 an d 2) , an d us ni c (r ac e 2) 
ac id s ( Ka sh iw ad an i an d Ka lb , 19 93 ). Th e ai m of th e pr e se nt st ud y wa s 
to ev al u at e to x i c it y vi a fu mi ga ti on an d in ge s ti on of th e et he r ex tr ac t 
fr om th e li ch en Ra ma li na co m pl an at a , an d th e di va r i ca ti c ac id th at wa s 
is o la te d fr om th is ex tr ac t, ag ai ns t S. ze a ma is . 

2 . Ma te ri al s an d me th od s 

2. 1 . Ac qu is it io n of li ch en ma te ri al 

Th e li ch en R. co m pl an at a wa s co l le ct ed fr om th e mu ni c i pa l it y of Sa - 
lo á in th e st at e of Pe r na m bu co , Br az il (0 9º 01 .3 99 ′ S, 36 º4 7. 56 5’ W) at 
an al ti tu de of 10 52  m in wi n te r (J un e) . Th e th al lu s wa s id en ti fi ed by 
on e of th e au th or s (M .L .L . Bu ri l) ba se d on mo r ph o lo g i ca l ch ar ac te r is ti cs 
an d a vo uc he r (n º 54 29 9) wa s de po si te d in th e Ge r al do Ma ri z He rb ar - 
iu m of th e Un i ve r si da de Fe d er al de Pe r na m bu co . 

2. 2 . Pr ep ar at io n of ex tr ac t an d is ol at io n of di va ri ca ti c ac id 

Th e dr ie d li ch en ma te r ia l (3 0  g) wa s pl ac ed in a So xh le t ex tr ac to r, 
wi th 10 0  mL of di et hy l et he r, at a te m pe r a tu re of 40  °C . Th e so l ve nt 
wa s th en el im i na te d in a ro ta ry ev ap o ra to r un de r lo w pr es su re an d th e 
ma te r ia l wa s pl ac ed in a de s ic ca to r un ti l a co n st an t we ig ht wa s ob - 

ta in ed . Th e is o la ti on of di va r i ca ti c ac id wa s pe r fo rm ed us in g th e 
me th od de sc ri be d by As ah in a an d Sh ib at a (1 95 4) , in wh ic h th e et he r 
ex tr ac t wa s di s so lv ed in ab so lu te et ha no l, le ft un de r re fl ux in a wa te r 
ba th at 40  °C fo r 20  mi n, an d th en pl ac ed in th e de s ic ca to r. 

2. 3 . Ph ys ic oc he mi ca l an al ys is of di va ri ca ti c ac id 

Di va r i ca ti c ac id wa s su b je ct ed to th in la ye r ch ro ma to g ra ph y (T LC ) 
wi th F2 54 si l ic a ge l pl at es (M er ck ®) ( Cu lb er so n, 19 69 ). Th e el u ti on 
sy s te m co m pr is ed to lu en e/ di ox an e/ ac et ic ac id (4 5: 12 .5 :2 v/ v/ v) . Th e 
ba nd s we re vi ew ed un de r UV li gh t at 25 4/ 31 2  nm , an d th en th e pl at e 
wa s su b je ct ed to 10 % su l fu ri c ac id (v / v) wi th he at in g at 10 0  °C fo r 
co lo r re ac ti on . 

Th e pu ri ty of th e di va r i ca ti c ac id wa s de te r mi ne d us in g hi gh pe r fo r - 
ma nc e li q ui d ch ro ma to g ra ph y (H PL C) in a Hi ta ch i ch ro ma to gr ap h 
(m od el 65 5 - 11 ) co u pl ed to a UV de te c to r (C G, mo de l 43 7) op er at in g at 
25 4  nm . An RP 18 co l um n wa s us ed . Th e mo bi le ph as e co n si st ed of 
me th an ol / wa te r/ ac et ic ac id (8 0: 19 .5 :0 .5 v/ v/ v) in an is o cr at ic sy s te m 
an d th e in je c ti on vo l um e wa s 20  μL . Di va r i ca ti c ac id pr e vi ou sl y ob - 
ta in ed at th e La b o ra tó ri o de Pr o du to s Na t u ra is of th e Un i ve r si da de Fe d er al 
de Pe r na m bu co wa s us ed as th e st an da rd . Th e sa m pl es (0 .1  mg / mL ) 
we re di s so lv ed in et he r. Th e id en ti fi ca ti on of th e co m po un d wa s pe r - 
fo rm ed by co m pa r in g th e re te n ti on ti me (R T) an d th e ar ea of th e pe ak , 
to th e pr o fi le ob ta in ed fr om th e st an da rd ( Hu ne ck an d Yo sh im ur a, 
19 96 ). Th e mo l e c u la r st ru c tu re wa s co n fi rm ed by pr o to n nu cl ea r ma g - 
ne ti c re s o na nc e ( 1 H NM R) in a Va r ia n Un it y Pl us sp ec tr op ho to me te r at 
40 0  MH z, us in g CD Cl 3 as th e so l ve nt . 

2. 4 . In se ct s 

Th e co lo ny of S. ze a ma is is ma in ta in ed at th e La b o ra tó ri o de Bi o - 
qu ím ic a de Pr o te í na s of th e Un i ve r si da de Fe d er al de Pe r na m bu co wi th au - 
th o ri za ti on (n o. 36 30 1) fr om th e In st i tu to Ch ic o Me nd es de Co n se r va çã o 
da Bi o di ve r si da de of th e Br az il ia n Mi n is tr y of En vi ro n me nt . Th e in se ct s 
we re re ar ed in gl as s po ts co n ta in in g pe s ti ci de - fr ee ke r ne ls of co rn an d 
ke pt in a BO D ch am be r at 25  °C wi th a re l a ti ve hu mi d it y of 70 % an d a 
12 - h li gh t/ da rk ph o to pe ri od . In se ct s 30 – 40 da ys of ag e we re us ed in th e 
as sa ys . Co lo ni es wi th in di vi d u al s of un i fo rm iz ed ag es we re se p a ra te d 
ac co rd in g to Kh an et al . (2 01 4) . 

2. 5 . Ev al ua ti on of in ge st io n to xi ci ty 

Th e ev al u a ti on of in ge s ti on to x i c it y wa s pe r fo rm ed us in g an ad ap ta - 
ti on of th e me th od by Xi e et al . (1 99 6) as de sc ri be d by Na po le ão et al . 
(2 01 3) . Fo r ea ch bi oa s sa y, an ar ti fi ci al di et wa s pr e pa re d by mi x in g 
1. 0  g of au to cl av ed wh ea t fl ou r wi th th e ex tr ac t or co m po un d di lu te d in 
2. 0  mL of di s ti ll ed ac e to ne . Th is fo rm ed a so lu ti on of th e sa m pl es fr om 
wh ic h we ob ta in ed th e fi na l co n ce n tr a ti on s of 4  mg , 8  mg , an d 12  mg 
of ex tr ac t/ pu re co m po un d pe r gr am of wh ea t fl ou r (m g/ g) . A co n tr ol 
gr ou p wa s al so fo rm ed an d th e in di vi d u al s of wh ic h we re fe d a mi x tu re 
of wh ea t fl ou r wi th ac e to ne al on e. Af te r ho mo g e ni za ti on an d in cu ba - 
ti on fo r 24  h at 37  °C , al iq uo ts (1 00  μL ) of th e su s pe n si on we re tr an s - 
fe rr ed to st er il e Pe tr i di sh es (9 0  ×  10 0  mm ) to fo rm di sk s (f iv e di sk s 
pe r di sh ). Di sh es wi th dr y di sk s we re we ig he d. Ne xt , 10 in se ct s we re 
we ig he d in pl as ti c po ts an d tr an s fe rr ed to th e Pe tr i di sh es wi th th e 
di sk s. Th e di sh es we re in cu ba te d fo r 7 da ys at 28  °C . Tw o in de pe n de nt 
as sa ys we re pe r fo rm ed in qu a dr u pl i ca te . Th e ma ss of fl ou r di sk s an d in - 
se ct s wa s re co rd ed ag ai n on th e se v en th da y af te r th e st ar t of th e ex pe r i - 
me nt , al on g wi th th e mo r ta l it y ra te . In se ct s we re co n si d er ed de ad wh en 
th ei r ab do m i na l ap pe nd ag es we re no t mo v in g, an d no re ac ti on wa s ob - 
se rv ed wh en to uc he d wi th tw ee z er s. 

Th e da ta ob ta in ed we re us ed to ca l cu la te th e fe ed in g de te r re nc e in - 
de x (F DI ) an d nu tr i ti on al va ri ab le s. Th e FD I wa s ca l cu la te d as fo l lo ws : 
FD I (% )  =  10 0  ×  [( A - B) / (A )] , wh er e A is th e ma ss in ge st ed by th e in - 
se ct s in th e co n tr ol gr ou p an d B is th e ma ss in ge st ed by th e te st in se ct s 
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( Is ma n et al ., 19 90 ). Ba se d on th e FD I da ta , th e tr ea t me nt s we re cl as si - 
fi ed as no n - de te rr en t (F DI  <  20 %) , or th ey we re cl as si fi ed as ha v in g a 
we ak de te r re nt ef fe ct (5 0% > FD I  ≥  20 %) , a mo d er at e de te r re nt ef fe ct 
(7 0% > FD I  ≥  50 %) , or a st ro ng de te r re nt ef fe ct (F DI  ≥  70 %) ( Li u et 
al ., 20 07 ). Th e fo l lo w in g nu tr i ti on al in di ce s we re ca l cu la te d ba se d on 
Xi e et al . (1 99 6) : th e re l a ti ve co n su mp ti on ra te  =  C / ( D  ×  da ys ), wh er e 
C is th e ma ss (m g) in ge st ed an d D is th e in i ti al bi o ma ss (m g) of th e in - 
se ct s; th e re l a ti ve bi o ma ss ga in ra te  =  E / ( D  ×  da ys ), wh er e E is th e 
bi o ma ss (m g) ac qu ir ed or lo st by th e in se ct s; as we ll as th e ef fi ci en cy of 
th e co n ve r si on of in ge st ed fo od (E CI F)  =  E / ( C  ×  10 0) . 

2. 6 . Ev al ua ti on of fu mi ga ti on to xi ci ty 

Th e fu mi ga ti on to x i c it y te st wa s ba se d on wo rk do ne by Ch u et al . 
(2 01 0) an d wa s co n du ct ed in pl as ti c co n ta in er s (2 .5  cm in 
wi dt h  ×  5. 5  cm in le ng th ; vo l um e: 24  mL ), th e li ds of wh ic h we re co v - 
er ed in te r na ll y wi th fi l te r pa pe r (2  cm in di am e te r) . To th es e we ad de d 
20  μL of so lu ti on (e th er ex tr ac t or di va r i ca ti c ac id ) di lu te d in di s ti ll ed 
ac e to ne to ac hi ev e co n ce n tr a ti on s of 0. 19 5  mg / L, 0. 39 0  mg / L, 
0. 78 1  mg / L, 1. 56 2  mg / L, an d 3. 12 5  mg / L of ai r. Di s ti ll ed ac e to ne 
al on e wa s us ed fo r th e co n tr ol gr ou p. Af te r 1  mi n ha d pa ss ed to al lo w 
fo r th e ev ap o ra ti on of th e so l ve nt , 20 in se ct s we re pl ac ed in to ea ch co n - 
ta in er an d th e li ds we re fi rm ly cl os ed to fo rm a se al ed ch am be r. Af te r 
24  h of ex po su re , th e in se ct s we re tr an s fe rr ed to ne w co n ta in er s th at 
ha d no sa m pl e an d th e mo r ta l it y ra te wa s re co rd ed af te r 7 da ys . Th re e 
in de pe n de nt as sa ys we re pe r fo rm ed in qu a dr u pl i ca te . 

2. 7 . St at is ti ca l an al ys is 

Th e re su lt s we re ex pr es se d as th e me an  ±  st an da rd er ro r of th e 
me an (S EM ). Si g ni f i ca nt di f fe r en ce s be tw ee n gr ou ps we re ev al u at ed by 
an al y si s of va ri an ce (A NO VA ). Th is wa s fo l lo we d by th e me an se p a ra - 
ti on of th e tr ea t me nt s us in g Tu ke y' s te st (p  <  0. 05 ) wi th th e ai d of 
Gr ap h Pa d Pr is m ve r si on 4. 0 fo r Wi n do ws (G ra ph Pa d So ft wa re , Sa n 
Di eg o, Ca l i fo r ni a, US A) . Th e LC 50 (l et ha l co n ce n tr a ti on re qu ir ed to 
ca us e 50 % mo r ta l it y) fo r di va r i ca ti c ac id in th e fu mi ga ti on as sa y wa s 
de te r mi ne d us in g th e pr o gr am Me d Ca lc ve r si on 19 .8 (M ed Ca lc So ft - 
wa re Lt d, Os te nd , Be l gi um ). 

3 . Re su lt s an d di sc us si on 

Di va r i ca ti c ac id wa s ob ta in ed fr om th e et he r ex tr ac t of R. co m - 
pl an at a . Th e an al y si s pe r fo rm ed wi th th in - la ye r ch ro ma to g ra ph y re - 
ve al ed a sp ot wi th Rf  =  0. 56 , co n fi rm in g th e pr es en ce of di va r i ca ti c 
ac id wh en co m pa re d to th e st an da rd . Th e HP LC an al y si s co n fi rm ed th e 
pr es en ce of th is co m po ne nt wi th th e hi gh es t co n ce n tr a ti on fo un d in th e 
et he r ex tr ac t. In th e HP LC an al y si s of th e pu ri ty of th e co m po un d, a 
pe ak wi th a re te n ti on ti me of 16 .4 7  mi n wa s de te ct ed , wh ic h is si m i la r 
to th e st an da rd an d th e co m po un d at a 99 % de gr ee of pu ri ty . 

Th e 1 H NM R da ta co n fi rm ed th e st ru c tu re of th e di va r i ca ti c ac id an d 
is as fo l lo ws : (4 00  MH z, Cd Cl 3 ) δ 0. 98 (6 H, T, 5. 4  Hz , Me , C1 8, 27 ); 1. 68 
(4 H, m , CH 2 – C - 16 an d 26 ); 2. 97 (4 H, m , CH 2 , C - 17 , 25 ); 2. 93 (3 H, s , 
OC H 3 , C - 20 ); 6. 38 (2 H, d , 2. 4  Hz , C4 , 11 ); 6. 64 (1 H, d , 2. 4  Hz , C1 5) ; 
6. 76 (1 H, d , 2. 4  Hz , C - 6) ; an d 10 .6 5 (2 H, s , OH , C7 , 22 ). 

Th e re su lt s of th e in ge s ti on te st ar e di s pl ay ed in Ta bl e 1 . Th e et he r 
ex tr ac t ca us ed th e de at h of 33 .3 3% of S. ze a ma is ad ul ts an d th e di va r i - 
ca ti c ac id ca us ed th e de at h of 52 .5 % of ad ul ts at th e hi gh es t co n ce n tr a - 
ti on s te st ed . Ca ma ro ti et al . (2 01 8) de mo n st ra te d th at th e sa li ne ex tr ac t 
fr om th e le av es of Sc hi nu s te re bi nt hi fo li us in fl u en ce d th e su r vi va l of S. 
ze a ma is 7 da ys af te r tr ea t me nt th at ca us ed th e de at h of 51 % of th e in - 
se ct s at a co n ce n tr a ti on of 25 0  mg / g. Th e sa li ne ex tr ac t fr om th e le av es 
of My ra cr o dr uo n ur un de uv a ca us ed th e de at h of S. ze a ma is ad ul ts , wi th 
an LC 50 of 72 .4  mg / g ( Na po le ão et al ., 20 13 ). Th e pr e se nt da ta sh ow 
th at th e et he r ex tr ac t fr om R. co m pl an at a wa s mo re ac ti ve th an bo th ex - 
tr ac ts in ve s ti ga te d in th e st ud ie s ci te d. 

Ta bl e 1 
Mo r ta l it y ra te of Si to ph il us ze a ma is ad ul ts af te r be in g su b mi t te d to di et co n - 
ta in in g et he r ex tr ac t fr om Ra ma li na co m pl an at a or is o la te d di va r i ca ti c ac id . 

Co nc en tr at io n (m g/ g) Mo rt al it y ra te (% ) 

Ex tr ac t Di va ri ca ti c ac id 

Co nt ro l 0. 00  ±  0. 00 0. 00  ±  0. 00 
4 5. 00  ±  10 .0 0 0. 00  ±  0. 00 
8 22 .5 0  ±  5. 57 35 .0 0  ±  5. 77 
12 33 .3 3  ±  11 .5 5 52 .5 0  ±  9. 57 

Me an  ±  st an da rd de vi a ti on . Da ta ob ta in ed se ve n da ys af te r tr ea t me nt . Di s ti ll ed 
ac e to ne wa s us ed in th e co n tr ol gr ou p. 

We ev al u at ed th e nu tr i ti on al st a tu s of th e in se ct s af te r ex po su re to 
th e ex tr ac t an d di va r i ca ti c ac id . Fi g. 1 A sh ow s th at , co m pa re d to th e 
co n tr ol , th er e wa s a si g ni f i ca nt lo ss of bi o ma ss in th e in se ct s ex po se d to 
th e ex tr ac t at co n ce n tr a ti on s of 8  mg / g an d 12  mg / g (F 3, 28  =  31 .6 9; 
p  <  0. 00 01 ), wh il e th e re l a ti ve co n su mp ti on ra te ( Fi g. 1 B) wa s si g ni f i - 
ca nt ly lo we r in al l th e tr ea t me nt s wi th th e ex tr ac t (F 3, 28  =  21 .6 1; 
p  <  0. 00 01 ). Th e ex tr ac t ex hi b it ed a we ak de te r re nt ef fe ct at a co n ce n - 
tr a ti on of 4  mg / g (F DI : 50 %) , a mo d er at e ef fe ct at a co n ce n tr a ti on of 
8  mg / g (F DI : 67 %) , an d a st ro ng ef fe ct at a co n ce n tr a ti on of 12  mg / g 
(F DI : 71 %) . No co n ve r si on of th e in ge st ed fo od oc cu rr ed in th e tr ea t - 
me nt s wi th th e ex tr ac t, as de mo n st ra te d by th e ne g a ti ve EC IF va l ue s 
(F 3, 28  =  77 .0 8; p  <  0. 00 01 ) sh ow n in Fi g. 1 C. Th es e re su lt s in di ca te 
th at th e in se ct s ha d ne ed ed to me ta b o li ze th ei r en er gy re se rv es . 

Re ga rd in g th e is o la te d co m po un d (d i va r i ca ti c ac id ), th er e wa s al so a 
si g ni f i ca nt (F 3, 28  =  49 .7 1; p  =  0. 00 29 ) lo ss of bi o ma ss in th e in se ct s 
ex po se d to co n ce n tr a ti on s of 8  mg / g an d 12  mg / g ( Fi g. 2 A) . Th e re l a - 
ti ve co n su mp ti on ra te ( Fi g. 2 B) wa s si g ni f i ca nt ly lo we r (F 3, 28  =  15 .8 2; 
p  =  0. 04 71 ) th an th e co n tr ol bu t th is wa s on ly in th e tr ea t me nt wi th 
th e co n ce n tr a ti on of 12  mg / g. Di va r i ca ti c ac id ha d no de te r re nt ef fe ct 
at co n ce n tr a ti on s of 4  mg / g an d 8  mg / g (F DI : 5% an d 16 %, re sp ec - 
ti ve ly ), an d a mo d er at e de te r re nt ef fe ct at th e co n ce n tr a ti on of 12  mg / g 
(F DI : 51 %) . Ho w ev er , ev en wi th th e in se ct s fe ed in g on th is co m po un d, 
th e bi o ma ss co n ve r si on ef fi ci en cy ra te wa s ne g a ti ve in th e tr ea t me nt s 
wi th 8  mg / g an d 12  mg / g ( Fi g. 2 C) , de mo n st ra t in g a si g ni f i ca nt 
(F 3, 28  =  40 .1 4; p  =  0. 00 83 ) an ti - nu tr it io na l ef fe ct , wh ic h ma y ex pl ai n 
th e mo r ta l it y in du ce d by th e li ch en co m po un d. 

Si m i la r to ou r re su lt s, Ca ma ro ti et al . (2 01 8) re po rt ed th at th e sa li ne 
ex tr ac t fr om th e le av es of S. te re bi nt hi fo li us ha d a st ro ng fe ed in g de te r - 
re nt ef fe ct (F DI : 10 0% at al l te st ed do se s) on S. ze a ma is , wh er ea s a co m - 
po un d is o la te d fr om it (i n th is ca se a le ct in ca ll ed St eL L) ha d no de te r - 
re nt ef fe ct . Si m i la r to wh at wa s se en fo r di va r i ca ti c ac id , th e in se ct s fe d 
on th e di et co n ta in in g St eL L, bu t th er e wa s no co n ve r si on of th e fo od in - 
ge st ed in to bi o ma ss , wh ic h in di ca te s a po st - in ge st io n to xi c ef fe ct . 
St ud y in g a wa te r ex tr ac t fr om M. ol ei fe ra se ed s, Ol iv ei ra et al . (2 02 0) 
fo un d an LC 50 (c on ce n tr a ti on re qu ir ed to ki ll 50 % of in se ct s) of 
21 4. 6  mg / g fo r S. ze a ma is ad ul ts af te r in ge st in g th e ex tr ac t, wh ic h al so 
di d no t sh ow a fe ed in g de te r re nt ef fe ct . 

Em se n et al . (2 01 5) de mo n st ra te d th at ex tr ac ts fr om th e li ch en s 
Le ca no ra mu ra li s , Le th ar ia vu lp in a , an d Pe lt ig er a ru fe sc en s ca us ed de at h 
wh en in ge st ed by S. gr a na ri us ad ul ts . Th e ex tr ac ts fr om L. mu ra li s , L. 
vu lp in a , an d P. ru fe sc en s ca us ed mo r ta l it y ra te s of 10 0% , 10 0% , an d 
86 %, re sp ec ti ve ly , at th e co n ce n tr a ti on of 20  mg / mL . Mo re ov er , co m - 
po un ds is o la te d fr om li ch en s ha ve be en fo un d to ex hi bi t in se c ti ci da l 
ac ti v it y vi a in ge s ti on ag ai ns t ot he r pe st s. Fo r ex am pl e, us ni c, fu - 
ma rp ro to ce tr ar ic , an d ba r ba ti c ac id s ob ta in ed fr om Cl ad o ni ac ea e, ex - 
hi b it ed 10 0% mo r ta l it y ra te s on th e te r mi te N. co rn ig er at al l co n ce n - 
tr a ti on s te st ed (5  mg / mL , 7  mg / mL , an d 10  mg / mL ) ( Ma rt in s et al ., 
20 18 ). Yi ld ir im et al . (2 01 2) re po rt ed th at ex tr ac ts fr om th e li ch en s L. 
vu lp in a an d P. ru fe sc en s (2 0  mg / mL ), as we ll as th e di f fr ac ta ic an d us - 
ni c ac id s (1 0  mg / mL ) is o la te d fr om Us ne a lo ng is si ma , sh ow ed in se c ti ci - 
da l ef fe ct s on S. ze a ma is ad ul ts wh en mi xe d (0 .8  mL ) in ma iz e gr ai ns , 
wi th mo r ta l it y ra te s of 96 .9 7% , 95 .9 6% , 96 .9 7% , an d 76 .7 7% , re sp ec - 
ti ve ly . 
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Fi g. 1 . Ef fe ct of et he r ex tr ac t fr om Ra ma li na co m pl an at a (4  mg / g, 8  mg / g, 
an d 12  mg / g) on nu tr i ti on al va ri ab le s in Si to ph il us ze a ma is ad ul ts . (A ) Re l a - 
ti ve bi o ma ss ga in ra te ; (B ) Re l a ti ve co n su mp ti on ra te ; (C ) Ef fi ci en cy of th e 
co n ve r si on of in ge st ed fo od . Di f fe r en t le t te rs in di ca te si g ni f i ca nt di f fe r en ce s 
be tw ee n tr ea t me nt s by an al y si s of va ri an ce (A NO VA ) fo l lo we d by Tu ke y' s te st 
(p  <  0. 05 ). Ea ch ba r co r re sp on ds to th e me an  ±  SE M of ei gh t re pl i ca te s. 

Th e re su lt s of th e fu mi ga ti on te st re ve al a si g ni f i ca nt ly hi gh er mo r - 
ta l it y ra te in th e tr ea t me nt s in vo lv in g th e ex tr ac t ( Fi g. 3 A; 
F 5, 66  =  14 .4 2; p  <  0. 00 01 ), or th e di va r i ca ti c ac id ( Fi g. 3 B; 
F 5, 66  =  19 9. 7; p  <  0. 00 01 ), wh en co m pa re d to th e co n tr ol gr ou p. Th is 
de mo n st ra te s to x i c it y vi a in ha la ti on of th e ex tr ac t an d th e is o la te d co m - 
po un d. Th e ef fe ct wa s do se - de pe nd en t fo r di va r i ca ti c ac id , be in g de te r - 
mi ne d an LC 50 of 1. 65 8 [1 .2 48 – 2. 06 8] mg / L of ai r (χ 2  =  53 .6 94 ; 
p  <  0. 00 01 ). Th e mo r ta l it y ra te s be tw ee n th e as sa ys wi th th e ex tr ac t 
an d th e is o la te d co m po un d ha s si m i la r va l ue s, in di ca t in g th at di va r i - 
ca ti c ac id is on e of th e ac ti ve co m po un ds in th e ex tr ac t fr om R. co m - 
pl an at a. 

Th e fu mi ga nt pr op er ty ag ai ns t in se ct pe st s ha s be en de sc ri be d fo r 
es se n ti al oi ls . Li ra et al . (2 01 5) re po rt ed th e fu mi ga ti on to x i c it y of th e 
es se n ti al oi l fr om A. pu r pu ra ta , wi th an LC 50 of 41 .4  μL / L of ai r. Si m i - 

Fi g. 2 . Ef fe ct of di va r i ca ti c ac id (4  mg / g, 8  mg / g, an d 12  mg / g) on nu tr i - 
ti on al va ri ab le s in Si to ph il us ze a ma is ad ul ts . (A ) Re l a ti ve bi o ma ss ga in ra te ; (B ) 
Re l a ti ve co n su mp ti on ra te ; (C ) Ef fi ci en cy of th e co n ve r si on of in ge st ed fo od . 
Di f fe r en t le t te rs in di ca te si g ni f i ca nt di f fe r en ce s be tw ee n tr ea t me nt s by an al y si s 
of va ri an ce (A NO VA ) fo l lo we d by Tu ke y' s te st (p  <  0. 05 ). Ea ch ba r co r re - 
sp on ds to th e me an  ±  SE M of ei gh t re pl i ca te s. 

la rl y, th e es se n ti al oi l fr om Ar te mi si a ve st it a ca us ed th e de at h to 50 % of 
S. ze a ma is ad ul ts th at we re ex po se d to a co n ce n tr a ti on of 13 .4 2  mg / L of 
ai r ( Ch u et al ., 20 10 ). Th e es se n ti al oi l fr om th e fl ow er s of Di p sa cu s 
ja po n i cu s ex hi b it ed fu mi ga nt ac ti on ag ai ns t th e pe st s S. ze a ma is 
(L C 50  =  10 .1 1  mg / L of ai r) an d Tr i bo li um ca s ta ne um (L C 50  =  5. 26  mg / 
L of ai r) ( Li et al ., 20 13 ). Ki m et al . (2 01 6) de mo n st ra te d th e fu mi ga ti on 
to x i c it y of es se n ti al oi ls fr om Hy s so pu s of fi c i na li s , Or i g an um ma jo ra na , 
an d Th y mu s zy gi s ag ai ns t Si to ph il us or yz ae ad ul ts at co n ce n tr a ti on s of 
25  mg / L of ai r. 

Th er e ar e fe w st ud ie s on th e us e of li ch en s an d th ei r se c on da ry 
me ta bo li te s fo r pe st co n tr ol . Th e pr e se nt st ud y is th e fi rs t in th e li t er a - 
tu re to de sc ri be th e fu mi ga nt ef fe ct of an ex tr ac t an d co m po un d ob - 
ta in ed fr om a li ch en on S. ze a ma is . Th is co ul d st im u la te fu r th er st ud ie s 
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Fi g. 3 . Ev al u a ti on of th e fu mi ga nt ac ti v it y of et he r ex tr ac t fr om Ra ma li na 
co m pl an at a an d di va r i ca ti c ac id on Si to ph il us ze a ma is ad ul ts . Di f fe r en t le t te rs 
in di ca te si g ni f i ca nt di f fe r en ce s be tw ee n tr ea t me nt s by an al y si s of va ri an ce 
(A NO VA ) fo l lo we d by Tu ke y' s te st (p  <  0. 05 ). Ea ch ba r co r re sp on ds to th e 
me an  ±  SE M of ei gh t re pl i ca te s. 

on th es e ki nd s of co m po un ds on th e co n tr ol of th is in se ct , as we ll as an 
in ve s ti ga ti on of th e me ch a ni sm s by wh ic h li ch en pr ep a ra ti on s wo rk . 

4 . Co nc lu si on s 

Th e et he r ex tr ac t fr om R. co m pl an at a , an d di va r i ca ti c ac id is o la te d 
fr om th is ex tr ac t, ex hi b it ed to x i c it y vi a fu mi ga ti on an d in ge s ti on to th e 
ad ul t fo rm s of S. ze a ma is . Di va r i ca ti c ac id ex hi b it ed gr ea te r to x i c it y 
th an th e ex tr ac t in bo th ca se s. Mo re ov er , to x i c it y by in ge s ti on wa s 
fo un d to ha ve an ti - nu tr it io na l ef fe ct s, wh ic h ex er te d a ne g a ti ve im pa ct 
on th e co n ve r si on of fo od in to bi o ma ss by th e in se ct s. 

De cl ar at io n of co mp et in g in te re st 

Th e au th or s de cl ar e no co n fl ic ts of in te r es t. 

Ac kn ow le dg me nt s 

Th e au th or s ex pr es s th ei r gr at i tu de to th e Co n se lh o Na ci on al de De - 
se n vo lv i me nt o Ci en tí fi co e Te c no ló gi co ( CN Pq ; 30 34 04 / 20 19 - 1 ; 30 97 01 / 
20 19 - 8 ; 30 65 44 / 20 19 - 9 ; 42 22 33 / 20 18 - 8 ), th e Co or de na çã o de Ap er - 
fe iç oa me nt o de Pe s so al de Ní ve l Su pe ri or ( CA PE S ; Fi na nc e Co de 00 1) an d 

th e Fu n da çã o de Am pa ro à Ci ên ci a e Te c no lo gi a do Es ta do de Pe r na m bu co 
( FA CE PE : AP Q - 04 43 - 1. 06 /1 5 ). H. D. A. Ar aú jo th an ks FA CE PE fo r Re - 
se ar ch er Fi x a ti on Sc ho l ar sh ip (B FP - 00 80 - 2. 08 /2 0) . 

Ap pe nd ix A . Su pp le me nt ar y da ta 

Su p pl e me n ta ry da ta to th is ar ti cl e ca n be fo un d on li ne at ht tp s: // 
do i. or g/ 10 . 10 16 / j. bc ab . 20 21 . 10 20 49 . 

Re fe re nc es 

Ar aú jo , A. M. N. , Ol iv ei ra , J. V. , Fr an ça , S. M. , Na va rr o , D. M. A. F. , Ba rb os a , D. R. S. , Du tr a , K. 
A. , 20 19 . To xi ci ty an d re pe ll en cy of es se nt ia l oi ls in th e ma na ge me nt of Si to ph il us 
ze am ai s . Re v. Br as . En g. Ag rí co la Am bi en t. 23 , 37 2 – 37 7 . 

As ah in a , Y. , Sh ib at a , S. , 19 54 . Ch em is tr y of Li ch en Su bs ta nc es . Ja pa n So ci et y fo r th e 
Pr om ot io n of Sc ie nc e , To ky o . 

Br ag a , S. , Si lv a , M. E. , Ra ga , A. , 20 19 . Us o de ex tr at os na tu ra is no co nt ro le de in se to s, co m 
ên fa se em mo sc as - da s - fr ut as (D ip te ra : te ph ri ti da e) . Bi ol og ic o 81 , 1 – 30 . 

Br it o , V. D. , Ac hi mó n , F. , Pi zz ol it to , R. P. , Sá nc he z , A. R. , To rr es , E. A. G. , Zy ga dl o , J. A. , 
Zu ni ni , M. P. , 20 21 . An al te rn at iv e to re du ce th e us e of th e sy nt he ti c in se ct ic id e 
ag ai ns t th e ma iz e we ev il Si to ph il us ze am ai s th ro ug h th e sy ne rg is ti c ac ti on of Pi me nt a 
ra ce mo sa an d Ci tr us si ne ns is es se nt ia l oi ls wi th ch lo rp yr if os . J. Pe st . Sc i. 94 , 40 9 – 42 1 . 

Ca ma ro ti , J. R. S. L. , Ol iv ei ra , A. P. S. , Pa iv a , P. M. G. , Po nt ua l , E. V. , Na po le ão , T. H. , 20 17 . 
Ph yt oi ns ec ti ci de s fo r co nt ro ll in g pe st s an d mo sq ui to ve ct or s of di se as es . In : Gr ee n , V. 
(E d. ) , Bi oc on tr ol Ag en ts : Ty pe s, Ap pl ic at io ns an d Re se ar ch In si gh ts . No va Sc ie nc e 
Pu bl is he rs In c. , Ne w Yo rk , pp . 14 7 – 18 8 . 

Ca ma ro ti , J. R. S. L. , Al me id a , W. A. , Be lm on te , B. R. , Ol iv ei ra , A. P. S. , Li ma , T. A. , Fe rr ei ra , 
M. R. A. , Pa iv a , P. M. G. , So ar es , L. A. , Po nt ua l , E. V. , Na po le ão , T. H. , 20 18 . Si to ph il us 
ze am ai s ad ul ts ha ve su rv iv al an d nu tr it io n af fe ct ed by Sc hi nu s te re bi nt hi fo li us le af 
ex tr ac t an d it s le ct in (S te LL ) . In d. Cr op . Pr od . 11 6 , 81 – 89 . 

Ch u , S. S. , Li u , Q. R. , Li u , Z. L. , 20 10 . In se ct ic id al ac ti vi ty an d ch em ic al co mp os it io n of th e 
es se nt ia l oi l of Ar te mi si a ve st it a fr om Ch in a ag ai ns t Si to ph il us ze am ai s . Bi oc he m. 
Sy st em at . Ec ol . 38 , 48 9 – 49 2 . 

Co rd ei ro , E. M. G. , Co rr êa , A. S. , Ro si - De na da i , C. A. , To mé , H. V. V. , Gu ed es , R. N. C. , 20 17 . 
In se ct ic id e re si st an ce an d si ze as so rt at iv e ma ti ng in fe ma le s of th e ma iz e we ev il 
( Si to ph il us ze am ai s ) . Pe st Ma na g. Sc i. 73 , 82 3 – 82 9 . 

Co rr êa , A. S. , Vi ns on , C. C. , Br ag a , L. S. , Gu ed es , R. N. C. , Ol iv ei ra , L. O. , 20 17 . An ci en t or ig in 
an d re ce nt ra ng e ex pa ns io n of th e ma iz e we ev il Si to ph il us ze am ai s , an d it s 
ge ne al og ic al re la ti on sh ip to th e ri ce we ev il S. or yz ae . Bu ll . En to mo l. Re s. 10 7 , 9 – 20 . 

Co si mi , S. , Ro ss i , E. , Ci on i , P. L. , Ca na le , A. , 20 09 . Bi oa ct iv it y an d qu al it at iv e an al ys is of 
so me es se nt ia l oi ls fr om Me di te rr an ea n pl an ts ag ai ns t st or ed - pr od uc t pe st s: 
ev al ua ti on of re pe ll en cy ag ai ns t Si to ph il us ze am ai s Mo ts ch ul sk y, Cr yp to le st es 
fe rr ug in eu s (S te ph en s) an d Te ne br io mo li to r (L .) . J. St or ed Pr od . Re s. 45 , 12 5 – 13 2 . 

Cu lb er so n , C. F. , 19 69 . Ch em ic al an d Bo ta ni ca l Gu id e to Li ch en Pr od uc ts . Th e Un iv er si ty 
of No rt h Ca ro li na Pr es s , Ch ap el Hi ll . 

Em se n , B. , Yi ld ir im , E. , As la n , A. , 20 15 . In se ct ic id al ac ti vi ti es of ex tr ac ts of th re e li ch en 
sp ec ie s on Si to ph il us gr an ar iu s (L .) (C ol eo pt er a: Cu rc ul io ni da e) . Pl an t Pr ot ec t. Sc i. 51 , 
15 5 – 16 1 . 

Es tr el a , J. L. V. , Fa zo li n , M. , Ca ta ni , V. , Al éc io , M. R. , Li ma , M. S. , 20 06 . To xi ci da de de ól eo s 
es se nc ia is de Pi pe r ad un cu m e Pi pe r hi sp id in er vu m em Si to ph il us ze am ai s . Pe sq ui sa 
Ag ro pe cu ár ia Br as il ei ra , Br as íl ia , v. 41 , n. 2 . pp . 21 7 – 22 2 . 

Hi ll en br an d , M. , Za pp , J. , Be ck er , H. , 20 04 . De ps id es fr om th e pe ta ls of Pa pa ve r rh oe as . 
Pl an ta Me d. 70 , 38 0 – 38 2 . 

Hu ne ck , S. , Yo sh im ur a , 19 96 . Id en ti fi ca ti on of Li ch en Su bs ta nc es . Sp ri ng er , Ve rl ag , 
Be rl in . 

Is ma n , M. B. , Ko ul , O. , Lu cz yn sk i , A. , Ka mi ns ki , J. , 19 90 . In se ct ic id al an d an ti fe ed an t 
bi oa ct iv it ie s of ne em oi ls an d th ei r re la ti on sh ip to az ad ir ac ht in co nt en t . J. Ag ri c. Fo od 
Ch em . 38 , 14 06 – 14 11 . 

Ka sh iw ad an i , H. , Ka lb , K. , 19 93 . Th e ge nu s Ra ma li na in Br az il . Li ch en ol og is t 25 , 1 – 31 . 
Kh an , K. , Kh an , G. D. , Di n , S. U. , Kh an , S. A. , Ul la h , W. , 20 14 . Ev al ua ti on of di ff er en t wh ea t 

ge no ty pe s ag ai ns t ri ce we ev il ( Si to ph il us or yz ae (L .) (C ol eo pt er an : Cu rc ul io ni da e) . J. 
Bi ol . Ag ri c. He al th ca re 4 , 85 – 89 . 

Ki m , S. W. , Le e , H. R. , Ja ng , M. J. , Ju ng , C. S. , Pa rk , I. K. , 20 16 . Fu mi ga nt to xi ci ty of 
La mi ac ea e pl an t es se nt ia l oi ls an d bl en ds of th ei r co ns ti tu en ts ag ai ns t ad ul t ri ce 
we ev il Si to ph il us or yz ae . Mo le cu le s 21 , 36 1 . 

Li , S. - G. , Hu an g , Y. - Z. , Hu a , R. - M. , Li n , H. - F. , He , Y. - J. , We i , L. - L. , Li u , Z. - Q. , 20 13 . 
Fu mi ga nt ac ti vi ty of Il li ci um ve ru m fr ui t ex tr ac ts an d th ei r ef fe ct s on th e 
ac et yl ch ol in es te ra se an d gl ut at hi on e S - tr an sf er as e ac ti vi ti es in ad ul t Si to ph il us 
ze am ai s . J. Pe st . Sc i. 86 , 67 7 – 68 3 . 

Li ra , C. S. , Po nt ua l , E. V. , Al bu qu er qu e , L. P. , Pa iv a , L. M. P. , Pa iv a , P. M. G. , Ol iv ei ra , J. V. , 
Na po le ão , T. H. , Na va rr o , D. M. A. F. , 20 15 . Ev al ua ti on of th e to xi ci ty of es se nt ia l oi l 
fr om Al pi ni a pu rp ur at a in fl or es ce nc es to Si to ph il us ze am ai s (m ai ze we ev il ) . Cr op 
Pr ot ec t. 71 , 95 – 10 0 . 

Li u , Z. L. , Go h , S. H. , Ho , S. H. , 20 07 . Sc re en in g of Ch in es e me di ci na l he rb s fo r bi oa ct iv it y 
ag ai ns t Si to ph il us ze am ai s Mo ts ch ul sk y an d Tr ib ol iu m ca st an eu m (H er bs t) . J. St or ed 
Pr od . Re s. 43 , 29 0 – 29 6 . 

Ma az ou n , A. M. , Ha md i , S. H. , Be lh ad j , F. , Je mâ a , J. M. B. , Me ss ao ud , C. , Ma rz ou ki , M. N. , 
20 19 . Ph yt oc he mi ca l pr of il e an d in se ct ic id al ac ti vi ty of Ag av e am er ic an a le af ex tr ac t 
to wa rd s Si to ph il us or yz ae (L .) (C ol eo pt er a: Cu rc ul io ni da e) . En vi ro n. Sc i. Po ll ut . Re s. 
26 , 19 46 8 – 19 48 0 . 

Ma rt in s , M. C. B. , Lo pe s , R. S. , Te je ro , R. S. , Ro dr ig ue s , B. R. M. , Li ma , V. L. M. , Pe re ir a , E. C. , 
Si lv a , N. H. , 20 18 . Ef fe ct s of us ni c, ba rb at ic an d fu ma rp ro to ce tr ar ic ac id s on su rv iv al 
of Na su ti te rm es co rn ig er (I so pt er a: te rm it id ae : Na su ti te rm it in ae ) . So ci ob io lo gy 65 , 

https://doi.org/10.1016/j.bcab.2021.102049
https://doi.org/10.1016/j.bcab.2021.102049
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref1
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref1
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref1
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref2
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref2
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref3
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref3
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref4
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref4
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref4
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref4
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref5
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref5
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref5
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref5
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref6
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref6
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref6
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref6
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref7
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref7
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref7
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref8
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref8
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref8
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref9
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref9
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref9
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref10
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref10
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref10
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref10
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref11
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref11
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref12
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref12
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref12
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref13
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref13
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref13
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref15
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref15
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref16
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref16
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref17
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref17
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref17
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref18
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref19
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref19
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref19
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref20
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref20
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref20
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref21
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref21
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref21
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref21
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref22
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref22
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref22
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref22
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref23
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref23
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref23
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref24
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref24
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref24
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref24
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref25
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref25
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref25


Biocatalysis and Agricultural Biotechnology 35 (2021) 102049

6

A.S. da Silva et al. 

79 – 87 . 
Na po le ão , T. H. , Be lm on te , B. R. , Po nt ua l , E. V. , Al bu qu er qu e , L. P. , Sa , R. A. , Pa iv a , L. M. , 

Co el ho , L. C. B. B. , Pa iv a , P. M. G. , 20 13 . De le te ri ou s ef fe ct s of My ra cr od ru on ur un de uv a 
le af ex tr ac t an d le ct in on th e ma iz e we ev il , Si to ph il us ze am ai s (C ol eo pt er a, 
Cu rc ul io ni da e) . J. St or ed Pr od . Re s. 54 , 26 – 33 . 

Ne ri o , L. S. , Ol iv ei ro - Ve rb el , J. , St as he nk o , E. E. , 20 10 . Re pe ll en t ac ti vi ty of es se nt ia l oi ls : a 
re vi ew . Bi or es ou r. Te ch no l. 10 1 , 37 2 – 37 8 . 

Ol iv ei ra , A. P. S. , Ag ra - Ne to , A. C. , Po nt ua l , E. V. , Li ma , T. A. , Cr uz , K. C. V. , Me lo , K. R. , 
Ol iv ei ra , A. S. , Co el ho , L. C. B. B. , Fe rr ei ra , M. R. A. , So ar es , L. A. L. , Na po le ão , T. H. , 
Pa iv a , P. M. G. , 20 20 . Ev al ua ti on of th e in se ct ic id al ac ti vi ty of Mo ri ng a ol ei fe ra se ed 
ex tr ac t an d le ct in (W SM oL ) ag ai ns t Si to ph il us ze am ai s . J. St or ed Pr od . Re s. 87 , 
10 16 15 . 

Pi me nt el , M. A. G. , Fa ro ni , L. R. D. ’A . , Gu ed es , R. N. C. , So us a , A. H. , Tó to la , M. R. , 20 09 . 
Ph os ph in e re si st an ce in Br az il ia n po pu la ti on s of Si to ph il us ze am ai s Mo ts ch ul sk y 
(C ol eo pt er a: Cu rc ul io ni da e) . J. St or ed Pr od . Re s. 45 , 71 – 74 . 

Ra jk um ar , V. , Gu na se ka ra n , C. , Ch ri st y , I. K. , Dh ar ma ra j , J. , Ch in na ra j , P. , Pa ul , C. A. , 
20 19 . To xi ci ty , an ti fe ed an t an d bi oc he mi ca l ef fi ca cy of Me nt ha pi pe ri ta L. es se nt ia l oi l 
an d th ei r ma jo r co ns ti tu en ts ag ai ns t st or ed gr ai n pe st . Pe st ic . Bi oc he m. Ph ys io l. 15 6 , 
13 8 – 14 4 . 

Re yn er ts on , K. A. , Wa ll ac e , A. M. , Ad ac hi , S. , Gi l , R. R. , Ya ng , H. , Ba si le , M. J. , D’ Ar mi en to , 
J. , We in st ei n , I. B. , Ke nn el ly , E. J. , 20 06 . Bi oa ct iv e de ps id es an d an th oc ya ni ns fr om 
ja bo ti ca ba ( My rc ia ri a ca ul if lo ra ) . J. Na t. Pr od . 69 , 12 28 – 12 30 . 

Ri be ir o , I. A. T. A. , Si lv a , R. , Si lv a , A. G. , Mi le t - Pi nh ei ro , P. , Pa iv a , P. M. G. , Na va rr o , D. M. A. 
F. , Si lv a , M. V. , Na po le ão , T. H. , Co rr ei a , M. T. S. , 20 20 . Ch em ic al ch ar ac te ri za ti on an d 
in se ct ic id al ef fe ct ag ai ns t Si to ph il us ze am ai s (m ai ze we ev il ) of es se nt ia l oi l fr om Cr ot on 
ru do lp hi an us le av es . Cr op Pr ot ec t. 12 9 , 10 50 43 . 

Sa ch in , M. B. , Ma ha la ks hm i , T. R. , 20 18 . In se ct ic id al ef fi ca cy of li ch en s an d th ei r 
me ta bo li te s - a mi ni re vi ew . J. Ap pl . Ph ar ma ce ut . Sc i. 8 , 15 9 – 16 4 . 

Si lv a , H. A. M. F. , Si qu ei ra , W. N. , Sá , J. L. F. , Si lv a , L. R. S. , Ma rt in s , M. C. B. , Ai re s , A. L. , 
Am ân ci o , F. F. , Pe re ir a , E. C. , Al bu qu er qu e , M. C. P. , Me lo , A. M. M. A. , Si lv a , N. H. , 20 18 . 
La bo ra to ry as se ss me nt of di va ri ca ti c ac id ag ai ns t Bi om ph al ar ia gl ab ra ta an d 
Sc hi st os om a ma ns on i ce rc ar ia e . Ac ta Tr op . 17 8 , 97 – 10 2 . 

Vé le z , M. , Bo ti na , L. L. , Tu rc he n , L. M. , Ba rb os a , W. F. , Gu ed es , R. N. C. , 20 18 . Sp in os ad - an d 
de lt am et hr in - in du ce d im pa ct on ma ti ng an d re pr od uc ti ve ou tp ut of th e ma iz e we ev il 
Si to ph il us ze am ai s . J. Ec on . En to mo l. 11 1 , 95 0 – 95 8 . 

Wa ki l , W. , Ka va ll ie ra to s , N. G. , Us ma n , M. , Gu lz ar , S. , El - Sh af ie , H. A. F. , 20 21 . De te ct io n of 
ph os ph in e re si st an ce in fi el d po pu la ti on s of fo ur ke y st or ed - gr ai n in se ct pe st s in 
Pa ki st an . In se ct s 12 , 28 8 . 

Yi ld ir im , E. , Em se n , B. , As la n , A. , Bu la k , Y. , Er ci sl i , S. , 20 12 . In se ct ic id al ac ti vi ty of 
li ch en s ag ai ns t th e ma iz e we ev il , Si to ph il us ze am ai s Mo ts ch ul sk y (C ol eo pt er a: 
Cu rc ul io ni da e) . Eg yp t . J. Bi ol . Pe st Co nt ro l 22 , 15 1 – 15 6 . 

http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref25
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref26
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref26
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref26
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref26
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref27
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref27
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref28
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref28
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref28
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref28
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref28
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref29
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref29
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref29
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref30
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref30
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref30
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref30
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref31
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref31
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref31
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref32
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref32
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref32
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref32
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref33
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref33
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref34
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref34
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref34
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref34
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref35
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref35
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref35
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref36
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref36
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref36
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref37
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref37
http://refhub.elsevier.com/S1878-8181(21)00145-6/sref37


An Acad Bras Cienc (2023) 95(2): e20200455 DOI 10.1590/0001-3765202320200455
Anais da Academia Brasileira de Ciências  |  Annals of the Brazilian Academy of Sciences
Printed ISSN 0001-3765 I Online ISSN 1678-2690
www.scielo.br/aabc  |  www.fb.com/aabcjournal

An Acad Bras Cienc (2023) 95(2)

Running title: ACTION OF SAL 
ON THE LIVER OF MICE WITH 
S-180

Academy Section: CELLULAR 

AND MOLECULAR BIOLOGY

e20200455

95 
(2)
95(2)

DOI
10.1590/0001-3765202320200455

CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Histological evaluation of the liver of mice 
with sarcoma-180 treated with salazinic acid

MARIA APARECIDA DA C. DE LIRA, MARLLYN M. DA SILVA, WANESSA K.M. SILVA, 
EMERSON P.S. FALCÃO, FRANCISCO C.A. DE AGUIAR JÚNIOR & SEBASTIÃO J. DE 
MELO

Abstract: Many of the drugs used to fight cancer cells induce various damage causing 
hepatotoxic effects which are characterized by tissue changes. The aim of the study is to 
know the possible effects of salazinic acid on livers of mice exposed to Sacoma-180. The 
tumor was grown in the animals in ascitic form and inoculated subcutaneously in the 
axillary region of the mouse developing the solid tumor. Treatment with salazinic acid 
(25 and 50 mg/kg) and 5-Fluorouracil (20 mg/kg) started 24-hours after inoculation and 
was performed for 7 days. To verify these effects, the qualitative method of histological 
criteria investigated in liver tissue was used. It was observed that all treated groups 
showed an increase of pyknotic nuclei in relation to the negative control. There was 
an increase in steatosis in all groups compared to the negative control but there was 
a decrease in the groups treated with salazinic acid in the 5-Fluorouracil. There was no 
necrosis in the salazinic acid treated groups. However, this effect was seen in 20% of the 
positive control group. Therefore, it can be concluded that salazinic acid did not show 
hepatoprotective action on mice but demonstrated a decrease in steatosis and absence 
of tissue necrosis.

Key words: cancer, hepatoxicity, lichen, sarcoma-180.

INTRODUCTION
Cancer is the term used to describe a set of 
more than 100 diseases that have in common 
the disordered growth of altered cells, that 
invade organs and tissues. The different types 
of cancer correspond to the various types of cells 
in the body. When cancer cells grow in epithelial 
tissues, such as skin or mucous membranes, 
they are called carcinomas. If the starting point 
are connective tissues, such as bone, muscle or 
cartilage, this is referred to as a sarcoma. It is 
called metastasis, when cancer cells in disarray 
spread to other regions of the body through the 
blood stream (INCA 2019).

These cancer groups of disease as a public 
health issue are the second leading cause of 

death in the United States. Therefore, cancer 
has become a major challenge for research 
in the search for definitive solutions, such as 
healing through a drug (Siegel et al. 2019). Thus, 
experimental animal models are important and 
essential to determine the antitumor potential 
of molecules and extracts for healing, as 
well as understand their action and effects 
throughout treatment. One such experimental 
model / method, is the

 
use of tumors in mice 

and specifically, Sarcoma-180 (S-180), which 
is widely accepted due to its characteristic of 
forming ascitic, or solid tumors (Cai et al. 2012, 
Debnath et al. 2017, Ramos et al. 2019).

However, it is not enough to only determine 
the antitumor potential according to tumor 
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weight or ascitic volume. In addition, it is 
important to verify the effects of the drug, 
whether isolated or not, on the organs of 
potential animals, through histological and/
or histomorphometric analysis. This is in order 
that a new drug to be developed for use, a 
greater safety path and possible adverse effects 
and achievements to be considered by the 
competent agencies such as ANVISA (National 
Health Surveillance Agency) in the case of Brazil, 
and the Food and Drug Administration (FDA) 
which is a federal agency in the United States 
Department of Health and Human Services 
responsible for oversight of drug development, 
manufacturing and use (Silva et al. 2012, 2019).

One of the main organs responsible for 
maximum activity, right after feeding, is the 
liver, so it is the target of every drug, especially 
when administered orally. In addition, in cancer 
patients, the liver is often reached, through 
metastases for example. For these reasons, 
the liver is often the first, to be investigated 
for possible changes or adverse effects such 
as hepatotoxicity (disease caused by toxins), 
followed by the spleen and kidney’s (Saad-
Hossne et al. 2004, Marinho et al. 2017).

In view of the great challenge of curing 
cancer, lichen are part of an extremely diverse 
group of fungi found in nature, symbiotically 
associated with algae and/or cyanobacteria 
which have been studied for a long time, 
as they produce secondary metabolites with 
large pharmaceutical properties. Uric acid for 
example, abundant in Alectoria, Cladonia, 
Usnea, Lecanora, Ramalina and Evernia, 
are examples of metabolites widely studied for 
having anti-proliferative activity (Ingólfsdóttir 
2002). Kupchan & Kopperman (1975) first 
presented his antitumor activity against Lewis 
lung carcinoma in rats. Some extracts of Cladonia 
convoluta, Cladonia rangiformis, Parmelia 
caperata, Platismatia glauca and Ramalina 

cuspidata demonstrated activities against 
various strains of human cancer cells (Bézivin 
et al. 2003).

In addition to uric acid, salazinic acid (SAL) 
is also a secondary lichen metabolite, present in 
some species of the Parmeliaceae Family, such 
as Parmotrema lichexanthonicum, and presents 
antibiotic and cytotoxic activity against 
human tumor cells (Micheletti et al. 2009) 
and P. cetratum have antitumor action against 
neoplastic cells of mice (Alexandrino et al. 2019).

Considering the importance of qualitatively 
characterizing the possible effects caused by SAL 
in relevant organs such as the liver, this study’s 
main objective was to histologically evaluate the 
liver tissue of mice exposed to S-180 and treated 
with SAL, as well as to analyze the activities 
of transaminases Aspartate Aminotransferase 
(AST) and Alanine Aminotransferase (ALT). This is 
the first study that aims to determine probable 
reversals, promoted by SAL, to possible liver 
damage of mice with malignant tumors.

MATERIALS AND METHODS  
Obtaining salazinic acid
SAL was provided by the Laboratório de Síntese 
e Isolamento Molecular, do Centro Acadêmico 
de Vitória, coordinated by Prof. Dr. Emerson 
Peter da Silva Falcão. The lichenic compound 
was isolated from the acetonic extract of the 
lichen Parmotrema concurrens, with more than 
90% of purity level.

Experimental animals
Male Swiss albino mice (Mus musculus) (35-45g) 
were used, at 60 days of age. The animals were 
fasted for 8 hours before each experiment. 
The experimentation protocols were approved by 
the Animal Experimentation Ethics Commission 
(CEEA) of Universidade Federal de Pernambuco 
(UFPE) (Nº 23076.012019/2018.58), with as 
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standards proposed by the Conselho Nacional 
de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) 
and by international standards established 
by the Guia do Instituto Nacional de Saúde para 
Cuidados e Uso de Animais de Laboratório.

Tumor assay
The experimental tumor, S-180 was kept in 
Swiss Albino mice, males, in the ascetic form 
with maintenance frequency of 7 days. Ascitic 
tumor cells (5.0 x 106 mL–1 cells) were inoculated 
subcutaneously in the right axillary region of the 
mouse developing the solid tumor. 

Treatment started 24 hours after inoculation 
and was performed for 7 consecutive 
days. Injections of SAL were administered 
intraperitoneally at doses of 25 and 50 mg/kg 
of live weight of the animal. The animals in 
the negative control group were treated with 
saline solution + tween 80 to 5 %, as well 
as the animals of the positive control group 
treated with 5-Fluorouracil (20mg/kg of body 
weight). Fifty animals per group were used for 
the experimental model.

At the end of treatment, the animals 
were anesthetized with ketamine (1.25 g/
kg) and xylazine (0.62 g/kg), and the liver was 
removed, dissected and fixed in formaldehyde 
solution (10 %) buffered and then submitted to 
histopathological analyses (Martins et al. 2016).

Qualitative study of liver histopathology
The organs were packed in a 10% buffered 
formaldehyde solution, remaining in this solution 
for a period of 48 hours. After this procedure, 
the samples were dehydrated in Ethyl alcohol 
at increasing concentrations, diaphanized by 
Xilol, impregnated and included in paraffin.

Tissue cuts, 4 μm thick, were submitted to 
the staining technique by Hematoxylin-Eosin. 
Histological images were captured by digital 
camera Moticam 2300, coupled under optical 

microscope, under fixed focus and field clarity, 
using the 40x lens and obtaining 20 fields per 
blade.

Histological findings were interpreted 
according to qualitative criteria on the 
appearance of pyknotic nuclei, microvesicular 
steatosis, tissue necrosis, hepatic fibrosis 
and micro hemorrhages with erythrocytes 
extravasation (Fontes et al. 2004).

Statistical analysis
The results of animal and liver weight analyses, 
together with liver enzyme activity, are expressed 
as the means of repetitions ± standard 
deviation. For variance analysis (ANOVA) 
the Tukey test was performed for multiple 
comparisons. A value of p <0.05 was adopted as 
a significance level.

RESULTS AND DISCUSSION
All animals exposed to ascystic S-180 presented 
solid tumor growth in the right axillary region 
during the 7 days of treatment, death was 
not observed among the groups undergoing 
treatment.

On the last day of treatment, the weight 
of the animals was verified and no significant 
differences were observed in the weight of the 
treated groups in relation to those of the negative 
control group. The mice were euthanized for 
organ removal. In macroscopic analysis of the 
collected livers, no apparent damage was seen. 
Overall, the organs seemed healthy, with no 
morphological changes or macroscopic lesions. 
In the analysis of liver weight, there were no 
significant differences between those exposed 
to treatment and those who only received the 
vehicle. Data in the Table I.

For enzymatic analysis of AST and ALT 
transaminases, serum samples were

 
collected 

from mice. There were no significant differences 
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between the groups exposed to SAL treatment 
and the negative control group for the ALT 
and AST activities, Table I. These enzymes are 
considered markers sensitive to liver lesions 
(Liu et al. 2016). However, it can be confirmed 
that treatment with SAL did not cause lesions in 
the liver tissue. 

The histological evaluation showed that the 
negative control group presented liver tissue in 
good condition, with well-defined nuclei and 
visible presence of Kupffer and endothelial 
cells, but 20% of the animals presented 
Pyknotic nuclei and 10% microvesicular 
steatosis. 

In the group treated with 5-Fluorouracil, 
the presence of pyknotic nuclei, microvesicular 
steatosis and small regions of tissue necrosis 
were verified. The animals treated with salazinic 
acid (25 and 50 mg/kg) presented pyknotic 
nuclei, microvesicular steatosis and only at the 
dose of 50 mg/Kg were observed some regions 
of hepatic fibrosis. These lesions are presented 
in Figures 1 and 2. The presence of micro 
haemorrhages was not seen in analyzed groups 
(Table II).

It was also seen that the negative 
control group presented, preserved hepatic 
parenchyma and without severe cellular 
damage, hepatocytes with round central nucleus 
and homogeneous cytoplasm. Regarding 

histomorphology of hepatocytes and Kupffer 
cells, no cell differences were observed 
compared to the negative control group. The 
results of this study are in accordance with 
those evaluated by Alexandrino et al. (2019) who 
analyzed the acute toxicity of SAL (100 mg/Kg) 
and verified the low toxicity of this substance in 
liver   histopathology.

However, Araujo et al. (2019) observed that 
uric acid (2000 mg/Kg), a lichenic compound, 
caused liver tissue lesions. The pyknotic 
nucleus present in hepatocytes indicates 
a destructive fragmentation of the nucleus, 
which is characterized by irregular distribution 
of chromatin, causing programmed cell death 
(apoptosis), promoting future damage, such as 
tissue necrosis (Kumar et al. 2010).

Hepatic steatosis is defined as an 
accumulation of lipids in the cytoplasm 
of hepatocytes, especially triglycerides. 
Nicotinamide adenine dinucleotide present in 
hepatocytes leads to disturbance of β-oxidation 
of fatty acids in mitochondria, which leads 
to lipid changes in the tissue. The excess of 
these free fatty acids in hepatocytes exceeds 
the ability of it to process and re-export them 
(Baraona & Lieber 1979). These changes lead to 
cell death and cause elevation of serum marker 
enzymes that are released by the liver into the 
bloodstream (Lowry et al. 1951). 

Table I. Analysis of the weight of livers and animals exposed to treatment with salazinic acid and enzymatic 
activity of transaminases.

Weight (g) Enzymatic activity (U/L)

Groups Animal Liver ALT AST

Negative control 52,02±4,69 3,25±0,57 64,04±5,95 218,12±36,70

Positive control 50,80±5,84 3,26±0,36 47,94±8,07 216,07±38,80

SAL (25mg/Kg) 48,92±6,11 3,26±0,46 50,64±12,89 205,82±31,78

SAL (50mg/Kg) 48,34±5,07 3,51±0,28 44,87±6,37 184,11±46,93
Data expressed as mean ± SD. The statistical differences determined by ANOVA followed by the Tukey test. N= 5. p <0.05 vs. 
Negative control. N= number of animals per group. AST= Aspartate aminotransferase; ALT= Alanine aminotransferase; SAL= 
salazinic acid.
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However, it was considered that there is an 
interrelationship between metabolic processes, 
such as oxidative stress, endoplasmic reticulum 
stress, insulin resistance and inflammatory 
response at the hepatic level with the triggering 
of hepatic steatosis and its progression of chronic 
diseases such as inflammation, fibrosis and 
cirrhosis (steatohepatitis) commonly associated 
with non-alcoholic fatty liver disease – NAFLD 
(Valenzuela & Videla 2011).

NAFLD is caused by the excess of 
triglycerides accumulated in liver cells 
resulting from increased lipogenesis, which can 
be caused by the ingestion of various drugs and 
multiple defects in energy metabolism (Rolo et 
al. 2012). NAFLD can cause inflammation causing 
negative regulation of PPAR-α (Peroxisome 
proliferator-activated-α), causing an increase in 
the activation of the pro-inflammatory nuclear 
transcription factor, Nuclear factor-kB (NF-kB) 
(Valenzuela & Videla 2011).    

PPARs are transcription factors of nuclear 
receptors that have the function of regulating 
energy homeostasis, lipid metabolism and 

inflammation (Tavares et al. 2007). They are 
considered sensors for fatty acids acting 
on gene expression controlling metabolic 
pathways that act in the maintenance 
of energy balance (Viswakarma et al. 2010). 
Its activation may decrease the activity of other 
transcription factors, such as NF-kB, thus acting 
directly in inflammatory processes (Wang et al. 
2002). 

Activation of NF-kB can result in oxidative 
stress and inflammatory processes. To minimize 
these causing damage in the body, the 
transcription factors PPAR-α and Nrf2 (nuclear 
factor-erythroid 2-related factor 2) come into 
action, acting in the inhibition of NF-kB, thus 
causing a decrease of metabolic disorders 
in the tissue, reducing the pro-inflammatory, 
pro-lipogenic and oxidative stress effects 
(Hernández-Rodas et al. 2017, Valenzuela et 
al. 2017, Barbosa et al. 2019). It is known that 
damage to liver tissue can be caused mainly by 
oxidative stress and inflammatory response 
(Rolo et al. 2012, Valenzuela et al. 2017).

Figure 1. Photomicrograph of 
the histological section of the 
liver of mice exposed to S-180. 
(N=5). a) Negative control; b) 
5-Fluorouracil treatment; c) 
and d) Treatment with SAL (25 
and 50 mg / kg); PN- Pyknotic 
nucleus and ST- microvesicular 
steatosis. HE staining with 40X 
magnification. 
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Liver damage is also associated with the 
use of ethanol, obesity, viral infection and 
the use of synthetic and natural medicines 
(Hewawasam et al. 2003). It is very important 
to understand the mechanisms of action 
caused by the side effects of antineoplastic 
agent in different organs, thus having a 
considerable significant role in establishing the 
treatment strategy. Thus, there is an adaptation 
to the body’s response in relation to the action 
of anti-tumor agents and tolerance of different 
tissues regarding immunosuppressive state 

induced by chemotherapy (Crăciun & Paşca 
2014).

Further, liver tissue is very sensitive to 
lesions induced by synthetic compounds and 
of natural origin. This is due to its central role 
in the metabolism of these substances and it is 
possible to induce some degree of tissue damage 
during this experimentation and many of these 
compounds are involved in the mechanisms 
that lead to liver cell damage. For example, 
disorders in vital cellular organelles result 
in impairment of homeostatic balance, thus 
resulting in intracellular oxidative stress with 

Figure 2. Photomicrograph of histological section of the liver of mice exposed to S-180. (N=5). a) treatment with 
5-Fluorouracil and b) treatment with SAL (50 mg / kg). NC-Liver necrosis and FB- liver fibrosis. HE staining with 10X 
magnification.

Table II. Qualitative histopathological analysis of the liver of mice exposed to S-180.

Groups

Qualitative analysis criteria (%)

Pyknotic nuclei Steatosis Necrosis Fibrosis Micro hemorrhage

Negative control 40 (2) 20 (1) 0 0 0

Positive control 80 (4) 100 (5) 40 (2) 0 0

SAL (25 mg/Kg) 100 (5) 80 (4) 0 0 0

SAL (50 mg/Kg) 80 (4) 60 (3) 0 20 (1) 0

Data expressed as a percentage in number of animals. N=5. N= number of animals per group. Negative control= saline + tween 80 
to 5 %; Positive control= 5-Fluorouracil (20 mg/Kg); SAL= salazinic acid (doses of 25 and 50 mg/Kg).
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excessive formation of reactive oxygen species 
and suppressed immune response (Singh et al. 
2016).      

Studies have evidenced that hepatotoxicity 
is one of the main reasons for the withdrawal 
of Cancer medicines from the market. Natural 
products have already shown themselves to be 
promising in combating the toxicity of several 
commonly used drugs. In addition, many of 
these natural substances, such as resveratrol 
and curcumin, are now used as widely accepted 
chemo-preventive agents. It is known that 
compounds of natural origin not only reduce the 
risk of liver damage caused by medication, but 
also provide an alternative solution to remedy 
drug-induced hepatotoxicity response (Singh et 
al. 2016).

CONCLUSIONS
In conclusion, the main finding of this study is 
that the treatment with SAL in mice with S-180 
caused apparent lesions in the liver tissue, 
however, at the enzymatic level no damage was 
seen. However, treatment with SAL caused a 
noticeable decrease in microvesicular steatosis 
compared to the positive control group. Tissue 
necrosis was not observed in the groups treated 
with lichenic acid.
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Synthesis and antiinflammatory activity of 4-amino-2-
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Abstract

Six new 4-amino-5-cyano-2,6-diarylpyrimidines 5a–h has been synthesized in a facile manner by reacting the appropriate arylamidines 4a–d
with bisnitriles 3a–e. Reduction of the nitro group of 5a–e using Pd in ethyl acetate furnished 6a–e in good yields. Reaction of 6a–e individually
with phthalic anhydride yielded 7a–e in good to excellent yields. The newly synthesized heterocycles were characterized by IR, 1H-NMR and
mass spectral data. Compounds 5f–h and 7a–e were also evaluated against inflammation. Pyrimidines 5g, h exhibited better antiinflammatory
activity when compared with acetylsalicylic acid (ASA). Phthalimide derivatives 7a–e also presented antiinflammatory activity, and three of
them, viz., 7a–c have been found to be twice more active than aspirin. Cytotoxical evaluations of compounds 7a–e using neoplastic cells (NCI-
H292 and Hep-2) presented 41% of growth inhibition of neoplastic cells NCI-H292.
© 2006 Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Pyrimidines; Bisnitriles; Antiinflammatory activity

1. Introduction

Pyrimidine derivatives comprise a diverse and interesting
group of drugs [1]. The subject has been discussed recently
[2]. Earlier, a comprehensive review concerning pyrimidines
has been published by Brown [3]. Pyrimidines in general are
extremely important for their biological activities. For example,
some are antiviral agents [4], the others are selective cholecys-
tokinin subtype 1 (CCK1) receptor antagonists [5], and a few
are antiinflammatory [6,7]. In fact, there are so many pyrimi-
dine derivatives with pharmacological activities that it is diffi-
cult to describe much about them in the present paper.

In our continuing work on pyrimidines [8,9], we became
interested to incorporate a phthalimido group in one of the phe-
nyl rings. The reason for this is that phthalimide derivatives are

gaining importance due to their different and significant biolo-
gical activities [10]. Thalidomide is one of them, which was
once prohibited in the market is again being considered impor-
tant due to its activity as an antiinflammatory agent [10]. This
drug has been found to reduce tumor growth by blocking an-
giogenesis both in model systems and in clinical studies [11–
14]. Thalidomide and its analogs also slow down the replica-
tion rate of HIV-1 in vitro [15].

Since many phthalimide derivatives have presented hypoli-
pidemic activity [16] and antiinflammatory activities [loc. cit.],
we perceived that when two moieties, like phthalimide and
pyrimidine are joined the molecules might exhibit superior
antiinflammatory activity. It is with this idea in mind that the
present work was undertaken. Therefore, this paper describes
the synthesis of eight pyrimidine derivatives 5a–h where six of
them 5a–e, h have not yet been reported in the literature. Com-
pounds 5f–h and 7a–e have been tested for antiinflammatory
property with impressive results. In fact, 7a–e turned out to be
very active against inflammation.
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2. Chemistry

The starting benzaldehyde and 3- and 4- substituted benzal-
dehydes 1a–e were allowed to react with malononitrile 2 to
give unsaturated bisnitriles 3a–e. Condensation of these with
arylamidines 4a–d in the presence of piperidine furnished 4-
amino-5-cyano-2,6-diarylpirimidines 5a′–h′ in good yields [8,
17]. Reduction of compounds 5a–e using Pd/C provided their
respective amines 6a–e. Reaction of 6a–e individually with
phthalic anhydride yielded 7a–e in good to excellent yields. It
may be worthwhile to comment that only the amino group
either at meta or para positions of the phenyl ring suffered
selective reaction while the 4-amino group of the pyrimidine
ring did not take part in the reaction at all. The formation of
phthalimido-2-yl function at the meta and para positions in the
C-6 phenyl ring of the substituted pyrimidines 7a–e was veri-
fied by the 1H-NMR, infrared (IR) and mass spectral data. The
synthetic maneuvering leading to 7a–e has been presented in
Scheme 1.

3. Results and discussion

All substituted pyrimidines are crystalline and stable com-
pounds with high melting points. These can be recrystallized
and are homogeneous by thin layer chromatography.

3.1. Spectroscopy

The IR and mass spectra of all compounds agreed with the
proposed structures. The series 5a′–h′ have the correct chemi-
cal shifts for the protons in the 1H-NMR spectra and it was
easy to characterize them. Similarly, the amines 6a–e obtained
by the reduction of the nitro groups presented the expected
chemical shifts. The target compounds could also be character-
ized by 1H-NMR without any problem and the chemical shifts
of one of them, i.e. 7a are given: H2′ and H6′ (δ = 8.43 and
J = 9.0 Hz); H3″ and H5″ (δ = 8.12 and J = 8.7 Hz); δ 7.9
(b, 2H, NH2) H2″ and H6″ (δ = 7.69 and J = 8.1 Hz); H3′ and
H5′ (δ = 7.61 and J = 8.4Hz); H1′″ and H4′″ (δ = 8.02 m); H2′″
and H3′″ (δ = 7.94 m). δ 3.82 (s, 3H, CH3O) the chemical
shifts of all other compounds are given in Section 5.

4. Pharmacology

4.1. Preliminary toxicity and antiinflammatory tests
of 4-amino-5-cyano-2,6-diarylpyrimidines 5f′–h′ and 7a–e

The antiinflammatory assays were preceded by the acute
toxicity tests in mice. The pyrimidine derivatives 5f′–h′ were
dissolved individually in a 2.5% Tween 80 solution of 0.9%
saline water. Administration of this suspension (0.5 ml) intra-
peritonially to the animals in doses of 125, 250, 500,
1000 mg kg–1 of body weight followed by the waiting period
of 4–72 hours did not show any toxic effects. Pyrimidines con-
taining phthalimido-2-yl group on the C-6 phenyl function in
7a–e were also subjected to toxicity test which did not show

any toxicity symptoms when evaluated in five groups each
containing five animals under the same conditions described
above. The doses were from 100, 200, 400, 800,
1600 mg kg–1 of the body weight.

Antiinflammatory tests have been performed for compounds
5f′–h′ and 7a–e using groups of 10 Swiss albino mice at the
dose of 250 mg kg–1. All of them exhibited such property
when compared with aspirin (acetylsalicylic acid, ASA) as well
as indomethacin (INDO). Both of these commercially available
antiinflammatory agents were also tested for comparative pur-
poses employing the same solution as described above. Com-
pound 5h′ showed the highest activity reducing the paw edema
by 47.8%. Pyrimidines 5g′ and 5f′ presented 38.7% and 20.7%
of inflammation reductions, respectively (Table 1).

Substances 7a–e also presented antiinflammatory activity,
but 7a–c were much better in terms of inflammation reduction
(Table 2). It is well known that INDO is stronger antiinflam-
matory drug than aspirin. A comparison of these two with
compounds 7a–c clearly demonstrate that compounds 7b and
7c are even superior in activity than INDO while 7a is compar-
able to INDO (Tables 1 and 2). Figs. 1 and 2 provide the per-
centage reduction of edema for compounds 5f′–h′ and 7a–e
and their comparison with ASA and INDO.

Figs. 1 and 2 represent the comparative analyses of the anti-
inflammatory activity of compounds 5f′–h′ and 7a–e.

4.2. Cytotoxical test evaluations

Initially, compounds 5g′–h′ were tested for cytotoxical
property but no significant activity was found. Next, phthalimi-
dopyrimidines (7a–e) were tested, which did not present cyto-
toxical activity against HEp-2 in the concentrations tested. All
compounds except 7e inhibited the growth of the neoplastic
cells NCI-H292. The most active one was 7d with 40.03% of
inhibition activity at the concentration of 10 μg ml–1 (Table 3).

5. Experimental protocols

5.1. Chemical analysis

IR spectra were recorded with a Bruker spectrometer, model
IFS 66 (Fourier Transform) utilizing KBr pellets. EI mass spec-
tra were obtained with a Delsi-Nermag mass spectrometer,
coupled to GC (HP 5890) at an ionization potential of 70 eV.
1H-NMR spectra were recorded with a 300 MHz Varian spec-
trophotometer model UNITY plus. Melting points were ob-
tained with an Electrothermal digital melting point apparatus
(model 9100) and are uncorrected. Thin-layer chromatography
was carried out on plates coated with silica gel containing
fluorescent indicator F254 and the spots were detected under
ultraviolet light. The solvent system was ethyl acetate/hexane
(4:1) for compounds 5a–h and ethyl acetate/hexane (3:1) for
compounds 6a–e and 7a–e.
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5.2. General method for the preparation of bisnitriles (3)

An appropriate aldehyde 1 (24 mmol) and malononitrile 2
(24 mmol) were dissolved in methanol under stirring, and the
contents stirred for 4 h at room temperature. The reaction was
monitored by thin layer chromatography. Solvent evaporation

left a solid mass, which was chromatographed over a silica gel
column. Elution with n-hexane/ethyl acetate (4:1) afforded the
desired compounds. The nitriles described in this work are
known and their melting points agreed with the literature [18,19].

5.3. General method for the preparation of 4-amino-2,6-
diarilpyrimidines-5-cyano (5a–h)

Bisnitrile 3 (5.36 mmol) and arylamidine 4 (5.36 mmol)
were dissolved in methanol (20 ml) and refluxed for 7 h. The
contents were cooled to room temperature and solvent evapo-
rated under reduced pressure to give a solid mass, which was
chromatographed over silica gel. The desired compound was
eluted using a mixture of n-hexane/ethyl acetate (8:2). The
fractions containing 5 were combined, solvent evaporated,
and the product crystallized from methanol in every case.

5.3.1. 4-Amino-2-(p-anisyl)-5-cyano-6-(p-nitrophenyl)-
pyrimidine (5a)

This compound was obtained as colorless crystals in 32%
yield, m.p. 238–240 °C; Rf = 0.41 (n-hexane/ethyl acetate,
8:2); IR (KBr, γmax cm−1) 3446 (NH2), 3356 (NH2), 2209
(CN), 1648 (C=N); 1H-NMR: (DMSO-d6 300 MHz), δ 8.42
(d, 2H, J = 8.1Hz, H2′, H6′), δ 8.48 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H3″,
H5″), δ 7.14 (l, 2H, NH2), δ 8.25 (d, 2H, J = 8.4 Hz, H2″,
H6″), δ 7.14 (d, 2H, J = 8.1 Hz, H3′, H5′), δ 3.65 (s, 3H,
CH3O), MS: m/z (rel. int.) 347 (M+, 100), 214 (35.5). Anal.
calculated for C18H13N5O2·1/4H2O: C, 61.44%; H, 3.86%; N,
19.90%. Found: C, 61.40%; H, 3.75%; N, 19.96%.

5.3.2. 4-Amino-5-cyano-6-(p-nitrophenyl)-2-(phenyl)-
pyrimidine (5b)

This compound was obtained as colorless crystals in 33%
yield, m.p. 265–266 °C; Rf = 0.45 (n-hexane/ethyl acetate,
8:2); IR (KBr, γmax cm−1): 3421 (NH2 symm), 3339 (NH2

asymm), 2218 (CN), 1639 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6
300 MHz); δ 8.42 (2H, d, J = 8.7 Hz, H2′ and H6′), δ 8.43
(2H, d, J = 8.7 Hz, H3″, H5″) δ 8.09 (2H, b, NH2), δ 7.37
(3H), m, H3′, H4′ and H5′, δ 8.21 (2H, d, J = 8.7 Hz, H2″,
H6″). MS: m/z (rel. int.) 317 (M+, 100), 318 (49.66), 214
(25.9), 303 (12.41), 270 (10.44). Anal. calculated for
C17H11N5O2: C, 64.35%; H, 3.49%; N, 22.07%. Found: C,
64.24%; H, 3.47%; N, 22.01%.

5.3.3. 4-Amino-2-(p-chlorophenyl)-5-cyano-6-
(p-nitrophenyl)-pyrimidine (5c′)

This compound was obtained as colorless crystals in a yield
of 55%; m.p. 319–320 °C; Rf = 0.17 (n-hexane/ethyl acetate,
8:2); (KBr, νmax cm−1): 3469 (NH2 asymm), 3346 (NH2 symm),
2220 (CN), 1645 (C=N), 1H-NMR (DMSO-d6 300 MHz), δ
8.42 (2H, d, J = 8.7 Hz, H2′, H6′), δ 8.39 (2H, d, J = 8.7 Hz,
H3″, H5″), δ 8.13 (2H, b, NH2), δ 8.21 (2H, d, J = 8.7 Hz, H2″,
H6′’), δ 7.61 (2H, d, J = 8.7 Hz, H3′, H5′). Anal. calculated for
C17H10N5O2Cl·1/4H2O: C, 57.31%; H, 2.97%; N, 19.65%.
Found: C, 57.54%; H, 2.67%; N, 19.73%.

Table 1
Antiinflammatory test results of compounds 5f–h, ASA and INDO

Compound Average difference in paw weights
(g); standard deviation (S.D.)

Edema reduction
(%)

2.5% Tween 80
in 0.9% aqueous
NaCl

0.1045 ± 0.007 0.0

INDO 0.5081 ± 0.012 51.4
ASA 0.06680 ± 0.001 36.5
5f′ 0.08280 ± 0.003 20.7
5g′ 0.06432 ± 0.002 38.7
5h′ 0.05450 ± 0.005 47.8

Table 2
Antiinflammatory test results of compounds 7a–e

Compound Average difference in paw weights
(g); standard deviation (S.D.)

Edema reduction
(%)

2.5% Tween 80
in 0.9%

0.16487 ± 0.005 0.0

Aqueous
NaCl INDO

0.05081 ± 0.012 69.2

ASA 0.10436 ± 0.008 36.7
7a 0.08454 ± 0.010 65.7
7b 0.05986 ± 0.010 73.6
7c 0.06066 ± 0.007 73.2
7d 0.11122 ± 0.012115 32.53
7e 0.116120 ± 0.01494 29.54

Fig. 1. Comparative analyses of the antiinflammatory activity of compounds
5f–h, ASA and INDO.

Fig. 2. Comparative analyses of the antiinflammatory activity of compounds
7a–e, ASA and INDO.
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5.3.4. 4-Amino-5-cyano-2-(p-fluorophenyl)-6-
(p-nitrorophenyl)-pyrimidine (5d′)

This compound was obtained as colorless crystals in a yield
of 44%; m.p. 254–256 °C; Rf = 0.57 (n-hexane/ethyl acetate,
8:2); (KBr, γmax cm−1): 3417 (NH2 asymm), 3334 (NH2 symm),
2219 (CN), 1640 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6, 300 MHz): δ
8.42 (4H, d, J = 8.7 Hz, H2′, H6′, H3″, H5″), δ 8.16 (2H, b,
NH2), δ 7.36 (2H, t, H3′, H5′), δ 8.21 (2H, d, J = 8.7 Hz, H2″,
H6″). Anal. calculated for C17H10N5O2F·1/4H2O: C, 60.59%;
H, 3.00%; N, 20.88%. Found: C, 60.59%; H, 2.94%; N,
20.45%.

5.3.5. 4-Amino-5-cyano-2-(p-chlorophenyl)-6-(m-nitrophenyl)-
pyrimidine (5e′)

This compound was obtained as colorless crystals in a yield
of 53%; m.p. 295–296 °C; Rf = 0.29 (n-hexane/ethyl acetate,
8:2); (KBr, γmax cm−1): 3486 (NH2′ asymm), 3331 (NH2 symm),
2216 (CN), 1630 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6 300 MHz), δ
8.38 (2H, d, J = 8.7 Hz, H2′, H6′), δ 8.42 (1H, d, J = 8.7 Hz,
H2″), δ 8.39 (2H, b, NH2), δ 7.62 (2H, d, J = 8.4 Hz, H3′, H5′),
δ 8.76 (1H, t, J = 1.8 Hz, J = 2.1Hz, H6″), δ 8.47 (1H, t,
J = 8.7 Hz, J = 1.8 Hz, H4″), δ 7.9 (1H, t, J = 7.8 Hz,
J = 8.1 Hz, H5″). Anal. calculated for C17H10N5O2Cl·1/4H2O:
C, 57.47%; H, 2.97%; N, 19.71%. Found: C, 57.68%; H,
2.76%; N, 19.74%.

5f′ and 5g′: The melting points and spectroscopic data of
these compounds agreed with the reported data in [17].

5.3.6. 4-Amino-2-(p-anisyl)-6-(p-anisyl)-5-cyano-pyrimidine
(5h′)

This compound was obtained as colorless crystals in a yield
of 84%; m.p. 191–192 °C; Rf = 0.28 (n-hexane/ethyl acetate,
8:2); (KBr, γmax cm−1): 3446 (NH2 asymm), 3356 (NH2 symm),
2209 (CN), 1648 (C=N); 1H-NMR (DMSO-d6, 500 MHz); δ
8.37 (2H, d, J = 5.1 Hz, H2′, H6′), δ 8.02 (2H, d, J = 5.4 Hz,
H2″, H6″), δ 7.76 (2H, L, NH2), δ 7.14 (2H, d, J = 5.4 Hz, H3′,
H5′), δ 7.09 (2H, d, J = 5.4 Hz, H3″, H5″), δ 3.86 (6H, s,
CH3O), MS: m/z (rel. int.) 332 (M+, 100), 331 (65.2), 199
(24.9). Anal. calculated for C19H16N4O2·1/4H2O C, 68.66%;
H, 4.85%; N, 16.86%. Found: C, 68.99%; H, 4.76%; N,
17.19%.

5.4. General method for the preparation of compounds (6a–e)

Nitro pyrimidines (5a′–e′) (5.36 mmol) were dissolved in
ethyl acetate and 5% Pd on charcoal (20% by weight) was

added to it. The contents were stirred at room temperature for
2 h under hydrogen atmosphere, and filtered to remove the
catalyst followed by the solvent removal and crystallization
from ethyl acetate.

5.4.1. 4-Amino-6-(p-aminophenyl)-2-(p-anisyl)-5-cyano-
pyrimidine (6a)

This compound was obtained as yellow crystals in a yield of
90%; m.p. 177–178 °C; Rf = 0.53 (n-hexane/ethyl acetate, 8:2);
(KBr, γmax cm−1): 3442 (NH2 asymm), 3344 (NH2 symm), 2203
(CN), 1610 (C=N); 1H-NMR: (DMSO-d6 300 MHz), δ 8.34 (d,
2H, J = 9.0 Hz, H2′, H6′), δ 7.85 (d, 2H, J = 9.0 Hz, H2″, H6″),
δ 7.75 (b, 2H, C4-NH2), δ 7.04 (d, 2H, J = 9.0 Hz, H3′, H5′), δ
6.68 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H3″, H5″), δ 5.65 (s, 2H, 4′′-NH2), the
NH2 signals disappeared after addition of D2O; 3.65 (3H, s,
CH3O); MS: m/z (rel. int.) 347 (M+, 100), 348 (24.31), 214
(36.43).

5.4.2. 4-Amino-6-(p-aminophenyl)-5-cyano-2-(phenyl)-
pyrimidine (6b)

This compound was obtained as yellow crystals in a yield of
76%; m.p. 185–186 °C; Rf = 0.27 (n-hexane/ethyl acetate, 8:2);
(KBr, νmax cm−1): 3323 (NH2 asymm), 3212 (NH2 symm), 2201
(CN), 1611 (C=N); 1H-NMR: (DMSO-d6, 300 MHz), δ 8.40
(dd, 2H, J = 8.0 Hz; J = 2.0 Hz, H2′, H6′), δ 7.90 (d, 2H,
J = 8.7 Hz, H2″, H6″), δ 7.69 (b, 2H, 4′′-NH2), 7.53 (m, 3H,
H3′, H4′, H5′); 6.69 (d, 2H, J = 8.7Hz, H3″, H5″); δ 5.89 (s, 2H,
C6-NH2), the NH2 signals disappeared after addition of D2O;
MS: m/z (rel. int.) 317 (M+, 100), 318 (49.66), 214 (25.89).

5.4.3. 4-Amino-6-(p-aminophenyl)-5-cyano-2-
(p-chlorophenyl)-pyrimidine (6c)

This compound was obtained as yellow crystals in a yield of
55%; m.p. 240–245 °C; Rf = 0.23 (n-hexane/ethyl acetate, 8:2);
(KBr, γmax cm

−1): 3464 (NH2), 3418 (NH2), 2202 (CN), 1618
(C=N); 1H-NMR: (DMSO-d6, 300 MHz), δ 8.46 (d, 2H,
J = 9.0 Hz; H2′, H6′), δ 7.95 (d, 2H, J = 9.0 Hz, H2″, H6″), δ
7.81 (b, 2H, C4-NH2), 7.66 (d, 2H, J = 9.0 Hz; H3′, H5′); 6.75
(d, 2H, J = 9.0 Hz, H3″, H5″); δ 5.97 (b, 2H, 4′′-NH2), the NH2

signals disappeared after the addition of D2O.

5.4.4. 4-Amino-6-(p-aminophenyl)-5-cyano-2-(p-fluorophenyl)-
pyrimidine (6d)

This compound was obtained as yellow crystals in a yield of
69%; m.p. 262–263 °C; Rf = 0.22 (n-hexane/ethyl acetate, 8:2);
(KBr, γmax cm

−1): 3465 (NH2), 3412 (NH2), 2203 (CN), 1605

Table 3
Cytotoxic activity in vitro of 4-amino-2-aryl-5-cyano-6-{3- and 4-(N-phthalimidophenyl)} pyrimidines 7a–e

Growth inhibition (%)
NCI-H292

Concentration (μg ml–1) 1.25 2.50 5.0 10.0
Compound 7a 9.31 ± 0.023 16.55 ± 0.011 24.38 ± 0.042 26.69 ± 0.020
7b 7.09 ± 0.006 9.55 ± 0.032 10.55 ± 0.016 18.78 ± 0.029
7c 8.22 ± 0.016 17.30 ± 0.034 28.17 ± 0.035 30.97 ± 0.036
7d 8.07 ± 0.016 24.39 ± 0.034 27.51 ± 0.035 40.03 ± 0.036
7e – – – –
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(C=N); 1H-NMR: (DMSO-d6, 300 MHz), δ 8.44 (q, 2H,
J = 8.7 Hz; J = 5.0 Hz, H2′, H6′); 7.90 (d, 2H, J = 8.70 Hz,
H2″, H6″); 7.65 (b, 2H, C4-NH2); 7.34 (m, 2′′H, H3′, H5′);
6.69 (d, 2H, J = 9.0 Hz, H5″, H3″), 5.85 (s, 2H, 4′′-NH2), the
NH2 signals disappeared after addition of D2O).

5.4.5. 4-Amino-6-(m-aminophenyl)-5-cyano-2-(p-
chlorophenyl)-pyrimidine (6e)

This compound was obtained as yellow crystals in a yield of
55%; m.p. 237–238 °C; Rf = 0.21 (n-hexane/ethyl acetate, 8:2);
(KBr, γmax cm

−1): 3423 (NH2), 3342 (NH2), 2208 (CN), 1650
(C=O); 1H-NMR: (DMSO-d6, 300 MHz), δ 8.38 (d, 2H,
J = 9.0 Hz; H2′, H6′), δ 7.13 (2H, m, H2″, H5″), δ 7.07 (d,
1H, J = 9.0 Hz, H6″), δ 7.88 (b, 2H, 4′′-NH2), 7.60 (d, 2H,
J = 9.0 Hz, H3′, H5′); 6.76 (d, 1H, J = 9.0 Hz, H4″), δ 5.35
(s, 2H, 4′′-NH2) the NH2 signals disappeared after addition of
D2O.

5.5. General procedure for the synthesis of compounds (7a–e)

Compound 6 was dissolved in nitrobenzene with phthalic
anhydride. The contents were refluxed and stirred for 30 min.
The solid mass was precipitated using cyclohexane and the de-
sired compound 7 was crystallized from acetic acid.

5.5.1. 4-Amino-2-(p-anisyl)-5-cyano-6-{4-
(N-phthalimidophenyl)} pyrimidine (7a)

This compound was obtained in a yield of 67%; m.p. 335–
340 °C; Rf = 0.60 (n-hexane/ethyl acetate 8:2); (KBr, γmax

cm−1): 3459 (NH2 asymm), 3361 (NH2 symm), 2212 (CN), 1750
(C=N), 1644 (C=O); 1H-NMR: (DMSO-d6 300 MHz/δ ppm), δ
8.4 (2H, d, J = 9.0 Hz, H2′, H6′), δ 8.11 (d, 2H, J = 8.4 Hz,
H3″, H5″), δ 8,02 (m, 2H, H1′″ H4′″), δ 7.9 (b, 2H, NH2, after
addition of D2O the signal disappeared), δ 7.94 (m, 2H, H2′″,
H3′″), δ 7.68 (d, 2H, J = 8.4Hz, H2″, H6″), δ 7.08 (d, 2H,
J = 8.7 Hz, H3′, H5′), δ 3.82 (s, 3H, CH3O);

13C-NMR
(DMSO-d6): δ 167.41, 166.86, 164.46, 163.84, 162.23,
136.15, 134.85, 134.10, 131.60, 130.41, 129.20, 128.89,
127.22, 123.59, 116.56, 113.94, 83.75, 55.42; MS: m/z (int.
rel.) 317 (M+, 100), 403 (44.2), 316 (81.6). Anal. calculated for
C26H17N5O3·1/2H2O: C, 68.41%; H, 3.75%; N, 15.34%.
Found: C, 68.62%; H, 3.52%; N, 15.30%.

5.5.2. 4-Amino-5-cyano-2-(phenyl)-6-{4-
(N-phthalimidophenyl)}-pyrimidine (7b)

This compound was obtained in a yield of 64%; m.p. 327–
328 °C; Rf = 0.29 (n-hexane/ethyl acetate 8:2); (KBr, γmax

cm−1): 3404 (NH2 asymm), 3355 (NH2 symm), 2210 (CN), 1718
(C=N), 1609 (C=O), 1H-NMR: (DMSO-d6 300 MHz/δ ppm), δ
8.44 (2H, d, J = 7.5 Hz, H2′, H6′), δ 8.13 (d, 2H, J = 8.7 Hz,
H3″, H5″), δ 8.02 (m, 2H, H1′″, H4′″), δ 7.9 (2H, b, NH2, after
addition of D2O the signal disappeared), δ 7.94 (m, 2H, H2′″,
H3′″), δ 7.76 (2H, d, J = 8.4 Hz, H2″, H6″), δ 7.55 (d, 3H,
J = 7.5 Hz, H3′, H4′, H5′),

13C-NMR (DMSO-d6): δ 167.50,
166.85, 164.61, 164.10, 136.51, 136.01, 134.85, 134.18,
131.57, 129.88, 129.28, 128.58, 127.21, 123.59, 123.34,

116.45, 84.58; MS: m/z (int. rel.) 417 (M+, 100), 418 (18.75),
314 (62.13). Anal. calculated for C26H17N5O3·1/2H2O: C,
68.41%; H, 3.75%; N, 15.34%. Found: C, 68.62%; H,
3.52%; N, 15.30%.

5.5.3. 4-Amino-5-cyano-2-(4-chlorophenyl)-6-{4-(N-
phthalimidophenyl)}pyrimidine (7c)

This compound was obtained in a yield of 61%; m.p. 312–
313 °C; Rf = 0.26 (n-hexane/ethyl acetate 8:2); (KBr, γmax

cm−1): 3471 (NH2 asymm), 3445 (NH2 symm), 2250 (CN), 1730
(C=N), 1611 (C=O); 1H-NMR: (DMSO-d6 300 MHz/δ ppm), δ
8.43 (d, 2H, J = 9.0 Hz, H2′, H6′), δ 8.12 (d, 2H, J = 8.7 Hz,
H3″, H5″), δ 8.02 (m, 2H, H1′″, H4′″), δ 7.94 (2H, m, H2′″,
H3′″), δ 7.69 (d, 2H, J = 8.1 Hz, H2″, H6″), δ 7.61 (d, 2H,
J = 8.4 Hz, H3′, H5′); It was not possible to locate the -NH2

protons 13C-NMR (DMSO-d6): δ 167.59, 166.86, 164.56,
163.08, 136.57, 135.86, 135.38, 134.88, 134.24, 131.59,
130.25, 129.28, 128.75, 127.23, 123.61, 116.32, 84.80. Anal.
calculated for C26H17N5O3·1/2H2O: C, 68.41%; H, 3.75%; N,
15.34%. Found: C, 68.62%; H, 3.52%; N, 15.30%.

5.5.4. 4-Amino-5-cyano-2-(4-fluorophenyl)-6-{4-
(N-phthalimidophenyl)}pyrimidine (7d)

This compound was obtained in a yield of 68%; m.p.
314.5–315 °C; Rf = 0.28 (n-hexane/ethyl acetate 8:2); (KBr,
γmax cm−1): 3466 (NH2 asymm), 3317 (NH2 symm), 2187 (CN),
1734 (C=N), 1644 (C=O); 1H-NMR: (DMSO-d6 300 MHz/δ
ppm), δ 8.48 (d, 2H, J = 9.0 Hz, H2′, H6′), δ 8.13 (d, 2H,
J = 7.8 Hz, H3″, H5″), δ 8.0 (m, 2H, H1′″, H4′″), δ 7.7 (d,
2H, J = 7.8 Hz, H2″, H6″), δ 7.94 (m, 2H, H2′″, H3′″), δ 7.35
(t, 2H, J = 8.1 Hz, J = 8.4 Hz, H3′, H5′); the -NH2 protons pre-
sumably appeared 7.20 ppm 13C-NMR (DMSO-d6): δ 167.53,
166.85, 164.56, 163.11, 135.92, 135.34, 134.87, 134.21,
133.04, 131.56, 131.09, 129.89, 129.28, 127.21, 123.60,
116.38, 84.51. Anal. calculated for C25H14N5FO2·H2O: C,
66.22%; H, 3.56%; N, 15.45%. Found: C, 66.22%; H,
3.31%; N, 15.21%.

5.5.5. 4-Amino-2-(4-chlorophenyl)-5-cyano-6-{3-
(N-phthalimidophenyl)}pyrimidine (7e)

This compound was obtained in a yield of 50%; m.p. 309–
310 °C; Rf = 0.34 (n-hexane/ethyl acetate 8:2); (KBr, γmax

cm−1): 3460 (NH2 asymm), 3351 (NH2 symm), 2187 (CN), 1727
(C=N), 1642 (C=O); 1H-NMR: (DMSO-d6 300 MHz/δ ppm), δ
8.4 (d, 2H, J = 8.7 Hz, H2′, H6′), δ 8.07 (m, 2H, H4″, H6″), δ
8.01 (m, 2H, H1′″, H4′″), δ 7.93 (m, 2H, H2′″, H3′″), δ 7.74 (d,
1H, J = 8.4 Hz, H2″), δ 7.72 (bs, 1H, H5″), δ 7.59 (2H,
J = 8.4 Hz, H3′, H5′); The -NH2 protons could not be located
13C-NMR (DMSO-d6): δ 173.06, 167.36, 167.10, 164.71,
163.24, 137.27, 136.74, 135.40, 134.99, 132.46, 131.67,
130.35, 130.04, 129.25, 128.81, 128.33, 127.69, 123.69,
116.21. Anal. calculated for C25H14N5ClO2·1/2H2O: C,
65.15%; H, 3.28%; N, 15.26%. Found: C, 64.86%; H,
3.33%; N, 15.61%.
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5.6. The antiinflammatory activity of the compounds 5 and 7

The antiinflammatory activity was evaluated by the model
of carrageenan-induced mouse paw edema following the litera-
ture method [20], which was described earlier by Levy [21].
The inflammation was induced by injecting a 1% solution of
carrageenan lambda (sigma) dissolved in a 0.5% saline solution
containing 2.5% of Tween 80, in the right hind paw of a group
of 10 animals (body weight ≈ 19–21 g of each animal). After
30 min the compounds were administered to a group of 10
mice intraperitoneally having a dose of 250 mg kg–1. The anti-
inflammatory drug used as standard was ASA at the dose of
250 mg kg–1. Even with the discovery of many new medicines,
aspirin is still the analgesic–antipyretic and antiinflammatory
agent more prescribed in the medicine and is standard to the
evaluation of new drugs in pharmacological assays [22].

The cytotoxical assays were performed using the methodol-
ogy described by Mosman [23] to evaluate the cell prolifera-
tion. The drugs were dissolved in DMSO having four concen-
trations of 10, 5, 2.5 and 1.25 μl. A suspension at the
concentration of 5 × 104 cells ml–1 were prepared and distrib-
uted in culture cell plates and incubated at 37 °C over a damp
atmosphere. After 24 h the test drugs were added. DMSO was
used as control and the test were made in quadruplicate. The
cells were incubated for additional 72 h. After this time, a so-
lution of 25 μl of MTT at a concentration of 5 mg ml–1 [24]
was added. The plates were incubated at 37 °C for more than
2 h and the reading were made by an ELISA reader model
ELX 800 at 540 nm.

6. Conclusion

We have achieved an efficient and simple synthesis of 5a–
h. The transformation of these to 6a–e followed by the pre-
paration of phthalimidoyl pyrimidines 7a–e has also been ac-
complished. The discovery that these final phthalimidopyrimi-
dines are antiinflammatory without any toxic effects is
exciting. This finding is quite satisfactory. Hence, this study
has widened the scope for evolving the new and promising
antiinflammatory drugs.
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A B S T R A C T   

The Aedes aegypti mosquito is the main vector of the arboviruses that cause Zika, Yellow Fever, Dengue, and 
Chikungunya, incapacitating diseases that may even be fatal. There are still no vaccines for any of these viruses. 
Therefore, the only way to contain outbreaks is to control the vector that transmits them. In the present study, we 
investigated the larvicidal activity of lichen extracts (Ramalina complanata (Sw.) Ach., 1810 and Cladonia ver
ticillaris (Raddi) Fr.), isolating components that were used against larvae of the mosquito A. aegypti. The ether 
extract from R. complanata exhibited an LC50 = 5.9 µg.ml− 1, while a compound isolated from this species, 
divaricatic acid, had an LC50 = 27.1 µg.ml− 1. The acetone extract of C. verticilaris exhibited an LC50 = 17.4 µg. 
ml− 1 and the isolated compound fumarprotocetraric acid (FUM) had an LC50 = 13.6 µg.ml− 1. These results 
demonstrate that extracts and isolated compounds from the two lichen species have strong larvicidal activities. 
FUM is the most active compound in our investigation. The molecular docking studies of divaricatic acid and 
FUM demonstrated that they bind to the active site of AaAChE1 in an energetically favorable manner. The 
TRP286 residue may have contributed to the more pronounced activity of fumarprotocetraric acid compared to 
divaricatic acid. Other aspects related to the more pronounced activity of fumarprotocetraric acid are its mo
lecular weight and higher solubility. Our results provide evidence of the importance of studying lichen secondary 
metabolites as natural sources of insecticides and investigating possible interactions with AaAChE1.   

1. Introduction 

The mosquito Aedes aegypti is a vector of the viruses that cause Zika, 
dengue, chikungunya and yellow fever, which affect thousands of peo
ple in tropical and subtropical regions throughout the world (Musso 
et al., 2015; World Health Organization, 2016). In Brazil, the number of 
cases of dengue increased by 48.1% in 2022 compared to 2021 (Bra
zilian Health Ministry, 2022). The most common way to prevent these 
diseases is to combat the transmitting mosquito by interrupting its life 

cycle with egg traps, larvicides and insecticides (Consoli and Oliveira, 
1994). Larvicides are effective for combating larvae, which is one of the 
aquatic forms in the life cycle of the mosquito. However, synthetic lar
vicides have led to the development of resistant mosquito populations 
(Diniz et al., 2014). It is important to emphasize that the use of synthetic 
larvicides can also affect the environment and human health (Vieira 
Santos et al., 2017; Aiub et al., 2002). 

One alternative is the use of natural larvicides derived from sec
ondary metabolites from plants, which have been widely investigated as 
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a source of promising products for combating mosquitoes and other 
insect pests (Budiman et al., 2021). An example is the larvicidal activity 
of 2-hydroxy-4-methoxy-6-propyl-methyl benzoate and (+)-usnic acid 
isolated from Ramalina usnea (lichen); these compounds exhibited sig
nificant toxicity to A. aegypti, with LC50 values of 4.85 and 4.48 µg.ml− 1, 
respectively (Moreira et al., 2016). The literature offers other examples 
of natural products with larvicidal activity, such as extracts and essential 
oils from plants and microalgae (Navarro et al., 2013). Bianco et al. 
(2013) reported the larvicidal activity of marine macroalgae and found 
that the substance responsible for the mortality of the larvae was elatol 
(LC50 = 10.7 µg.ml− 1). Essential oils are an effective tool against Aedes 
aegypti mosquito larvae. There is extensive scientific literature on this 
subject (Budiman et al., 2021). 

Lichens are a symbiotic association between fungi and algae or 
cyanobacteria. There are ca. 17,000 known lichen species and no less 
than 800 lichen-based products are used in the cosmetic, perfume, and 
food industries, with further uses as pollution bioindicators, dyes, and 
drugs. In medicine, it is possible to mention the use of lichens in folk 
medicine to cure some diseases, such as inflammation of the joints 
(arthritis), inflammation of the skin (eczema), and pulmonary disease. 
Usnea longissima, a lichen species that is highly sensitive to air pollution, 
is used to monitor air quality. It can also be used as a hair strengthener 
and hygiene product, as well as in the treatment of leg injuries, skin 
eruptions, and as an expectorant (Jayanthi et al., 2012). 

Lichens are also rich in secondary metabolites with proven biological 
properties, such as fumarprotocetraric and lecanoric acid. Fumarproto
cetraric acid has demonstrated expectorant and antioxidant activity in 
rats and lecanoric acid has antioxidant activity as well as antimicrobial 
activity, with action against Gram-positive bacteria (Gaikwad et al., 
2014; Nóbrega et al., 2012; De Barros Alves et al., 2014). Extracts from 
the lichens Lecanora muralis, Letharia vulpina and Peltigera rufescens 
exhibited insecticidal activity against adult forms of the grain weevil, 
Sitophilus granarius (Emsen et al., 2015). There are studies on molecular 
docking of acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase, and tyrosinase 
enzymes to molecules isolated from seaweeds (isoamijiol, 14-deoxyami
jiol, amijidictyol, dictyodial, and 4α-acetoxydictyodial). They show that 
these molecules can interact with enzymes and inhibit them, evidencing 
the mode of action of larvicides in mosquitoes (Kilic et al., 2021). Sec
ondary metabolites confer the protection of lichens from certain types of 
insects (Pöykkö et al., 2010) and constitute a promising source of 
compounds with insecticidal activity that could be a good option in the 
search for bioinsecticides for pest control programs. 

Relatively few studies have addressed the insecticidal activity of 
substances derived from lichens against insects of public health impor
tance. Therefore, the aim of the present study was to investigate the 
larvicidal activity of extracts from lichens (Ramalina complanata (Sw.) 
Ach., 1810 and Cladonia verticillaris (Raddi) Fr.) and isolated compo
nents of these extracts against larvae of the mosquito A. aegypti. 

2. Methods 

2.1. Lichen material 

The lichen R. complanata was collected from the municipalities of 
Saloá (09◦ 01.399′ S; 36◦ 47.565′ W) in the state of Pernambuco in 
northeast Brazil in the winter period of the Southern Hemisphere (June 
2008). The identification of the thallus was performed by an evaluation 
of morphological characteristics and a voucher (nº 54299) was depos
ited in the Geraldo Mariz Herbarium of the Botany Department of Uni
versidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, PE, Brazil. 

The lichen C. verticillaris was collected from the municipality of 
Taquaritinga do Norte (09◦ 01.399′ S; 36◦ 47.565′ W) in the state of 
Pernambuco, Brazil in the winter period of the Southern Hemisphere 
(June 2017). The identification of the thallus was performed as 
described above and a voucher (nº 54301) was deposited in the Geraldo 
Mariz Herbarium of the Botany Department of UFPE, Recife, PE, Brazil. 

2.2. Preparation of extracts and isolation of compounds 

The isolation of all compounds was performed following the methods 
described by Asahina and Shibata (1954). 

Preparation of ether extract of R. complanata and isolation of divar
icatic acid: dried and crushed lichen (10 g) was extracted using 100 ml of 
diethyl ether in a soxhlet apparatus under reflux. The extract was 
transferred to a vacuum rotary evaporator and subsequently stored in 
glass vials and placed in a desiccator until constant weight was obtained. 
A mass of 0.870 g of dry extract was obtained (yield: 8.7%). Around 
0.87 g of extract was used to isolate divaricatic acid. The glass vial (10 
ml) containing the entire extract was placed in a water bath, followed by 
the addition of 5 ml of ethanol. A glass rod was used to mix the solid with 
ethanol in an attempt to dissolve the impurities contained in the 
divaricatic acid. The mixture was filtered using a filter paper, and the 
solid obtained was transferred back to the flask. Every time the solid was 
filtered, a very small sample was used in thin-layer chromatography 
(TLC) to check the purity of the divaricatic acid. This procedure was 
repeated until a single spot was obtained on TLC, i.e., highly purified 
divaricatic acid. TLC: the elution system used was toluene/dioxane/ 
acetic acid (45:12.5:2 v/v/v), reveal in 10% sulfuric acid. The com
pounds’ bands were observed under UV light (254/312 nm). We ob
tained 0.249 g of divaricatic acid (28% yield). 

Preparation of the acetone extract of C. verticillaris and isolation of 
FUM: Lichen thalli (30 g) were submitted to extraction in a shaker at 
room temperature for 3 h using 100 ml of acetone. The extraction was 
repeated 3 times and the extracts were combined. The extract was kept 
in a freezer for 24 h then filtered. The solvent was removed in a vacuum 
rotary evaporator until a dry extract was obtained (2.4 g; 8% yield). TLC 
was used to monitor compound bands in extract preparation. Isolation of 
FUM from C. verticillaris acetone extract: 2.4 g of the acetone extract was 
dissolved in 20 ml of cold acetone and centrifuged at 5000 rpm for 5 
min. This centrifugation procedure was repeated 4 times, until the for
mation of a precipitate could be observed. Then, the acetone solution 
was separated from the precipitate using a Pasteur pipette. The precip
itate was moved to a G4 sintered glass funnel, and very gently washed 
with drops of ice-cold acetone. A mass of 0.50 g of FUM was obtained 
(20% yield). 

2.3. Identification of compounds in extracts and confirmation of 
molecular structure 

The identification and isolation of compounds was performed using 
thin-layer chromatography (TLC), high-performance liquid chromatog
raphy (HPLC) and proton nuclear magnetic resonance (1H NMR). 

TLC analyses followed the methods described by Culberson (1969). 
Chromatography was performed in the ascending direction using 
Merck® silica gel F254 nm chromatoplates. The solvent system was 
toluene-dioxane-acetic acid (80:19.5:0.5, v-v:v). After the run, bands 
corresponding to the compounds were viewed under a UV lamp (254 
and 366 nm) and subsequently developed by spraying a 10% sulfuric 
acid solution and heating to 100ºC/10 min. Compounds were identified 
by comparison with standards of lichen phenols available in the lab. 

HPLC analyses were performed in a Hitachi liquid chromatograph 
coupled to a UV/Vis detector, following the method described by Legaz 
et al. (1986). An RP18 reverse phase column was used, with pressure of 
88 atm and a flow of 1 ml/min. Compounds were identified based on 
retention time in the column and comparison with standards available in 
the lab. 

1H NMR analysis was performed in a Varian spectrometer (Unity 
model) at 300 MHz. 

2.4. Maintenance of Aedes aegypti colony 

Larvae were obtained from the Aedes aegypti Linneaus (Rockefeller 
strain) colony of the insectarium of the UFPE Chemical Ecology Lab. The 
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insectarium was kept at a temperature of 27 ± 1ºC, average relative 
humidity of 80% and a photoperiod with 14 h of light and 10 h of 
darkness. The Rockefeller strain is cultivated and used in entomology as 
a reference of susceptibility, which enables its use in bioassays for the 
comparison of resistance with local populations. 

2.5. Rearing of Aedes aegypti in laboratory 

For the hatching of the eggs of Aedes aegypti, paper platforms con
taining eggs were placed in a cup with water from the larval rearing 
containers in the lab. This procedure is normally performed within 24 h. 
The newly hatched eggs were distributed and placed in round plastic 
containers with a 20-cm diameter containing approximately 450 ml of 
distilled water. Feeding throughout the larval stage was performed with 
ground Purina® dog ration. 

The water in the containers was exchanged every two days until the 
larvae reached the pupal stage. The pupae were removed from the 
containers and placed in glasses, which were placed in square cages (35 
cm per side) for the emergence of the adults. The adults were fed daily 
with a 10% sucrose solution. Chicken blood meal was offered to the 
females, supplied in an artificial glass apparatus at 35–36º C. 

2.6. Larvicidal bioassay 

The extracts and pure compounds were diluted in distilled water for 
the preparation of different concentrations. Tween 80 (three drops) was 
used as co-solvent for better homogenization in 100 ml of distilled 
water. Twenty A. aegypti larvae (L4 instar) were exposed to the treat
ment in 50-ml beakers containing 20 ml of the test solution. Each test 
was conducted in triplicate. The negative control was distilled water 
with Tween 80 (same concentration used to dissolve the extracts and 
isolated compounds – three drops per 100 ml of water) and 20 larvae (L4 
instar). The positive control was Temephos (LC50 = 0.0033 µg.ml− 1), 
used to kill 20 larvae (L4 instar) (to confirm non-resistant colony). 
Mortality of the larvae exposed to the treatments was determined after 
24 and 48 h. The quantity of dead larvae was recorded on a chart and 
lethal concentrations (LC50 and LC90) were calculated. Larvae with no 
motor activity 48 h after the onset of the bioassay were considered dead. 
The calculation of the LC50 and LC90 for the extract and isolated com
pounds was performed using Probit – Package Ecotox: Analysis of Eco
toxicity (Wheeler et al., 2006; Hlina et al., 2021; De Carvalho et al., 
2017). 

2.7. Molecular docking of compounds 

Preparation of ligands: For the molecular docking analysis, two stan
dards (Temephos and AL200 co-crystalized ligand) and two lichen 
compounds were used in the preparation of the ligands. All structures of 
the compounds were designed, and energies were minimized using the 
BIOVIA Discovery Studio Visualizer (https://discover.3ds.com/discov
ery-studio-visualizer-download). 

Preparation of macromolecule: The enzyme acetylcholinesterase 1 
from Aedes aegypti (AaAChE1) (PDB: 5FUM) was retrieved from the 
Protein Data Bank (PDB). All ligands, ions and molecules of water were 
manually removed from the original structure and hydrogen atoms were 
added using the BIOVIA Discovery Studio. 

Docking: The docking process was performed using the Molegro 
Virtual Docker (MVD) program and the binding site was defined by 
molecular interactions between amino acid residues and the co- 
crystallized ligand (AL200). The grid box was set at a radius of 15 Å. 
The results for each calculation were given by the bond energy (Kj. 
mol− 1) for each pose of the ligand coupled to the target enzyme. 

Consensus docking: The consensus analysis was based on the average 
auto-scaling scores (Oda et al., 2006). All scores obtained by five 
methods (GPU Score, Moldock Score, Rerank Score, Docking Score and 
Similarity Score) for each molecule were divided by the lowest value 

among them. The average of the normalized values (consensus) was 
calculated for each compound and the compounds were subsequently 
ranked as a function of this average. 

Docking validation: Docking validation was performed by the re-dock 
of the co-crystallized ligand (AL200) extracted from the original PDB file 
(PDB ID: 5FUM) and interpreted in terms of the root mean square de
viation < 2 for overlap of the re-docked ligand and crystallographic pose 
(Silva-Júnior et al., 2016). 

Analyses and illustrations: The analyses of the interactions between 
the ligands and amino acid residues of AaAChE1 were performed using 
the BIOVIA Discovery Studio. The same program was used for the 
illustrations. 

3. Results and discussion 

3.1. Physicochemical analysis of lichen metabolites 

The isolation of the compounds was accompanied by TLC. For FUM, 
the retention factor (RF) = 0.18 corroborates the data reported in the 
literature (Martins et al., 2018). The RF for divaricatic acid was 0.56. 
The purity of the compounds was evaluated using HPLC. The divaricatic 
acid had 99% purity (Fig. 1) and a retention time of 16.47 min (Figs. 1 
and 2). 

FUM had a retention time of 2.79 min and 93.79% purity (Fig. 2). 

3.1.1. C. verticillaris 
The spectroscopic analysis was performed using H1 NMR and the 

results confirmed data reported by Huneck and Yoshimura (1996): 
Divaricatic acid: (400 MHz, CdCl3)δ 0.98 (6 H, T, 5.4 Hz, Me, C18, 

27); 1.68 (4 H, m, CH2 – C-16 and 26); 2.97 (4 H, m, CH2, C-17, 25); 
2.93 (3 H, s,OCH3, C-20); 6.38 (2 H, d, 2.4 Hz, C4, 11); 6.64 (1 H, d, 
2.4 Hz, C15); 6.76 (1 H, d, 2.4 Hz, C-6); 10.65 (2 H, s, OH, C7, 22). 

Fumarprotocetraric acid (FUM): 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6) δH (H; 
mult.; int.): 2.38 (3 H; s; CH3-9), 2.41 (3 H; s; CH3-9′). 5.26 (2 H; s; CH2- 
8′), 6.60 (2 H; s; CH-2′; CH-3′), 6.80 (1 H; s; CH-5), 10.53 (1 H; s; CH-8), 
11.93 (1 H; s; C-4-OH or C-2′-OH). 

3.2. Larvicidal activity of compounds 

The LC50 and LC90 of the lichen compounds against the A. aegypti 
larvae are displayed in Table 1. The ether extract from R. complanata had 
50% lethality at a concentration of 5.9 µg.ml− 1, whereas the compound 
isolated from this lichen (divaricatic acid) had an LC50 of 27.1 µg.ml− 1, 
demonstrating that the extract had greater larvicidal action compared to 
the isolated compound. This finding may be due to the synergism be
tween divaricatic acid and other chemical components of the extract 
that were also active in the larvicidal tests. Further investigation is 
necessary to identify these active compounds in the extract. The syner
gistic effect was well discussed by Pavela (2008) in a study in which the 
authors showed that a mixture of compounds improved the mortality of 
the insects compared with compounds tested separately. 

The acetone extract of C. verticilaris had an LC50 of 17.4 µg.ml− 1 and 
its isolated compound (FUM) had an LC50 of 13.6 µg.ml− 1 (Table 1), 
demonstrating that the isolated compound had greater larvicidal activ
ity than that of the extract. Thus, FUM is the active compound of this 
extract in terms of larvicidal activity for Aedes aegypti. 

The insecticidal potential of FUM has been reported in the literature. 
Martins et al. (2018) demonstrated the insecticidal action of FUM for the 
development of Nasutitermes corniger. Lectin isolated from the lichen 
C. verticillaris also presented insecticidal action against Nasutitermes 
corniger (Silva et al., 2009). 

Other compounds isolated from lichens have been described as bio
insecticides. Usnic acid isolated from the lichen Ramalina usnea caused 
50% mortality of A. aegypti larvae exposed to the compound at a con
centration of 4.48 µg.ml− 1 (Moreira et al., 2016). Extracts from the li
chens Lecanora muralis, Letharia vulpina and Peltigera rufescens caused the 
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death of adult forms of the grain weevil, Sitophilus granarius (Emsen 
et al., 2015). 

The results in Table 1 of the larvicidal tests (LC50 and LC90) with 
Aedes aegypti exposed to the lichen extracts and compounds isolated 
from these extracts are similar to those reported for synthetic com
pounds derived from thiosemicarbazones by Da Silva et al. (2015). The 
most active compounds in the study had an LC50 ranging from 5.8 to 
28.8 µg.ml− 1. 

The present larvicidal data of the lichens against Aedes aegypti are 
similar to data reported in studies using the plant Piper corcovadensis. Da 
Silva et al. (2016) demonstrated that the essential oil from the leaves of 
this plant had an LC50 of 30.52 µg.ml− 1 and the major constituent of the 
oil (1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene) had an LC50 = 22.1 µg.ml− 1. 
In a larvicidal study involving Aedes aegypti, Albuquerque et al. (2022) 
demonstrated that the hexane extract of the leaves of the same plant had 
an LC50 = 18.23 µg.ml− 1 and the compound beta-germacrene-D-4-ol 

Fig. 1. HPLC chromatogram. Divaricatic acid isolated from R. complanata.  

Fig. 2. HPLC chromatogram. Fumarprotocetraric acid (FUM) isolated from.  

Table 1 
Larvicidal data (LC50 and LC90) for A. aegypti exposed to lichen extracts, isolated compounds and Temephos.  

Material     Larvicidal activity* 

N1 X2 Slop (SE) DF2 LC50
4 

(95% CI)3* 
LC90

4 

(95% CI)3* 

Temephos  520 0.5687  0.348  4 0.0033 
(0.00299–0.00370) 

0.0102 
(0.00777–0,0158) 

Ether extract of 
R. Complanata  

400 0,2091  0.705  3 5.9 
(2.92–8.03) 

15.0 
(12.6–18.3) 

Divaricatic acid  350 0,7179  0.403  3 27.1 
(19.3–36.1) 

60.4 
(42.9–162) 

Acetone extract of 
C. verticilaris  

300 0.624  0.419  3 17.4 
(15.5–19.3) 

34.9 
(31.0–40.7) 

Fumarprotocetraric acid (FUM)  300 0,0814  0.590  3 13.6 
(3.36–27.1) 

22.1 
(19.5–23.5) 

1Numder of insects used in test, 2degrees of freedom, 3lethal concentration and confidence interval; 4 µg.ml− 1. *LC values are considered significantly different when 
95% CI fail to overlap (P < 0.05). 
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isolated from the extract had an LC50 = 6.71 µg.ml− 1. 
The present findings suggest that the lichen extracts and isolated 

compounds show promising insecticidal potential against Aedes aegypti 
when compared to the results obtained with essential oils compiled in 
the review by Budiman et al. (2021) and with seaweed extracts compiled 
by Ali et al. (2013). 

The LC50 and LC90 of R. complanata ether extract are comparable to 
those of several plant extracts and isolated compounds described in the 
literature (Pavela, and Pavela et al., 2019, 2021). The leaf ethanolic 
extract of Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees showed an LC50 
= 12 ppm and the petroleum ether leaf extract of Argemone mexicana L. 
an LC50 = 49 ppm. But there are plant extracts showing even better 
results, such as the extract of Artemisia annua L. with an LC50 = 0.7 ppm 
and the root essential oil from Carlina acaulis L. with an LC50 = 2 ppm. 
The LC50 values of compounds isolated from lichens in this study ranged 
from 13 to 27 ppm. Studies show that compounds isolated from plants 
have data comparable to ours or even better: beta-sitosterol (LC50 =

11.5 ppm), emodin (LC50 = 1.9 ppm), and alpha-mangostin (LC50 =

2.2 ppm), among others. 
In silico molecular docking studies and absorption, distribution, 

metabolism, excretion and toxicity (ADMET) prediction studies were 
then performed with the isolated compounds (divaricatic acid and 
fumarprotocetraric acid) to obtain information on the possible mecha
nism of the insecticidal action. 

3.3. Molecular docking 

Molecular docking is an approach that enables the determination of 
parameters that lead to the best results by enabling a better sampling of 
conformation at the binding site (Silva-Júnior et al., 2016). Thus, mo
lecular docking was performed with divaricatic acid and fumarproto
cetraric acid and the active site of the enzyme acetylcholinesterase 1 
from Aedes aegypti (AaAChE1). AaAChE1 is an important molecular 
target for the control of the vector and is responsible for AChE-mediated 
resistance to insecticides (Engdahl et al., 2016). 

All ligands investigated (divaricatic acid, fumarprotocetraric acid 
and the standard compound temephos) were able to interact with amino 
acid residues at the active site of AaAChE1 from Aedes aegypti, docking 
in an energetically favorable manner (Table 2). 

The consensus averages resulting from the scores for the best pose of 
each compound enabled establishing a ranking among the molecules 
studied and the compounds used as standards (Table 2). AL200 (co- 
crystallized ligand) had the best consensus and, consequently, the most 
favorable interaction. Divaricatic acid had the second-best average 
consensus (0.7116), followed by temephos (0.6455). Among the com
pounds studied, fumarprotocetraric acid (FUM) had the lowest average 
consensus (0.6455), proving to be the least energetically favorable 
among the compounds tested. 

Although the in silico analysis resulted in a different order for the 
compounds when compared to the experimental LC50 results, which 
demonstrated that fumarprotocetraric acid was more active than 
divaricatic acid, other factors, such as the type of interactions and ADME 
parameters are fundamental to the understanding of biological activity. 
Thus, the aim of this step was to ascertain how many and what types of 
interaction may be determinant of greater inhibitory activity. The 

results are displayed in Table 3. 
Few in silico studies have investigated interactions between lichen 

phenols and biological targets. Igoli et al. (2014) evaluated interactions 
of lichesterinic, protolichesterinic and fumarprotocetraric acids isolated 
from Cetraria islandica with riboflavin kinase, sterol-14α-demethylase 
and glutathione synthetase. The authors found that hydrophobic factors 
were intensely related to the high affinity with the biological targets 
analyzed. Indeed, a greater number of amino acid residues were found in 
hydrophobic reactions with the lichen compounds evaluated in the 
present study. Divaricatic acid presented seven hydrophobic reactions 
with the amino acid residues ASP74, TRP86, PHE297, TYR337, PHE338, 
HIS447 and GLY448, whereas fumarprotocetraric acid presented six 
hydrophobic reactions with the residues TYR72, TRP286, SER293 and 
PHE295. 

Only fumarprotocetraric acid had an interaction in common with the 
co-crystallized ligand and temephos (TRP286). This interaction may be 
related to its greater activity in comparison to divaricatic acid. More
over, an unfavorable interaction was found between divaricatic acid and 
the residue SER125. The 2D images of the interactions between the 
compounds and amino acid residues of the active site of AaAChE1 are 
presented in Fig. 3. 

The ADMET parameters of the compounds were predicted in silico. 
The results are presented in Table 4. 

The in silico ADMET analysis furnishes data that can assist in the 
understanding of the greater activity of fumarprotocetraric acid 
compared to divaricatic acid despite the lower interaction capacity with 
AaAChE1. 

The first variable that stands out is molar mass. The standard com
pounds and fumarprotocetraric acid have a similar molecular weight 
and greater than 400 g/mol, whereas divaricatic acid has a molecular 
weight 388.41 g/mol. Studies in the literature report different responses 
for biological activity as a function of the molecular weight of the ligand 
(Barbucci et al., 1998; Chen et al., 2015; Jiménez-Rosés et al., 2021). 
The second point of interest is the cLogP = 1.86, which gives fumar
protocetraric acid greater solubility in an aqueous medium. Lastly, 
divaricatic acid did not exhibit toxicity for any of the parameters tested, 
whereas fumarprotocetraric acid demonstrated a low probability of 
being mutagenic and a low risk to reproduction. However, FUM 
exhibited a high probability of being an irritant. 

4. Conclusions 

The extracts from the lichens R. complanata and C. verticilaris and the 
compounds isolated from these extracts (divaricatic and fumarprotoce
traric acid, respectively) demonstrated larvicidal activity against 
A. aegypti. Fumarprotocetraric acid was the more active compound and 
was able to eliminate 50% of the larvae in any instar at a lower con
centration of 13.6 µg.ml− 1. The molecular docking studies demonstrated 
that the lichen compounds bind to the active site of AaAChE1 in an 
energetically favorable manner. The greater influence of hydrophobic 
forces in the interaction with the active site of the receptor is compatible 
with data in studies found in the literature that relate the hydrophobic 

Table 2 
Ranking of compounds with best average consensus at active site of 
AaAChE1.  

Compound Consensus average 

AL200*  0.9610 
Divaricatic acid  0.7116 
Temephos  0.6455 
Fumarprotocetraric acid  0.6455  

* Co-crystallized ligand at active site of AChE1 (PDB: 5FUM). 

Table 3 
Ranking of compounds in terms of larvicidal activity (LC50) and amino acid 
residues involved in interaction between compounds and active site of 
AaAChE1.  

Compound INTERACTIONS 

AL200 TRP86, TRP286, TYR337, PHE338, TYR341, HIS447 and 
GLY448 

Divaricatic acid ASP74, TRP86, TYR124, SER125, PHE297, TYR337, 
PHE338, HIS447 and GLY448 

Temephos TYR72, ASP74, TRP86, GLY120, GLY121, GLU202, 
TRP286, TYR337, TYR341 and HIS447 

Fumarprotocetraric 
acid 

TYR72, TYR124, TRP286, SER293, PHE295 and ARG296  

A.S. da Silva et al.                                                                                                                                                                                                                              



Industrial Crops & Products 195 (2023) 116425

6

nature of lichen phenols to affinity with other biological targets. 
Moreover, the TRP286 residue may have contributed to the greater ac
tivity of fumarprotocetraric acid compared to divaricatic acid. Other 
aspects related to the greater activity of fumarprotocetraric acid are its 
molecular weight and greater solubility. Despite being more active than 
divaricatic acid, fumarprotocetraric acid has possible toxic effects that 
need to be investigated further. 

The present results demonstrate the importance of studying lichen 
secondary metabolites as a natural source of insecticides and investi
gating possible interactions with AaAChE1. The results of the in silico 

molecular docking and ADMET studies can assist in understanding the 
mechanism of insecticidal action and the optimization of the activity of 
these compounds. 
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Fig. 3. Interaction with active site of AaAChE1. (A) Interactions between AL200 and amino acid residues of active site of AaAChE1. (B) Interactions between 
divaricatic acid and amino acid residues of active site of AaAChE1. (C) Interactions between temephos and amino acid residues of active site of AaAChE1. (D) 
Interactions between fumarprotocetraric acid and amino acid residues of active site of AaAChE1. 

Table 4 
Pharmacokinetic parameters and toxicity determined in silico.  

Parameters Divaricatic 
acid 

Fumarprotocetraric 
acid 

Temephos AL200 

Mol weight 388.41 472.36 466.47 407.36 
cLogP 4.24 1.86 5.62 3.58 
cLogS -4.07 -4.81 -6.49 -3.18 
H-Acceptors 7 12 6 5 
H-Donors 3 4 0 0 
PSA 113.29 193.96 164.48 36.02 
Druglikeness -3.42 -5.53 -3.94 8.15 
Mutagenic None Low Low None 
Tumorigenic None Low High None 
RE None Low High None 
Irritant None High High None 

*PSA = polar surface area; RE = reproductive effect. 
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Nóbrega, N.D.A., Ribeiro, S.M., Pereira, E.C., Marcelli, M., Martins, M.C.B., Falcão, E.P. 
D.S., Gusmão, N.B., Silva, N.H.D., 2012. Produção de compostos fenólicos a partir de 
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