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RESUMO 

 

 

Doença de Chagas faz parte de um grupo de enfermidades conhecidas como 

Doenças Tropicais Negligenciadas que podem provocar incapacitação e morte. Para 

a Organização Mundial de Saúde é emergencial encontrar alternativas terapêuticas 

menos tóxicas e mais efetivas do que as disponíveis atualmente. Neste trabalho, 

promoveu-se um estudo in silico perfilado do protótipo 4-amino-5-carbonitrila-

pirimidina para otimizar atividade antichagásica. Realizou-se a avaliação das 

interações com o sítio ativo da cruzaína a partir do ZN3F. Através deste estudo 

promoveu-se a síntese de derivados que oferecem uma ocupação específica dos 

fragmentos da proteína do parasito, e também se avaliou os parâmetros 

farmacocinéticos e toxicológicos in silico por meio da Regra dos Cinco de Lipinski. Os 

compostos produzidos foram conduzidos a testes in vitro contra a forma tripomastigota 

da cepa Talahuen do Trypanosoma cruzi, e a avaliação da citotoxicidade in vitro sob 

as linhagens celulares de mamíferos L929. Dez compostos protótipos (5a-h e 7a-b) 

foram ancorados in sílico no sítio ativo de 3LXS, e todos os compostos apresentaram 

score superior ao ligante cocristalizado, sendo os derivados 5b, 5c, 5f, 5g e 5h com 

scores superiores ao composto lead, e o 5f como melhor score, acima do composto 

ZN3F. Nenhum dos compostos violou a Regra dos Cinco de Lipinski e seus 

parâmetros ADMET indicaram boa absorção e solubilidade aquosa variando de boa a 

moderada, além de não demonstrarem mutagênese, tumorigênese, ou cause 

problemas de reprodutibilidade e irritação. Todos os derivados inibiram a cepa 

Talahuen de T. cruzi, e os compostos 5a, 5b e 5d apresentaram CI50 muito baixa. Os 

derivados 5c e 5h inibiram os parasitas em valores próximos ao medicamento padrão, 

benznidazol, e o produto 5e demonstrou a menor CI50, 2,79±0 µM. Nos testes de 

viabilidade celular, praticamente todos os compostos apresentaram valores de 

citotoxicidade (CC50) superiores às concentrações de CI50 parasitárias, tendo os 

compostos 5e e 5b, respectivamente, 31,3 e 25, os melhores índices de seletividade.  

Palavras-chave: docking; pirimidinas; Trypanosoma cruzi; cruzaína. 

 

  



 
 

ABSTRACT 

 

 

Chagas disease is part of a group of illnesses known as Tropical Neglected Diseases 

that can cause disability and death. According to the World Health Organization, there 

is an urgent need to find less toxic and more effective therapeutic options than those 

currently available. In this work, a profiled in silico study was conducted of the 4-amino-

5-carbonitrile-pyrimidine template to optimize anti-Chagas activity. Interactions with the 

active site of cruzain were investigated based on ZN3F. The synthesis was performed 

of derivatives that offer a specific occupation of fragments of the protein of the parasite. 

The pharmacokinetic and toxicological aspects were investigated in silico using 

Lipinski’s rule of five. The compounds produced were submitted to in vitro tests against 

the trypomastigote form of the Talahuen strain of Trypanosoma cruzi. Cytotoxicity as 

investigated in vitro using mammalian L929 cell lines. Ten prototype compounds (5a-

h and 7a-b) were anchored in silico to the active site of 3LXS. All compounds had a 

better score than the co-crystallized ligand. The 5b, 5c, 5f, 5g and 5h compounds had 

better scores compared to the lead compound and 5f had a better score than the ZN3F 

compound. None of the compounds violated Lipinski’s rule of five and the ADMET 

parameters indicated good absorption, with water solubility ranging from good to 

moderate. The compounds did not exhibit mutagenesis or tumorigenesis or cause 

reproductive problems or irritation. All derivates inhibited the Talahuen strain of T. cruzi 

and the 5a, 5b and 5d compounds had a very low IC50. The 5c and 5h derivatives 

inhibited the parasite at values close to that of the standard medication (benznidazole) 

and the 5e compound had the lowest IC50 (2.79 ± 0 µM). In the cellular viability tests, 

practically all compounds had cytotoxicity values (CC50) higher than the parasitic IC50 

concentrations, with 5e and 5b demonstrating the best selectivity indices (3.3 and 25, 

respectively).  

Keywords: docking; pyrimidines; Trypanosoma cruzi; cruzain. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As Doenças Tropicais Negligenciadas (DTNs) são um grupo de vinte doenças 

que acometem principalmente pessoas de baixa renda, politicamente marginalizadas 

e de pouco acesso aos cuidados de saúde. A Organização Mundial de Saúde (OMS) 

desenvolveu um roteiro de metas com o propósito de auxiliar na erradicação dessas 

doenças. Dentre estas metas estão a disponibilização de quimioterápicos ativos 

contra parasitas causadores de doenças. Algumas DNTs, como por exemplo 

Tripanossomíase Americana possui tratamentos com drogas que apresentam vários 

efeitos colaterais, o que causa a necessidade de obtenção de novas propostas 

medicamentosas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017). 

A Tripanossomíase Americana é uma doença que atinge aproximadamente 8 

milhões de indivíduos, principalmente nos 21 países da América Latina (MARTINS-

MELO et al., 2019). Causada pelo Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozoário 

normalmente transmitido pela picada do Triatoma infestans (besouros sugadores de 

sangue) que após picada, a fêmea defeca liberando o T. cruzi, o qual na forma 

tripomastigota penetra a região lesionada e inicia o ciclo no homem. Após entrar na 

corrente sanguínea o parasita se converte na forma amastigota, predominante no 

corpo dos mamíferos. Depois da instalação no homem a manifestação da doença 

pode se dar na forma aguda, indeterminada ou crônica (PÉREZ-MOLINA et al., 2015). 

A forma Crônica acomete quase um terço dos pacientes infectados com o parasita e 

pode atingir vários órgãos, em especial o coração, desencadeando a versão mais letal 

desta doença (ORTIZ et al., 2019). 

Endêmica da América Latina, onde ficou conhecida por doença de Chagas, 

esta enfermidade tem sido preocupação em países desenvolvidos como os Estados 

Unidos, e em alguns países da Europa que identificaram imigrantes que apresentaram 

o parasita e provocaram a disseminação via transmissão sanguínea e placentária 

(ANTINORI et al., 2017). Devido aos casos sem diagnóstico ou tratamento estima-se 

que 75 milhões de pessoas estejam em risco de infecção (MARTINS-MELO et al., 

2019). 

O tratamento medicamentoso da doença de Chagas é baseado em nifurtimox 

e benznidazol (BERMUDEZ et al., 2016), e a taxa de sucesso do tratamento varia de 

acordo com a idade do paciente e o estágio da doença. Os melhores resultados são 
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encontrados quando o paciente é tratado na fase aguda, obtendo uma taxa de cura 

parasitológica de 70 e 90% em pacientes jovens e congênitos, respectivamente. Há 

perda de eficácia dessas drogas com o passar do tempo de infecção, e o uso de 

benznidazol para pacientes na fase crônica pode obter taxa de cura acima de 60% 

para pacientes jovens, e 2-40% em pacientes adultos. Além disso, é orientado não 

usar o nifurtimox para pacientes com distúrbios psiquiátricos e neurológicos, e ambas 

as drogas não são indicadas para pessoas com problemas renais e hepáticos 

(CRESPILLO-ANDÚJAR et al., 2018). Desta forma, quase 40% dos pacientes 

apresentam algum efeito colateral, o que dificulta a aceitação do tratamento que dura 

aproximadamente dois meses (FORSYTH et al., 2016). 

Há uma busca incessante para se desenvolver novas drogas antiparasitárias, 

grande parte destas propostas tem se baseado em compostos heterocíclicos como as 

pirimidinas (CARDONA-G; YEPES; HERRERA-R, 2018). Pirimidinas são 

heteroaromáticos de 6 membros com dois nitrogênios em sua estrutura, e são de 

grande importância para o desenvolvimento da vida dos seres vivos. Este componente 

é o núcleo base que fundamenta o DNA e RNA do genoma de toda vida no planeta. 

Sendo parte fundamental para o metabolismo dos protozoários (MARTINEZ-

PEINADO et al., 2021; DE MORAIS et al., 2015). 

Dentre as várias propostas que produzem pirimidinas como núcleo-base de 

novas drogas estão os estudos que se baseiam em modelagem molecular, pois é uma 

ferramenta que tem proporcionado um encurtamento de tempo e economia no 

processo de produção de novos fármacos (KOURBELI et al., 2021). Desta forma, 

abordagens baseadas em estrutura têm sido fundamentais para se encontrar novas 

terapias medicamentosas contra os parasitas que provocam as doenças 

negligenciáveis (FERNANDES et al., 2022). Deste modo, demonstrando ser 

indispensável a compreensão das interações proteína-ligante para obtenção de 

compostos com atividades inibidoras melhoradas. 

Dentre as vários proteínas-alvo que são relatadas na literatura quando se 

deseja atacar o T. cruzi há uma que têm sido destaque por se tratar de uma estrutura 

fundamental para o ciclo de vida do protozoário, a cruzaína (DOS SANTOS 

NASCIMENTO; DE AQUINO; DA SILVA-JÚNIOR, 2021). O sítio ativo da cruzaína do 

T. cruzi possui uma subunidade S2 capaz de interagir com grupos básicos e 



17 

 
 

hidrofóbicos (BELTRAN-HORTELANO et al., 2022), o que parece ser bem apropriado 

para esqueletos pirimidínicos.   

Melo et al. (2002) desenvolveu o protótipo 4-amino-5-ciano-pirimidina que 

admite facilmente, por vias sintéticas, modificações estruturais nas posições 2 e 6, 

permitindo a produção de vários derivados. Já foram desenvolvidos vários compostos 

que propiciaram algumas avaliações químicas e biológicas, dentre eles, o estudo de 

atividade antiparasitária (DE MELO et al., 2018b; MONTE et al., 2020). Tais trabalhos 

nos direcionaram a uma nova proposta baseada na otimização da ação antichagásica 

a partir de um composto Lead desenvolvido pelo grupo. 

Portanto, esta perspectiva nos apontou para a busca por compostos 4-amino-

5-ciano-pirimidinas direcionados ao ataque mais efetivo sob a enzima cruzaína do T. 

cruzi através do método de docking molecular por meio de um composto Lead. Dentro 

deste estudo, foi oportuno uma avaliação in sílico das características farmacocinéticas 

por meio da Regra dos Cinco de Lipinski. 

 

.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 REVISÃO – ABORDAGENS SINTÉTICAS. 

 

No estudo da química farmacêutica é bem evidente a presença de heterociclos 

constituindo o esqueleto de fármacos utilizados pelos homens (ZARENEZHAD; 

FARJAM; IRAJI, 2021). Dentre os heterociclos com mais relevância estão os que 

possuem nitrogênio em sua estrutura, com destaque para pirimidinas que são 

aromáticos heterocíclicos constituintes dos nucleosídeos, que são fundamentais na 

biossíntese de ácidos nucléicos e no metabolismo de carboidratos e lipídios (OKESLI; 

KHOSLA; BASSIK, 2017), e são essenciais para o crescimento e proliferação celular 

(MOLLICK; LAÍN, 2020).  

A obtenção de pirimidinas e análogos sintéticos foi realizada a partir dos 

trabalhos de Pinner em 1889 e Bigneli em 1893, que desenvolveram metodologias 

sintéticas de poucas etapas e fácil execução (SANTOS; BERNARDINO; SOUZA, 

2006; TEJERO; KÜMMERLE; BAUERFELDT, 2019). Desde então, há uma busca 

incessante por novos derivados pirimidínicos tanto por metodologias tradicionais, 

decorrentes das propostos pelos pesquisadores pioneiros, como por vias alternativas 

(MAHFOUDH et al., 2017).    

A obtenção de pirimidinas por metodologias que pretendem fazer uso de 

sínteses em uma etapa é objetivo de vários grupos de pesquisas. Uma das propostas 

foi a executada por Frutos et al. (2013), que desenvolveram a síntese one-pot, 

adaptando o método de Pinner, até alcançar as amidinas desejadas, e adicionaram 

ao recipiente reacional sais de vinamidinium, análogos de malonodialdeídos, e 

produzirem as pirimidinas correspondentes 10 (Figura 1) (FRUTOS et al., 2013). 

 

Figura 1 – Metodologia reacional para obtenção dos derivados pirimidínicos 10. 
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Fonte: FRUTOS et al.(2013). 
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Rostamizadeh et al. (2013) também buscaram sintetizar um conjunto de 

derivados de 4-amino-6-aril-2-fenilpirimidine-5-carbonitrilas por meio de uma reação 

multicomponente, desta vez catalisada por nanopartículas Fe3O4, e livres de 

solventes. Foi desenvolvida uma série de derivados pirazolo[3,4-d]pirimidinas 11, 

partindo das pirimidinas 5 (Figura 2), que apresentaram atividades antibacterianas 

(ROSTAMIZADEH et al., 2013). 

  

Figura 2 – Sequência reacional para obtenção dos derivados 11. 
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Fonte: Rostamizadeh et al. (2013). 

 

Na verdade, o uso de catalisadores metálicos para a síntese de heterociclos 

nitrogenados é bem diversificado, e este foi o objetivo do trabalho de Mastalir et. al. 

(2016) e Deibl & Kempe (2017) que propuseram o uso de manganês para catalisar as 

reações entre álcoois e compostos fornecedores de nitrogênio para os heterocilos 

(MASTALIR et. al., 2016; DEIBL; KEMPE, 2017).  

Em particular, para obter os derivados pirimidínicos, no estudo de Mastalir et 

al. (2016) reagiram amidinas com um álcool primário e o secundário na presença de 

Manganês, dando origem a pirimidinas trisubstituídas 12, Figura 3 (MASTALIR et al., 

2016). Entretanto, Deibl & Kempe (2017) modificaram a metodologia utilizada por 

Mastalir et al. (2016) e desenvolveram, além de pirimidinas trisubstituídas, uma série 

de pirimidinas tetrasubstituídas 13, as quais foram obtidas com a inserção uma 

terceira molécula de álcool (primário) em uma etapa seguinte a catalise com 

manganês (Figura 4) (DEIBL; KEMPE, 2017). 
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Figura 3 – Metologia sintética proposta por Mastalir et al. (2016) para obtenção dos 
derivados 12. 

12
NH2

Ph

NH1

HO

R1
R2

OH N N

R1 R2

Ph

Tolueno, 24 H
     140 °C

Mn (5 mol%)
    t-BuOK
      KOH

 

Fonte: Mastalir et al. (2016). 

 

 

Figura 4 – Metodologia sintética realizada por Deibl & Kempe (2017) para obtenção 
das pirimidinas 13 
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Fonte: Deibl & Kempe (2017). 

 

Upare et al. (2018) realizaram um estudo que buscava as condições ideais para 

síntese de pirimidinas mono e disubstituídas 14 a partir de O-aciloximes, acetofenonas 

e NH4OAc, este último como fonte de nitrogênio. Neste trabalho foram avaliadas a 

contribuição do sal CuI como catalizador, as variações de solventes e a importância 

das aciloximas. Sendo determinada como condições ideais, para se conseguir bons 

rendimentos, o quadro apresentado na Figura 5 (UPARE et al., 2018). 
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Figura 5 – Abordagem sintética para síntese das pirimidinas 14. 
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Fonte: Upare et al. (2018). 

 

Continuando com as propostas que utilizam sais de cobre como catalisadores 

estão os trabalhos de Zhou et al. (2014) e Zhan et al. (2016) que realizaram síntese 

[3+3] de pirimidinas com o auxílio de 2,2,6,6-tetramethil-piperidinooxi (TEMPO), 

Figura 6 (ZHOU et al., 2014; ZHAN et al., 2016). No estudo de Zhou et al. (2014), o 

material de partida foi uma série de aminoácidos que sofrem uma desidrogenação 

oxidativa pelo Cu(OAc)2 e formam um imina, que na presença do TEMPO e NH3-SiO2  

produzem as pirimidinas 15 com bons rendimentos  (ZHOU et al., 2014). E na síntese 

realizada por Zhan et al. (2016), o Cu(OAc)2 participa da reação como um ácido de 

Lewis coordenando como o ligante entre a biperidina e cetona, iniciando o mecanismo 

reacional e recorrendo as amidinas como fonte de nitrogênio, a reação produz as 

pirimidinas 16 com rendimentos variados (ZHAN et al., 2016). 
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Figura 6 – Sequências reacionais para produzir as series de pirimidinas 14 e 15. 
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Fonte: ZHOU et al (2014) e ZHAN et al. (2016) 

 

Uma abordagem semelhante foi a utilizado por Guo et al. (2016) que utilizaram 

como catalizador Cs2CO3, na presença de oxigênio atmosférico, promovendo a reação 

entre arilamidinas e alquenos, produzindo diversas pirimidinas (Figura 7) (GUO et al., 

2016).  

 

Figura 7 – Via reacional para produzir as pirimidinas 17. 
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Fonte: Guo et al. (2016) 

 

Trabalhos com autoria de Borger et al. (2011, 2015) têm apresentado estudos 

com a metodologia de Diels Alder de demanda inversa de elétrons com 1,2,3-

triazidinas, que na presença de amidinas propiciam a obtenção de pirimidinas 18 por 

cicloadições [4+2], Figura 8 (ANDERSON; BOGER, 2011; GLINKERMAN; BOGER, 

2015). No trabalho realizado por Anderson & Boger (2011), as 1,2,3-triazidinas não 
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substituídas foram postas em reação com amidinas, dissolvidos em dioxano ou 

CH3CN, em condições brandas, produzindo amidinas de forma rápida e em bons 

rendimentos (ANDERSON; BOGER, 2011). Contudo no estudo realizado por 

Glinkerman &. Boger (2015), as 1,2,3-triazidinas continham substituintes 

eletrodoadores “R”, as quais favoreciam a reação com amidinas substituídas sob as 

condições observadas na figura 8, produzindo séries de pirimidinas em bons 

rendimentos (GLINKERMAN; BOGER, 2015). 

  

Figura 8 – Via sintética para produzir a série de pirimidinas 18. 
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Fonte: Anderson & Boger (2011); Glinkerman & Boger (2015). 

  

Uma outra forma de obter substratos capazes de reagir com amidinas e 

produzir pirimidinas foi proposta por Pollack & Kuethe (2016), que desenvolveram 

intermediários β-aminoacrilatos a partir da redução de α-cianocetonas e de α-

cianoésteres com Dibal-H. Com os intermediários em mãos, são adicionadas as 

amidinas para obtenção das pirimidinas 19, Figura 9 (POLLACK; KUETHE, 2016). 

 

Figura 9 – Metodologia reacional para desenvolver o protótipo 19. 
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Fonte: Pollack & Kuethe (2016). 

 

Vários são os grupos de pesquisas que não usam as amidinas como fonte de 

nitrogênio para compor o heterocilclo pirimínico. Este tipo de caminho pode ser 
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observado na proposta de síntese de ligantes pirimidínicos a partir de uma reação 

entre 2-acetilpiridina e 2-cianopiridina, na presença de hidróxido de sódio, realizada 

por Bori et al. (2020). E após a obtenção da série 2,4,6-tris(2-piridil)pirimidina 20, 

Figura 10, foram seguidas reações para obtenção de complexos de Ní2+ e Co2+ dos 

derivados pirimidínicos desenvolvidos (BORI; MAHATA; MANIVANNAN, 2020). 

 

Figura 10 – Proposta reacional para obtenção da pirimidina 20. 
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Fonte: Bori et al. (2020) 

 

Alguns trabalhos conseguem desenvolver reações que produzem como 

produto intermediaria compostos análogos a amidinas, e esta proposta pode ser 

observada nos trabalhos de Movassaghi et al. (2006, 2009). Neste caso, foram fontes 

de nitrogênio para o núcleo diazoaromático, nitrilas, e, aril e vinil amidas, que quando 

colocados, em meio reacional de diclorometano, na presença de anidrido 

trifluorometanosulfônico (Tf2O), e 2-chloropiridina (2-ClPir), produziram intermediários 

que sofreram uma ciclização intramolecular, dando origem as séries de pirimidinas 21 

(Figura 11), em condições brandas e com bons rendimentos (AHMAD; HILL; 

MOVASSAGHI, 2009; MOVASSAGHI; HILL, 2006). 
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Figura 11 – Sequência reacional para produção das pirimidinas 21. 
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Fonte: Ahmad; Hill; Movassaghi (2009); Movassaghi & Hill (2006). 

  

As amidas produzidas por KLENC et al. (2009) foi um recurso reacional para a 

obtenção de pirimidinas, que partiu de Cetonas N, S-acetais, aldeídos ou cloretos de 

acila, livres de solventes (Figura 12). As pirimidinas 22 produzidas foram avaliadas 

com relação a sua capacidade de fluorescência, apresentando relativa fluorescência 

em estado sólido (KLENC et al., 2009). 

 

Figura 12 – Via sintética para obtenção das pirimidinas 22. 
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Fonte: KLENC et al. (2009) 

 

Uma abordagem em uma etapa para síntese de novas pirimidinas foi utilizada 

por Sasada et al. (2009) que recorreram a enaminas e NH4OAc como precursores de 

um análogo amidínico intermediário na reação, Figura 13. Neste estudo, também 

foram conduzidas reações com cetonas como material de partida, as quais sobre as 

mesmas condições das enaminas, cicloadição do tipo [3+1+1+1], catalisada por ZnCl2 

como ácido de Lewis, na presença CH(OCH2CH3)3, alcançaram as pirimidinas 23 

(SASADA et al., 2009). 
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Figura 13 – Metodologia sintética para produção de pirimidinas 23. 
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Fonte: Sasada et al. (2009) 

 

Já Sakai et al. (2005) conseguiram obter amidinas a partir de uma reação one-

pot entre um derivado silano funcionalizado com duas nitrilas, gerando a amidina. Com 

as amidinas em mãos pode-se otimizar as condições reacionais, que a depender da 

escolha do derivado acetal necessitaria ou não de tolueno como solvente reacional, 

utilizando como catalizador o ZnBr2 para alcançar as pirimidinas tri e tetrasubstituidas 

24, figura 14 (SAKAI et al., 2005). 

   

Figura 14 – Proposta reacional de Sakai et al. (2005) para a produção das 
pirimidinas 24. 

24

Ph

X

N

NH2

R1

C(OR4)4

N

N

OR4

R1

R2 R3

R3CN

R2CNR1

Si(CH3)3

n-BuLi

 

Fonte: Sakai et al. (2005) 

 

 

2.2 REVISÃO – ATIVIDADES BIOLÓGICAS. 

 

As propriedades farmacológicas das pirimidínicas há décadas vêm estimulando 

vários pesquisadores a compilar os estudos que abordam sobre a diversidade das 

atividades biológicas das pirimidinas (KUMAR; NARASIMHAN, 2018). 
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 Um desses trabalhos é o desenvolvido por Rashid et al. (2021) que realizou 

um estudo recente apresentando as várias abordagens sintéticas para produção de 

pirimidinas, direcionando sua proposta para verificar a contribuição das pirimidinas 

para os avanços na produção de novos antinflamatórios. Identificando, desta maneira, 

a importância da presença do esqueleto pirimidínico para suprimir as expressões e 

atividades dos mediadores inflamatórios. Também foi realizado um estudo de relação 

estrutura atividade, o qual foi verificado que o potencial uso de vários derivados de 

pirimidina como agentes anti-inflamatórios é esperado devido à sua alta potência e 

toxicidade mínima (RASHID et al., 2021)  

Outra proposta de revisão foi a elaborada Chitre et al. (2016), produzindo um 

trabalho que reunia estudos que objetivava avaliar as relações de estrutura 

atividade (SARs) de derivados pirimidínicos como inibidores da enzima MTB timidina 

monofosfato quinase (TMPKmt) - alvo atraente e seletivo para o desenvolvimento de 

novas entidades químicas contra a Tuberculose. Além disso, foi verificado que há uma 

variedade de modificações estruturais que podem contribuir com valores de potência 

inibitória, e que há uma interação de empilhamento entre o núcleo-base de pirimidina 

e Phe70, fundamental para promover a inibição sobre a enzima bacteriana (CHITRE 

et al., 2016). 

Um estudo mais especifico viabilizando a ação sobre cepas de Mycobacterium 

tuberculosis foi proposto por Verbitskiy et al. (2015). Obtendo pirimidinas 25 (Figura 

15), mono(tienil) e di(tienil) substituídas a partir de 5-bromopirimidina comercialmente 

disponível, ativas em concentrações micromolares in vitro contra cepas de M. 

tuberculosis H37Rv resistentes a rifampicina e isoniazida (VERBITSKIY et al., 2015). 

 

Figura 15 – Protótipo pirimídico 25 com atividade inibitória contra M. tuberculosis 
desenvolvido por Verbitskiy et al. (2015) 
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Fonte: Verbitskiy et al. (2015) 
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Já Agarwal et al. (2005) desenvolveu uma série de derivados pirimidínicos 26 

com objetivo de obter novos agentes antimaláricos. Os compostos foram performados 

sobre cepas de Plasmodium falciparum NF-54 em testes in vitro e apresentaram 

atividades de moderadas a altas no comparativo com a droga de referência 

Pirimetamina 27, Figura 16 (AGARWAL et al., 2005). 

  

Figura 16 – Composto 26 produzido por Agarwal et al. (2005) com objetivo de inibibir 
o P. falciparum. A pirimetamina 27 – droga utilizada no tratamento da malária. 
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Fonte: Agarwal et al. (2005). 

 

Na clínica a Zidovudina 28 e Lamivudina 29 (Inibidores Nucleosídeos da 

Transcriptase Reversa), e Raltegravir 30 (Inibidores da Integrase) têm em comum não 

só um papel relevante no tratamento da AIDS mas fazem parte de um grupo de 

substâncias bioativas que possuem núcleos de pirimidina em sua estrutura, Figura 17 

(DE CLERCQ, 2010). Estudos como o de PATEL; KEUM; PARK (2015) – “Esboçando 

o desenvolvimento histórico das pirimidinas como inibidores da integrase do HIV” – 

explanando sobre potencial das pirimidinas como núcleo-base de novos análogos do 

Raltegravir, ratificam a importância das pirimidinas para a obtenção novas drogas anti-

HIV (PATEL; KEUM; PARK, 2015). 
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Figura 17 – Medicamentos utilizados na clínica para o tratamento da AIDS. 
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Fonte: PATEL; KEUM; PARK (2015). 

 

As propriedades terapêuticas das pirimidinas não se restringem aos anti-HIV 

mas a outros tipos de vírus como foi retratado por De Clercq (2013), que destaca a 

presença de compostos pirimidínicos com propriedades antivirais comprovadas. Nem 

tão pouco se limitam ao tratamento de doenças virais como observado no estudo de 

revisão realizado por Zarenezhad et al. (2021). Desta forma podemos listar 

resumidamente o 5-fluorouracil (anticâncer), Piribedil (antiparkissoniano), Flucytosina 

(antifúngico), Trimethoprim (antibacteriano), Metrotexato (antimetabólico), Idoxuridina 

(antiviral contra herpes tipo-1), como drogas pirimidínicas utilizadas na clínica 

(ZARENEZHAD; FARJAM; IRAJI, 2021). 

Portanto, podemos ver uma diversidade de moléculas que hoje são dispostos 

para uso clínico, num espectro amplo de ação, estimulando o interesse da 

comunidade cientifica na busca por novos compostos bioativos pirimidínicos.  

Com esta ideia em mente, Prachayasittikul et al. (2016) narra diversas 

abordagens para desenvolvimento de agentes anticancerígenos à base de pirimidina, 

como: (1) desenvolver análogos que imitassem a substância natural promovendo a 

competição com os receptores ou enzimas alvo, (2) substituição com vários tipos de 

porções e anéis na estrutura de pirimidina e pirimidinas fundidas, (3) conjugação das 

estruturas centrais de pirimidina com os compostos bioativos existentes para 

desenvolver novos moléculas com múltiplas aplicações medicinais, (4) produção de 

compostos de coordenação de pirimidina. Desse modo, apresentando as diversas 

formas de explorar as promissoras atividades biológicas contra inúmeros alvos 

(PRACHAYASITTIKUL et al., 2016). 
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Considerando os avanços no uso de novos antitumorais como o Ceretinib 31, 

Figura 18, que tem apresentado grande progresso para o tratamento de Câncer de 

pulmão de células não pequenas (NSCLC) – tendo papel como droga de segunda 

geração como inibidor do receptor da Anaplastic Lymphoma Kinase (ALK) (SHAW et 

al., 2014; KIM et al., 2016) – Mathi et al. (2017) obteve uma série de derivados do 

ceritinibe com substituições do fragmento piperidina por aminas alifáticas.  

Estes compostos se apresentaram como Inibidores de ALK consideravelmente 

potentes contra mutantes do tipo selvagem, bem como resistentes a crizotinib, e com 

atividades inibitórias de ALK significativamente melhores em enzimas e ensaios 

celulares, em comparação com os de ceritinib. Tendo um dos compostos (32) se 

destacado e levado ao estudo de docking, demonstrando grande potencial para 

estudos posteriores (MATHI et al., 2017). 

 

Figura 18 – Compostos que apresentam atividade antitumoral e possuem o anel 
pirimidínico em sua estrutura. 
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Fonte: Mathi et al. (2017).  

 

Assim como a ALK, outro alvo interessante no combate ao câncer é a tirosina 

quinase de Bruton (BTK), que possui um papel importante na via de sinalização das 

células B, e sua desregulação tem sido encontrada relacionada às malignidades 

derivadas de células B. A maioria dos novos inibidores de BTK possuem um núcleo 

de pirimidina na estrutura, o que estimulou a obtenção de uma série de novos 

derivados de difenilpirimidina por Zhao et al. (2017). A maioria dos compostos 

produzidos apresentou atividade melhorada contra linhagens de células de leucemia 

B em comparação com o composto principal espebrutinibe 33 (Figura 19). Além disso, 

uma das moléculas (34) demonstrou baixa citotoxicidade celular e induziu 
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significativamente a apoptose das células de Ramos, detendo a ciclo celular na fase 

G0/G1 (ZHAO et al., 2017). 

  

Figura 19 – Derivados pirimidínicos com atividade inibitória contra tirosina quinase 
de Bruton (BTK). 
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Fonte: Zhao et al. (2017). 

 

A tiamina difosfato do complexo enzimático piruvato desidrogenase é um alvo 

que pode contribuir para obtenção de novas drogas contra Escherichia coli. Com esta 

ideia He et al. (2017) desenvolveram um trabalho que avaliou a otimização da potência 

inibitória contra E. coli PDHc E1 a partir de um composto Lead, pelo qual puderam ser 

projetados e sintetizados uma série de derivados pirimidínicos 35 (Figura 20) capazes 

de ocupar o bolsão de ligação ThDP por uma conformação ‘V’ (HE et al., 2017).  

No estudo de docking molecular observou-se que o lado direito da conformação 

‘V’ do anel 4-aminopirimidina exibe um empilhamento p-p com anel de cadeia lateral 

de Phe602, e os átomos de nitrogênio do anel de pirimidina estabelecem duas 

interações chave de ligação de hidrogênio com a cadeia lateral de Glu571 e Met194. 

Além disso, o grupo amino ligado ao anel pirimidina forma uma forte ligação de 

hidrogênio com Glu522, que é um resíduo importante na estabilização da LThDP 

ligada à enzima. Também foram observados que os resultados in silico foram 

confirmados pelos testes in vitro pois a maioria dos compostos apresentou atividade 

inibitória moderada a potente (HE et al., 2017). 
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Figura 20 – Derivado pirimidínico com ação inibitória sob a enzima tiamina difosfato 
piruvato desidrogenase da Escherichia coli PDHc E1. 
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Fonte: He et al. (2017). 

 

Dentro destas perspectivas, Zanatta et al. (2008) buscou novos inibidores da 

cruzaína do T. cruzi, um importante alvo para o desenvolvimento de novos candidatos 

a fármacos contra a doença de Chagas.  Neste estudo, a série de novas 2-(N’-

benzilidenohidrazino)-4-trifluorometil-pirimidinas 36 (Figura 21) se apresentou ativo 

contra a cruzaína do T. cruzi com inibição próximas de 80%, sendo postos 

seguidamente a uma a avaliação in docking sob a cruzaína. Nos estudos de 

modelagem molecular observou-se que a ocupação do bolsão S2 acontecia como 

uma inativação irreversível da enzima (formação de ligação covalente com Cys25), 

este é o modo ideal para haver uma interação desejável de novos inibidores para 

medicina clínica. Além disso, houve um favorecimento das interações de ligação de 

hidrogênio entre o nitrogênio da pirimidina e o resíduo de aminoácido Met68 

(ZANATTA et al., 2008). 

 

Figura 21 – Protótipo pirimidínico com atividade inibidora da enzima cruzaína do T. 

cruzi. 
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Fonte: Zanatta et al. (2008). 
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2.3 REVISÃO – MODELAGEM MOLECULAR E CRUZAÍNA 

 

A produção de novas drogas é um processo de alto custo, e uma forma de 

superar este desafio é o uso de ferramentas baseadas em estrutura ligante, que 

consiste na busca de potenciais fármacos a partir do conhecimento estrutural dos 

alvos proteicos. Para tal, a modelagem computacional é um recurso que emprega 

modelos relacionados e bem descritos que pode fornecer uma estrutura de modelo 

inicial. E na medida que uma estrutura tridimensional do alvo esteja disponível, 

técnicas como docking molecular podem ser utilizadas para identificação e otimização 

de acertos – hit – por triagem virtual numa operação conhecida como otimização “hit-

to-lead” (VIEIRA; SANTOS; FERREIRA, 2017). 

A fim de combater a doença de Chagas vários alvos extraídos da análise de 

dados do genoma do T. cruzi foram investigados para o desenvolvimento de ensaios 

de triagem de drogas baseados em alvos de alto rendimento, como as Nitroredutases, 

Cruzaína, ferro superóxido dismutase, Tripanotiona redutase, esqualeno sintase, 

Farnesil difosfato sintase (VIEIRA; SANTOS; FERREIRA, 2017).  

A cruzaína é a principal cisteína protease do T. cruzi, pois é uma peptidase do 

tipo catepsina L que se expressa em todos os estágios de desenvolvimento do ciclo 

de vida do protozoário, e desempenha um papel importante no processamento 

degradativo de peptídeos e proteínas. Por ser fundamental para sobrevivência do 

parasita a cruzaína foi confirmada como um alvo importante para desenvolver novos 

inibidores seletivos, pois sua inibição provoca o bloqueio da proliferação nas 

avaliações in vivo e in vitro (DOS SANTOS NASCIMENTO; DE AQUINO; DA SILVA-

JÚNIOR, 2021). 
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Figura 22 – Complexo de ligação entre o ligante WRR-483 cocristalizado e a enzima 

3LXS (A). Complexo de ligação entre o ligante ZN3F e a enzima 3LXS (B). Os resíduos 

de aminoácidos em comum entre o ligante WRR-483 cocristalizado e ZN3F são 

destacados como um retângulo laranja. Complexo Cruzaína – ZNF3 in silico (C), e 

estrutura da pirimidina ZN3F (D). 

 

 

 

Fonte: Melo et al. (2002, 2022). 

 

O sítio ativo da cruzaína do T. cruzi é dividido em sete subsítios que se ligam 

aos aminoácidos peptídicos e está localizado na interface da fenda entre os dois 

domínios, abragendo a tríade catalítica formada por Cys25, His159 e Asn175, bem 

como o Trp177 (Figuras 22 A e 22 B). Os resíduos das sete subunidades do bolsão 

proteolítica são geralmente conservados. A subunidade S2, conhecida por sua 
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especificidade, é uma exceção importante porque é menos exposta a solventes e é 

capaz de interagir com grupos básicos e hidrofóbicos (BELTRAN-HORTELANO et al., 

2022). 

A cruzaína possui bolsões de ligação que podem ser ocupados por inibidores 

não covalentes, diminuindo sua atividade (Figura 22 C). Como o bolsão S2 é 

notavelmente grande, substituintes hidrofóbicos e eletronegativos, como amino, 

seriam preferidos. Os estudos de docking molecular indicam que os inibidores ocupam 

o bolsão S2 através de interações hidrofóbicas com as cadeias laterais de Leu67, 

Ala133, Leu157 e Glu205 (Figura 22 A) (ZANATTA et al., 2008). 

Melo et al. (2002) desenvolveu um protótipo pirimidínico de fácil obtenção que 

permitiu a elaboração de vários derivados com atividades biológicas como 

antinflamatória, larvicida, antitumoral, etc. Contudo, mais especificamente no estudo 

de De Melo et al. (2018) foi realizada uma avaliação da atividade antichagásica, onde 

foi observado o potencial anti-T.cruzi dos derivados pirimidínicos 5 (Figura 22 D), 

sendo o composto ZN3F (Figura 22 B) considerado o mais ativo. A partir das 

interações de modelagem molecular foram vistos que modificações poderiam otimizar 

o potencial antichagásico do núcleo pirimidínico 5, Figura 22 C (DE MELO et al., 

2018b). 

Diante destas informações ampliamos a abordagem da avaliação 

antiparasitária partindo de um composto Lead desenvolvido por De Melo et. al. 

(2018b), que motivou a obtenção de derivados pirimidínicos que oferecem uma melhor 

ação sobre a cruzaína, enzima alvo da avaliação principal deste trabalho. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVOS GERAIS. 

 

Realizar um estudo in silico através do docking de Cruzaína, propondo a 

síntese direcionada de derivados 4-amino-5-carbonitrila-pirimidina seguido da 

avaliação in vitro sob o T. Cruzi.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 

Realizar estudo de docking da cruzaína; 

Avaliar os parâmetros farmacocinéticos e toxicológicos através da Regra dos 

Cinco de Lipinski. 

Obter e caracterizar, por espectroscopia de RMN de 1H e 13C e espectroscopia 

de massas, os novos derivados pirimidínicos que possuem os grupos amida e éster 

na estrutura; 

Determinar a atividade inibitória dos compostos sintetizados através de testes 

in vitro da forma tripomastigota metacíclica da cepa Tulahuen do Trypanosoma cruzi; 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Todos os materiais de partida, reagentes e solventes foram adquiridos (Sigma 

Aldrich Chemical Co., St. Louis) e usados sem purificação adicional. O monitoramento 

das reações químicas foi realizado por cromatografia analítica em camada delgada 

(CCD), em sílica gel 60 F254 embalada em folhas de alumínio, adquiridas na (Merck, 

New Jersey) e foram visualizadas em lâmpada de Ultra-Violeta (UV) pelo VL-6.MC 

nas lâmpadas de 6W/ 312nm e 6W/ 254 nm, potência de 12 W. A cromatografia em 

coluna foi conduzida em sílica 60 (35–70 mícrons) gradiente de eluente hexano/ 

acetato de etila, 8:2). Os pontos de fusão foram obtidos através do aparelho Melting 

Point M-550 da BUCHI Switzerland (Tombo UFPE 15165/2013). Os espectros de 

RMN foram registrados em um espectrômetro VARIAN VNMRS400 operando a 400 

MHz e 100 MHz para núcleos 1H e 13C, usando DMSO-d6 como solvente. Os 

deslocamentos químicos para esse trabalho foram obtidos em partes por milhão 

(ppm), tendo como padrão interno tetrametilisilano (TSM) como referência para 1H-

RMN (∂=0,00 ppm). As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz) 

e as multiplicidades expressas em singleto (s), dupleto (d), tripleto (t), duplo dubleto 

(dd) e mutipleto (m). As análises de Massas foram realizadas pelo Maldi–TOF Analysis 

of Small Moleculas (Bruker Daltonics); o Espectrômetro de Massa Deisi–Nermag 

acoplado ao Cromatógrafo Gasoso (HP 5890) em um potencial de ionização de 70 

eV; e o Cromatógrafo Liquido acoplado à Espectrometria de Massa (LC–MS) com 

Esquire 3000 Plus, Amazon speed ETD, Micro-TOF e Maxis 3G.  

  

4.1 SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DAS PIRIMIDINAS 

 

4.1.1 Síntese do aduto de Knoevenagel 3: 

 

Em um balão de fundo redondo, foram adicionadas quantidades equimolares 

do aldeído aromático (1,587mmol) com substituintes retiradores ou doadores de 

elétrons, e da malonitrila (1,587mmol). Os reagentes são mantidos sob agitação, 

utilizando metanol como solvente (20 mL) e em refluxo, sendo a reação acompanhada 
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por CCD até o seu término. Ao final da reação é observado a formação dos cristais do 

produto, que são filtrados, e o solvente evaporado sob pressão reduzida. O sólido 

resultante foi purificado por cromatografia em coluna de sílica-gel, utilizando-se como 

solvente de eluição a mistura de hexano e acetato de etila (8:2 ou 7:3). Por fim, o 

produto 3 obtido é recristalizado em metanol e armazenado em um dessecador, Figura 

23 (MELO; SANTOS; FALCÃO; SRIVASTAVAC; et al., 2002). 

 

Figura 23 – Síntese do aduto de Knoevenagel bisnitrílico. 
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Fonte: Melo et al., 2022. 

 

4.1.2 Obtenção das amidinas 4 e 6. 

 

As amidinas 4 e 6 foram adquiridas comercialmente, Figura 24 (Sigma aldrich). 

  

Figura 24 – Amidinas utilizadas no trabalho 
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Fonte: Produzida pelo autor. 

 

4.1.3 Preparações dos derivados pirimidínicos 5 e 7: 
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Os derivados pirimidínicos 5 e 7 foram preparados através da reação entre 

quantidades equimolares do intermediário bisnitrílico 3 (1,24 mmol) e da amidina 4 ou 

6 (1,24 mmol), catalisadas por trietilamina (4–12 gotas) em meio metanólico (20 mL) 

num balão de fundo redondo, Figura 25. A reação foi mantida sob agitação e em 

refluxo, por um período de 3–7 horas. Após a confirmação do término da reação por 

CCD, o meio reacional foi resfriado à temperatura ambiente, e houve a formação de 

cristais, que foram separados por filtração à vácuo em filtro sinterizado. O líquido 

reacional foi evaporado sob pressão reduzida, e o sólido resultante foi purificado por 

recristalização com metanol à frio. Os produtos obtidos foram recristalizados em 

solvente adequado (MELO et al., 2002), e suas estruturas podem ser visualizadas na 

tabela 1. 

 

Figura 25 – Síntese para obtenção dos derivados 4-amino-5-cianopirimidinas. 
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Fonte: Produzida pelo autor. 

 

Tabela 1 – Derivados 4-amino-5-cianopirimidinas desenvolvidos neste estudo. 

N

N
NC

NH2

F 5a
 

N

N
NC

NH2

O 5b

 

N

N
NC
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O

O
5c
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Fonte – Produzida pelo autor. 

 

Os dados espectrométricos dos compostos mostrados na tabela 1 estão 

dispostos a seguir: 

4-amino-2-(p-fluorfenil)-6-fenilpirimidina-5-carbonitrila (5a): Este composto foi 

obtido como cristais brancos em 77% de rendimento; P.F.= 225 – 227°C; Rf = 0,52 

(hexano/ acetato de etila 8:2); γmax./ cm-1 (KBr): 3474, 3350, 2217, 1640; 1H-NMR 

(DMSO-d6, 300 MHz): δ 8,40 (2H, dd, J = 7,00 Hz); 8,07 (2H, dd, J = 8,08 Hz, J = 5,60 

Hz); 8,00 (2H, d, NH2); 7,43 – 7,58 (3H, m); 7,43 (2H, t, J = 8,80Hz). m/z (rel. int) 290 

(M+,100), 187 (78): [Encontrado com: C= 68,29; H= 3,82; N= 18,50; Calc. para 

C17H11FN4.1/2 H2O: C= 68,25; H= 4,04; N= 18,71%]. 
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4-amino-6-(p-metoxifenil)-2-fenilpirimidina-5-carbonitrila (5b): Este composto 

foi obtido como cristais brancos em 54,6% de rendimento, PF 214 – 215°C; Rf = 0,39 

(hexano/ acetato de etila, 8:2); (KBr, λmax/cm-1): 3475 (NH2 asymm), 3343 (NH2 

symm), 2217 (CN), 1638 (C=N); 1H–RMN: (DMSO-d6 , 300 MHz), δ 8,38 ppm (m, 2H), 

7,12 ppm (d, 2H), 7,72 ppm (s, 2H, NH2), 8,0 ppm (d, 2H), 7,52 ppm (m, 3H), 3,84 

ppm (s, 3H, CH3O), MS: m/z (rel. int.) 317 (M+, 100), 318 (49,66). Massa Molecular 

Calculada para C18H14N4O.1/4H2O: C 61,44%; H 3,86%; N 19,90%. Massa Molecular 

Encontrada: C, 61,40%; H 3,75%; N 19,96%. 

4-Amino-5-ciano-2-fenil-6-(p-formilbenzoato)-pirimidina (5c): Este composto foi 

obtido como cristais brancos em 37% de rendimento. P.F. 264,5 °C; Rf = 0,38 (hexano/ 

acetato etila, 7:3). 1H e 13C NMR (400 MHz, DMSO-d6): 8,4 ppm (2H, d, ArH); 7,57 e 

7,53 ppm (3H, t, Ar-H, J= 1,6 Hz); 8,16 e 8,08 ppm (6H, m, ArH); 3,91 ppm (3H, s, 

CH3); 164,09 ppm (1C, CN); 128,42 ppm (2C, Ar); 131,64 ppm (3C, Ar); 167,22 ppm 

(1C, C=O); 165,69 ppm (1C, Pir); 164,42 ppm (1C, Pir); 164,09 ppm (1C, CN); 140,79 

ppm (1C, Ar); 136,37 ppm (1C, Ar); 131,43 ppm (1C, Ar); 130,3 ppm (2C, Ar); 129,02 

ppm (1C, Ar); 129,21 ppm (2C, Ar); 128,51 ppm (2C, Ar); 116,02 ppm (1C, Pir); 84,9 

ppm (1C, Pir); 52,4 ppm (1C, OCH3). MALDI-TOF [M+H]+ Massa Molecular Calculada 

C19H14N4O2 331,1150 e Massa Molecular Encontrada 331.1226.  

4-amino-6-(p-bromofenil)-2-fenilpirimidina-5-carbonitrila (5d): Este composto 

foi obtido como cristais brancos em 47% de rendimento, P.F. = 228 – 230°C, (KBr, 

λmax /cm-1) 3447 cm-1, 3358 cm-1 (NH2), 2234 cm-1 (CN), 1627 cm-1, 1613 cm-1 (C=N), 

1557 cm-1 (Ar) cm-1; 1H–RMN (300 MHz, DMSOd6) 3,85 ppm (3H, Br); 7,52 – 8,41 ppm 

(m, Ar e NH2). HRMS (Micro-TOF) [M+H]+ Massa Molecular Calculada C17H12BrN4
+ 

353,0219 e Massa Molecular Encontrada 353,0255.  

4-amino-6-(p-Toluilfenil)-2-fenilpirimidina-5-carbonitrila (5e): Este composto foi 

obtido como cristais brancos em 47% de rendimento F.P. = 208- 210 °C; IR (KBr, λmax 

/cm-1) 3456 cm-1, 3321 cm-1 (NH2), 2208 cm-1 (CN), 1651 cm-1, 1623 cm-1 (C=N), 1557 

cm-1 (Ar); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) 2,38 ppm (3H, s, CH3), 7,42 – 8,20 ppm (m, 

Ar e NH2); HRMS (Micro-TOF) [M+K]+ Massa Molecular Calculada C18H14N4
 325,0849 

e Massa Molecular Encontrada 325,1047.  

4-amino-6-(p-etoxifenil)-2-fenilpirimidina-5-carbonitrila (5f): Este composto foi 

obtido como cristais brancos com 52% de rendimento, PF= 206 – 208 °C; IR, (KBr, 

λmax /cm-1) 3433 cm-1, 3368 cm-1 (NH2), 2234 cm-1 (CN), 1634 cm-1, 1616 cm-1 (C=N), 
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1559 cm-1 (Ar); 1H–NMR, (300 MHz, DMSO-d6) 3,81 ppm (3H, OC2H5), 7,47 – 8,22 

ppm (m, Ar e NH2). HRMS (Micro-TOF) [M+2Na-H]+ Massa Molecular Calculada 

C19H17N4O+ 362,1108 e Massa Molecular Encontrada 362,9787. 

4-amino-6-(p-nitrofenil)-2-fenilpirimidina-5-carbonitrila (5g): Este composto foi 

obtido como cristais brancos com 98 % de rendimento, P.F. 220 – 221, Rf = 0,42; 

(hexano/ acetato de etila 7:3); IR, KBr, γmax cm–1: 3436 (NH2asymm.), 3326 

(NH2symm.), 2227 (C≡N), 1647 (C=N); 1H – RMN δ: (DMSO-d6 400 MHz), δ: 8,47 (d, 

2H, J= 1.8 e 11.2 Hz); 8,59 (s, 2H); 8,05 (d, J= 11.2 Hz); 7,58 (d, 2H, J=11.2 Hz) e 

7,50 – 7,40 (m, 3H); 13C–RMN (DMSO–d6 400 MHz), δ: 166,3 (1C) e 164,2 (1C); 163,9 

(1C); 162,3 (1C); 148,5 (1C); 135,9 (2C); 131,2 (2C); 127, (2C); 124,9 (1C); 112,6 (2C); 

113,6 (1C); 84,9 (1C). HRMS MALDI–TOF (m/z) Massa molecular encontrada  

318,1087 para C17H12N5O2 [M+H]+ e Massa Molecular Encontrada 318,0984. 

4-amino-6-(m-nitrofenil)-2-fenilpirimidina-5-carbonitrila (5h): Este composto foi 

obtido como cristais brancos com 98 % de rendimento, P.F. 221 – 222, Rf = 0,41; 

(hexano/ acetato de etila 7:3); IR (KBr, γmax cm–1) 3494 (NH2asymm.), 3388 

(NH2symm.) 2214 (C≡N), 1621 (C=N); 1H–RMN (DMSO–d6 00 MHz), δ: 8,78 (t, 1H, 

J= 1,60 Hz); 8,46 (t, 2H, J= 8,4 Hz); 8,43 (d, 2H, J= 8.4 Hz); 7,95 – 8,55 (s, 2H, NH2); 

7,91 (t, 1H) e 7,57–7,54 (m, 3H); 13C–RMN (DMSO–d6 300 MHz), δ: 166,0 (1C); 164,4 

(1C); 164,2 (1C); 147,8 (1C); 138,0 (1C); 136,3 (1C); 135,0 (1C); 131,8 (1C); 130,3 

(1C); 128, (2C); 128,4 (1C); 125,5 (1C); 123,3 (1C); 116,0 (2C) e 85,0 (1C). HRMS 

(MALDI-TOF MS: m/z Massa molecular encontrada 318,0946 para C17H12N5O2 

[M+H]+, e Massa Molecular calculada 318,0984. 

4-amino-6-(p-metoxifenil)-2-amidopirimidina-5-carbonitrila (7a): Este composto 

foi obtido como cristais brancos em 91% rendimento. 1H e 13C RMN (400 MHz, DMSO–

d6) 3,79 ppm (s, 3H, OCH3), 6,52 – 6,58 ppm (2H, m, Ar e NH2), 6,69 e 7,06 ppm (m, 

Ar, NH2 amida), 2,99 e 1,65 ppm (2H, HCH amida), 6,99 – 7,27 ppm (4H, m, Ar), 105,9 

ppm (1C, HCH amida), 168,7 ppm (1C, C=O), 160,3 ppm (1C, CN), 118 ppm (1C, Ar), 

113,5 ppm (1C, Ar), 129,8 ppm (2C, Ar); 167,22 (2C, Ar), 118 ppm (1C, Pir), 158,3 

ppm (1C, Pir), 77,8 ppm (1C, Pir), 152,3 ppm (1C, Pir). HRMS (Micro-TOF) [M+Na]+ 

Massa Molecular calculada C14H13N5O2
 306,0961 e Massa Molecular Encontrada 

306.0967.  

4-amino-6-(m-nitrofenil)-2-amidopirimidina-5-carbonitrila (7b): Este composto 

foi obtido como cristais amorfos amarelos em 78% de rendimento; 1H e 13C RMN (400 
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MHz, DMSO-d6), 6,72 – 6,68 ppm (2H, m, Ar e NH2), 7,15 – 7,12 ppm (m, Ar, NH2 

amida), 2,97 e 1,65 ppm (2H, HCH amida), 7,73 – 8,31 ppm (4H, m, Ar), 106,4 ppm 

(1C, HCH amida), 168,0 ppm (1C, C=O), 160,3 ppm (1C, CN), 138,4 ppm (1C, Ar), 

123,5 ppm (1C, Ar),  147,2 ppm (1C, Ar), 135,5 ppm (1C, Ar), 129,9 ppm (1C, Ar), 

123,6 ppm (1C, Ar), 158,2 ppm (1C, Pir), 117,8 ppm (1C, Pir), 76,8 ppm (1C, Pir), 150 

ppm (1C, Pir). HRMS (Micro–TOF) [M+2Na-H]+ Massa Molecular calculada 

C13H11N6O3
+ 344,0598 e Massa Molecular encontrada 344,0364.  

 

4.2 PREPARAÇÃO DE ALVOS E LIGANTES. 

 

A estrutura do composto ZN3F (Figura 22 D) bem como, dos derivados 

pirimidínicos otimizados com base na estrutura do receptor (5a-h e 7a-b), tabela 1, 

foram desenhadas e suas energias minimizadas utilizando o software BIOVIA 

Discovery Studio (https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download). A 

estrutura cristalográfica da cruzaína de T. cruzi foi baixada do Protein Data Bank 

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) com ID PDB: 3LXS. 

 

4.3 DOCKING MOLECULAR E OTIMIZAÇÃO DE LEAD. 

 

O docking molecular entre o ligante co-cristalizado WWR-483, o composto 

ZN3F, os compostos (5a-h e 7a-b) e a 3LXS foi realizado utilizando o Molegro Virtual 

Docker, v. 6.0.1 (MVD). O GRID foi definido com um raio de 10 Å e 0,30 de resolução 

de modo a englobar todos os resíduos de aminoácidos do sítio ativo da 3LXS. 

Parâmetros como algoritmo GPU Screening (CUDA), ES interno, HBond interno, 

torções sp2-sp2, poses com RMSD inferior a 1,00, foram definidos no software. Os 

scores obtidos em KJ.mol-1 foram gerados por cinco funções de pontuação distintas: 

GPU Score, MolDock Score [GRID], Rerank Score, Docking Score e Similarity Score. 

Foi realizada a análise de consenso de todos os scores obtidos através do método 

das Média das pontuações em escala automática (AASS) (BRYANT et al., 2009). As 

melhores poses foram selecionadas e os compostos ranqueados em função da média 

consenso. Para a otimização de lead, as interações das melhores poses entre WWR-

483, o composto ZN3F e os resíduos de aminoácidos do sítio ativo da 3LXS foram 

analisadas utilizando o software BIOVIA Discovery Studio 
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(https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download). Os compostos 

protótipos foram desenhados com base nessas interações e também foram 

analisadas no BIOVIA Discovery Studio.  

  

4.4 PREVISÕES FARMACOCINÉTICAS E TOXICOLÓGICAS. 

 

A análise do perfil farmacocinético e toxicológico dos compostos (5a-h e 7a-b) 

foi realizada com base nas informações geradas pelo software OSIRIS Property 

Explorer (https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/). 

  

4.5 ILUSTRAÇÕES. 

 

Ilustrações das interações entre ligantes e resíduos de aminoácidos foram 

realizadas usando o BIOVIA Discovery Studio software (https://discover.3ds.com 

/discovery-studio-visualizer-download). 

  

4.6 ENSAIO IN VITRO DE FORMAS AMASTIGOTAS E TRIPOMASTIGOTAS DE 

T.CRUZI DA CEPA TALAHUEN. 

 

 O teste in vitro da atividade tripanocida foi realizado utilizando T. cruzi (cepa 

Tulahuen) expressando o gene da β-galactosidase de Escherichia coli. Formas 

tripomastigotas infectantes foram obtidas através do cultivo em monocamadas de 

fibroblastos L929 de camundongos em meio RPMI-1640. Para o bioensaio, 4.000 

células L929 foram adicionadas a cada poço de uma placa de 96 poços de fundo 

plano. Após incubação durante a noite, 40.000 tripomastigotas foram adicionados a 

cada poço e as células foram incubadas por 2 h. O meio contendo parasitas que não 

penetraram nas células foi substituído por 200 μL de meio fresco e a placa foi incubada 

por mais 48 h para estabelecer a infecção. O meio foi então substituído por soluções 

de compostos em diferentes concentrações em meio fresco e a placa foi incubada por 

96 h a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. Após esse período, 50 μL de vermelho 

de clorofenol β-D-galactopiranósido 500 μM em Nonidet P40 a 0,5% foi adicionado a 

cada poço e a placa foi incubada por 16-20 h a 37°C, e em seguida a absorbância foi 

medida a 570 nm. Foram utilizados controles com células não infectadas, células 

https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
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infectadas não tratadas, células infectadas tratadas com benznidazol (controle 

positivo) ou DMSO 1%. Os resultados foram expressos como a porcentagem de 

inibição do crescimento do T. cruzi nas células testadas com o composto em 

comparação com as células infectadas e células não tratadas. Quadruplicados foram 

executados na mesma placa. A concentração inibitória de 50% (IC50) foi determinada 

por interpolação linear com o auxílio do programa Excel. 

 

4.7 CITOTOXICIDADE. 

 

A citotoxicidade para células de mamíferos foi avaliada usando o ensaio 

alamarBlue®. Este sistema incorpora um indicador de oxidação-redução que 

fluoresce e muda de cor em resposta à redução química do meio de crescimento 

resultante do crescimento celular. A atividade metabólica inata das células resulta em 

uma redução química do alamarBlue® e a redução relacionada ao crescimento faz 

com que o indicador Redox mude da forma oxidada (não fluorescente, azul) para a 

forma reduzida (fluorescente, vermelha). Essa mudança pode ser medida usando 

análise espectrofotométrica 

As células L929 foram semeadas em placas de 96 poços de fundo plano e 

incubadas por 72 h a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2 para aderência. Os 

compostos foram então adicionados em concentrações de 0,78 a 100 µg/mL, seguido 

de incubação adicional por 96 h. Após 96 h de incubação com os compostos, o 

alamarBlue® foi adicionado e a absorbância foi lida em dois comprimentos de onda 

após 4-6 h usando o espectrofotômetro Thermo Scientific Multiskan FC. Controles 

com células não tratadas e tratadas com DMSO 1% foram executados em paralelo. 

Quadruplicados foram executados na mesma placa. Os resultados foram expressos 

como a diferença percentual na redução entre células tratadas e não tratadas usando 

a equação recomendada pelo fabricante. A concentração citotóxica para 50% das 

células (CC50) foi determinada por interpolação linear com auxílio do programa Excel. 

   

4.8 ÍNDICE DE SELETIVIDADE 

 

Para verificar o quanto os compostos foram seletivos para parasitas, foi 

calculado o índice de seletividade (IS) para a forma tripomastigota. IS consiste na 
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razão entre CC50 / IC50. Valores mais altos de IS indicam maior especificidade para o 

parasita. Para a obtenção do IS, foram considerados os valores micromolares. Valores 

de IS menores que 1 foram considerados como não indicativos de seletividade 

parasitária (ROMANHA et al., 2010). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A produção das pirimidinas 5a-h e 7a-b já é bem fundamentada, o processo 

sintético proposto inicia-se por benzaldeídos 1, como material de partida, que são 

levados a reagir com a malononitrila 2 em meio metanólico sob refluxo, alcançando 

as bisnitrilas 3. A condensação destes com arilamidinas 4 ou 6, em meio metanólico, 

catalisada por trietilamina (TEA) ou piridina, sob refluxo, fornecem os 4-amino-5-ciano-

2,6-diarilpirimidinas 5 e 7, Figura 26 (MELO et al., 2002). 

 

Figura 26 – Rota sintética para obtenção das pirimidinas 4-amino-5carbonitrilas-2,6-
substituídas 5 e 7. Etapas I, II e III: CH3OH, aquecimento e trietilamina. 
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Fonte – Produzida pelo autor. 

 

O principal resultado esperado é a obtenção de novos derivados pirimidínicos 

5c e 7a-b contendo o grupo metiléster e amida, grupamentos farmacofóricos que 

apresentam diversas atividades farmacológicas.   

 

5.1 SÍNTESE DO ADUTO DE KNOEVENAGEL 

 

 O aduto 3 foi obtido através da condensação de Knoevenagel, por meio da 

reação de aldeídos 1 com a malonitrila 2 em meio básico (Figura 23), descrito por 

Patai (1960, apud FALCÃO et al., 2006). Os produtos apresentam substituições 

variadas na posição para (F, OCH3, CO2CH3, CH3, Br, OCH2CH3, NO2) e na posição 
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meta (NO2) e foram obtidos com rendimentos acima de 80% por meio de 

recristalização em metanol à frio. 

Foram obtidos oito tipos de produtos intermediários 3, sendo apenas um inédito 

(substituinte CO2CH3, Ponto de Fusão 164,1°C).  As bisnitrilas 3 são encontrados na 

forma de cristais de cor branca-amarelada, com Rf de aproximadamente 0,50 num 

sistema de hexano/ acetato de etila (8:2). 

Os derivados 3 são compostos intermediários e seu uso é bem fundamentado 

na literatura (MELO et al., 2002; FALCÃO et al., 2006; MONTE et al., 2020). Dessa 

forma, a fim de ratificar o sucesso desta etapa reacional um exemplar da bisnitrila 3 

foi escolhido como modelo, apresentando na tabela 2 os sinais espectrométricos de 

RMN de 13C, 1H e HMBC nas figuras 27, 28 e 29, respectivamente. 

A escolha desta molécula para realizar a descrição dos sinais de RMN de 1H e 

13C foi devido a presença do átomo de flúor que provoca peculiaridades nos espectros 

de RMN. O átomo de flúor possui a característica de realizar acoplamentos com os 

átomos de 13C e 1H. Através dos espectros de 1H–RMN e do HMBC, figuras 28 e 29, 

podemos observar dois conjuntos de multipletos e um singleto na região dos 

aromáticos, formando um sistema de segunda ordem AA’BB’ para-substituído. 

 

Tabela 2 – Sinais de RMN de 1H e 13C de um exemplar do aduto Knoevenagel 3. 

F

H

CN

CN
1

2
3

4

5

6 7
8

9

10

 

Numeração dos 

sinais 

1H-RMN (δ ppm) 13C-RMN (δ ppm) Acoplamentos 

com o átomo de F. 

1 - 165,2 1JCF 254 Hz 

2 7,5 (m, 2H) 117,0 2JCF δ 22 Hz 

3 8,04 (m, 2H) 133,6 3JCF δ 10 Hz 

4 - 128,0 4JCF δ 3 Hz 

5 8,04 (m, 2H) 133,6 3JCF δ 10 Hz 

6 7,5 (m, 2H) 117,0 2JCF δ 22 Hz 

7 8,54 (s, 2H) 160,2 - 
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8 - 81,2 6JCF δ 2 Hz 

9 - 114,2 - 

10 - 113,2 - 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

Figura 27 – Espectro de RMN de 13C do aduto Knoevenagel 3 com substituição p-F. 
Sinais dos picos de RMN em ppm. Sinais dos acoplamentos em Hz. 

 

Fonte – Produzida pelo autor. 

 

O multipletos que se encontram entre δ 8,24 e 8,06 ppm correspondem aos 

dois hidrogênios meta e formam o acoplamento como átomo de flúor. Isto pode ser 

determinado devido aos acoplamentos entre hidrogênios H3 e H5 com o C7 vinílico 

(Figura 28). Por exclusão, o outro multipleto assinalados no δ 7,47–7,52 ppm 

correspondem a os hidrogênios 2 e 6, e também produzem um acoplamento com o 

flúor. Por fim, podemos encontrar o singleto δ 8,54 ppm que compreende o hidrogênio 

ligado ao carbono 7 da região vinílica 
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Figura 28– Espectro de RMN de 1H do aduto Knoevenagel 3 com substituição p-F. 
Sinais dos picos de RMN em ppm. 

 

Fonte – Produzida pelo autor. 

 

Através do 13C-RMN (Figura 27) foram observados os diversos acoplamentos 

entre os carbonos e átomo de flúor, na tabela 2 podemos ver os valores dos 

acoplamentos que abrangem um 1JCF δ 254 Hz do átomo ligado ao halogênio até 6JCF 

δ 2 Hz do carbono vinílico. Identificamos os respectivos carbonos da molécula através 

do espectro de HMBC (Figura 29) onde observamos os acoplamentos do C1 com o 

C3/C5 e C2/C6, C4 com C2/C6, C9 e C10 com C7, este último também acopla com 

C3/C5. Por fim, os carbonos C2 e C6 acoplam entre si., e o C8 sem acoplamento.  Os 

sinais C9 e C10 produzem sinais diferentes devido ao efeito anisotrópico sobre a nitrila 

trans ao anel aromático. 
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Figura 29– Espectro de RMN-HMBC do aduto Knoevenagel 3 com substituição p-F. 
Sinais dos picos de RMN em ppm. 

 

Fonte – Produzida pelo autor. 

 

5.2 SÍNTESE DOS DERIVADOS PIRIMIDÍNICOS 

 

Com base nos resultados dos estudos computacionais realizados com o 

composto ZN3F, foram preparados os derivados 4-amino-5-carbonitrila-1,3-pirimidina 

contendo substituições aril e amida, e produzidos segundo metodologia descrita por 

(MELO et al., 2002), a partir de reação sucessivas (Figura 26). Os compostos 5a-h e 

7a-b foram obtidos, na forma de pós amorfos ou cristais, através de reações que 

apresentaram rendimentos entre 40-98%, podendo ser otimizado usando uma base 

orgânica mais forte como catalisadora.  

Os derivados 5a, 5b, e 5d-h expostos na tabela 1 já foram relatados em outros 

trabalhos do grupo (MELO et al., 2002; FALCÃO et al., 2006; ALEXANDRINO, 2011; 

MONTE et al., 2020). 

O principal resultado esperado nesta etapa de síntese é a obtenção dos novos 

derivados pirimidínicos 5c e 7a-b (Tabela 1) contendo o grupo metiléster e amida, 

respectivamente, grupamentos farmacofóricos que apresentam diversas atividades 

farmacológicas. Desta forma, apresentamos as Tabelas 3, 4 e 5, elencando os 
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principais sinais encontrados, e as Figuras 30 a 40 com os espectros de RMN de 1H 

e 13C, gCOSY, HSQC e HMBC, além dos os espectros de Massas MALDI-TOF 

(Ionização por Dessorção a Laser Assistida por Matriz – Tempo de Voo) na figura 45 

(material suplementar), e os espectros de Micro–TOF estão descritos a seguir através 

das Figuras 46 a 50 (Material suplementar).  

 

Figura 30– Espectro de RMN de 13C da pirimidina 7a. Sinais dos picos de RMN em 
ppm. 

 

Fonte – Produzida pelo autor. 

 

Portanto, podemos confirmar a síntese do composto 7a através dos espectros 

de RMN de 13C, 1H, e do bidimensionais HMBC (Figuras 30, 31 e 32, respectivamente). 

Para esta descrição vamos distribuir os sinais através das regiões da amida e dos 

anéis pirimidínico e benzênico. Quando observamos o espectro de 13C RMN (Figura 

30) percebemos que há 12 sinais de carbono, o que converge com nossa estrutura 

(Tabela 3) que possui um esqueleto com anel benzênico e substituintes em para, com 

quatorze carbonos. Primeiramente identificamos a região corresponde ao C7’ e H7’, 

que possuem os sinais δ 55,1 ppm e 3,79 ppm, respectivamente, característicos de 

metoxila. No HMBC (Figura 32) vimos o acoplamento 3JCH do hidrogênio H7’ em três 

ligações com o sinal em δ 159,5 ppm, correspondendo ao C4’ que concomitantemente 
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acopla com outros dois hidrogênios no δ 7,27 ppm, que podemos determinar que são 

os H2’ e H4’ na região de multipleto aromático (4H) e seus respectivos carbonos, C2’ 

e C4’, δ em 129,8 ppm. 

 

Figura 31– Espectro de RMN de 1H da pirimidina 7a. Sinais dos picos de RMN em 
ppm. 

 

Fonte – Produzida pelo autor. 

 

Os outros sinais que fazem parte do multipleto de 4 hidrogênios, característicos 

de sistema de segunda ordem AA’BB’ para-substituído, podem ser observados no δ 

6,99 ppm (H3’ e H5’) e, portanto, seus respectivos carbonos (C3’ e C5’) no δ 129,5 

ppm.  Para concluir a elucidação da região do anel benzeno podemos identificar um 

acoplamento 3JCH entre os sinais H3’ e H5’ e o carbono C1’ que encontramos no δ 

113,5 ppm.  

Quando focamos na caracterização da amida, visualizamos na região de mais 

baixo campo um sinal de δ 168,7 ppm, caracterizando um carbono de carbonila. 

Também podemos destacar os hidrogênios ligados ao C1” (105,9 ppm), pois se 

comportam como diasterotópicos nos δ 2,99 e 1,65 ppm. Contudo, para determinação 

dos hidrogênios ligados aos átomos de nitrogênio fizemos observações através do 

HMBC, onde identificamos dois sinais de acoplamentos 3JCH, um primeiro na região 



54 

 
 

de médio campo, o que caracteriza não fazer parte de nenhum anel aromático, logo 

deduzimos que corresponderia ao C1”, pois acopla com os sinais que compreendem 

a região de hidrogênio de amidas nos δ 6,69 e 7,06 ppm (H3” ou H4”). Deduzimos que 

os picos H3” e H4” são da amida por apresentar o efeito amida, quando há 

impedimento de livre rotação, cujo resultado é uma maior separação entre os sinais 

de hidrogênio geminal do nitrogênio.  

 

Figura 32 – Espectro de RMN HMBC da pirimidina 7a. Sinais dos picos de RMN em 
ppm. 

 

Fonte – Produzida pelo autor. 

 

O outro acoplamento 3JCH acontece entre as aminas (δ 6,58 e 6,52 ppm), que 

estão ligadas diretamente ao anel pirimidínico, e o carbono do anel diazólico C5 (δ 

77,8 ppm). Dentre os sinais que estão faltando para identificar os carbonos do anel 

pirimidínico, temos o C6 no δ 152,3 ppm que forma um acoplamento 3JCH entre os 

hidrogênios H2’ e H4’. Em seguida, supomos que a presença do C2 entre dois 
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nitrogênios aromáticos correspondesse ao sinal no δ 158,3, encontrado no campo 

mais baixo. E por fim, o C4 sendo o sinal no δ 118,0 ppm.  

 

Tabela 3 – Sinais de RMN de 1H e 13C do composto 7a.  Os sinais de 2–8 são do 

heterociclo pirimidina. Os sinais de 1’–7’ são do anel benzeno ligado ao C6 

pirimidínico. Os sinais de 1” – 4” são correspondentes ao substituinte amida conectado 

ao C2 do esqueleto pirimidínico derivado 7a. 

7 8

7'

1"

2"
3"

4"

7a

1'

2'

3'

4'
5'

6'

1

2

3
4

5

6 N

N

N

NC

O

CH3

HH

N

O

H

H

 

Numeração dos sinais 1H-RMN (δ ppm) 13C-RMN (δ ppm) 

2 - 158,3 

4 - 118,0 

5 - 77,8 

6 - 152,3 

7 - 160,3 

8 6,58 e 6,52 - 

   

1’ - 113,5 

2’ 7,27 (m, 4H) 129,8 

3’ 6,99 (m, 4H) 129,5 

4’ - 159,5 

5’ 6,99 (m, 4H) 129,5 

6’ 7,27 (m, 4H) 129,8 

7’ 3,79 (s, 3H) 55,1 

   

1’’ 1,65 e 2.99 105,9 

2’’ - 168,7 

3’’ 6,69 - 

4’’ 7,06 - 

Fonte: Produzida pelo autor 
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Para elucidação espectrométrica do composto 7b recorremos aos RMN de 13C, 

1H, gCOSY e HSQC (Figuras 33–36). Além desses espectros, utilizamos a experiência 

da caracterização do derivado 7a, que nos facilitou para identificação do grupamento 

amida, e também através de outro trabalho do grupo de pesquisa, pois fizemos 

correlações com o composto nitro-substituído em meta produzido por Do Monte et al 

(2016). 

 

Figura 33 – Espectro de RMN de 13C da pirimidina 7b. Sinais dos picos de RMN em 
ppm. 

 

Fonte: Produzida pelo autor 

 

Mantendo o roteiro de caracterização dos compostos por seções de 

grupamentos farmacofóricos, direcionamos esta fase ao anel pirimidínico e, desta 

forma, identificamos diretamente os carbonos do anel diazólico, sendo C2 em 158,2 

ppm, C4 no δ 117,8 ppm, C5 no δ 76,8 ppm, C6 δ em 150,0 ppm, e C7 (CN) no δ 

160,3 ppm. Podemos afirmar que tal determinação pode ser aceita devido aos 

espectros já caracterizados pelo composto 7a, que pela similaridade estrutural 

também ratifica os sinais identificados no derivado 7b. 

Para identificar a caracterização do anel benzênico da molécula 7b tomamos 

mão dos espectros gCOSY e HSQC (Figuras 35 e 36), que através dos acoplamentos 

1JCH e 3JHH, respectivamente, nos permitiu confirmar os sinais em meta-substituição. 

Visualizamos um sistema de segunda ordem AA’BB’ para a região de multipleto dos 
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aromáticos entre δ 7,12–8,32 ppm (Tabela 4). Em δ 8,2 ppm (m, 1H) para o H2’ e o 

respectivo carbono C2’ através do HSQC, podemos confirmar o sinal para o H2’, pois 

no espectro de gCOSY não há nenhum hidrogênio acoplado 3JHH diretamente com 

H2’. Através do HSQC podemos identificar o H6’ (δ 8,30 ppm) acoplando 1JCH com o 

C6’ (δ 123,6 ppm), o H4’ (δ 7,75 ppm) acoplando 1JCH com C4’ (δ 135,5 ppm), o H5’ 

(δ 7,77 ppm) com o C5’ (δ 129,9 ppm). Pelo gCOSY podemos identificar acoplamentos 

3JHH entre o H5’, e os hidrogênios H4’ e H6’ na região de multipleto δ 7,78–8,32 ppm 

(m, 4H), confirmando o sistema meta-substituído. 

 

Figura 34 – Espectro de RMN de 1H da pirimidina 7b. Sinais dos picos de RMN em 
ppm. 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

Utilizando como referência o trabalho de Do Monte et al. (2016) podemos 

identificar os carbonos quaternários do anel benzênico para o C1’ no δ 138,4 ppm; e 

o C3’ δ 147,2 ppm como mais desblindado, por estar ligado diretamente ao grupo 

nitro. Além disso, podemos distinguir os hidrogênios ligados aos nitrogênios, pois 

determinamos que os sinais da amina ligada ao anel pirimidina estão δ em 6,68 e 6,72 

ppm.  
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Figura 35 – Espectro de gCOSY da pirimidina 7b. Sinais dos picos de RMN em ppm. 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

Figura 36 – Espectro de HSQC da pirimidina 7b. Sinais dos picos de RMN em ppm 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

Desta forma, tendo como parâmetros os espectros que nos auxiliaram na 

identificação do composto 7b, podemos apontar que os sinais no δ 2,97 e 1,65 ppm 

mantêm as características diasterópicas dos hidrogênios do carbono C1” (δ 106,4 

ppm) conectado a amida, finalmente identificamos o sinal mais desblindado que 
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corresponde ao carbono da carbonila C2” em 168,1 ppm. Um fato interessante foi que 

a presença do substituinte nitro do composto 7b parece ter influenciado na 

aproximação dos sinais dos hidrogênios da amida em 7,12 e 7,15 ppm, em relação ao 

que vimos no composto 7a. 

 

Tabela 4 – Sinais de RMN de 1H e 13C do composto 7b. Os sinais de 2-8 são do 
heterociclo pirimidina. Os sinais de 1’–7’ são do anel benzeno ligado ao C6 
pirimidínico. Os sinais de 1” – 4” são correspondentes ao substituinte amida conectado 
ao C2 do esqueleto pirimidínico derivado 7b. 

7 8

1"

2"
3"

4"

7b

1'

2'
3'

4'

5'

6'

1

2

3
4

5

6 N

N

N

NC

HH

N

O

H

H

NO2  

Numeração dos sinais 1H-RMN (δ ppm) 13C-RMN (δ ppm) 

2 - 158,2 

4 - 117,8 

5 - 76,8 

6 - 150,0 

7 - 160,3 

8 6,72 e 6,68 - 

   

1’ - 138,4 

2’ 8,2 (m,1H) 123,5 

3’ - 147,2 

4’ 7,75 (m,1H) 135,5 

5’ 7,77 (m,1H) 129,9 

6’ 8,30 (m,1H) 123,6 

   

1’’ 1,65 e 2,97 106,4 

2’’ - 168,1 

3’’ 7,12 - 

4’’ 7,15 - 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 



60 

 
 

A atribuição para os 15 sinais de RMN de 13C (Figura 37) do composto 5c só 

foi possível usando os espectros de HSQC e gCOSY (Figuras 39 e 40), juntamente 

com os estudos de elucidação dos compostos 7a e 7b, e o trabalho de Do Monte et 

al. (2016). Este último responsável por uma elucidação criteriosa de alguns derivados 

do tipo 5. Desta forma, a partir do espectro de 1H-RMN observamos a presença de 

um sistema de segunda ordem AA’BB’ do tipo para-substituído. Podemos verificar 

pelo gCOSY um acoplamento (3JHH) entre os hidrogênios δ 7,55 ppm (m,3H) e δ 8,39 

ppm (m, 2H). Estes sinais nos indicam que os H2”, H4” e H6” são multipletos de δ 7,55 

ppm, acoplando com os hidrogênios H3” e H5” de δ 8,39 ppm. Através Do Monte et 

al. (2016) e o HSQC podemos verificar que o sinal de δ 128,4 ppm corresponde aos 

carbonos C3” e C5”, e o sinal δ de 128,5 ppm são os carbonos C2” e C6”. E por último, 

os carbonos C4” (δ 131,4 ppm), e o C1” (δ 131,6 ppm) que liga o anel benzeno ao 

anel pirimidínico. 

 

Figura 37 – Espectro de RMN de 13C da pirimidina 5c. Sinais dos picos de RMN em 
ppm. 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

Através do 13C-RMN podemos identificar sinais no campo baixo δ em 167,2 

ppm que caracteriza o carbono de carbonila correspondente ao C7’, e no campo alto 
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o sinal que é característico de carbonos ligados a oxigênio, e desta forma, aponta para 

o grupo metoxila δ em 52,3 ppm para o C8’. Quando avaliamos o HSQC (Figura 39), 

detectamos a interação entre o C8’ e o hidrogênio δ em 3,91 ppm que corresponde 

ao H8’ (s, 3H). Com o HSQC podemos determinar o sistema para-substituído AA’BB’, 

onde os carbonos C2’ e C3’ provocam sinais bem próximos δ em 129,0 e 129,2 ppm, 

respectivamente. O sinal C2’ possui a mesma correspondência do C6’ δ em 129,0 

ppm por sofrer uma menor influência de desblindagem do anel pirimidínico, enquanto 

os sinais iguais de C3’ e C5’ estão localizados no δ 129,2 ppm. O estudo de Do Monte 

et al. (2016) nos auxiliou para identificação dos carbonos quaternários do anel para-

substituído, conseguindo apontar que o sinal δ 136,4 ppm corresponde ao C1’, por 

estar ligado a uma carbonila, portanto, mais desblindado.  E o último sinal do RMN-

13C determinamos que o δ em 140,8 ppm é o C4’. Por fim, identificamos que os dois 

hidrogênios do grupo amino estão o localizados no conjunto de sinais de segunda 

ordem AA’BB do sistema para, correspondendo a parte dos seis hidrogênios do 

multipleto no δ 7,8–8,2 ppm. 

 

Figura 38 – Espectro de RMN de 1H da pirimidina 5c. Sinais dos picos de RMN em 
ppm. 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 
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Realizando uma comparação entre os sinais de RMN 1H e 13C do composto 5c 

(pertencente aos derivados 5), e dos compostos 7a e 7b, conseguimos supor que os 

valores δ para os carbonos C2 (δ 164,4 ppm), C5 (δ 84.9 ppm) e C6 (δ 164,1 ppm) do 

compostos 5c são encontrados no campo mais baixo. Desta forma, parecem sofrer 

alguma influência do anel benzeno ligado a esses carbonos, provocando uma maior 

desblindagem. A presença do anel aromático também interage com a nitrila (C7, δ 

165,7 ppm), e os hidrogênios do grupo amino (8,1 ppm) promovendo o deslocamento 

dos sinais para o campo mais baixo.  

 

Figura 39 – Espectro de HSQC da pirimidina 5c. Sinais dos picos de RMN em ppm. 

 

Fonte: Produzida pelo autor 
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Tabela 5 – Sinais de RMN de 1H e 13C do composto 5c. Os sinais de 2-8 são do 
heterociclo pirimidina. Os sinais de 1’-8’ são do anel benzeno ligado ao C6 pirimidínico. 
Os sinais de 1”–6” são correspondentes ao substituinte fenil conectado ao C2 do 
esqueleto pirimidínico do derivado 5c. 

7 8

7'

8'

1"

2"

3"

4"

5"

6"

5c

1'

2'

3'

4'
5'

6'

N

N

N

NC

O

O

H3C

HH

1

2

3
4

5

6

 

Numeração dos sinais 1H-RMN (δ ppm) 13C-RMN (δ ppm) 

2 - 164,4 

4 - 116,0 

5 - 84,9 

6 - 164,1 

7 - 165,7 

8 8,2 – 7,8 (m, 2H) - 

   

1’ - 136,4 

2’ 8,2 – 7,8 (m, 4H) 129,0 

3’ 8,2 – 7,8 (m, 4H) 129,2 

4’ - 140,8 

5’ 8,2 – 7,8 (m, 4H) 129,2 

6’ 8,2 – 7,8 (m, 4H) 129,0 

7’ - 167,2 

8’ 3,91 52,4 

   

1’’ - 131,4 

2’’ 7,55 (m,3H) 128,5 

3’’ 8,39 (m, 2H) 128,4 

4’’ 7,55 (m,3H) 131,6 

5’’ 8,39 (m, 2H) 128,4 

6’’ 7,55 (m,3H) 128,5 

Fonte: Produzida pelo autor. 
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Figura 40– Espectro de gCOSY da pirimidina 5c. Sinais dos picos de RMN em ppm. 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

Motivados pela boa atividade do composto ZN3F contra T. cruzi (CI50= 13,96±0 

µM e SI = 14,58) (DE MELO et al., 2018b) e a pela necessidade de desenvolver novos 

medicamentos para o tratamento da doença de Chagas, estudos de docking molecular 

de derivados contendo o núcleo pirimidínico 5 foram realizados a fim de otimizar a 

atividade tripanocida e identificar novos inibidores da enzima cruzaína .  

 

5.3 SELEÇÃO E REDOCKING DE CRUZAÍNA. 

 

A cruzaína é a principal cisteína protease do T. cruzi, sendo expressa ao longo 

de toda a vida do parasita e desempenhando importantes funções na sua 

sobrevivência (CHEN et al., 2010). Estudos mostraram que estruturalmente, a 

cruzaína é altamente homóloga à papaína, apresentando o mesmo padrão geral de 

enovelamento e de estrutura do sítio ativo, com sete sítios de ligação ao substrato 

(lado acil - S4, S3, S2 e S1 e lado amino - S19, S29 e S39) e Cys25, His159 e Asn175 

como tríade catalítica (CHEN et al., 2010). Esses e outros fatores tornam a cruzaína 

um importante alvo biológico contra o T. cruzi. 
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A estrutura do sítio ativo da cruzaína de T. cruzi (PDB ID: 3LXS), determinada 

através das interações entre os seus respectivos resíduos de aminoácidos e o inibidor 

derivado de vinil sulfona (WRR483), foi utilizada como modelo para a realização dos 

estudos de docking molecular. 

O docking molecular, um dos métodos mais empregados para o 

desenvolvimento de medicamentos, pode apresentar grandes variações de acordo 

com o complexo ligante-proteína a ser estudado (ARÉVALO; AMORIM, 2022). Uma 

maneira de validar o método utilizado é através do redocking do ligante cocristalizado 

de modo a avaliar a capacidade do software em reproduzir a sua pose cristalográfica. 

Esse parâmetro é medido pelo Root Mean Square Deviation (RMSD) (SHIVANIKA et 

al., 2022). 

Deste modo, a validação do software empregado (MDV) foi realizada através 

do reencaixe do ligante cocristalizado de 3XLS, WRR-483 e a sobreposição das poses 

ao complexo cocristalizado. O valor de RMSD obtido para a melhor pose foi inferior a 

0,5 e mostra uma ótima capacidade do MVD em reproduzir a pose cristalográfica do 

WRR-483. 

 

5.4 ANÁLISE DE DOCKING MOLECULAR DO ZN3F. 

 

Ao analisarmos a pose com melhor pontuação para a interação entre o 

composto ZN3F e a cruzaína foi possível observar que toda a molécula encontra-se 

imersa no sítio ativo da 3LXS, sendo a porção N,N-dimetilanilina mais profundamente 

ancorada e o anel pirimidina, juntamente com o p-nitrobenzeno, mais para fora do sítio 

ativo (Figura 41A). Quando observamos a sobreposição do composto ZN3F e o ligante 

cocristalizado, notamos que a ancoragem de ambas as moléculas ocorre no mesmo 

local do sítio ativo (Figura 41B) e que possuem interações com sete resíduos de 

aminoácidos em comum: Gln19, Cys25, Gly66, Ala138, His162, Trp184 e Glu208. 

Essas informações fornecem indícios de que o composto ZN3F age como um possível 

inibidor de cruzaína, possibilitando assim o desenho de novos compostos baseados 

em estrutura do receptor com potência otimizada. 
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Figura 41 –Análise do sítio de ligação da cruzaína. Complexo de ligação entre o ligante 
ZN3F e a enzima 3LXS (A). Cluster do composto ZN3F (Verde) e o ligante co-
cristalizado WRR-483 (Amarelo) ancorados no sítio ativo da cruzaína (B). 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

5.5 OTIMIZAÇÃO DO ZN3F. 

 

Para desenhar estruturas de novos compostos potencialmente mais ativos, o 

primeiro passo foi obter mais informações da melhor pose entre o ZN3F e a cruzaína 

e relacioná-las com as informações estruturais e eletrônicas do sítio ativo. 

Notavelmente, como observado na Figura 42A, as interações hidrofóbicas com 

os resíduos de aminoácidos Gly66, Leu67, Met68, Ala138, Leu160, Asp161, His162 e 

Glu208, parecem ser as mais importantes para uma ancoragem energeticamente 

favorável. Estudos demonstraram que Glu208 é um resíduo crítico localizado no 

subsítio S2 do sítio ativo, o qual está ausente em diversas outras proteases, inclusive 

nas catepsinas humanas (PAULI et al., 2022). 

Uma outra interação fundamental é com o resíduo Cys25, o qual faz parte da 

tríade catalítica. A presença do grupo nitro na posição 4 do anel benzênico, favorece 

a formação de pontes de hidrogênio com os resíduos Gln19 e Trp184 e diminui a 

densidade eletrônica no anel aromático e, desde modo, diminui a capacidade de 

interação com a Cys25. 

A análise da superfície hidrofóbica da cruzaína com o composto ZN3F (Figura 

42 B) também forneceu informações importantes para o design dos novos compostos, 

como a área 1, que demonstra a bolsa hidrofóbica S2, a área 2, com possibilidade de 
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interações hidrofóbicas e também polares na bolsa S’ e a área 3, com potencial para 

interações polares na bolsa S1. 

 

Figura 42 – Otimização do composto ZN3F baseado na estrutura do receptor. 
Interações entre o ligante ZN3F e os resíduos de aminoácidos do sítio ativo da enzima 
3XLS (A). Superfície hidrofóbica do sítio ativo da enzima 3LXS, com o composto ZN3F 
(verde) ancorado e os respectivos subsítios S2 (área 1), S’ (área 2) e S1 (área 3) 
destacados (B). 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

Com base nas análises acima, os derivados pirimidínicos foram desenhados 

visando o aumento da afinidade com os resíduos de aminoácidos do sítio ativo da 

cruzaína e, consequentemente, a potência e a seletividade. As modificações 

estruturais foram realizadas explorando substituições nas cadeias laterais do anel 

pirimidínico. 

Os dez compostos análogos (5a-h e 7a-b) foram ancorados in silico no sítio 

ativo de 3LXS e o consenso das suas pontuações e interações foram analisadas e 

comparadas com a do composto ZN3F e o ligante co-cristalizado. O composto com 

melhor score foi o 5f, acima dos compostos ZN3F e WRR-483, seguido pelos 

compostos 5b, e 5c, 5g e 5h. Os demais compostos apresentaram scores ligeiramente 

inferiores ao composto ZN3F. Todos os compostos apresentaram interações em 

comum como, por exemplo, com o resíduo de aminoácido Cys25 (Tabela 6). 
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Tabela 6 – Ranking do consenso e resíduos de aminoácidos envolvidos nas 
interações: 

Id Score Interação 

5f 0.944 Cys25, Leu67, Met68, Ala138, Leu160, Asp161 e Glu208 

5b 0.909 Cys25, Met68, Ala138, Leu160 e His162 

5c 0.898 
Gln19, Cys25, Ser64, Met68, Ala138, Asp161, His162 e 

Trp184 

5g 0.884 
Gln19, Cys25, Ser64, Met68, Trp104, Ala138, Asp161 e 

His162 

5h 0.883 Gln19, Cys25, Met68, Ala138, Asp161 e His162 

ZN3F 0.883 
Gln19, Cys25, Gly65, Gly66, Leu67, Met68, Ala138, 

Leu160, Asp161, His162, Gly163, Trp184 e Glu208 

5d 0.875 Gly23, Cys25, Met68, Ala138, Asp161 e His162 

5e 0.869 Cys25, Met68, Ala138 e Asp161 

5a 0.863 Cys25, Met68, Asp161, His162 e Glu208 

7a 0.856 Cys25, Gly66, Met68 e His162 

7b 0.823 Cys25, Ser64, Met68, Ala138, Asp161 

WRR-483 0.802 
Gln19, Cys25, Gly66, Met68, Ala138, Leu160, Asp161, 

His162, Trp184 e Glu208 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

5.6 ANÁLISES FARMACOCINÉTICAS E TOXICOLÓGICAS DE DERIVADOS DE 

PIRIMIDINAS.  

 

Dos dez análogos do ZN3F sintetizados neste estudo, três são inéditos e oito 

não possuem as propriedades farmacocinéticas e toxicológicas relatadas na literatura. 

Deste modo, o segundo passo foi avaliar os parâmetros farmacocinéticos e 

toxicológicos in silico de todos os compostos através do software Osiris. As 

propriedades farmacocinéticas (Tabela 7) foram avaliadas de acordo com a Regra dos 

Cinco de Lipinski, a qual envolve parâmetros como absorção, distribuição, 

metabolização e excreção (ADME) (LIPINSKI et al., 2001) 

Todos os compostos sintetizados neste estudo se mantiveram dentro dos 

critérios estabelecidos pela Regra dos Cinco de Lipinski e seus parâmetros ADMET 
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indicaram boa absorção e solubilidade aquosa variando de boa a moderada. A análise 

das predições de toxicidade também demonstrou que, contrariamente ao ZN3F (Alta 

probabilidade de ser mutagênico e tumorgênico), os compostos não são mutagênicos, 

tumorgênicos, ou cause problemas de reprodutibilidade e irritação. 

 

Tabela 7 – Perfil ADMET dos análogos pirimidínicos (5a-h e 7a-b). a Aceptores de 
ligação de hidrogênio, d Doadores de ligação de hidrogênio, c Reproductive effective 
(RE). 

ID 
Peso 
molar 

cLogP H-Acca H-Donb Violação Mutagênico Tumorgênico REc Irritante  

5a 290.3 3.1001 4 1 0 Nenhum 
Nenhum Nenhum Nenhum 

5b 302.336 2.9293 5 1 0 
Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 

5c 330.346 2.9123 6 1 0 
Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 

5d 351.206 3.7245 4 1 0 
Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 

5e 286.337 3.3432 4 1 0 
Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 

5f 346.389 3.2656 6 1 0 
Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 

5g 317.307 2.0777 7 1 0 
Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 

5h 317.307 2.0777 7 1 0 
Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 

7a 283.29 0.2612 7 2 0 
Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 

7b 298.261 -0.5904 9 2 0 
Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 

ZN3F 360.38 1.7906 8 1 0 
Nenhum Alto Nenhum Nenhum 

Fonte: Produzida pelo autor.  

 

5.7 ATIVIDADE TRIPANOCIDA.  

 

Avaliamos os derivados 5a-h e 7a-b contra T. cruzi. Todos os derivados 

inibiram a forma tripomastigota da cepa Talahuen de T. cruzi. Identificamos que os 

melhores resultados corresponderam aos da série 5, e os compostos 5a, 5b, 5d e 5f 

apresentaram IC50 muito baixa (variando de 3.31±1.32- 8,26±1,71µM), como pode ser 

visto na Tabela 8. Os derivados 5c e 5h (IC50 respectivamente 27,54±1,82 µM e 19,24 

± 5,67 µM) inibiram os parasitas em valores próximos ao medicamento padrão, 

benznidazol, sendo o produto 5e aquele com menor IC50, 2,79±0 µM. Já os compostos 

7a e 7b tiveram IC50 elevadas, 229,09±43,77e 107,95±35,2µM, respectivamente.  

Realizamos uma avaliação da viabilidade celular de nossos compostos, tendo como 
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indicador de citotoxicidade as concentrações de inibição contra as linhagens celulares 

de mamíferos L929. Como podemos observar na Tabela 8, praticamente todos os 

compostos apresentaram valores de citotoxicidade (CC50) superiores às 

concentrações de IC50 parasitárias. Os melhores resultados de IS foram apresentados 

pelos compostos 5e e 5b, respectivamente 31,3 e 25. 

Dessa forma, podemos perceber que as variações nas cadeias laterais do anel 

pirimidínico influenciam diretamente nas propriedades eletrônicas e físico-químicas e, 

consequentemente, na variação da potência da atividade tripanocida destes 

compostos.  

 

Tabela 8 – Estrutura e atividade contra T. cruzi de derivados de pirimidina 5a-h e 7a-b. 
1Concentração do composto que reduz o crescimento do parasita em 50%, 2 Concentração 
do composto que inibe a viabilidade das células L929 em 50%, 3CC50 do composto nas 
células dividida por IC50 do composto no parasite. 

ID IC50 sobre o 

T. cruzi 1 

(µM) 

CC50 sobre a 

célula L9292 (µM) 

Indice de 

Selectividad

e 3 (IS) 

N

N
NC

NH2

F 5a
 

6,55±3,44 43,06 6,6 

N

N
NC

NH2

O 5b

 

3,31±1,32 82,69 25 
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N

N
NC

NH2

O

O
5c

 

27,54±1,82 75,68 2,7 

N

N
NC

NH2

Br
5d  

8,26±1,71 71,18 8,6 

N

N
NC

NH2

5e  

2,79±0 87,30 31,3 

N

N
NC

NH2

O 5f

 

5,37±1,26 39,51 7,4 



72 

 
 

N
NC

NH2

O2N 5g  

20,17 ± 5.04 157,57±0 7,8 

N
NC

NH2

NO2

5h

 

19,24 ± 5,67 315,15±0 16,38 

N

N

NH2

NC

NH2

O

O 7a

 

229,09±43,77 352,99 1,5 

N

N

NH2

NC

NH2

O

NO2

7b

 

107,95±35,2 335,27 3,1 
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N

N

NH2

NC

O2N N
ZN3F  

13.96±0.00 203.56 14.58 

Benzinidazol 1,84±0,12 2074,93±219,02 1125 

Fonte: Produzida pelo autor.  

 

Em vista disso, podemos observar que substituições realizadas no grupo alquila 

do C6 do anel pirimidínico (planejadas visando interações com os resíduos de 

aminoácidos presentes na bolsa hidrofóbica do subsítio S2) apresentaram tanto um 

melhor score in silico contra a cruzaína, quanto maior potência in vitro contra T. cruzi. 

Ademais, quando comparamos os compostos 7a e 7b (ambos modificados no C2 

visando o aumento da hidrofilicidade e a interação com a bolsa S’ ou S1), com os da 

série 5, percebemos que há uma perda da atividade in vitro. 

Estudos relatam que compostos com substituintes hidrofóbicos que interagem 

com resíduos de aminoácidos do sítio S2 foram mais potentes e mais seletivos contra 

cruzaína (BRYANT et al., 2009; CHEN et al., 2010; PAULI et al., 2022). O sítio 

hidrofóbico S2 pôde ser alcançado de forma mais efetiva pela incorporação/presença 

de anéis fenil sem substituintes e fenil substituídos com grupos metila, fluoro e metóxi 

na posição -para.  

O composto 5e (Figura 43 E), substituído com o p-toluil no C6 do anel 

pirimidínico, foi o mais potente e mais seletivo dentre os análogos testados (IC50 = 

2,79±0 µM, SI > 31,3). A presença da metila grupo p-toluil, grupo menos volumoso 

que as duas metilas presentes no N,N-dimetilanilina do composto ZN3F, 

provavelmente permitiu uma maior aproximação entre superfície molecular e a 

superfície do sítio ativo da proteína, bem como, uma maior imersão no subsítio S2. E 

grupo metila está imerso no subsítio S2, realizando interações hidrofóbicas com 

Ala138. Seu efeito de hiperconjugação, aumenta a densidade eletrônica no anel 

aromático e possibilita duas interações do tipo sulfur-π com Met68 e Cys25. Além 
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disso, outras duas interações do tipo sulfur-π foram observadas com Cys25 e os anéis 

pirimidina e o fenil.  

 

Figura 43 – A - Estrutura 2D do composto 5a dentro do sitio ativo da Cruzipaína 

(3LXS). B - Estrutura 2D do composto 5b dentro do sitio ativo da Cruzipaína (3LXS). 

C - Estrutura 2D do composto 5c dentro do sitio ativo da Cruzipaína (3LXS). D - 

Estrutura 2D do composto 5d dentro do sitio ativo da Cruzipaína (3LXS). E - Estrutura 

2D do composto 5e dentro do sitio ativo da Cruzipaína (3LXS). F - Estrutura 2D do 

composto 5f dentro do sitio ativo da Cruzipaína (3LXS). 
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Fonte: Produzida pelo autor 

 

As interações com Cys25, resíduo importante da tríade catalítica, pode ter sido 

fundamental para a excelente atividade e seletividade do composto 5e contra T. cruzi. 

Estudos mostram que esse tipo de interação pode gerar tanto estabilização 

intermolecular, quanto intramolecular e aumentar a afinidade droga/alvo (BENO et al., 

2015). Observamos também que a grande maioria dos compostos apresentaram 

interações do tipo sulfur-π com a Cys25.  

Os compostos 5b e 5f (Figura 43 B e 43 F), também apresentaram potente 

ação tripanocida (IC50 = 3,31±1,32 e 5,37±1,26, respectivamente). As interações 

hidrofóbicas também foram predominantes e evidenciam a sua importância para um 

efeito inibitório potente. 

Compostos halogenados também são relatados na literatura como potentes 

inibidores do T. cruzi (LIÑARES et al., 2007; SALSI et al., 2018; CUEVAS-

HERNÁNDEZ et al., 2020). Em nosso estudo, o composto 5a (Figura 43 A) apresentou 

uma excelente inibição, IC50 = 6,55±3,44 µM. Apesar de interagir com o sítio ativo da 

cruzaína de forma semelhante ao composto 5e, o composto 5a apresentou menos 

interações hidrofóbicas com o bolsão S2. A interação entre o flúor e Glu208 pode ter 

sido importante para sua seletividade superior ao composto padrão benznidazol.  

Já o composto 5d (Figura 43 D), apresentou interações hidrofóbicas com o 

bolsão S2 que podem ter relações com sua excelente atividade tripanocida (IC50 = 

8,26±1.71 e SI > 8,6). 
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Por fim, o composto 5c (Figura 43 C) apresentou interações interessantes como 

sulfur-π com a Cys25, interações hidrofóbicas com o bolso S2 e pontes de hidrogênio 

com Gln19 e Trp184, e mostrou boa inibição (IC50 = 27,54±1,82 µM), todavia, foi mais 

discreta entre os compostos da série 5.  

 

Figura 44 – A - Estrutura 2D do composto 7a dentro do sitio ativo da Cruzipaína 
(3LXS). B - Estrutura 2D do composto 7b dentro do sitio ativo da Cruzipaína (3LXS). 

  

Fonte: Produzida pelo autor 

 

Os compostos que obtiveram as menores atividades de inibição foram 7a e 7b 

(Figuras 44 A e 44 B, respectivamente), IC50 = 229,09±43,77e 107,95±35,2 µM, 

respectivamente, ambos modificados no C2 visando o aumento da hidrofilicidade e a 

interação com a bolsa S’ ou S1. Esses compostos apresentaram poucas interações 

com o bolso hidrofóbico S2 e fortalecem ainda mais a hipótese da importância dessas 

interações para potência da atividade tripanocida. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Neste trabalho foi realizado uma nova proposta para obtenção de derivados do 

núcleo pirimidínico 5-amino-4-carbonitrilas com ações farmacológicas potencializadas 

a partir da otimização estrutural utilizando docking molecular. Desta forma, o 

composto ZN3F desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo como potente agente 

antichagásico foi utilizado como Lead para a síntese planejada de análogos com 

atividade tripanocida otimizada baseada na estrutura da cruzaína.   

Esse estratagema abordou interações estratégicas com resíduos de 

aminoácidos importantes do sítio ativo da cruzaína, bem como, parâmetros 

farmacocinéticos e toxicológicos que foram confirmados através do estudo in vitro 

contra a cepa Talahuen do T. cruzi. Todos os compostos sintetizados, dos quais três 

foram inéditos (5c, 7a e 7b), apresentaram atividade tripanocida. O destaque foi para 

o composto 5e que apresentou potência semelhante ao benznidazol. As possíveis 

interações entre os substituintes hidrofóbicos no C6 do anel pirimidínico e o bolsão 

S2, contribuíram de forma altamente significativa para a potência contra T. cruzi. Além 

disso, os estudos computacionais mostram que interações do tipo sulfur-π com a 

Cys25 parecem ser uma estratégia interessante a ser explorada no desenvolvimento 

de inibidores reversível de cruzaína.  

Os compostos inéditos produzidos foram elucidados por espectroscopia RMN 

de 1H e 13C, e foi identificado o aumento da desblindagem dos carbonos que formam 

o anel pirimidínico quando os derivados apresentam substituintes fenil na posição C2. 

As avaliações farmacocinéticas in sílico da nova série produzida também demonstrou 

uma diminuição da lipossolubilidade dos novos derivados 7a e 7b, que possuem os 

substituintes amida, o que era um objetivo idealizado pelo grupo de pesquisa.  

Além disso, o perfil de moléculas desenvolvido neste estudo se mostrou eficaz 

para o melhoramento das propriedades toxicológicas dos compostos sintetizados. 

Portanto, esses resultados introduzem novos e interessantes aspectos que podem 

contribuir para o modo de ligação e mecanismo de ação dos inibidores da cruzaína. 

Consequentemente, a partir desta nova abordagem de aquisição de derivados 

de forma planejada podemos explorar as modificações e os perfis toxicológicos e 

farmacocinéticos de derivados com substituições amida, que podem oferecer produtos 

de melhor especificidade e lipofilicidade. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

Ampliar os estudos de docking sobre a cruzaína partindo do núcleo base 4-ami-

5-cianopirimidinas com substituições que promovam melhores interações com o sítio 

ativo da enzima; 

Realizar uma busca dos compostos produzidos pelo nosso grupo e que já 

possuem atividade biológica comprovadas afim de serem utilizados como composto 

Lead de outros alvos, promovendo a síntese planejada de novos derivados 4-ami-5-

cianopirimidinas. 

Ampliar o número de derivados que possuem o grupo amida e éster na sua 

estrutura afim de aproveitar as contribuições de hidrofilicidade e toxicidade que esses 

substituintes oferecem. 

Selecionar os derivados do nosso núcleo pirimidínico que apresentarem melhor 

potencial farmacológico, e produzir lipossomas destes compostos a fim de melhorar o 

potencial de ação destas drogas. 
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Abstract: Chagas’ disease affects approximately eight million people throughout the world, especially the poorest 

individuals. The protozoan that causes this disease – Trypanosoma cruzi – has the enzyme cruzipain, which is the 

main therapeutic target. As no available medications have satisfactory effectiveness and safety, it is of fundamental 

importance to design and synthesize novel analogues that are more active and selective. In the present study, 

molecular docking and the in silico prediction of ADMET properties were used as strategies to optimize the 

trypanocidal activity of the pyrimidine compound ZN3F based on interactions with the target site in cruzipain. 

From the computational results, eight 4-amino-5-carbonitrile-pyrimidine analogues were proposed, synthesized 

(5a-f and 7g-h) and, tested in vitro on the trypomastigote form of the Tulahuen strain of T. cruzi. The in silico 

study showed that the designed analogues bond favorably to important amino acid residues of the active site in 
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cruzipain.  An in vitro evaluation of cytotoxicity was performed on L929 mammal cell lines. All derivatives 

inhibited the Tulahuen strain of T. cruzi and also exhibited lower toxicity to L929 cells. The 5e product, in 

particular, proved to be a potent, selective (IC50 = 2.79±0.00 µM, selectivity index = 31.3) inhibitor of T. cruzi. 

The present results indicated the effectiveness of drugs based on the structure of the receptor, revealing the 

potential trypanocidal of pyrimidines. This study also provides information on molecular aspects for the inhibition 

of cruzipain. 

 

Keywords: Pyrimidines, structure-based, molecular docking, Trypanosoma cruzi, cruzipain, Lead compound. 

 

 

 

1. INTRODUCTION 

Neglected tropical diseases constitute a group of twenty conditions that mainly affect low-income 

individuals. There are no completely effective medications for some of these diseases, such as American 

trypanosomiasis (Chagas’ disease), which underscores the need for the development of novel drugs [1]. 

American Trypanosomiasis is a disease that affects approximately 8 million individuals.  Caused by 

Trypanosoma cruzi (T.cruzi), a protozoan normally transmitted by the bite of Triatoma infestans (blood-sucking 

beetles) which, after being bitten, defecates releasing T. cruzi, which penetrates through injured regions or in 

contact with the mucous membranes, and starts the cycle in mammals. Endemic to Latin America, Chagas disease 

can be transmitted orally by eating food contaminated by parasite [2, 3, 4, 5, 6, 7, 8]. In addition, this disease has 

been a concern in developed countries that have identified immigrants who presented the parasite and cause 

dissemination via blood and placental transmission [9,10], with an estimated 75 million people at risk of infection, 

especially in the 21 countries of Latin America [9, 11, 12, 13]. In humans, the disease manifests in the acute, 

undetermined or chronic form [3, 14], the latter of which affects nearly one-third of infected individuals and can 

impact different organs, including the heart, causing the most lethal form of the disease [15, 16, 17, 18]. The drug 

treatment of Chagas disease is based on nifurtimox and benznidazole, and the success rate of the treatment varies 

with the patient’s age and stage of the disease. The best results are found when the patients are treated in the acute 

phase, obtaining a parasitological cure rate of 70 and 90% in young and congenital patients, respectively. There is 

a loss of effectiveness of these drugs with the passage of time of infection, and the use of benznidazole for patients 

in the chronic phase can obtain a cure rate above 60 % for young patients, and 2-40% in adult patients [3, 19, 20, 

21, 22].  

Although the Romaña sign (periorbital swelling syndrome) is characteristic in children bitten by insects 

[23, 24], most symptoms in the acute phase of the disease are nonspecific, which complicates the diagnosis, as the 

site of the bite is normally not evident [25, 26, 27]. Besides the loss of effectiveness of first-line medications in 

later stages of the disease [28, 29, 30, 31], nearly 40% of patients experience side effects of these drugs, exerting 

a negative impact on adherence to treatment, which takes approximately two months [32, 33, 34, 35, 36, 37]. 

The search for alternative drugs for T. cruzi, especially products that contain nitrogen heterocycles, has 

been the object of numerous studies [38, 39, 40, 41, 42]. Diazole compounds, such as pyrimidines, constitute the 

skeletal structure of some drugs used in anticancer and antiviral therapies [43, 44, 45, 46, 47]. Indeed, a large 

number of studies have been conducted on the development of pyrimidine compounds with a spectrum of action 
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ranging from antimicrobial to anti-Parkinson’s activity [47]. Falcão et al. (2006) developed a variety of 4-amino-

5-carbonitrile pyrimidine derivatives with diverse biological activities [48, 49]. 

Computational studies, such as molecular docking, constitute an approach for the determination of what 

variables can lead to the best results, enabling a better sampling of conformations at the binding site of the target 

enzyme [50, 51, 52, 53]. Based on previous studies conducted by our research group [49], in which a set of 

pyrimidines were active against T. cruzi, the compound ZN3F was used in the present investigation for the 

optimization of anti-Chagas’ disease activity using molecular docking and the in silico prediction of ADMET 

properties to design analogues based on the target site of cruzipain.  

2. MATERIALS AND METHODS 

All materials, reagents and solvents were acquired (Sigma Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO) and 

used without additional purification. Monitoring of the chemical reactions was performed using thin-layer 

chromatography in silica gel 60 F254 acquired from Merck (New Jersey) wrapped in aluminum foil and viewed 

under an ultra-violet (UV) light using a VL-6.MC device with lamps of 6 W/312 nm and 6 W/254 nm (power: 12 

W). Column chromatography was conducted in silica 60 (35-70 microns) with n-hexane-ethyl acetate (7:2) as the 

eluent. 1H-NMR spectra were recorded in a VARIAN VNMRS400 spectrometer operating at 400 MHz and 100 

MHz for 1H and 13C nuclei, respectively, on the δ scale, using DMSO-d6 as the solvent and tetramethylsilane 

(TMS) as the internal standard. Chemical shifts in this study were obtained in parts per million (ppm) using TMS 

for the internal standard as the reference for 1H-NMR (∂ = 0.00 ppm). Coupling constants (J) were measured in 

Hertz (Hz) and multiplicities were expressed as singlet (s), doublet (d), triplet (t), doublet of doublets (dd) and 

multiplet (m). Mass analyses were performed using Maldi-TOF (Bruker Daltonics), a Deisi-Nermag mass 

spectrometer, coupled to GC (HP 5890) at an ionization potential of 70 eV and Liquid Chromatography coupled 

to Mass Spectrometry (LC-MS) with Esquire 3000 Plus, Amazon speed ETD, MicroTOF and Maxis 3G. Melting 

points were determined using the BUCHI M-560 device (Switzerland) (UFPE control: 15165/2013). 

 

3. EXPERIMENTAL 

 

3.1.  SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF PYRIMIDINES  

 

Synthesis of Knoevenagel 3 adduct: 

Equal molar quantities of aromatic aldehyde with electron donating or electron withdrawing substituents 

(1.587 mmol) and malononitrile (1.587 mmol) were placed in a round bottom flask. The reagents were kept under 

stirring, using methanol as the solvent (20 mL), and in reflux. The reaction was monitored by thin-layer 

chromatography. At the end of the reaction, after cooling to room temperature, a precipitate of the product was 

observed in the form of crystals in the reaction medium, which were filtered by vacuum. The presence of a small 

amount of product in the supernatant was also observed. Thus, the solvent was evaporated under reduced pressure 

and subsequently purified by column chromatography, obtaining a second portion of the pure product [54]. 

 

Obtainment of amidines 4 and 6. 

Amidines were purchased from Sigma-Aldrich. 



94 

 
 

 

Preparations of pyrimidine derivatives 5 and 7: 

Pyrimidine derivatives 5 and 7 were prepared through the reaction of equal molar quantities of the 

intermediate bisnitrile 3 (1.24 mmol) and amidine 4 or 6 (1.24 mmol) catalyzed by triethylamine or piperidine (4-

12 drops) in a methanolic medium (20 mL) in a round bottom flask. The reaction was kept under agitation and 

refluxed for three to seven hours. After confirmation at the end of the reaction by thin-layer chromatography, the 

reaction medium was cooled to room temperature and the formed crystals were separated by vacuum filtration in 

a sintered filter. The reaction liquid was evaporated at low pressure and the resulting solid was purified by 

recrystallization with cold methanol. The product was recrystallized in an adequate solvent [54].  

 

The compounds  5a, 5b, and 5d-5f are described in the literature [54, 55] and their spectroscopic data are 

presented below: 

 

4-Amino-2-(pheny)-6-(p-fluorophenyl)-pyrimidine-5-carbonitrile (5a): This compound was generated as 

white crystals in 77% yield. M.p. 225–227°C; Rf = 0.52 (n-hexane–ethyl acetate 8:2); λmax./ cm-1 (KBr): 3474, 

3350, 2217, 1640; 1H-NMR (DMSO-d6, 300 MHz): δ 8.40 (2H, dd, J = 7.00 Hz); 8.07 (2H, dd, J = 8.08 Hz, J = 

5.60 Hz); 8.00 (2H, b, NH2); 7.43–7.58 (3H, m); 7.43 (2H, t, J = 8.80Hz).  m/z (rel. int) 290 ([M+H]+,100), 187 

(78): [Found: C 68.29; H 3.82; N 18.50; Calc. for C17H11FN4.1/2 H2O: C 68.25; H 4.04; N 18.71%].  

4-amino-6-(p-methoxyphenyl)-2-phenylpyrimidine-5-carbonitrile (5b): This compound was obtained as 

white crystals in 54.6% yield, m.p. 214-215°C; Rf = 0.39 (n-hexane/ ethyl acetate, 8:2); (KBr, λmax /cm-1): 3475 

(NH2 asymm), 3343 (NH2 symm), 2217 (CN), 1638 (C=N); 1H-NMR: (DMSO-d6 , 300 MHz), δ 8.38 ppm (m, 

2H), 7.12 ppm (d, 2H), 7.72 ppm (s, 2H, NH2), 8.0 ppm (d, 2H), 7.52 ppm (m, 3H), 3.84 ppm (s, 3H, CH3O), MS: 

m/z (rel. int.) 317 ([M+H]+, 100), 318 (49.66). Anal. Calculated for C18H14N4 O.1/4H2O: C, 61,44%; H, 3.86%; N, 

19.90%. Found: C, 61.40%; H, 3.75%; N, 19.96%. 

4-amino-6-(p-bromophenyl)-2-phenylpyrimidine-5-carbonitrile (5d): This compound was obtained as 

white crystals in 47% yield. M.p. 228-230°C, (KBr, λmax /cm-1) 3447 cm-1, 3358 cm-1 (NH2), 2234 cm-1 (CN), 

1627 cm-1, 1613 cm-1 (C=N), 1557 cm-1 (Ar) cm-1; 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) 3.85 ppm (3H, Br), 7.52-8.41 

ppm (m, Ar e NH2); HRMS (Micro-TOF) [M+H]+ calculated C17H12BrN4
+ 353.0219, found 353.0255.  

4-amino-6-(p-toluylphenyl)-2-phenylpyrimidine-5-carbonitrile (5e): This compound was obtained as 

white crystals in 47% yield. M.p. 208-210 °C; IR (KBr, λmax /cm-1) 3456 cm-1, 3321 cm-1 (NH2), 2208 cm-1 (CN), 

1651 cm-1, 1623 cm-1 (C=N), 1557 cm-1 (Ar); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6) 2.38 ppm (3H, s, CH3), 7.42-8.20 

ppm (m, Ar and NH2); HRMS (Micro-TOF) [M+K]+ calculated C18H14N4
 325.0849, found 325.1047.  

4-amino-6-(p-ethoxyphenyl)-2-phenylpyrimidine-5-carbonitrile (5f): This compound was obtained as 

white crystals in 52% yield. M.p. 206-208 °C; IR, (KBr, λmax /cm-1) 3433 cm-1, 3368 cm-1 (NH 2), 2234 cm-1 

(CN), 1634 cm-1, 1616 cm-1 (C=N), 1559 cm-1 (Ar); 1H-NMR, (300 MHz, DMSO-d6) 3.81 ppm (3H, OC2H5), 7.47-

8.22 ppm (m, Ar e NH2); HRMS (Micro-TOF) [M+2Na-H]+  calculated C19H17N4O
+ 362.1108, found 362.9787. 

The spectroscopic data of the compounds unpublished are presented below: 

4-Amino-5-cyano-2-phenyl-6-(p-formylbenzoate)-pyrimidine (5c): This compound was obtained as 

white crystals in 37% yield. M.p. 264.5 °C; Rf 0.38 (n-hexane/ ethyl acetate, 7:3). 1H and 13C NMR (400 MHz, 

DMSO-d6): 8.4 ppm (2H, d, ArH); 7.57 e 7.53 ppm (3H, t, Ar-H, J 1.6 Hz); 8.16 e 8.08 ppm (6H, m, ArH); 3.91 

ppm (3H, s, CH3); 164.09 ppm (1C, CN); 128,42 ppm (2C, Ar); 1131.64 ppm (3C, Ar); 167,22 ppm (1C, C=O); 

165.69 ppm (1C, Pir); 164.42 ppm (1C, Pir); 164.09 ppm (1C, CN); 140.79 ppm (1C, Ar); 136.37 ppm (1C, Ar); 

131.43 ppm (1C, Ar); 130.3 ppm (2C, Ar); 129.02 ppm (1C, Ar); 129.21 ppm (2C, Ar); 128.51 ppm (2C, Ar); 

116.02 ppm (1C, pir); 84.9 ppm (1C, Pir); 52.4 ppm (1C, OCH3). HRMS (MALDI-TOF) [M+H]+ calculated 

C19H14N4O2 331.1150, found 331.1226.  
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4-amino-6-(p-methoxyphenyl)-2-amidopyrimidine-5-carbonitrile (7g): This compound was obtained as 

white crystals in 91% yield. 1H and 13C NMR (400 MHz, DMSO-d6) 3.79 ppm (s, 3H, OCH3), 6.52-6.58 ppm 

(2H, m, Ar and NH2), 6.69 and 7.06 ppm (m, Ar, NH2 amide), 2.99 and 1.65 ppm (2H, HCH amide), 6.99-7.27 

ppm (4H, m, Ar), 105.9 ppm (1C, HCH amide), 168.7 ppm (1C, C=O), 160.3 ppm (1C, CN), 118 ppm (1C, Ar), 

113.5 ppm (1C, Ar), 129.8 ppm (2C, Ar); 167.22 (2C, Ar), 118 ppm (1C, Pir), 158.3 ppm (1C, Pir), 77.8 ppm (1C, 

Pir), 152.3 ppm (1C, Pir). HRMS (Micro-TOF) [M+Na]+ calculated C14H13N5O2
 306.0961, found 306.0967.  

4-amino-6-(m-nitrophenyl)-2-amidopyrimidine-5-carbonitrile (7h): This compound was obtained as 

yellow amorphous crystals in 78% yield, 1H and 13C NMR (400 MHz, DMSO-d6), 6.72-6.68 ppm (2H, m, Ar and 

NH2), 7.15-7.12 ppm (m, Ar, NH2 amide), 2.97 and 1.65 ppm (2H, HCH amide), 7.73-8.31 ppm (4H, m, Ar), 

106.4 ppm (1C, HCH amide), 168.0 ppm (1C, C=O), 160.3 ppm (1C, CN), 138.4 ppm (1C, Ar), 123.5 ppm (1C, 

Ar),  147.2 ppm (1C, Ar), 135.5 ppm (1C, Ar), 129.9 ppm (1C, Ar), 123.6 ppm (1C, Ar), 158.2 ppm (1C, Pir), 

117.8 ppm (1C, Pir), 76.8 ppm (1C, Pir), 150 ppm (1C, Pir). HRMS (Micro-TOF) [M+2Na-H]+ calculated 

C13H11N6O3
+ 344.0598, found 344.0364.  

 

3.2. TARGET AND LIGANDS PREPARATION 

The structures of the ZN3F compound and the pyrimidine derivatives optimized based on the structure of 

the receptor (5a-f and 7g-h) were drawn and the respective energies were minimized using the BIOVIA Discovery 

Studio software (https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download). The crystallographic structure 

of cruzipain from T. cruzi was downloaded from the Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) 

with ID PDB: 3LXS [42]. 

  

3.3. MOLECULAR DOCKING AND LEAD OPTIMIZATION  

Molecular docking between the co-crystallized WRR-483 ligand, the ZN3F compound, compounds 5a-

f and 7g-h and 3LXS was performed using the Molegro Virtual Docker, v. 6.0.1. The GRID was defined with a 

radius of 10Å and 0.30 resolution to encompass all amino acid residues of the active site of 3LXS. The GPU 

Screening algorithm (CUDA), internal ES, internal HBond, sp2-sp2 torsions and poses com RMSD lower than 1.00 

were defined in the software. Scores in KJ.mol-1 were generated by five different scoring functions: GPU Score, 

MolDock Score [GRID], Rerank Score, Docking Score and Similarity Score. Consensus analysis of all scores was 

performed using the average of auto-scaled scores (AASS) [55] (Supplementary material 1). The best poses were 

selected, and the compounds were ranked as a function of the consensus average. For lead optimization, 

interactions of the best poses among WRR-483, the ZN3F compound and amino acid residues of the active site 

of 3LXS were analyzed using the BIOVIA Discovery Studio (https://discover.3ds.com/discovery-studio-

visualizer-download). The prototype compounds were designed based on these interactions and were also analyzed 

in the BIOVIA Discovery Studio. 

 

3.4. PHARMACOKINETIC AND TOXICOLOGICAL PREDICTIONS 

Analysis of the pharmacokinetic and toxicological profile of compounds 5a-f and 7g-h was performed 

using information generated by the OSIRIS Property Explorer software (https://www.organic-

chemistry.org/prog/peo/).  

 

3.5. ILLUSTRATIONS 

https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download
https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/
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Illustrations of the interactions between ligands and amino acid residues were created using the BIOVIA 

Discovery Studio (https://discover.3ds.com /discovery-studio-visualizer-download). 

 

3.6. IN VITRO ASSAY OF AMASTIGOTE AND TRYPOMASTIGOTE 

FORMS OF T. CRUZI 

 

The in vitro test of trypanocidal activity was performed using a Trypanosoma cruzi (Tulahuen strain) 

expressing the Escherichia coli β-galactosidase gene. Infective trypomastigote forms were obtained through 

culture in monolayers of mouse L929 fibroblasts in RPMI-1640 medium. For the bioassay, 4,000 L929 cells were 

added to each well of a flat-bottom 96-well plate. After an overnight incubation, 40,000 trypomastigotes were 

added to each well and the cells are incubated for 2 h. Medium containing parasites that did not penetrate the cells 

was replaced with 200 μL of fresh medium and the plate was incubated for an additional 48 h to establish infection. 

The medium was then replaced with solutions of compounds at different concentrations in fresh medium and the 

plate was incubated for 96 h at 37°C in a 5% CO2 atmosphere. After this period, 50 μL of 500 μM chlorophenol 

red β-D-galactopyranoside in 0.5% Nonidet P40 was added to each well and the plate was incubated for 16-20 h 

at 37°C, after which the absorbance at 570 nm was measured. Controls with uninfected cells, untreated infected 

cells, infected cells treated with benznidazole (positive control) or DMSO 1% were used. The results were 

expressed as the percentage of T. cruzi growth inhibition in compound-tested cells as compared to the infected 

cells and untreated cells. Quadruplicates were run in the same plate. The 50% inhibitory concentration (CI50) were 

determined by linear interpolation with the aid of Excel program. 

 

3.7. CYTOTOXICITY 

Cytotoxicity to mammalian cells was evaluated using the alamarBlue® assay. This system incorporates 

an oxidation-reduction indicator that both fluoresces and changes color in response to chemical reduction of growth 

medium resulting from cell growth. Innate metabolic activity of the cells results in a chemical reduction of 

alamarBlue® and reduction related to growth causes the Redox indicator to change from oxidized (non-

fluorescent, blue) form to reduced (fluorescent, red) form. This change can be measured using spectrophotometric 

analysis   

L929 cells were plated in flat-bottom 96-well plates and incubated for 72 h at 37°C in a 5% CO2 

atmosphere for adherence. The compounds were then added at concentrations of 0.78 to 100 µg/mL, followed by 

further incubation for 96 h. After 96 h of incubation with the compounds the alamarBlue® was added and the 

absorbance was read at two wavelengths after 4-6 h using the Thermo Scientific Multiskan FC spectrophotometer. 

Controls with untreated and DMSO 1%-treated cells were run in parallel. Quadruplicates were run in the same 

plate. The results were expressed as the percent difference in the reduction between treated and untreated cells 

using the equation recommended by manufacturer. The cytotoxic concentration for 50% of the cells (CC50) was 

determined by linear interpolation with the aid of Excel program.  

 

3.8. SELECTIVITY INDEX 
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The selectivity index (SI) was calculated for the parasite to determine the selectivity of the compounds. 

The SI is the CC50/CI50 ratio, with higher values indicating greater specificity for the parasite. Micromolar values 

were considered for the determination. SI values less than 1 were considered not indicative of parasitic selectivity 

[56]. 

 

4. RESULTS 

 

4.1. CRUZAPAIN SELECTION AND REDOCKING:  

Cruzapain is the main cysteine protease of T. cruzi and is expressed throughout the life of the parasite, 

playing important roles in its survival [58, 59, 60, 61, 62]. Studies have shown that cruzipain is structurally highly 

homologous to papain, exhibiting the same general entanglement pattern and structure of the active site, with seven 

binding sites to the substrate (acyl side - S4, S3, S2 and S1; amino side - S19, S29 and S39) as well as Cys25, 

His159 and Asn175 as the catalytic triad [58, 63]. These and other factors make cruzipain an important biological 

target in T. cruzi [64, 65, 66, 67, 68]. 

The structure of the active site of cruzipain in T. cruzi (PDB ID: 3LXS), which is determined by 

interactions between its respective amino acid residues and the vinyl sulphone-derived inhibitor (WRR483), was 

used as the model for the molecular docking studies. 

Despite being one of the most widely used methods for the development of drugs, molecular docking can 

have considerable variation depending on the ligand-protein complex studied [69, 70]. One way to validate the 

method is through the redocking of the co-crystallized ligand to evaluate the capacity of the software program to 

reproduce its crystallographic pose. This aspect is measured using the root mean square deviation (RMSD) [71].  

Thus, the validation of the Molegro Virtual Docker program was performed by the redocking of the co-

crystallized ligand of 3LXS, WRR-483 and the overlap of poses on the co-crystallized complex. The RMSD value 

obtained for the best pose was less than 0.5, demonstrating the excellent capacity of the program to reproduce the 

crystallographic pose of WRR-483. 

  

4.2. MOLECULAR DOCKING ANALYSES OF ZN3F.  

The analysis of the pose with the best score for the interaction between ZN3F and cruzipain revealed that the 

entire molecule was immersed in the active site of 3LXS, with the N,N-dimethylaniline portion anchored more 

deeply than the pyrimidine ring and with p-nitrobenzene more towards the outer portion of the active site (Fig. 

1A). The analysis of the overlap of ZN3F and the co-crystallized ligand revealed that the anchorage of both 

molecules occurs in the same location of the active site (Fig. 1B) and the two molecules have common interactions 

with seven amino acid residues: Gln19, Cys25, Gly66, Ala138, His162, Trp184 and Glu208. This indicates that 

the ZN3F compound serves as a possible inhibitor of cruzipain, enabling the design of novel compounds with 

optimized potency based on the structure of the receptor. 
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FIGURE 1 | Analysis of cruzipain binding site. Binding complex between co-crystallized WRR-483 ligand and 

3LXS enzyme (A).  Binding complex between ZN3F ligand and 3LXS enzyme (B). The amino acid residues in 

common between co-crystallized WRR-483 ligand and ZN3F are highlighted as an orange rectangle. 

 

4.3. OPTIMIZATION OF ZN3F: 

To design structures of potentially more active compounds, the first step was to obtain more information 

on the best pose between ZN3F and cruzipain and relate it to structural and electronic information regarding the 

active site. 

As shown in Figure 2A, hydrophobic interactions with the amino acid residues Gly66, Leu67, Met68, 

Ala138, Leu160, Asp161, His162 and Glu208 seem to be the most important to energetically favorable anchorage. 

Studies have demonstrated that Glu208 is a critical residue located in the S2 subsite of the active site, which is 

absent from diverse other proteases, including human cathepsins [72, 73]. Another fundamental interaction 

involves the Cys25 residue, which is part of the catalytic triad. Despite favoring the formation of hydrogen bridges 

with the Gln19 and Trp184 residues, the presence of the nitro group in position 4 of the benzene ring diminishes 

electronic density in the aromatic ring, consequently diminishing the interaction capacity with Cys25. 

The analysis of the hydrophobic surface of cruzipain with the ZN3F compound also furnished important 

information for the design of novel compounds, such as area 1, which demonstrates the S2 hydrophobic pocket, 

area 2, with the possibility of hydrophobic interactions and polar interactions in the S’ pocket, and area 3, with 

potential for polar interactions in the S1 pocket. 
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FIGURE 2 | Optimization of ZN3F compound based on structure of receptor. Interactions between ZN3F ligand 

and amino acid residues of active site of 3LXS enzyme (A). Hydrophobic surface of active site of 3LXS enzyme, 

with anchored ZN3F (green) and respective S2 (area 1), S’ (area 2) and S1 (area 3) subsites highlighted.  

 

Based on the analyses described above, pyrimidine derivatives were designed with the aim of enhancing 

the affinity with the amino acid residues of the active site in cruzipain, consequently enhancing potency and 

selectivity. Structural changes were performed by exploring substitutions in the lateral chains of the pyrimidine 

ring.  

The eight analogue compounds (5a-f and 7g-h) were anchored in silico in the active site of 3LXS. The 

consensus of their scores and interactions were analyzed and compared to that of the ZN3F compound and co-

crystallized ligand. The compound with the best score was 5f, which was higher than that of ZN3F and WRR-

483, followed by compounds 5b and 5c. The other compounds had scores slightly lower than that of ZN3F. All 

compounds had interactions in common, such as with the Cys25 amino acid residue (Table 1). 

 

TABLE 1 – Consensus ranking and amino acid residues involved in interactions. 

Id Score Interactions 

5f 5. 0.944 Cys25, Leu67, Met68, Ala138, Leu160, Asp161 e Glu208 

5b 6. 0.909 Cys25, Met68, Ala138, Leu160 e His162 

5c 7. 0.898 Gln19, Cys25, Ser64, Met68, Ala138, Asp161, His162 e Trp184 

ZN3F 0.883 
Gln19, Cys25, Gly65, Gly66, Leu67, Met68, Ala138, Leu160, Asp161, 

His162, Gly163, Trp184 e Glu208 

5d 8. 0.875 Gly23, Cys25, Met68, Ala138, Asp161 e His162 

5e 9. 0.869 Cys25, Met68, Ala138 e Asp161 

5a 10. 0.863 Cys25, Met68, Asp161, His162 e Glu208 
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7g 11. 0.856 Cys25, Gly66, Met68 e His162 

7h 12. 0.823 Cys25, Ser64, Met68, Ala138, Asp161 

WRR-

483 
13. 0.802 Gln19, Cys25, Gly66, Met68, Ala138, Leu160, Asp161, His162, Trp184 e 

Glu208 

 

13.1. PHARMACOKINETIC AND TOXICOLOGICAL ANALYSES OF 

PYRIMIDINE DERIVATES:  

Although five of the eight analogues proposed have been described in the literature, their pharmacokinetic 

and toxicological properties have not been reported. Therefore, the second step was the in silico evaluation of the 

pharmacokinetic and toxicological aspects of all compounds with the aid of the Osiris software program. 

Pharmacokinetic properties (Table 2) were evaluated according to Lipinski’s Rule of Five, which involves the 

variables absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity (ADMET) [74]. 

None of the compounds violated the Rule of Five and the ADMET parameters indicated good absorption 

as well as solubility ranging from good to moderate. The analysis of toxicity predictions also demonstrated that, 

unlike ZN3F (high mutagenic and tumorigenic probability), the compounds are not mutagenic or tumorigenic and 

do not cause reproductive problems or irritation.  

 

TABLE 2 – ADMET profile of pyrimidine analogues (5a-f and 7g-h) 

ID Molweight cLogP H-Acca H-Donb Violation Mutagenic 
Tumorigeni

c 
REc Irritant 

5a 290.3 3.1001 4 1 0 None None None None 

5b 302.336 2.9293 5 1 0 None None None None 

5c 330.346 2.9123 6 1 0 None None None None 

5d 351.206 3.7245 4 1 0 None None None None 

5e 286.337 3.3432 4 1 0 None None None None 

5f 346.389 3.2656 6 1 0 None None None None 

7g 283.29 0.2612 7 2 0 None None None None 

7h 298.261 -0.5904 9 2 0 None None None None 

ZN3F 360.38 1.7906 8 1 0 High High None None 

ahydrogen bond acceptors. bhydrogen bond donors. cReproductive effective. 

 

13.2. SYNTHESIS OF PYRIMIDINES (5A-F AND 7G-H): 

Based on the results of the computational studies conducted with the ZN3F compound, 4-amino-5-

carbonitrile-1,3-pyrimidine derivatives containing aryl and amide substitutions (5a-f and 7g-h) were prepared as 

shown in Figure 3.  
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Compound 3, obtained by the Knoevenagel reaction between aldehydes 1 and bisnitrile 2, were submitted 

to the condensation reaction with the amidines (4 and 6) under reflux to obtain pyrimidines 5a-f and 7g-h as post-

amorphs or crystals, with yields that ranged from 50 to 90%. Among these compounds, the 5c and 7g-h derivatives 

are unprecedented. However, none of the derivatives described in the literature have been tested for trypanocidal 

activity. For the known compounds, the structural confirmation was performed based on the literature [54]. 

Figure 

3: 

Reaction 

steps for 

obtainment of pyrimidines. I) aldehyde 1, malononitrile 2, in methanol and room temperature or reflux. II) and III) 

intermediate of bisnitrile 3, amidine 4 or 6, methanol and room temperature or reflux. 

 

13.3. TRYPANOCIDAL ACTIVITY: 

We evaluated the activity of the 5a-f and 7g-h derivatives against T. cruzi. All derivatives inhibited the 

trypomastigote form of the Tulahuen strain of T. cruzi. The best results were found with the 5 series and compounds 

5a, 5b and 5d had very low IC50 values, when compared with the compound ZN3F used as lead compound, as 

shown in Table 3. Derivative 5e had the lowest IC50 (2.79±0.00 µM) among those tested in this study, and 

compound 5c had an IC50 slightly above the best performing derivatives, but with values close to these. Cell 

viability analysis was then performed considering the toxicity of the inhibition concentrations of the compounds 

to the L929 mammal cell lines. As shown in Table 3, practically all compounds had higher cytotoxicity values 

(CC50) than parasite IC50 values. The best SI results were found for the 5e and 5b derivatives (31.3 and 25, 

respectively), which performed better than benznidazole. 

 

TABLE 3 - Structure of pyrimidine derivatives and activity against T. cruzi  

ID 
IC50 about the 

parasite1 (µM) 

CC50 about 

L9292 (µM) 

Selectivity 

Index3 (SI) 

5a 6.55±3.44 43.06 6.6 
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5b 3.31±1.32 82.69 25 

5c 27.54±1.82 75.68 2.7 

5d 8.26±1.71 71.18 8.6 

5e 2.79±0.00 87.30 31.3 

5f 
5.37±1.26 39.51 7.4 

7g 229.09±43.77 352.99 1.5 

7h 107.95±35.2 335.27 3.1 

ZN3F 13.96±0.00 203.56 14.58 

Benznidazole 1.84±0.12 2074.93 1125 

1Concentration of compound that reduces growth of parasite by 50%, (average ± standard deviation from at least 

two experiments), 2Concentration of compound that inhibits viability of L929 cells by 50%, 3CC50 of compound 

to cells divided by IC50 of compound to parasite. 

 

5. DISCUSSION 

Motivated by the good activity of the ZN3F compound against T. cruzi (IC50 = 13.96 µM and SI = 14.58) 

and the need to develop novel drugs for the treatment of Chagas’ disease, molecular docking studies were 

conducted to optimize trypanocidal activity and identify novel inhibitors of the enzyme cruzipain.  

Although all analogues docked favorably in the binding region, different degrees of inhibition were found. 

For instance, the pyrimidine compounds 5a, 5b, 5d, 5e and 5f had enhanced trypanocidal activity, with IC50 values 

ranging from 2.79±0.00 to 8.26±1.71 µM. Despite exhibiting good activity (IC50 = 27.54 ± 1.82 µM), the 5c 

analogue was less active than ZN3F and compounds 7g and 7h had high IC50 values (229.09 ± 43.77 µM and 

107.95±35.2 µM, respectively).  
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The variations in the lateral chains of the pyrimidine ring directly influenced the electronic and 

physicochemical properties and consequently exerted an influence on the trypanocidal activity of these 

compounds.  

Substitutions in the alkyl group of C6 of the pyrimidine ring, which were planned considering interactions 

with amino acid residues in the hydrophobic pocket of the S2 subsite, resulted in compounds with a lower in silico 

score for cruzipain and greater in vitro potency against T. cruzi. Previous studies reported that compounds 

containing hydrophobic substituents that interact with amino acid residues of the S2 site were more potent and 

more selective with regards to cruzipain [75, 58, 76]. 

The hydrophobic S2 site could be reached more effectively by the incorporation/presence of phenyl rings 

without substituents and phenyl substituted with methyl, fluoro and methoxy groups in the -para position.  

Compound 5e – substituted with p-toluoyl at C6 of the pyrimidine ring – was the most potent and most 

selective of the analogues tested (IC50 = 2.79±0.00 µM, SI > 31.3). The presence of the methyl p-toluoyl group, 

which is less voluminous than the two methyl present in the N,N-dimethylaniline of the ZN3F compound, likely 

enabled greater approximation between the molecular surface and surface of the active site of the protein as well 

as greater immersion in the S2 subsite. As shown in Figure 3 (Supplementary material 1), the methyl group is 

immersed in the S2 subsite, performing hydrophobic interactions with Ala138. Its hyperconjugation effect 

increases electronic density in the aromatic ring and enables two sulfur-π interactions with Met68 and Cys25. Two 

other sulfur-π interactions were found between Cys25 and both the pyrimidine rings and phenyl. 

The interaction with Cys25, which is an important residue of the catalytic triad, may have been 

fundamental to the excellent activity and selectivity of compound 5e (Figure S5) for T. cruzi. Studies have shown 

that this type of interaction can generate both intermolecular and intramolecular stabilization and enhance 

drug/target affinity [77]. Moreover, most of the compounds had sulfur-π interactions with Cys25. The compound 

5e also proved to twice as selective as ZN3F (SI =14.58). 

Compounds 5f and 5b (Figure S6 and S2, respectively) also exhibited potent trypanocidal activity (IC50 

= 5.37±1.26 and 3.31±1.32 µM, respectively). Hydrophobic interactions were also predominant, demonstrating 

the importance of these interactions for a potent inhibitory effect. 

Halogenated compounds have also been reported to be potent inhibitors of T. cruzi [78, 79, 80]. In the 

present study, compound 5a (Figure S1) exhibited excellent inhibition (IC50 = 6.55 ± 3.44 µM). Despite interaction 

with the active site of cruzipain in a similar manner as compound 5e, compound 5a (Figure S1) exhibited fewer 

hydrophobic interactions with the S2 pocket. The interaction between fluorine and Glu208 may have been 

important to its greater selectivity compared to the standard compound benznidazole.      

Compound 5d (Figure S4) exhibited hydrophobic interactions with the S2 pocket, which may be related 

to its excellent trypanocidal activity (IC50 = 8.26 ± 1.71 µM and SI > 8.6). 

Lastly, despite interesting interactions, such as the sulfur-π interaction with Cys25, hydrophobic 

interaction with the S2 pocket and hydrogen bridges with Gln19 and Trp184, compound 5c (Figure S3) achieved 

good inhibition (IC50 = 27.54 ± 1.82 µM), but its inhibitory action was the lowest among the compounds of the 5 

series. The compounds with the lowest inhibition activity were 7g and 7h, Figure S7 and S8, respectively, (IC50 = 

229.09 ± 43.77 µM and 107.95±35.2 µM, respectively), both of which were modified at C2 with the aim of 

enhancing hydrophilicity and the interaction with the S’ or S1 pocket. These compounds exhibited few interactions 
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with the hydrophobic S2 pocket, lending further strength to the hypothesis of the importance of these interactions 

to the potency of trypanocidal activity.  

 

6. CONCLUSION 

A strategy was developed using molecular docking for the optimization of pyrimidine derivatives for the 

treatment of Chagas’ disease. The compound ZN3F, which had previously been studied for its effects on T. cruzi 

by our research group, was used as the lead for the design of analogues with optimized trypanocidal activity based 

on the structure of cruzipain using in silico approaches. This strategy addressed strategic interactions with 

important amino acid residues of the active site of cruzipain as well as pharmacokinetic and toxicological aspects. 

All nine compounds synthesized – three of which (5c, 7g and 7h) were unprecedented – presented trypanocidal 

activity. Compound 5e stood out for its similar potency to benznidazole and approximately 2 times greater 

selectivity compared to the lead compound ZN3F. Possible interactions between the hydrophobic substituents at 

C6 of the pyrimidine ring and the S2 pocket contributed in a highly significant manner to the potency against T. 

cruzi. Moreover, the computational studies showed that sulfur-π interactions with Cys25 are a promising strategy 

to explore in the development of reversible cruzipain inhibitors. These results offer interesting novel aspects that 

can contribute to the binding mode and mechanism of action of cruzipain inhibitors. The optimization strategy 

also proved effective at improving toxicological aspects of the compounds synthesized. The present findings 

demonstrate the potential of pyrimidines in the treatment of Chagas’ disease and broaden our understanding of the 

molecular aspects of cruzipain inhibition. 
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1. 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 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 
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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. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1 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). 

2.2 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 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). 

2.3 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 
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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. 

2.4 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. 

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 
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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%. 

2.5   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. 

2.6 Determination of cell viability 

Cell viability was determined using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-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 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. 

2.7 In vivo antitumor assay 

2.7.1 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 
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the UFPE Ethics Commission on Animal Experimentation (Recife, Brazil) (process no. 

23076.050686/2012-43). 

2.7.2 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). 

2.7.3 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 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. 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 Preparation and characterization of liposomes 



117 

 
 

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 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 
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the X axis is the concentration of liposome (dissolved in analytical grade methanol) and the Y 

axis corresponds to absorbance at the wavelength of 203 nm, with an R2 = 0.9885.  

3.2 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. 

3.3 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 

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 
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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). 

3.4 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 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-fluorophenyl-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 
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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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7. FIGURE AND TABLE LEGENDS 

Figure 1 – Reaction scheme. 
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 a: Aromatic aldehyde; b: Malononitrile; c: Substituted bisnitrile; d: Amidine; e: 2–Phenyl–4–

amine–5–carbonitrile–6–(p–fluorophenyl)–pyrimidine. 

 

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” 
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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. 

 

 

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. 

 

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) (Fig 4 a). Macroscopic aspect of tumor 

after treatment with saline (Fig. 4 b), 5-FU (Fig. 4 c), Pyr-Free (Fig. 4 d) and Pyr-LIPO (Fig. 4 

e).  
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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%) (Fig. 5 a). Histological photomicrographic images stained with hematoxylin/eosin of 

groups treated with saline (Fig. 5 b), 5-FU (Fig. 5 c), Pyr-Free (Fig. 5 d) and Pyr-LIPO (Fig. 5 

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. 

  

Table I – Study of physical stability in forced conditions of liposomes containing 4-amino-

pyrimidine-bis-substituted compound. 
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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; IPD: Polydispersity Index; pH: Hydrogenic potential; Micro and macroscopic 

analysis: homogeneity, color, viscosity, deposition of material, formation of lumps, 

flocculation, coalescence and separation of phases. 

 

Table II – Study of stability at predetermined times (0 to 30 days) of blank liposomes and 

liposomes containing 4-amino-pyrimidine-bis-substituted compound. Formulations maintained 

at 4 °C and under atmospheric pressure. 

 Unloaded LIPO Pyr-LIPO 

(days) Ø PDI pH Ø PDI pH 
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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 

 Ø: Particle size; PDI: Polydispersity Index; pH: Hydrogenic potential. 
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ANEXO – ESPECTROS DE MASSAS 

 

Figura 45 – Espectro de massa MALDI-TOF da pirimidina 5c. 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

 

Figura 46 – Espectro de massa MICROTOF da pirimidina 5d. 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 
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Figura 47 – Espectros de massa MICROTOF da pirimidina 5e. 

 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

Figura 48 – Espectro de massa MICROTOF da pirimidina 5f. 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 
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Figura 49 – Espectros de massa MICROTOF da pirimidina 7a 

 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 

 

Figura 50 – Espectros de massa MICROTOF da pirimidina 7b. 

 

Fonte: Produzida pelo autor. 
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