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RESUMO 

Mosquitos do gênero Aedes têm causado graves problemas de saúde 

pública por atuarem como vetor de várias arboviroses tais como dengue, 

chikungunya e zika. A estratégia mais eficiente no controle dessas doenças é o 

combate ao vetor. No entanto, o número limitado de agentes larvicidas e o 

surgimento de mosquitos resistentes podem comprometer esse combate. Isso tem 

motivado a busca por novas moléculas que podem atuar como larvicidas. 

Chalconas e tiossemicarbazonas são classes de compostos orgânicos que se 

destacam por suas atividades antimicrobiana e citotóxica. Essa última classe 

destaca-se ainda por sua capacidade quelante, permitindo a obtenção de 

complexos com as mais variadas atividades farmacológicas, e em muitos casos 

sendo os mesmos mais ativos que os ligantes livres. Neste trabalho foram 

preparadas oito tiossemicarbazonas derivadas de chalconas e seus respectivos 

complexos de cobre(II) e prata(I), sendo vários desses complexos inéditos. Os 

compostos foram caracterizados por análise elementar, medidas condutimétricas, 

espectros eletrônicos e de infravermelho e análises termogravimétricas. A 

citotoxicidade desses compostos foi avaliada pela viabilidade celular de linhagens 

de macrófagos murinos RAW 264.7 e J774 A.1 e Aedes albopictus C6/36 em 

concentrações variando de 0,01 a 100 µM. Para as tiossemicarbazonas e os 

complexos de Cu(II) selecionados foram avaliadas a sobrevivência de larvas de 

Aedes aegypti a partir do estádio L4 até a fase adulta, a morfologia das células do 

intestino médio das larvas após o tratamento por 24 h e a marcação da caspase-3 

por imunofluorescência. Os complexos de Cu(II) foram cerca de 10 vezes mais 

citotóxico que as tiossemicarbazonas livres contra todas as linhagens testadas. Já 

para a maioria dos complexos de Ag(I) sua citotoxicidade não foi superior as 

tiossemicarbazonas livres, mesmo o seu sal apresentando efeito citotóxico na maior 

concentração testada. Alguns dos compostos selecionados levaram a um aumento 

da mortalidade das larvas, sendo observados danos as células do intestino médio, 

contudo sem marcação positiva de caspase-3. Os resultados demonstram que a 

estratégia de complexar as tiossemicarbazonas ao cobre(II) levou a um aumento 

da atividade citotóxica e que alguns compostos apresentaram um promissor 

potencial larvicida contra mosquitos do gênero Aedes. 

Palavras-chave: tiossemicarbazonas, chalconas, atividade larvicida.  



 

ABSTRACT 

Mosquitoes of the Aedes genus have caused serious public health problems by 

acting as vectors for several arboviruses such as dengue, chikungunya and zika. The 

most efficient strategy to control these diseases is to combat the vector. However, the 

limited number of larvicidal agents and the emergence of resistant mosquitoes may 

compromise this fight. This has motivated the search for new molecules that can act 

as larvicides. Chalcones and thiosemicarbazones are classes of organic compounds 

that stand out for their antimicrobial and cytotoxic activities. This last class also stands 

out for its chelating capacity, allowing the production of complexes with the most varied 

pharmacological activities, and in many cases being more active than free ligands. In 

this work, eight thiosemicarbazones derived from chalcones and their respective 

copper(II) and silver(I) complexes were prepared, several of which were new. The 

compounds were characterized by elemental analysis, conductimetric measurements, 

electronic and infrared spectra and thermogravimetric analyses. The cytotoxicity of 

these compounds was evaluated by cell viability of murine macrophage lines RAW 

264.7 and J774 A.1 and Aedes albopictus C6/36 at concentrations ranging from 0.01 

to 100 µM. For selected thiosemicarbazones and Cu(II) complexes, the survival of 

Aedes aegypti larvae from the L4 stage to adulthood, the morphology of larval midgut 

cells after treatment for 24 h and caspase-3 labeling by immunofluorescence were 

evaluated. The Cu(II) complexes were about 10 times more cytotoxic than free 

thiosemicarbazones against all strains tested. For the majority of Ag(I) complexes, their 

cytotoxicity was not greater than that of free thiosemicarbazones, even though their 

salt had a cytotoxic effect at the highest concentration tested. Some of the selected 

compounds led to an increase in larvae mortality with damage to midgut cells, however 

without positive caspase-3 labeling. The results demonstrate that the strategy of 

complexing thiosemicarbazones with copper(II) led to an increase in cytotoxic activity 

and that some compounds showed promising larvicidal potential against mosquitoes 

of the genus Aedes. 

Keywords: thiosemicarbazones, chalcones, larvicidal activity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Doenças transmitidas por vetores têm sido responsáveis por mais de 700 mil 

mortes por ano em todo o mundo (WHO, 2020). Somente devido a dengue, estima-se 

que anualmente mais de 3,9 bilhões de pessoas em mais de 120 países corram o 

risco de contrair a doença e cerca de 40 000 pessoas morram por complicações dessa 

arbovirose (WHO, 2020). 

Nos países tropicais, as condições climáticas favorecem a proliferação e 

desenvolvimento dos mosquitos do gênero Aedes. No Brasil, a principal espécie e 

também principal vetor de arboviroses é o Aedes aegypti (MENDONÇA, 2009). Outra 

espécie com potencial de transmissão de arboviroses é o Aedes albopictus. Ela 

apresenta uma ampla distribuição em regiões de clima temperado, bem como nos 

países tropicais, sendo de hábitos preferencialmente silvestres, se adaptando ao 

ambiente suburbanos com uma certa cobertura vegetal (LIMA-CAMARA et al., 2006). 

Essa espécie apresenta características morfológicas e proliferativas semelhantes ao 

A. aegypti (SILVA, 2019). 

O A. aegypti é um sério problema de saúde pública no Brasil, sendo o mais 

conhecido transmissor dos vírus da dengue, febre amarela e desde 2014 passou a 

disseminar também os vírus da chikungunya e zika (SOUZA-NETO et al., 2019). De 

acordo com o Boletim Epidemiológico nº 1 (BRASIL, 2023), emitido pela Secretaria de 

Vigilância em Saúde do Ministério da Saúde, até o mês de dezembro de 2022, foram 

registrados no Brasil 1 450 270 casos prováveis de dengue (cerca de 679,9 casos por 

100 mil habitantes); 174 517 casos prováveis de chikungunya (cerca de 81,8 casos 

por 100 mil habitantes) e ainda 9 204 casos prováveis de zika com cerca de 4,3 casos 

por 100 mil habitantes. O fato de não existirem vacinas para a prevenção da 

chikungunya e zika, atrelado à indisponibilidade de vacina contra a dengue na rede 

pública de saúde no Brasil, fazem com que o controle vetorial seja a principal 

estratégia para mitigar a transmissão dessas doenças no país. 

Vários compostos químicos têm sido empregados como medida de controle de 

mosquitos, sendo os mais importantes aqueles pertencentes às classes dos 

organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides (RANSON et al., 2010; 

ZARA et al., 2016). Essas substâncias são utilizadas em formulações para o combate 

dos insetos adultos (adulticidas), aplicadas na forma de aerossol (fumacê), ou em 

formulações larvicidas utilizadas no controle focal (BRASIL, 2009). O uso de larvicidas 

https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/vector-borne-diseases
https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/vector-borne-diseases
http://journal.tropika.net/pdf/tropika/v1n1/a03v1n1.pdf
https://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/diretrizes_nacionais_prevencao_controle_dengue.pdf
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tem se mostrado como melhor alternativa do que os adulticidas por serem mais 

efetivos e persistentes, uma vez que a sua ação se restringe ao local aplicado. Além 

dos larvicidas serem mais seguros para o ser humano e para o meio ambiente (WHO, 

1996). 

Contudo, o uso intensivo de inseticidas tem propiciado o desenvolvimento de 

resistência, a contaminação do meio ambiente e surtos de outras espécies (BRAGA, 

2007; VALLE, 2007). O registro crescente de populações de A. aegypti resistentes 

aos inseticidas disponíveis no mercado têm motivado o desenvolvimento de novos 

compostos que sejam eficazes contra o vetor, menos tóxicos ao meio ambiente e que 

tenham mecanismos de ação diferentes dos já descritos. 

As tiossemicarbazonas são uma classe de moléculas sintéticas que têm atraído 

grande interesse da comunidade científica tanto por suas propriedades químicas 

quanto por seu vasto repertório de atividades biológicas (JAMAL et al., 2019; 

ACHARYA et al, 2020). Os efeitos biológicos podem ser justificados pela modulação 

do caráter lipofílico das moléculas, por meio de modificações estruturais em seu 

esqueleto e/ou substituintes ligados a essa cadeia, bem como a capacidade dessas 

moléculas ligar a íons metálicos (BERALDO; GAMBINO, 2004; PELOSI, 2010; 

ACHARYA et al, 2020). Dentre as atividades relacionadas para esses compostos, se 

destacam a antiviral (FERNANDES; SILVA; OLIVEIRA, 2020), antibacteriana (SOUZA 

et al., 2019; BISCEGLIE et al., 2020), antifúngica (HASSAN et al., 2020), 

antiprotozoária (CHELLAN et al., 2019; IBÁÑEZ-ESCRIBANO, 2022), citotóxica 

(PITUCHA et al., 2021; AHMED, ALMALKI, 2021) e inseticida (SILVA et al., 2015). 

Apesar disso, a atividade larvicida das tiossemicarbazonas ainda é pouco 

investigada. Um importante estudo com essa abordagem foi conduzido por Silva e col. 

(2015) que avaliaram a atividade larvicida de ariltiossemicarbazonas e 

fenoximetiltiossemicarbazonas frente à larvas de A. aegypti (Figura1). Os autores 

reportaram que a proteína transportadora de esterol 2 de A. aegypti seria o alvo 

potencial desses compostos. Concluíram que a modificação química na porção 

proveniente do aldeído, o logaritmo do coeficiente de partição e o momento dipolar da 

molécula interferem na atividade larvicida. Contudo, não apresentaram dados sobre a 

extensão dos danos às larvas, nem exploraram o mecanismo de ação das moléculas. 

Em um estudo realizado por Grossi (2018), foi avaliada a atividade larvicida de 

tiossemicarbazonas derivadas de benzaldeído, acetofenona e benzofenona frente à 

larvas de A. aegypti. As análises do comportamento de nado demonstraram que os 

https://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/63504/WHO_CTD_WHOPES_97.2.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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compostos diminuíram a atividade locomotora das mesmas e na morfologia das 

células do intestino médio das larvas foram observadas alterações do tecido. Por meio 

de ensaios de imunofluorescência, se constatou que a exposição de larvas a algumas 

tiossemicarbazonas impactou as células do intestino médio causando redução nas 

células regenerativas, sem haver, entretanto, a ativação de caspases, peroxidases e 

proteínas de cadeia leve 3 associada a microtúbulos, não evidenciando o mecanismo 

que levou às alterações celulares. Esses resultados atestaram o efeito citotóxico dos 

compostos, mas a degeneração celular não pôde ser associada aos processos de 

apoptose e autofagia. Dentre os compostos analisados, os melhores resultados foram 

obtidos com tiossemicarbazonas derivadas de benzofenona. Diante disso, surgiu a 

hipótese que a atividade larvicida pode estar associada aos efeitos citotóxicos 

comumente relacionados às tiossemicarbazonas. 

 

Figura 1 – Representação genérica para as ariltiossemicarbazonas (A) e 

fenoximetiltiossemicarbazonas (B) estudadas por Silva e col. (2015) 

 

 

Fonte: Adaptado de Silva e col., 2015. 

 

Neste trabalho foram estudadas tiossemicarbazonas derivadas de chalconas, 

que semelhantemente às benzofenonas, apresentam uma extensão da cadeia lateral 

na porção proveniente da cetona, que poderiam resultar em compostos com potencial 

atividade larvicida, bem como seus complexos de Cu(II) e Ag(I), tendo em vista que 

complexos tendem a ser mais ativos que seus ligantes.  
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1.1 ASPECTOS GERAIS DA BIOLOGIA DO Aedes. 

 

O desenvolvimento de novos compostos com ação biológica deve se 

fundamentar no conhecimento da Química e da Biologia, para permitir que seja 

atingido o efeito farmacodinâmico desejado e melhorar as características 

farmacocinéticas da formulação. Portanto, conhecer a biologia e a fisiologia das 

espécies de mosquitos do gênero Aedes é fundamental para auxiliar na identificação 

dos potenciais alvos e determinar os danos causados. Como os mosquitos A. aegypti 

e A. albopictus são espécies que apresentam muitas características semelhantes, 

vamos apresentar as características do A. aegypti por ser o principal vetor das 

arboviroses no Brasil.   

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é conhecido como 

mosquito da dengue, pertence ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera, 

família Culicidae (subfamília Culicinae) e gênero Aedes. Anatomicamente, a espécie 

A. aegypti possui um padrão de cor característico, apresentando o corpo escuro com 

listras e manchas brancas no abdômen e pernas (REY, 2001). As fêmeas são   

antropofílicas, se alimentam de sangue humano, e por esta razão se adaptaram às 

áreas urbanas (PIOVEZAN et al., 2019). Esses insetos são holometabólicos, 

apresentam metamorfose completa, com o ciclo de vida compreendido em quatro 

estágios: ovo, larva (quatro estádios), pupa e adulto (Figura 2) (BRASIL, 2001; 

FOSTER & WALKER, 2019). Já foram desenvolvidos inseticidas capazes de interferir 

em cada uma das diferentes fases de desenvolvimento do A. aegypti. Entretanto, o 

surgimento de populações de mosquitos resistentes é uma realidade e constitui um 

alerta para a necessidade de novos compostos capazes de controlar a proliferação 

desses vetores. 

O ciclo de vida do mosquito tem início quando as fêmeas depositam seus ovos 

individualmente nas paredes internas dos criadouros, próximos à lâmina de água (BRASIL, 

2001). As fêmeas armazenam os espermatozoides em uma espermateca, e com isso a 

copulação ocorre apenas uma vez, realizando várias posturas com mais de 100 ovos por ciclo 

(ABREU et al., 2015; CARVALHO & MOREIRA, 2017). Após a postura, se houver condições 

favoráveis, o desenvolvimento do embrião ocorre em dois dias. Os ovos podem resistir à 

dessecação por mais de um ano (BRASIL, 2001; SERRA et al., 2018), representando um sério 

obstáculo à erradicação desses insetos, já que podem ser transportados a longas distâncias 

mesmo em recipientes secos e permanecerem viáveis por um longo período (BRASIL, 2001). 
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Figura 2 – Estágios de desenvolvimento do Aedes aegypti 

 

Fonte: Adaptado de: <https://baudeideiasdaivanise.blogspot.com/2008/03/cincias-

dengue.html>. Acesso em: 17 Jul. 2023. 

 

O ciclo de vida do mosquito tem início quando as fêmeas depositam seus ovos 

individualmente nas paredes internas dos criadouros, próximos à lâmina de água 

(BRASIL, 2001). As fêmeas armazenam os espermatozoides em uma espermateca, 

e com isso a copulação ocorre apenas uma vez, realizando várias posturas com mais 

de 100 ovos por ciclo (ABREU et al., 2015; CARVALHO & MOREIRA, 2017). Após a 

postura, se houver condições favoráveis, o desenvolvimento do embrião ocorre em 

dois dias. Os ovos podem resistir à dessecação por mais de um ano (BRASIL, 2001; 

SERRA et al., 2018), representando um sério obstáculo à erradicação desses insetos, 

já que podem ser transportados a longas distâncias mesmo em recipientes secos e 

permanecerem viáveis por um longo período (BRASIL, 2001). 

A fase larvária é caracterizada por quatro estádios evolutivos (L1, L2, L3 e L4). 

Anatomicamente as larvas têm o corpo dividido em cabeça, tórax e abdômen, e 
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deslocam-se fazendo movimentos em forma de “S”. São bastante sensíveis a 

movimentos bruscos e apresentam fotofobia, ou seja, na presença de um feixe de luz 

se dirigem rapidamente para o fundo do recipiente buscando refúgio. Para respirar, 

vão até a superfície da água e assumem posição vertical. Por se tratar do período de 

crescimento, as larvas passam a maior parte do tempo alimentando-se da matéria 

orgânica acumulada nas laterais ou no fundo de recipientes (BRASIL, 2001). 

As larvas se alimentam pela movimentação das escovas orais que fazem com 

que a água flua e traga partículas orgânicas para serem prontamente ingeridas ou 

então trituradas pelas mandíbulas antes da ingestão (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). 

Esses materiais passam a preencher a região do lúmen e sofrem os efeitos das 

enzimas digestivas, sendo absorvidos no intestino médio (mesentério) que é o 

principal órgão desse sistema (Figura 3). O epitélio intestinal apresenta células 

cilíndricas altas com microvilosidades na porção apical e várias invaginações de 

membrana na região basolateral. Além das células digestivas são observados outros 

dois tipos celulares: as células regenerativas e as enteroendócrinas (BILLINGSLEY, 

1990; DENECKE et al., 2018). 

 

Figura 3    Representação  esquemática  do  sistema  digestivo  da  larva  de  

Aedes aegypti 

 

Fonte: Adaptado de CONSOLI e OLIVEIRA, 1994. 
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A duração da fase larvária depende da disponibilidade de alimento, condições 

ambientais favoráveis e densidade de larvas, sendo a fase mais vulnerável do ciclo. 

O Ministério da Saúde recomenda que as ações para a erradicação do A. aegypti 

tenham como alvo preferencial a fase larvária, por representar o estágio de maior 

vulnerabilidade (BRASIL, 2001). 

As larvas se tornam pupas após os quatro estádios larvais, em um período de 

aproximadamente cinco dias após a eclosão (NELSON, 1986). As pupas são 

anatomicamente divididas em cefalotórax e abdômen, o que confere a elas um 

formato semelhante a uma vírgula (BRASIL, 2001). Esta fase é caracterizada pela 

metamorfose que evidencia o início da fase adulta e por não se alimentarem. A fase 

dura cerca de três dias e neste período permanecem na superfície da água para 

facilitar sua emergência quando se tornarem insetos adultos (NELSON, 1986). 

 A fase adulta é aquela em que o A. aegypti é mais conhecido. Os 

mosquitos adultos vivem em torno de 30 a 35 dias (BRASIL, 2001). Machos e fêmeas 

se alimentam de néctar e seiva de plantas e as fêmeas requerem ainda sangue para 

o amadurecimento dos ovos (CARVALHO & MOREIRA, 2017; VALZANIA et al., 

2019). O acasalamento ocorre logo nos primeiros dias da fase adulta e em seguida, 

as fêmeas fazem o repasto sanguíneo para a maturação dos seus ovos. Durante seu 

ciclo de vida, os ataques aos humanos ocorrem geralmente nas primeiras horas da 

manhã ou ao anoitecer (BRASIL, 2001). A picada é quase indolor, provavelmente 

devido à atividade da enzima adenosina desaminase que está presente na saliva 

destes insetos. A transmissão dos arbovírus para o homem ocorre durante o repasto 

sanguíneo realizado por fêmeas infectadas (RIBEIRO; CHARLAB; VALENZUELA, 

2001).  

 

1.2 INFORMAÇÕES GERAIS DO Aedes E FORMAS DE CONTROLE. 

 

O A. aegypti têm origem africana e o A. albopictus tem origem asiática. Ambos 

apresentam distribuição cosmopolita, ou seja, podem ser encontradas em várias 

regiões do planeta. A migração humana parece ter contribuído com a distribuição do 

mosquito pelo mundo (POWELL; TABACHNICK, 2013).  

Um dos fatores que contribuem para essa distribuição é a elevada resistência 

dos ovos à dessecação, podendo permanecer viáveis por até 492 dias na seca e 
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eclodirem após contato com a água (ZARA et al., 2016). Outro fator é sua adaptação 

ao ambiente urbano.  

Dentre as características que explicam o sucesso adaptativo desse inseto em 

todas as regiões do Brasil e a sua elevada competência vetorial estão os hábitos do 

inseto e o clima do país. Além disso, condições como a falta de saneamento e o 

descarte irregular de lixo contribuem para a proliferação do mosquito e com o 

estabelecimento de epidemias (SANTOS et al., 2019). O fato de muitos agravos de 

saúde estarem relacionados ao A. aegypti tem estimulado discussões a respeito dos 

métodos de controle vetorial. 

As estratégias recomendadas no controle de mosquitos do gênero Aedes pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) são a remoção de recipientes que acumulam 

água em edificações e áreas públicas, o uso de larvicidas e a aplicação espacial e 

residual de inseticidas (OPAS, 2019). Essas estratégias são adotadas no Brasil 

(BRASIL, 2002), e em casos de epidemias ainda se aplica o uso de formulações na 

forma de aerossol (fumacê) para o controle vetorial. Contudo, essa ação é pouco 

efetiva a longo prazo, já que é fortemente influenciada pelas correntes de ar e hábitos 

do inseto (BRASIL, 2009; PAHO, 2019). Isso torna o uso de larvicidas a estratégia 

mais viável de combate ao vetor a longo prazo. Os larvicidas químicos atualmente 

recomendados pela OMS e pelo Ministério da saúde são o temefós, o novaluron, o 

diflubenzuron e o piriproxifeno (BRASIL, 2001; BRASIL, 2009).  

O organofosforado temefós é o larvicida de primeira escolha no combate de 

criadouros, aplicado inclusive nos reservatórios de água destinada ao consumo 

humano (CAMARGO, 1998). Seu alvo é a enzima acetilcolinesterase, cuja inibição 

provoca o bloqueio neuromuscular ocasionando em paralisia e morte (BRAGA; 

VALLE, 2007). Esse composto tem se mostrado eficaz para o controle do A. aegypti, 

contudo, já existem diversos registros de populações resistentes em todo o mundo 

(GAMBARRA et al., 2013; GRISALES et al., 2013).  

Outra categoria de larvicidas são os reguladores do crescimento de insetos, 

conhecidos como IGRs (do inglês, Insect Growth Regulator). Sua ação envolve o 

retardo do desenvolvimento, resultando em aberrações morfogenéticas e falhas gerais 

nos processos reprodutivos (MULLA, 1995). De acordo com o mecanismo de ação, 

os IGR são classificados como: análogos do hormônio juvenil, agonistas da ecdisona 

e inibidores da síntese de quitina, um polissacarídeo presente no exoesqueleto dos 

insetos (DHADIALLA et al., 1998). As benzoilfenilureias (novaluron e diflubenzuron) 



21 
 

são exemplos de inibidores da síntese de quitina muito utilizadas no controle focal do 

A. aegypti no Brasil. O piriproxifeno é um análogo do hormônio juvenil que interfere no 

sistema endócrino dos insetos, impedindo a emergência de adultos. Seu uso é 

recomendado pela OMS, inclusive em água potável (CHAVASSE; YAP, 1997; 

(HUSTEDT et al., 2020). De modo geral, os IGRs atuam de forma mais específica do 

que outros inseticidas, pois seu alvo são estruturas inexistentes nos vertebrados, 

sendo por isso menos tóxicos para mamíferos (GRAF, 1993). 

Apesar da variedade de moléculas disponíveis, a resistência de populações de 

A. aegypti a diferentes inseticidas já são uma realidade em todo o mundo. Algumas 

causas da resistência estão relacionadas ao uso indiscriminado ou incorreto da dose, 

da diluição, inseto alvo errado, dentre outros. O uso indiscriminado dos inseticidas 

exerce pressão seletiva sobre os vetores e favorece a seleção de insetos resistentes 

(VARGAS et al., 2022).  

Cabe salientar que a origem da resistência desses insetos é genética e ocorre 

devido a mutações nos genes nas proteínas-alvo dos inseticidas ou por alterações 

metabólicas (LI et al., 2007; LIU, 2015). Assim como as características típicas da 

espécie, as mutações genéticas que tornam os insetos resistentes aos inseticidas 

também podem ser herdadas pela prole. Como consequência, a frequência dos genes 

de resistência será maior nas gerações futuras, uma vez que os insetos com tais 

mutações apresentam maior chance de sobrevivência (BEATY; MARQUARDT, 1996).  

Dentre os mecanismos de resistência metabólica já investigados estão a 

ativação de enzimas esterases (carboxilesterases) capazes de hidrolisar as moléculas 

dos inseticidas; as glutationa S-transferases que desintoxicam o organismo dos 

insetos; as monoxigenases, que intensificam o metabolismo oxidativo e as 

acetilcolinesterases, que em insetos resistentes apresentam baixa afinidade com os 

inseticidas (VARGAS, 2020). 

Durante muito tempo, somente o temefós era utilizado no Brasil. O composto 

era adicionado na água potável para o controle das larvas de A. aegypti, de acordo 

com as recomendações da OMS (WHO,1997). Mas em 1990 foram relatadas as 

primeiras alterações no status de suscetibilidade dos insetos ao inseticida (MACORIS 

et al., 1999). Em razão disso, em 1999 o Ministério da Saúde criou a Rede Nacional 

de Monitoramento da Resistência do A. aegypti aos Inseticidas (MoReNAa) que tinha 

por objetivo monitorar a resistência dos insetos vetores aos principais inseticidas no 

país (VALLE; BELINATO; MARTINS, 2015; BRAGA; VALLE, 2007). 
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O Ministério da Saúde realiza o monitoramento periódico da suscetibilidade de 

populações de A. aegypti tratadas com os inseticidas recomendados pelo Programa 

de Controle da Dengue. Quando a resistência é constatada, é feita a indicação de 

troca do princípio ativo nos municípios avaliados. Diante da necessidade crescente de 

novos compostos que sejam eficazes para o combate do A. aegypti seria interessante 

explorar a atividade larvicida de outros compostos. Nesse sentido, as 

tiossemicarbazonas podem ser uma opção importante, uma vez que o potencial 

citotóxico dessas moléculas já foi demonstrado em vários estudos na literatura 

(BERALDO; GAMBINO, 2004; COSTA, 2021; PITUCHA et al., 2021). 

 

1.3 AS TIOSSEMICARBAZONAS: PROPRIEDADES QUÍMICAS E 
FARMACOLÓGICAS 
 
 

As tiossemicarbazonas têm atraído interesse de muitos pesquisadores por 

constituírem uma classe de compostos sintéticos com grande potencial farmacológico 

(VARMA et al., 2021; AHMED; ALMALKI, 2021; NAVEEN et al., 2020, BAI et al., 2021). 

Dentre as atividades biológicas associadas a esses compostos estão a antibacteriana 

(HASSAN et al., 2020), a citotóxica (PITUCHA et al., 2021), a antimalárica (SAVIR et 

al., 2020), a antifúngica (HASSAN et al., 2020). Comparando mais de 100 trabalhos 

entre 2011 e 2021 envolvendo avaliação da atividade biológica de complexos de 

tiossemicarbazonas foi observado que a maioria deles avalia a atividade citotóxica, 

como mostrado na figura 4 para os complexos com tiossemicarbazonas bidentadas, 

onde o ligante se coordena ao metal por dois átomos (nitrogênio e enxofre) (COSTA, 

2021). 

Outras características importantes desses compostos são a facilidade de 

obtenção dessas substâncias, os altos rendimentos da reação, a elevada 

quimiosseletividade e a versatilidade para modificações em sua estrutura química 

(TENÓRIO et al., 2005; DU et al., 2002). Essa última característica pode justificar o 

amplo perfil farmacológico desses compostos (BERALDO; GAMBINO, 2004; KANSO 

et al., 2021). Elas podem formar ainda ligações covalentes com íons metálicos por 

meio de seus átomos de nitrogênio e enxofre (PRABHAKARAN, et al., 2008). Por esta 

razão, há registros de muitos complexos formados entre tiossemicarbazonas e metais 

com variados modos de coordenação (CASAS; GARCIA-TASENDE; SORDO, 2000). 

A coordenação com metais pode resultar em efeitos sinérgicos tanto do metal, quanto 
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das tiossemicarbazonas, potencializando as suas propriedades farmacológicas 

(BERALDO; GAMBINO, 2004; SILVA, 2020; KANSO et al., 2021).  

 

Figura 4 - Dados entre 2011 e 2021 sobre as atividades biológicas dos complexos 

com tiossemicarbazonas bidentadas 

 

Fonte: Adaptado de Costa (2021). 

 

A estrutura base das tiossemicarbazonas é representada  pelo  esqueleto  

C=N–N–C(=S)–N (LOBANA et al., 2009). A forma mais simples de obtenção destes 

compostos consiste em uma reação de condensação de uma tiossemicarbazida com 

um aldeído ou com uma cetona (Figura 5). 

 

Figura 5  Reação de formação de uma tiossemicarbazona 

 

 
 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 
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As tiossemicarbazonas podem ser obtidas a partir de vários precursores 

contendo carbonila, sendo um deles as chalconas (SILVA et al., 2013). Esses 

compostos tem em sua estrutura química a presença de dois grupos aromáticos 

ligados entre si por uma carbonila α,β-insaturada (Figura 5). As chalconas naturais 

são metabólitos amplamente encontrados nas plantas (LEAL et al., 2021), exibindo 

uma extensa lista de propriedades farmacológicas, sendo algumas delas: atividade 

citotóxica, antiinflamatória, antimicrobiana, antioxidante, dentre outras (SINGH; 

ANAND; KUMAR, 2014).  

 

Figura 6  Representação estrutural de uma chalcona 

 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

Considerando as propriedades biológicas já conhecidas das chalconas e das 

tiossemicarbazonas, a combinação dessas estruturas químicas poderia resultar em 

compostos com propriedades farmacológicas bastante interessantes. Ademais, a 

coordenação dessas moléculas com metais também pode ser uma estratégia 

interessante para potencializar sua atividade biológica.  

Um estudo realizado por Kalaiarasi e col. (2021) demonstrou que a atividade 

citotóxica das tiossemicarbazonas foi intensificada com a coordenação com rutênio(II), 

sendo todos os complexos mais ativos que a cisplatina frente às linhagens de  

adenocarcinoma (MCF-7) e câncer pulmonar (A549). 

A respeito do mecanismo de ação das tiossemicarbazonas, estudos sugerem 

que são capazes de interagir com o DNA, além de inibir a atividade enzimática por 

meio da formação de complexos de cátions metálicos endógenos ou através de 

reações redox (BERALDO; GAMBINO, 2004). Os íons metálicos ligados a algumas 

tiossemicarbazonas podem interagir com ácidos nucleicos, impedindo a sua 
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replicação, e com a membrana dos microrganismos, comprometendo a sua 

integridade (SANTINI et al., 2013). 

A enzima ribonucleotídeo redutase é outro alvo potencial das 

tiossemicarbazonas. Por ser responsável pela síntese de desoxirribonucleotídeos 

necessários para a síntese do DNA, se for inibida, a divisão celular ficará 

comprometida (CORY, 1988; LOUIE; MEADE; LIPPARD, 1999; BERALDO; 

GAMBINO, 2004). Essa enzima possui duas subunidades, a R1 e a R2, sendo a R2 

estabilizada por um centro de ferro não-heme, essencial para a sua atividade catalítica 

(FINCH et al., 1999, Natarajan e Mathews, 2011). A complexação do ferro não-heme 

pelas tiossemicarbazonas desestabiliza a sua estrutura e resulta na inibição 

enzimática (ĐILOVIĆ et al., 2008). Outra enzima que pode ser afetada por esses 

compostos é a enzima topoisomerase II, cuja inibição acarreta bloqueio a processos 

relacionados a replicação do DNA (OLIVEIRA et al., 2017).  

Mecanismos de ação diferentes dos já mencionados foram propostos em 

pesquisas sobre a ação citotóxica de derivados de tiossemicarbazonas sobre células 

neoplásicas. Santos-Pirath e col. (2021) reportaram que dentre 38 

tiossemicarbazonas testadas, aquela que apresentou maior redução da viabilidade 

celular na concentração de 100 M frente as células neoplásicas linfoides Jurkat e 

Daudi não alterou o ciclo celular, mas induziu a morte celular com envolvimento 

mitocondrial por meio de alterações nos fatores reguladores de apoptose, com o 

aumento da expressão da caspase-3. Já o estudo conduzido por Pitucha e col. (2021) 

demonstrou que a exposição de células de melanoma às tiossemicarbazonas 

coordenadas com Cu(II) resultou em danos ao DNA e modificações na expressão de 

enzimas antioxidantes em células expostas aos compostos. Na tabela 1 são 

apresentados alguns mecanismos que justificariam a citotoxicidade das 

tiossemicarbazonas frente a linhagens de células tumorais humanas. 

Diferente dos estudos avaliando o potencial citotóxico das tiossemicarbazonas, 

poucas são as publicações relacionando a atividade larvicida dessa classe. Entre os 

trabalhos encontrados podemos destacar o de Mesquita, Tadei e Bastos (2018), que 

reportaram a atividade larvicida do composto benzoiltiossemicarbazona e seu 

complexo com níquel(II) em larvas das espécies de A. aegypti e Anopheles darlingi, e 

o de Silva e col. (2015), que demonstra a atividade larvicida das moléculas 

ariltiossemicarbazonas e fenoximetiltiossemicarbazonas frente a larvas de A. aegypti.   
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Tabela 1 – Alguns mecanismos relacionados à citotoxicidade de tiossemicarbazonas 

e seus derivados 

Material biológico 
testado 

Mecanismos de toxicidade Referência 

Células de 
adenocarcinoma 

humano 
(MCF-7) 

- Estabilização dos complexos 
topoisomerase II – DNA 

 - Possível interação com o DNA 
formando ligações cruzadas inter-
helicoidais 

Chen et al., 2004 

Células de leucemia 
humana 

(HL60, U937, KG1a e 
Jurkat) 

 - Ativação da apoptose 
 - Perda da função mitocondrial 
 - Parada do ciclo celular na fase 
G2/M 
 - Defeito no alinhamento 
cromossômico  

Cabrera et al., 2015 

Células de câncer de 
bexiga humano  

(T-24) 

 - Parada do ciclo celular na fase S 
 - Disfunção mitocondrial 
 - Ativação da apoptose 

Yu et al., 2019 

Células de melanoma 
humano (SK-MEL-28) 

 - Danos ao DNA 
 - Ativação da apoptose 
 - Parada do ciclo celular na fase 
G2/M 
 - Diminuição da expressão de 
enzimas antioxidantes 

Pitucha et al., 2021 

Fonte: Elaborada pela autora (2023). 

 

Em um estudo anterior Grossi (2018) avaliou a toxicidade de 

tiossemicarbazonas derivadas de benzaldeído, acetofenona e benzofenona frente a 

larvas de A. aegypti, sendo observado que apenas as tiossemicarbazonas derivadas 

de benzofenona foram ativas. Com isso, foi possível sugerir que a preparação de 

compostos com um grupo mais volumoso no carbono imínico, caso das 

tiossemicarbazonas derivadas de chalconas, poderia ser uma estratégia para 

melhorar a atividade larvicida dentro dessa classe. Além disso, foi possível observar 

um comprometimento na atividade locomotora das larvas sobreviventes em relação 

aos grupos controle após serem tratadas com os compostos. Além de alterações 

morfológicas nas células do intestino médio das larvas de A. aegypti, como 

exemplificado pelos resultados da tiossemicarbazona 14 na figura 7. 

 



27 
 

Figura 7 - Resumo dos principais experimentos realizados para a tiossemicarbazona 

14. (A) Estrutura química de 14 e seu valor de dose letal a 50% dos indivíduos após 

tratamento por 48 h. (B) Gráfico da velocidade percorrida em pixel/s monitorada para 

os indivíduos expostos aos controles (água e DMSO) e 14 por 3, 5 e 24 horas. (C) 

Imagens das células do intestino médio das larvas coradas com eosina e 

hematoxilina após exposição ao controle água e 14 por 24 horas

  

Legenda: ep = células do epitélio. * = vacúolos citoplasmáticos. L= lúmen. 

Fonte: Adaptado de GROSSI (2018). 

 

1.4 MÉTODOS DE AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DE NOVOS COMPOSTOS 

  

Os métodos empregados para análise da atividade larvicida de novos 

compostos são preconizados pela OMS (WHO, 2005). Para investigar se um 

determinado composto é um potencial agente larvicida, os ensaios devem ser 

realizados com larvas de A. aegypti nos estádios de desenvolvimento L3 e/ou L4. Uma 

das dificuldades encontradas nesse tipo de experimento é a necessidade de um 

grande número de indivíduos para os testes e a necessidade de várias repetições para 
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que os resultados sejam reprodutíveis. Como tentativas para simplificar esse tipo de 

experimento temos o procedimento de Pridgeon e col. (2009), nele são utilizadas 5 

larvas no estádio L1 em cada replicata e o tempo de exposição ao agente tóxico é de 

24 h, permitindo uma triagem rápida, com redução de trabalho e utilização de pequeno 

número de larvas por experimento. Além desses experimentos, outra abordagem seria 

avaliar se a exposição a um agente tóxico por 24 h poderia acarretar uma redução do 

tempo de vida durante o desenvolvimento dos indivíduos mesmo na ausência desse 

agente tóxico (TOMÉ et al., 2014; FERNANDES; et.al, 2019). 

Outra forma de analisar a toxicidade dos compostos sobre as larvas é a 

avaliação de alterações morfológicas em cortes histológicos. A extensão de lesões 

provocadas por substâncias tóxicas tem sido investigada em células do intestino 

médio de larvas (VALOTTO et al., 2011; SCUDELER; SANTOS, 2013). Todavia, de 

acordo com estudos sobre Drosophila melanogaster essa análise não deve ser 

utilizada de forma isolada, pois as células do intestino médio das larvas se dividem 

pouco e em curtos períodos nos estágios mais desenvolvidos dos insetos, sendo 

limitada a detecção da proliferação de células regenerativas nesse órgão 

(MICCHELLI; PERRIMON, 2005). Junto com esse tipo de experimento é possível 

realizar a marcação de alguns anticorpos específicos diretamente nas células, como 

observado no trabalho de Fernandes e col. (2019). Esse experimento pode ser 

exemplificado pela marcação de enzimas do tipo caspases, que são alvos importantes 

no processo de apoptose e em outros processos celulares. Após sinal específico, as 

caspases iniciadoras clivam e ativam as caspases efetoras, que possuem vários 

substratos na célula. A atividade dessas enzimas leva à apoptose e outros eventos de 

sinalização celular (LI; YUAN, 2008). 

Desvendar o mecanismo de ação de um composto bioativo geralmente não é 

uma tarefa fácil e a prova disso são o inseticida piriproxifeno (SALGADO, 2013) e o 

fármaco pregabalina (BLOMMEL et al., 2007) que foram liberados para utilização sem 

a elucidação completa de seus modos de ação. As dificuldades encontradas vão 

desde a descoberta do alvo molecular até o desenvolvimento de metodologias que 

atestem a interação do alvo molecular com a substância em teste. Quando o 

mecanismo de ação é desconhecido, a execução de experimentos comportamentais 

e testes in vitro podem auxiliar na compreensão de como a molécula de interesse 

atua. 
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Uma alternativa para avaliação de potenciais efeitos tóxicos são estudos in vitro 

envolvendo o uso de linhagens celulares padronizadas, sendo importante destacar 

que existem várias formas de avaliar a viabilidade celular, seja pela utilização de 

corantes que permitem avaliar a integridade da célula ou compostos específicos que 

avaliam a função de organelas celulares. Um ensaio interessante para avaliação de 

citotoxicidade é o ensaio de MTT indicado para medir a atividade metabólica celular e 

indicar a viabilidade das células. Esse ensaio pode ser realizado em diferentes 

linhagens celulares, inclusive poderia ser adaptado para utilizar em linhagens do 

gênero Aedes. Existem ainda outras técnicas, como citometria de fluxo, que por meio 

de kits específicos nos permitem obter informações específicas sobre o possível alvo 

do composto nas células. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o potencial citotóxico e larvicida de tiossemicarbazonas derivadas de 

chalconas e seus complexos de Cu(II) e Ag(I) em mosquitos do gênero Aedes. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Sintetizar e caracterizar tiossemicarbazonas derivadas de chalconas e seus 

complexos de Cu(II) e Ag(I). 

• Avaliar atividade citotóxica desses compostos em diferentes concentrações em 

células de macrófagos murinos e Aedes albopictus. 

• Avaliar a atividade larvicida dos compostos selecionados em Aedes aegypti no 

estádio L4. 

• Avaliar alterações morfológicas dos compostos selecionados em larvas de Aedes 

aegypti. 

• Avaliar o potencial dos compostos selecionados em ocasionar a apoptose celular por 

meio da marcação de caspase-3 por imunofluorescência em larvas de Aedes aegypti. 
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3 METODOLOGIA 

 

 O estudo foi organizado conforme o esquema apresentado na Figura 8. O 

trabalho encontra-se dividido em duas partes, sendo uma parte química e outra 

biológica. Na parte química foi descrita a caracterização dos compostos preparados e 

na parte biológica foram relacionados os dados referentes a avaliação citotóxica e 

larvicida. Devido a necessidade de adequação de alguns experimentos realizados em 

parceria, foi necessário a seleção dos compostos que foram avaliados na parte 

biológica.  

Figura 8 - Fluxograma contendo as etapas realizadas neste trabalho 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

3.1 PREPARAÇÃO DOS COMPOSTOS 

 

Os reagentes e solventes usados na preparação dos compostos foram 

adquiridos das marcas Merck, Aldrich, J.T. Baker e Synth em alto grau de pureza 

3
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(>97%), sendo utilizados sem nenhum tratamento prévio. As chalconas utilizadas 

foram preparadas e caracterizadas anteriormente (SANTOS, 2021). As pesagens 

foram feitas em uma balança analítica Shimadzu AUY220 ou Weblaborsp M212Ai, 

ambas com sensibilidade de 0,0001 g. 

 

3.1.1 Preparação das tiossemicarbazonas 

 

As tiossemicarbazonas foram obtidas a partir da reação de chalconas e 

tiossemicarbazida catalisada por ácido (Figura 9), foi utilizada a metodologia proposta 

por Silva (2013). Em um balão de fundo redondo de 100 mL foi adicionado 5 mmol da 

chalcona desejada e 5 mmol de tiossemicarbazida em 20 mL de metanol e 2 mL de 

água. A mistura foi agitada e duas gotas de ácido clorídrico foram adicionadas para 

catalisar a reação. O sistema foi mantido sob agitação constante e refluxo por três 

horas. Ao fim deste período a solução foi resfriada e a suspensão formada foi filtrada 

a vácuo.  

 

Figura 9 – Representação genérica da reação aplicada na preparação das 

tiossemicarbazonas derivadas de chalconas 

X

O

R1 R2

X

N

R1 R2

NH

S NH2

NH2 NH

NH2

S

+ metanol, H+

refluxo  por 3 h

 

Composto X R1 R2 

HL1 CH H H 
HL2 N H H 
HL3 CH NO2 H 
HL4 CH H NO2 
HL5 N H NO2 
HL6 CH NO2 NO2 
HL7 CH NO2 N(CH3)2 

HL8 CH NO2 OCH3 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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3.1.2 Preparação dos complexos de Cu(II) 

 

Os complexos de Cu(II) foram preparados a partir da reação de 

tiossemicarbazonas com cloreto de cobre(II) (CuCl2) em metanol (Figura 10A), a 

metodologia utilizada foi proposta por Silva (2013). Em um balão de fundo redondo de 

100 mL foi adicionado 2 mmol da tiossemicarbazona desejada e 2 mmol de cloreto de 

cobre(II) em 25 mL de metanol. A mistura foi mantida sob agitação e refluxo por 1 h. 

A suspensão obtida foi filtrada a vácuo e lavada com metanol. 

 

Figura 10 – Representação genérica para as reações ocorridas durante a 

preparação dos complexos de Cu(II) e Ag(I) contendo as tiossemicarbazonas 

derivadas de chalcona  
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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3.1.3 Preparação dos complexos de Ag(I) 

 

Os complexos de Ag(I) foram preparados a partir da reação de 

tiossemicarbazonas com nitrato de prata (AgNO3) em metanol (Figura 10B), 

adaptando o procedimento de Rocha (2019). Em um balão de fundo redondo de 100 

mL foi adicionado 2 mmol da tiossemicarbazona desejada e 2 mmol de nitrato de prata 

em 25 mL de metanol. A mistura foi mantida sob agitação por 24 h em temperatura 

ambiente. A suspensão obtida foi filtrada a vácuo e lavada com metanol. 

 

3.2 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS 

 

3.2.1 Ponto de fusão 

 

A medida da temperatura de fusão foi realizada no aparelho da Microquímica, 

modelo MQAPF – 302 na faixa de 30 a 300ºC com rampa de aquecimento de 

2,5ºC/min. A temperatura de fusão foi apresentada como a média entre o início e o 

fim do evento quando a temperatura variou de até 1ºC. Se observado o evento em um 

tempo maior, foi relacionado esse evento como a temperatura de decomposição. A 

acetanilida foi utilizada como padrão para observação do ponto de fusão (113 a 

115ºC). 

 

3.2.2 Análise elementar  

 

As análises elementares foram realizadas no Laboratório de Análise Elementar 

do Departamento de Química da UFV utilizando o instrumento TruSpec Micro da 

Marca LECO. 
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3.2.3 Medidas condutimétricas 

 

As medidas de condutividade de soluções das tiossemicarbazonas ou seus 

complexos de Cu(II) ou Ag(I) diluídas em DMSO (2,1 a 4,1 mmol L-1)  foram realizadas 

em um condutivímetro Metter Toledo série SevenCompact com célula condutimétrica 

de mesmo fabricante e constante 0,475505 cm-1 do mesmo fabricante. 

 

3.2.4 Espectros eletrônicos na região do ultravioleta-visível 

 

Os   espectros   eletrônicos de soluções  diluídas  (concentrações  de  28  a        

56 mol L-1) dos compostos em DMSO foram obtidos utilizando o espectrofotômetro 

Lambda 25 (PerkinElmer) e cubeta de quartzo com 1 cm de caminho óptico. Como 

branco foi utilizado o próprio solvente (DMSO). Os dados foram tratados usando o 

programa Microcal Origin 9.0. 

 

3.2.5 Espectroscopia vibracional na região do infravermelho 

 

Os espectros na região do infravermelho médio (4000 a 400 cm-1) dos 

compostos foram realizados em um equipamento da Perkin Elmer, com transformada 

de Fourier, modelo Spectrum TwoTM, a partir de pastilhas contendo KBr. Essas 

pastilhas foram preparadas macerando, em um gral de ágata, o composto desejado 

juntamente com o KBr na proporção de ~ 1:100. Esse material foi transferido para o 

pastilhador e prensado utilizando uma prensa manual. Os espectros foram obtidos 

como a média de 8 varreduras consecutivas, com resolução de 2 cm-1 e intervalo de 

onda de 4000 a 400 cm-1. Para a aquisição dos espectros foi utilizado o programa 

Perkin Elmer Spectrum ES (versão do aplicativo: 10.03.08.0133). Pastilhas de KBr 

puro foram utilizadas como branco. Os dados foram exportados para edição no 

programa Microcal Origin 9.0.  
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3.2.6 Análises termogravimétricas 

 

As curvas termogravimétricas (curvas TG) para tiossemicarbazonas e seus 

complexos de Cu(II) e Ag(I) foram obtidas utilizando o equipamento Hitachi 

STA7200RV. Os experimentos foram realizados com rampa de temperatura de 30°C 

a 900°C e taxa de aquecimento de 15°C min-1. A atmosfera utilizada foi de ar 

comprimido com fluxo de 300 mL min-1. A massa da amostra (~2,0 mg) foi analisada 

em cadinho de alumina (Al2O3). Os dados foram exportados para o Microcal Origin 9.0 

para edição. 

 

3.3 BIOENSAIOS 

 

3.3.1 Avaliação da citotoxicidade celular por MTT 

 

3.3.1.1 Cultura celular 

 

As linhagens celulares de macrófagos murinos RAW 264.7 e J774 A.1 foram 

cultivadas em garrafas a 37°C em atmosfera úmida de 5% de CO2, em meio de cultura 

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 suplementado com 10% de soro bovino 

fetal, 1% de aminoácidos essenciais e 0,5% de solução penicilina (10.000 UI/mL) 

/estreptomicina (10.000 mg/mL). O tempo de cultivo variou de acordo com a linhagem 

celular e a quantidade de células obtidas.  

As células de larvas de Aedes albopictus C6/36 foram cultivadas em meio de 

Leibovitz L15 (Vitrocell) suplementado com 5% de soro bovino fetal, 1% de 

aminoácidos essenciais e 0,5% de solução penicilina (10.000 UI/mL)/estreptomicina 

(10.000 mg/mL). As culturas de células C6/36 foram mantidas em estufa a 28°C e 

repicadas sempre que atingiam a confluência de 80 a 90% usando um espalhador de 

células (Cell scraper, Nunc). Em torno de 1/3 da quantidade total de células eram 

mantidas nas garrafas durante os repiques. 
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Após atingirem a confluência, as garrafas foram raspadas e as células 

colocadas em placas de 96 poços na concentração de 2 x 105 células/mL para o 

ensaio de viabilidade por MTT (CASTRO et al., 2012). 

 

3.3.1.2 Avaliação da viabilidade celular por MTT  

 

A viabilidade das células foi determinada por meio do ensaio colorimétrico 

utilizando o sal brometo de azul de tiazolil tetrazólio (MTT). Para avaliação da 

viabilidade celular, todas as células foram cultivadas na presença ou ausência das 

tiossemicarbazonas, seus complexos de Cu(II) e Ag(I) e os sais CuCl2 ou AgNO3 nas 

concentrações de 0,01, 0,1, 1, 10 e 100 µM por 48 horas.  Como controle, as células 

foram tratadas com DMSO 1% v/v. Após 48 horas de cultivo o sobrenadante foi 

removido cuidadosamente dos poços de cultura.  

Em seguida, foram adicionados 90 µL de RPMI e 10 µL de MTT (5 mg/mL) e 

as placas com macrófagos murinos RAW 264.7 e J774 A.1 foram incubadas a 37°C 

em estufa com 5% de CO2, enquanto as placas com células de Aedes albopictus 

C6/36 foram mantidas a 28°C em estufa comum. Após um período de 4 horas, a 

reação foi finalizada com a retirada do meio e a adição de 100 μL de DMSO para a 

dissolução dos cristais de formazan produzidos. As placas foram levemente agitadas 

para proporcionar total solubilização e a densidade óptica medida no comprimento de 

onda de 570 nm no leitor de microplacas Thermo Fisher Scientificr Multiskan™. Os 

testes foram realizados em triplicata em três experimentos independentes. 

 Os dados foram analisados utilizando o programa Prism 9.0 e gerados os 

gráficos de viabilidade celular (média ± desvio padrão) em função da concentração. 

Esses dados também foram utilizados para estimar o valor da concentração que inibe 

o crescimento celular em 50% (IC50). Os dados foram submetidos ao teste One-way 

ANOVA com post-hoc de Bonferroni, sendo consideradas as diferenças 

estatisticamente significantes quando p < 0,05 em relação ao controle DMSO.  
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3.3.2 Análise da sobrevivência de larvas de Aedes aegypti do estádio L4 durante 

e após exposição por 24h aos compostos selecionados   

 

3.3.2.1 Obtenção das larvas 

 

Larvas de 4º estádio (L4) de A. aegypti (PP-Campos, Campos dos Goytacazes, 

Rio de Janeiro, Brasil) foram obtidas da colônia mantida no insetário do Departamento 

de Biologia Geral da Universidade Federal de Viçosa. As larvas foram criadas em 

recipientes com água declorada e alimentadas com ração de tartaruga (Reptolife). 

Adultos recém-emergidos de ambos os sexos foram alimentados com solução 10% 

de sacarose, mantidos a 25 ± 5°C com fotoperíodo de 12 horas. 

 

3.3.2.2 Ensaio de sobrevivência 

 

O ensaio de sobrevivência foi adaptado de Tomé (2014).  Nesse experimento, 

cerca de 10 mg dos compostos selecionados foram diluídos em 1 mL de DMSO. A 

partir dessas soluções estoque foram preparadas as soluções de trabalho nas 

concentrações desejadas no volume final de 20 mL. Essas concentrações foram de 

10 M para o experimento com a concentração fixa ou 0,1, 1, 10 e 100 M para o 

experimento com variação das concentrações. O percentual máximo de DMSO 

nessas soluções aquosas foi de 1% v/v, portanto uma solução nessa concentração foi 

utilizada como controle negativo. Além disso, a água declorada também foi utilizada 

como controle negativo.  

As soluções foram transferidas para placas de acrílico com 12 poços e em cada 

poço foram colocadas cinco larvas L4 de A. aegypti. Esse experimento foi realizado 

em quadruplicata. Após exposição por 24 h ao composto a ser testado na 

concentração desejada, foi avaliada a sobrevivência dos indivíduos. Os indivíduos 

incapazes de se locomover mediante estímulos com um pincel foram considerados 

mortos e descartados. Os sobreviventes foram transferidos para outra placa contendo 

água declorada e a sobrevivência dos indivíduos foi monitorada a cada 24 h, por um 

período de 12 dias até que todos os indivíduos atingissem a fase adulta. Durante todo 
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o experimento, as larvas foram alimentadas com 5 mg de alimento, sendo este reposto 

quando necessário.  

O gráfico de sobrevivência após exposição por 24 h aos compostos 

selecionados e as curvas de sobrevivência após a exposição foram geradas usando 

o programa Prism 9.0. Utilizando esse programa foi realizada a análise estatística pelo 

estimador de Kaplan-Meier, sendo a similaridade das curvas determinada pelo teste 

de Log-Rank. 

 

3.3.3 Histologia do intestino médio 

 

Seis larvas L4 de A. aegypti após exposição por 24 h aos compostos 

selecionados na concentração de 10 M ou aos grupos controle água e DMSO 1% v/v 

foram dissecadas em solução fisiológica para insetos (0,1 M NaCl, 20 mM KH₂PO₄ e 

20 mM Na₂HPO₄) e transferidos para solução fixadora de Zamboni (paraformaldeído 

a 2% contendo 15% de ácido pícrico em tampão fosfato de sódio a 0,1 M), por 2 h em 

temperatura ambiente. Os intestinos foram desidratados em uma série crescente de 

etanol (70, 80, 90, 100%) e embebidos em Historesina (Leica Microsystems, 

Heidelberg Mannheim, Alemanha), seccionados com 5 μm de espessura e corados 

com hematoxilina e eosina. As amostras foram montadas em meio Eukitt (Fluka), 

analisadas e fotografadas no microscópio Olympus BX-60 aclopado com câmera 

digital Q-Color3 (Olympus Corp. Tokyo, Japan). As imagens foram tratadas usando o 

programa ImageJ. Foi aplicado o filtro “unsharp Mask” com raio de 3 pixels e peso da 

máscara 0.6. 

 

3.3.4 Imunofluorescência 

 

Para realização da imunomarcação, seis intestinos médios de larvas L4 

tratadas por 24h com os compostos selecionados na concentração de 10 M ou dos 

controles (água e DMSO 1% v/v) foram dissecados em solução fisiológica para insetos 

(0,1M NaCl, 20 mM KH₂PO₄, 20 mM Na₂HPO₄) e transferidos para solução fixadora 

de Zamboni por 1 h à temperatura ambiente. Após a fixação, os intestinos médios 
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foram submetidos a três lavagens de 30 min cada, em tampão fosfato contendo 1% 

de Triton X-100. As amostras foram então incubadas por 48 h a 4°C com solução de 

anticorpo primário a 1% em tampão fosfato. As amostras foram incubadas 

separadamente com o anticorpo primário anti-caspase-3 clivada (diluição 1:200) 

(Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO, EUA) diluídos em 0,1 M tampão fosfato. Após 

essa etapa, as amostras foram lavadas três vezes (10 min cada) com tampão fosfato 

e incubadas no escuro por 24 h, a 4°C, com anticorpo secundário anti-coelho 

conjugado IgG-FITC (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO, U.S.A) (1:500). As amostras 

foram então coradas com diamidino-2-fenilindol (DAPI; Biotium, Inc., Hayward, CA, 

EUA; 1:500) por 30 min e as lâminas foram montadas em solução de Mowiol (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO), analisadas e fotografadas no microscópio fluorescente Evos 

M5000 (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EUA). O número de células positivas 

para caspase-3 detectadas por lâmina foi contado em todo o intestino usando uma 

objetiva de 20x. Os dados foram analisados utilizando o programa Prism 9.0 e gerado 

o gráfico do número de células positivas (média ± desvio padrão em relação as seis 

lâminas preparadas) por grupo testado. Os dados foram submetidos ao teste One-

way ANOVA com post-hoc de Bonferroni.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste trabalho foram preparadas oito tiossemicarbazonas (HL1 – HL8) e seus 

respectivos complexos de Cu(II) (Cu1 – Cu8) e Ag(I) (Ag1 – Ag8)  cujas prováveis 

estruturas estão apresentadas nas Figuras 11, 12 e 13. Essas estruturas foram 

propostas com base nas informações obtidas durante a caracterização, cujos 

resultados estão apresentados na seção 4.1.  

 

Figura 11 – Representação química da provável estrutura das tiossemicarbazonas 

estudadas neste trabalho 

               
                                     HL1                                                       HL2 

                     
                                   HL3                                                               HL4 

              
                        HL5                                                                    HL6 

 

  
                               HL7                                                                        HL8 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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Figura 12 - Representação química da provável estrutura dos complexos de Cu(II) 

estudados neste trabalho 
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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Figura 13 - Representação química da provável estrutura dos complexos de Ag(I) 

estudados neste trabalho 

 

    
Ag1      Ag2 

  
Ag3      Ag4 

  
Ag5      Ag6 

  
Ag7       Ag8 

 

  

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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4.1 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS 

 

4.1.1 Propriedades físicas dos compostos 

 

Na tabela 2 estão apresentadas as informações de cor, aspecto, rendimento 

médio da reação e temperatura de fusão para os compostos obtidos neste trabalho. 

 

Tabela 2 – Dados de cor, aspecto, rendimento médio da reação e temperatura de 

fusão para as tiossemicarbazonas HL1 – HL8 e seus respectivos complexos de 

Cu(II) (Cu1 – Cu8) e Ag(I) (Ag1 – Ag8)  

 

Composto Cor Aspecto Rendimento  

% 

Temperatura 

de fusão (ºC) 

HL1 amarelo pálido sólido amorfo 37 142 

Cu1 ocre sólido amorfo 56 240* 

Ag1 marrom escuro sólido amorfo 27 126* 

HL2 branco amarelado sólido amorfo 71 229 

Cu2 verde escuro cristalino 97 222* 

Ag2 marrom sólido amorfo 79 153* 

HL3 amarelo canário cristalino 54 204 

Cu3 canela sólido amorfo 80 178* 

Ag3 amarelo pálido sólido amorfo 84 149* 

HL4 amarelo cristalino 85 194 

Cu4 sépia sólido amorfo 80 222* 

Ag4 verde oliva sólido amorfo 77 123* 

HL5 amarelo canário cristalino 62 218 

Cu5 verde oliva sólido amorfo 98 268* 

Ag5 marrom cristalino 94 169* 

HL6 amarelo sólido amorfo 79 201 

Cu6 canela sólido amorfo 85 198* 

Ag6 amarelo limão sólido amorfo 87 146* 

HL7 laranja escuro cristalino 49 266* 

Cu7 marrom sólido amorfo 77 283* 

Ag7 marrom escuro sólido amorfo 56 233* 

HL8 amarelo limão sólido amorfo 88 238 

Cu8 marrom terra sólido amorfo 80 214* 

Ag8 verde oliva sólido amorfo 91 142* 

Legenda: * = temperatura de decomposição. 
Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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4.1.2 Análise elementar 

 

Na tabela 3 estão apresentadas os dados da análise elementar das 

tiossemicarbazonas e seus complexos de Cu(II) e Ag(I). Os dados de análise 

elementar sugerem a formação de complexos do tipo [Cu(HL)Cl2] e [Ag(HL)NO3], 

confirmando a formação de compostos com relação metal-ligante de 1:1. 

 

Tabela 3 – Dados de análise elementar (% C, % H e % N) para as 

tiossemicarbazonas HL1 – HL8 e seus respectivos complexos de Cu(II) (Cu1 – Cu8) 

e Ag(I) (Ag1 – Ag8)  

 

Composto 

% C 

Experimental 

(teórico) 

% H 

Experimental 

(teórico) 

% N 

Experimental 

(teórico) 

Proposta 

Tipo 

(forma molecular) 

HL1 66,48 (68,30) 5,24 (5,37) 14,67 (14,93) HL (C16H15N3S) 

Cu1 47,59 (46,21) 3,70 (3,64) 10,30 (10,11) [Cu(HL)Cl2] (C16H15Cl2CuN3S) 

Ag1 42,39 (43,79) 3,80 (3,89) 12,12 (12,02) [Ag(HL)NO3](C17H18AgN4O3S) 

HL2 64,44 (63,80) 4,87 (5,00) 19,25 (19,84) HL (C15H14N4S) 

Cu2 43,58 (43,22) 3,42 (3,39) 12,94 (13,44) [Cu(HL)Cl2] (C15H14Cl2CuN4S) 

Ag2 42,74 (41,13) 3,75 (3,67) 14,63 (14,99) [Ag(HL)NO3](C16H17AgN5O3S) 

HL3 59,64 (58,88) 4,31 (4,32) 16,56 (17,17) HL (C16H14N4O2S) 

Cu3 43,30 (41,70) 3,04 (3,06) 12,20 (12,16) [Cu(HL)Cl2](C16H14Cl2CuN4O2S) 

Ag3 37,47 (38,72) 2,89 (2,84) 13,99 (14,11) [Ag(HL)NO3](C16H14AgN5O5S) 

HL4 60,38 (58,88) 4,32 (4,32) 16,36 (17,17) HL (C16H14N4O2S) 

Cu4 42,09 (41,70) 3,06 (3,06) 12,38 (12,16) [Cu(HL)Cl2](C16H14Cl2CuN4O2S) 

Ag4 39,29 (38,72) 2,91 (2,84) 14,55 (14,11) [Ag(HL)NO3](C16H14AgN5O5S) 

HL5 54,68 (55,03) 4,03 (4,00) 20,52 (21,39) HL (C15H13N5O2S) 

Cu5 38,91 (39,01) 2,90 (2,84) 14,66 (15,16) [Cu(HL)Cl2](C15H13Cl2CuN5O2S) 

Ag5 39,85 (39,78) 2,78 (2,89) 18,79 (18,56) [Ag(HL)NO3](C15H13AgN6O5S) 

HL6 50,48 (51,75) 3,61 (3,53) 18,69 (18,86) HL (C16H13N5O4S) 

Cu6 38,83 (37,99) 2,71 (2,59) 13,55 (13,85) [Cu(HL)Cl2](C16H13Cl2CuN5O4S) 

Ag6 35,12 (35,51) 2,46 (2,42) 15,64 (15,53) [Ag(HL)NO3](C16H13AgN6O7S) 

HL7 59,84 (58,52) 5,36 (5,18) 19,56 (18,96) HL (C18H19N5O2S) 

Cu7 43,66 (42,90) 3,71 (3,80) 13,84 (13,90) [Cu(HL)Cl2](C18H19Cl2CuN5O2S) 

Ag7 41,23 (40,09) 3,59 (3,55) 15,40 (15,58) [Ag(HL)NO3](C18H19AgN6O5S) 

HL8 58,22 (57,29) 4,41 (4,52) 15,21 (15,72) HL (C17H16N4O3S) 

Cu8 40,88 (41,60) 3,28 (3,29) 11,62 (11,41) [Cu(HL)Cl2](C17H16Cl2CuN4O3S) 

Ag8 38,81 (38,80) 2,99 (3,06) 12,77 (13,31) [Ag(HL)NO3](C17H16AgN5O6S) 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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4.1.3 Medidas condutimétricas 

 

A condutimetria é um método de análise que se fundamenta na medida da 

condutividade elétrica de uma solução eletrolítica. A condução da eletricidade através 

das soluções iônicas ocorre devido à migração de íons positivos e negativos, durante 

a aplicação de um potencial de corrente alternada (EDEN, 1983). Em complexos de 

coordenação essas medidas nos permitem calcular a condutividade molar do 

composto que é uma propriedade característica do material e está relacionada a 

quantidade de cátions e ânions gerada durante a dissociação iônica dessa espécie na 

solução, principalmente quando se trata de solventes orgânicos (GEARY, 1971). 

Na tabela 4 estão apresentados os valores das condutividades elétricas 

medidas para as soluções e a condutividade molar calculada para os compostos 

dissolvidos em DMSO. O sal de brometo de cetiltrimetilamônio foi utilizado para 

comparação por se comportar como um eletrólito do tipo 1:1 quando dissolvido em 

DMSO. 

Diferente dos ligantes que durante a sua dissolução em DMSO permanecem 

como moléculas neutras (M ~ 0), os complexos se dissociam formando espécies 

carregadas (M > 12,5 S cm2 mol-1). Os dados das medidas condutimétricas sugerem 

a formação de compostos do tipo [Cu(HL)Cl2] para Cu1, Cu3, Cu4 e Cu6-Cu8 e do 

tipo [Cu(HL)Cl]Cl para Cu2 e Cu5. Enquanto que todos complexos de Ag(I) são do 

tipo [Ag(HL)]NO3.  

Nos complexos de Cu(II) é muito comum a substituição do ligante cloreto por 

solventes coordenantes, caso do DMSO, o que justifica a condutividade molar 

calculada ser maior que zero. Cu2 e Cu5 já foram estudados em dimetilformamida 

(DMF) por Silva (2013), naquela situação os complexos também apresentaram 

valores de condutividade molar intermediários entre uma solução não eletrolíticas e 

de eletrólito 1:1. O aumento no valor da condutividade molar observado nesse estudo 

em relação ao controle pode ser justificado pelo fato do DMSO ser mais coordenante 

que o DMF (GEARY, 1971). No caso dos complexos de Ag(I) a ligação entre o íon 

nitrato e o metal apresenta um forte caráter iônico, por causa disso o seu valor de 

condutividade molar ficou próximo ao do sal brometo de cetiltrimetilamônio. 
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Tabela 4 – Dados de condutividade da solução, massa molar e condutividade 

molar calculada para as tiossemicarbazonas HL1 – HL8 e seus respectivos 

complexos de Cu(II) (Cu1 – Cu8) e Ag(I) (Ag1 – Ag8) 

 

Composto Condutividade da 

solução (µS cm-1) 

Massa molar (g/mol) Condutividade molar 

“M” 

(S cm2 mol-1) 

HL1 1,45 281,38 0,4 

Cu1 36,2 415,83 12,5 

Ag1 62,3 466,28 25,0 

HL2 1,15 282,36 0,3 

Cu2 69,4 416,84 23,7 

Ag2 65,7 467,27 28,4 

HL3 1,82 326,37 0,5 

Cu3 31,9 460,82 13,6 

Ag3 68,8 496,25 28,9 

HL4 1,10 326,37 0,3 

Cu4 31,4 460,82 12,5 

Ag4 39,7 496,25 15,9 

HL5 1,63 328,37 0,5 

Cu5 68,6 461,81 25,1 

Ag5 74,1 497,23 23,6 

HL6 1,85 371,37 0,6 

Cu6 31,5 505,82 14,5 

Ag6 51,4 541,24 23,2 

HL7 2,33 369,44 0,8 

Cu7 38,6 503,89 16,8 

Ag7 60,7 539,31 28,7 

HL8 0,97 356,4 0,3 

Cu8 36,4 490,85 15,1 

Ag8 66,1 526,27 26,4 

brometo de 

cetiltrimetilamônio 

86,4 364,45 23,9 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

4.1.4 Espectros eletrônicos na região do ultravioleta-visível 

 

A espectroscopia de absorção molecular na região do ultravioleta-visível é uma 

técnica que se baseia na medida da absorção desse tipo de radiação por grupos 

cromóforos presentes nos compostos. A energia absorvida pode promover a transição 

eletrônica em compostos orgânicos de elétrons mais externos do seu estado 

fundamental para o estado excitado e/ou promover transições eletrônicas em metais 

de transição.  Os espectros eletrônicos gerados dessa interação são característicos 
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dessas moléculas/íons e nos permitem obter informações tanto sobre o tipo de 

composto como a sua quantidade em uma amostra (MARTINHO, 1994). 

Os espectros eletrônicos de todos os compostos estão apresentados no 

apêndice A. No geral, os espectros das tiossemicarbazonas apresentaram duas 

bandas, sendo a primeira entre 273 e 315 nm e a segunda entre 348 e 398 nm. Nos 

espectros dos complexos de Cu(II) foi observado que a segunda banda  está 

deslocada para menores energias (385 a 476 nm), o que pode ser associado a ligação 

do metal ao nitrogênio imínico. Essa alteração pode ser observada na figura 14 para 

o composto HL3 e seus complexos. Esse comportamento também foi descrito para 

Cu2 e Cu5 quando estudados em DMF por Silva e col. (2013). Nos complexos de Ag(I) 

foi observado apenas um pequeno deslocamento nas bandas, o que apoia que a 

coordenação do metal a tiossemicarbazona ocorreu apenas através do enxofre.  

 

Figura 14 - Espectros eletrônicos de HL3, Cu3 e Ag3 em dimetilsulfóxido 

 

 

          Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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4.1.5 Espectroscopia vibracional na região do infravermelho 

 

A radiação eletromagnética na região do infravermelho pode ser absorvida 

pelas moléculas levando a movimentos vibracionais de arranjo específicos de átomos 

dentro do composto. Ao se analisar um espectro de absorção gerado pela interação 

do material com essa radiação será obtida uma curva característica dessas vibrações, 

permitindo inferir sobre os tipos de ligação ou arranjo de átomo que deram origem a 

esse movimento. Durante a caracterização de uma nova molécula, a comparação 

entre os espectros de infravermelho é possível observar se ocorreram alterações 

como aumento ou redução de bandas, restrição ou intensificação do movimento 

vibratório que se reflete no espectro na região do infravermelho como deslocamento, 

redução ou supressão das bandas em relação aos seus precursores. Logo, essa é 

uma importante ferramenta utilizada para auxiliar na caracterização e identificação de 

grupos funcionais em compostos orgânicos (FORATO, 2010).  

Uma região importante para caracterização das tiossemicarbazonas no 

espectro de infravermelho é a de 3100 – 3600 cm-1, por ocorrer o aparecimento de 

bandas associadas aos estiramentos do grupo NH da porção tioamida. Nos espectros 

de HL1 – HL8 foram observadas no mínimo 3 bandas associadas as ligações N-H, 

corroborando a formação desses compostos. O aparecimento de mais estiramentos 

do grupo N-H pode ser justificado pela existência de mais de um isômero 

configuracional no estado sólido (BERALDO, 2004). Além disso, foi observado a 

ausência da banda entre 1650 – 1710 cm-1 associada a carbonila (C=O) presente na 

chalcona precursora. 

 Com a coordenação foi observado que os espectros de Cu1, Cu3, Cu4, C6-

Cu8 e os complexos de Ag(I) apresentaram apenas três bandas atribuídas ao grupo 

N-H, sugerindo que nesses complexos o ligante encontra-se protonado. Os complexos 

Cu2 e Cu5 apresentam comportamento diferente nessa região por apresentarem a 

presença do grupo piridina protonada (SILVA, 2013), sendo inclusive observado uma 

nova banda em torno de 2700 associada a essa ligação. Nos complexos de Ag(I) foi 

observado ainda uma banda em 1384 cm-1 atribuída ao grupo nitrato, indicando a 

presença dessa espécie no complexo. Na figura 15 estão apresentados espectros de 

HL1, HL2, Cu1, Cu2, Ag1 e Ag2. Os demais espectros se encontram no Apêndice B.  
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Figura 15 - Espectros na região do infravermelho de HL1, Cu1 e Ag1 (A) e HL2, Cu2 

e Ag2 (B), em pastilhas KBr 
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Os dados de infravermelho nos permitem sugerir que o composto se encontra 

coordenado de forma protonada e no caso os complexos de Ag(I) temos a confirmação 

da presença do grupo nitrato na estrutura do composto. 
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4.1.6 Análises termogravimétricas 

 

 As análises térmicas são métodos analíticos que avaliam as alterações que 

ocorrem em uma amostra quando submetidas a algum tipo de tratamento térmico em 

condições controladas. A curva termogravimétrica (curva TG) é obtida pela medida 

das variações de massa que ocorrem na amostra em função da temperatura ou tempo. 

Isso permite estudar fenômenos como a decomposição e oxidação, que são 

intimamente relacionados à estabilidade de compostos e sua composição química 

(CALDERINI, 2006). 

No apêndice C estão apresentados todas curvas TG dos compostos analisados 

na faixa de 30 a 900ºC, sob atmosfera de ar (vazão 300 mL min-1) e taxa de 

aquecimento de 15 ºC min-1. As tiossemicarbazonas livres HL1 – HL8 sofrem 

decomposição em múltiplas etapas na região 200 a 700ºC. Não foi observado 

nenhuma perda de massa abaixo de 200ºC, o que caracteriza ausência de moléculas 

de água ou solvente na estrutura desses compostos.  

Com a coordenação ao metal [Cu(II) ou Ag(I)] ocorreu uma significativa 

mudança no comportamento térmico das amostras. Nos complexos Cu1, Cu3, Cu4, 

Cu6 e Cu8 foi observado uma perda de massa em torno 4% na região de 30 a 150ºC, 

que pode ser associado a presença de umidade. A presença de moléculas de água já 

foi observada em outros complexos de Cu(II) com tiossemicarbazonas (EZZAT et al., 

2022). Em todos os complexos de Cu(II) foi observado que de 200 a 700ºC ocorre 

uma intensa perda de massa, que pode ser associada a decomposição do ligante e 

saída dos cloretos. Acima de 700ºC foi observado a presença de resíduos nessas 

amostras, confirmando a presença do metal.  Esses metais permanecem na forma de 

óxido, tendo em vista que a atmosfera utilizada foi de ar. 

Nos complexos de Ag(I) foi observado que as amostras começam a se 

decompor em temperatura abaixo de 200ºC, sendo observado uma primeira etapa de 

decomposição em torno de 150ºC, o que pode estar associada a saída do nitrato. 

Assim como os complexos de Cu(II), foi observado a presença de resíduo acima de 

700ºC, confirmando a presença do metal. 
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4.2 BIOENSAIOS 

 

A fim de avaliar se a estratégia de modificar as estruturas químicas das 

tiossemicarbazonas e coordená-las aos metais surtiria efeito sobre a atividade 

citotóxica, todos esses compostos foram submetidos a avaliação de viabilidade celular 

utilizando MTT. As células escolhidas para esses experimentos foram macrófagos 

murinos RAW 264.7 e J774A.1 e células de A. albopictus C6/36. Os macrófagos 

apresentam características interessantes por serem células de mamíferos, 

apresentarem um crescimento rápido e estarem relacionadas ao sistema imunológico. 

Já as células de larvas de linhagem contínua de A. albopictus apresentam semelhança 

morfofuncional com as células de A. aegypti, são de fácil manutenção e crescimento 

a temperatura de 28ºC. 

Outro ponto importante do trabalho foi atestar se a estratégia utilizada levou a 

formação de compostos que apresentam efeito larvicida. Nessa etapa foram 

realizados testes de sobrevivência em larvas de A. aegypti após a exposição por 24 

horas aos compostos selecionados tanto na concentração fixa de 10 M quanto 

variando essa concentração. Além disso, foi realizado a histologia nas células do 

intestino médio das larvas de A. aegypti após exposição aos compostos selecionados, 

bem como avaliação de apoptose por marcação positiva de caspase-3. 

 

4.2.1 Avaliação da viabilidade celular por MTT 

 

O ensaio de viabilidade de MTT se baseia na atividade metabólica celular por 

meio do funcionamento adequado da mitocôndria. Quando as células estão viáveis, 

enzimas presentes nas mitocôndrias convertem o corante de MTT insolúvel, por meio 

da redução do seu anel tetrazólico, em cristais solúveis de formazan (BAHUGUNA et 

al., 2017). Dessa forma podemos inferir, de forma indireta, que quanto mais formazam 

produzido, maior a quantidade de células vivas. 

Nas figuras 16 a 19 estão apresentados os resultados da avaliação do potencial 

citotóxico das tiossemicarbazonas e seus complexos frente a linhagens celulares de 

macrófagos murinos RAW 264.7 e J774A.1.  
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Figura 16 – Avaliação da viabilidade celular das tiossemicarbazonas HL1 a HL6 e 

seus complexos de Cu(II) e Ag(I) em macrófagos RAW 264.7 após 48 horas de 

cultura 
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Legenda: ** p < 0,001; *** p < 0,0001 frente ao controle DMSO. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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Figura 17 – Avaliação da viabilidade celular das tiossemicarbazonas HL7 e HL8, 

seus complexos de Cu(II) e Ag(I) e os sais CuCl2 e AgNO3 em macrófagos  RAW 

264.7 após 48 horas de cultura 
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Legenda: *** p < 0,0001 frente ao controle DMSO. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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Figura 18 – Avaliação da viabilidade celular das tiossemicarbazonas HL1 a HL6 e 

seus complexos de Cu(II) e Ag(I) em macrófagos J774A.1 após 48 horas de cultura 
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     Legenda: *** p < 0,0001 frente ao controle DMSO. 

     Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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Figura 19 – Avaliação da viabilidade celular das tiossemicarbazonas HL7 e HL8, 

seus complexos de Cu(II) e Ag(I) e os sais CuCl2 e AgNO3 em macrófagos J774A.1 

após 48 horas de cultura 
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Legenda: *** p < 0,0001 frente ao controle DMSO. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Em relação as tiossemicarbazonas, foi observado que algumas delas reduziram 

a viabilidade celular a menos de 70%, tanto para os macrófagos RAW quanto para 

J774 A.1. Esse efeito foi observado para HL1 (100 M), HL2 (≥10 M), HL4 (100 M) 

e HL5 (100 M) nas células RAW e para HL1 (100 M), HL2 (≥10 M), HL3 (100 M) 

e HL5 (≥10 M) nas células J774 A.1. Segundo a ISO10993-5 (2009), os compostos 

que apresentam este comportamento são considerados potenciais agentes 

citotóxicos.  

Os complexos também apresentaram uma redução na viabilidade celular a 

menos de 70% nas concentrações maiores, contudo essa redução foi mais 

significativa para os complexos de Cu(II). Nesse caso, a coordenação ao Cu(II) tornou 
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os compostos até 10x mais ativos que seus ligantes livres (HL1 – HL8). Esse efeito foi 

observado para Cu1 (≥10 M), Cu2 (≥10 M), Cu3 (≥10 M), Cu4 (≥10 M), Cu5 (≥10 

M), Cu6 (100 M), Cu7 (100 M) e Cu8 (≥10 M) tanto nas células RAW quanto nas 

células J774 A.1. Isso não ocorreu para a maioria dos complexos de Ag(I), pois não 

apresentaram citotoxicidade superior à dos ligantes livres (HL1 – HL8) ou ao sal 

AgNO3.  

É importante ressaltar que o sal de Cu(II) não reduziu significativamente a 

viabilidade celular nas linhagens testadas, enquanto que o sal de Ag(I) apresentou 

redução da viabilidade na concentração de 100 M em ambas linhagens celulares. 

Esses dados demonstram que complexos de Cu(II) com tiossemicarbazonas 

apresentam potencial de aumentar atividade citotóxica, como demonstrado por Park 

e col. (2016). Em outro estudo, os complexos de Cu(II) sintetizados foram mais ativos 

que seus respectivos ligantes quando testaram derivados de  tiossemicarbazonas e 

seus complexos de Cu(II) e Zn(II) nas concentrações de 10, 25, 50,100 e 200 mg/mL 

em células de linfoma de Dalton (MATHEWS, et al., 2020).    

O efeito observado para o Cu2 pode estar relacionado ao mesmo encontrado 

contra linhagens de células leucêmicas HL-60 (leucemia mieloide) e Jurkat (leucemia 

linfoide) e de tumor sólido MDA-MB 231 (carcinoma mamário) e HCT-116 (carcinoma 

colorretal), sendo possivelmente um deles a capacidade de interagir com o DNA 

(SILVA et al., 2013). Outra hipótese é a inibição da topoisomerase, através da 

interação com o sitio ativo da enzima como foi observado quando ocorreu a 

complexação do Cu(II) com a tiossemicarbazona (VUTEY et al., 2016), ou a apoptose 

(KOTIAN et al., 2021). 

No caso da Ag(I), apesar do metal apresentar efeito citotóxico, a complexação 

não melhorou a atividade. Isso pode ser justificado pelo fato da ligação do metal a 

tiossemicarbazona ocorrer apenas pelo átomo de enxofre. Durante o experimento 

pode ter ocorrido uma quebra do complexo e tanto o ligante como o metal passariam 

a atuar de forma independente sobre as células e não como uma entidade.  

Na figura 20 e 21 estão apresentados os resultados da avaliação do potencial 

citotóxico das tiossemicarbazonas e seus complexos frente a linhagem celular de A. 

albopictus C6/36. 
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Figura 20 – Avaliação da viabilidade celular das tiossemicarbazonas HL1 a HL8 e 

seus complexos de Cu(II) e Ag(I) em células de Aedes albopictus C6/36 após 48 

horas de cultura 
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Legenda: * p < 0,05; ** p < 0,001; *** p < 0,0001 frente ao controle DMSO. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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Figura 21 – Avaliação da viabilidade celular dos sais CuCl2 e AgNO3 em células de 

Aedes albopictus C6/36 após 48 horas de cultura 
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Legenda: ** p < 0,001; *** p < 0,0001 frente ao controle DMSO. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Esses resultados foram semelhantes ao comportamento encontrado nas 

células de macrófagos murinos. Os complexos de Cu(II) novamente apresentaram 

uma maior redução da viabilidade celular quando comparada às tiossemicarbazonas 

livres HL1 – HL8 e complexos de Ag(I) correspondentes. 

Esse comportamento se torna ainda mais evidente quando são estimados os 

valores da concentração necessária dos compostos para inibir 50% da viabilidade 

celular (CI50). Na tabela 5 estão apresentados os valores obtidos de CI50 frente aos 

macrófagos murinos RAW 264.7 e J774A.1 e células de A. Albopictus C6/36. 

A partir da análise desses dados foi observado que os complexos de Cu(II) 

novamente apresentaram valores calculados de CI50 cerca de 10 vezes menores que 

seus respectivos ligantes e o seu sal (CuCl2) não apresentou CI50 em concentrações 

menores que 100 M. Já nos complexos de Ag(I) foi observado que a maioria dos 

valores de CI50 não apresentaram uma redução significativa em relação aos seus 

respectivos ligantes livres além da maioria desses valores serem maiores do que o 

apresentado pelo sal AgNO3, CI50 em torno de 26 M, nas linhagens celulares 

testadas. 
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Tabela 5 – Valores calculados de concentração dos compostos testados necessário 

para inibir a viabilidade em 50% das células (CI50) de macrófagos murinos RAW 

264.7 e J774A.1 e Aedes albopictus C6/36 após 48 horas de tratamento 

 

Composto 
CI50 (µM) 

RAW 264.7 J774 A.1 C6/36 

HL1 32,4 31,6 15,8 
Cu1 3,60 3,36 3,27 
Ag1 33,9 29,7 4,63 
HL2 37,1 7,36 16,5 
Cu2 2,16 1,15 0,734 
Ag2 4,17 4,88 3,02 
HL3 >100 >100 >100 
Cu3 3,81 2,02 2,42 
Ag3 37,4 34,8 20,4 
HL4 >100 >100 70,5 
Cu4 2,78 3,61 2,35 
Ag4 34,5 36,8 25,4  
HL5 >100 9,65 3,97 
Cu5 3,13 3,40 3,51 
Ag5 59,7 14,8 7,04 
HL6 >100 >100 >100 
Cu6 28,5 38,1 31,6 
Ag6 >100 >100 >100 
HL7 >100 >100 >100 
Cu7 33,5 32,4 26,8 
Ag7 30,2 26,0 33,2 
HL8 >100 >100 >100 
Cu8 4,43 3,57 3,31 
Ag8 52,7 35,1 25,5 

CuCl2 >100 >100 >100 
AgNO3 26,4 25,4 26,4 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

A comparação entre os resultados nos permitem inferir que a complexação das 

tiossemicarbazonas ao Cu(II) leva a uma melhora da atividade citotóxica e esse efeito 

pode ser observado da mesma maneira nas células de A. albopictus.   

 

4.2.2 Ensaio de sobrevivência 

 

Considerando os resultados do bioensaio anterior, foi realizado o ensaio de 

sobrevivência apenas utilizando as tiossemicarbazonas e os complexos de Cu(II), pois 

os complexos de Ag(I) não apresentaram melhora significativa da atividade citotóxica 

em relação ao seu ligante correspondente, além do sal de Ag(I) ter uma significativa 

redução da viabilidade celular nas linhagens testadas.  
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Esse estudo foi iniciado utilizando como referência uma concentração fixa para 

os compostos de 10 M, pois a mesma é próxima a dose de temefós (6,4 M) e 

spinosad (15,5 M) necessária para promover a morte de 50% das larvas de A. aegypti 

(Rockefeller) no estádio L3 (DIAS et al., 2017). Esse ensaio avalia tanto a 

sobrevivências das larvas após 24 h de exposição aos compostos (Figura 22) quanto 

a sobrevivência dos indivíduos após essa exposição (Figuras 23 e 24).  O tempo de 

monitoramento foi de 12 dias, onde foi esperado a transição completa do estágio larval 

até a fase adulta.  

 

Figura 22 – Avaliação da sobrevivência de larvas de Aedes aegypti após 24 h de 

exposição às tiossemicarbazonas e seus complexos de Cu(II) na concentração de 

10 µM 
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   Legenda: *** p < 0,0001 frente ao controle DMSO. 

   Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Os compostos Cu2 e HL4 foram ativos e significativamente diferentes do 

controle DMSO. Esse efeito é característico de compostos que possuem efeito agudo, 

caso do temefós (ANDRANDE; MODOLO, 1991). Esses resultados são equivalentes 

ao encontrado por Siqueira e col. (2021) quando avaliaram ramnolipídeos em A. 

aegypti. 
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Ao compararmos os dados da figura 22 com os encontrados nos experimentos 

de viabilidade celular frente a células de A. albopictus, foi observado que o aumento 

da atividade citotóxica com a complexação não levou a um aumento da atividade 

larvicida do complexo em relação às tiossemicarbazonas livres. Comportamento que 

foi evidente no caso de HL4 e Cu4. Os dados in vitro não serem equivalentes aos 

dados in vivo não é algo incomum, pois em um indivíduo temos diversos mecanismos 

envolvidos relacionados a absorção, distribuição, metabolismo e excreção que podem 

influenciar nos efeitos tóxicos a serem observados para o composto, além da 

estabilidade do mesmo no meio biológico.  

 

Figura 23 - Sobrevivência das larvas de Aedes aegypti expostas e não expostas 

(controles água e DMSO) às tiossemicarbazonas HL1 e HL2 e seus complexos de 

Cu(II) (Cu1 e Cu2) na concentração de 10 µM 
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Legenda: A linha pontilhada indica a mediana para a sobrevivência de 50% dos 

indivíduos após o tratamento.  

     Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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Figura 24 - Sobrevivência das larvas de Aedes aegypti expostas às 

tiossemicarbazonas HL3 – HL8 e seus complexos de Cu(II) (Cu3 – Cu8) na 

concentração de 10 µM 
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Legenda: A linha pontilhada indica a mediana para a sobrevivência de 50% dos indivíduos 

após o tratamento. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Nesse experimento o controle DMSO apresentou uma significativa variação em 

relação ao controle água (p= 0,0212 pelo método de Log-Rank), contudo a curva não 
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atingiu a sua mediana de sobrevivência antes da completa metamorfose dos 

indivíduos. Além disso, quando monitorado o estágio de desenvolvimento e a 

viabilidade dos indivíduos a cada dia para os grupos controle (Figura 25), não foi 

observado uma relevante alteração dos tempos médios da ecdise larva para pupa e 

pupa para inseto adulto. Os valores típicos encontrados na literatura para ecdise, em 

condições favoráveis, são de até cinco dias para mudança entre o estágio larval e 

pupa e até dois dias para a mudança entre o estágio de pupa para inseto adulto 

(FOSTER & WALKER, 2019). 

 

Figura 25 – Curva dos estágios de desenvolvimento de Aedes aegypti em função do 

tempo de exposição aos grupos controle (água declorada e DMSO) 
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

 

Considerando os dados foi observado dois tipos de comportamento. Um 

semelhante ao grupo controle DMSO, onde o p>0,05 para o estudo de similaridade 

das curvas pelo método Log-Rank (Tabela 6) e/ou ocorre um aumento da mortalidade 

com o tempo sem atingir a mediana de sobrevivência durante o tempo total do 

experimento, caso dos compostos HL1, Cu1, HL2, Cu3, Cu4, Cu5, HL6, Cu6, HL7, 

Cu7, HL8 e Cu8. Nessa situação, também não foi observada uma significativa 

mudança dos períodos relacionados a ecdises larva para pupa e pupa para inseto 

adulto (ver apêndice D). O outro comportamento é aquele observado para HL3 e HL5, 

onde o p<0,05 e é atingida a mediana de sobrevivência durante o tempo total do 

experimento, o que evidencia que a exposição ao composto de fato leva a 

manifestação de efeitos tóxicos ao longo do tempo. Os dados para esses ligantes 
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(HL3 e HL5) nesta análise se contrapõe à tendencia observada nos estudos da 

citotoxicidade nas células de A. albopictus.  

As informações obtidas para Cu2 e HL4 são reflexos de apresentarem um 

significativo efeito larvicida nas primeiras 24h. Nessa situação, também não foi 

possível avaliar se esse efeito tóxico observado nas larvas com o tempo, altera ou não 

a mudança dos períodos relacionados a ecdises larva para pupa e pupa para inseto 

adulto. 

 

Tabela 6 – Dados estatísticos da análise do estimador de Kaplan-Meier obtidos a 

partir das curvas de sobrevivência dos compostos testados após 24 h de exposição 

das larvas de Aedes aegypti ao tratamento 

 

Composto 

Parâmetros estatísticos após estudo da similaridade das curvas pelo 
método Log-Rank 

χ2 df p p<0,05 Mediana de 
sobrevivência 

(dias) 

HL1 0,02289 1 0,8798 não 11,5 
Cu1 0,2737 1 0,6008 não - 
HL2 0,08812 1 0,7666 não - 
Cu2 40,54 1 < 0,0001 sim 1 
HL3 5,974 1 0,0145 sim 4,5 
Cu3 0,1182 1 0,7310 não 10 
HL4 35,29 1 < 0,0001 sim 1 
Cu4 2,594 1 0,1073 não 10 
HL5 17,00 1 < 0,0001 sim 2,5 
Cu5 3,287 1 0,0698 não 10 
HL6 3,204 1 0,0734 não - 
Cu6 4,545 1 0,0330 sim - 
HL7 0,3544 1 0,5516 não - 
Cu7 0,0005840 1 0,9807 não - 
HL8 1,177 1 0,2780 não 7,5 
Cu8 1,037 1 0,3085 não - 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Outro estudo realizado foi para verificar o efeito das concentrações sobre a 

atividade larvicida. Os compostos selecionados foram HL2, Cu2, HL5 e Cu5, pois o 

Cu2 apresentou atividade larvicida na concentração de 10 M e como a diferença 

entre os ligantes HL2 e HL5 foi a inserção do grupo nitro, seria interessante seu estudo 

para verificar se isso teria efeito sobre essa atividade. Além disso, HL5 na 

concentração de 10 mM atingiu a mediana de sobrevivência aos 2,5 dias após a 

exposição. Foi avaliada a sobrevivência das larvas após 24 h de exposição aos 
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compostos nas concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 M (Figura 26) e a sobrevivência 

desses indivíduos com o tempo após essa exposição (Figura 27). 

 

Figura 26 – Avaliação da sobrevivência de larvas de Aedes aegypti após 24 h de 

exposição de tiossemicarbazonas (HL2 e HL5) e seus complexos de Cu(II) (Cu2 e 

Cu5) variando a concentração de 0,1 a 100 µM 
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Legenda: *** p < 0,0001 frente ao controle DMSO. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Como esperado, Cu2 apresentou um comportamento para a atividade larvicida 

dose-dependente. No entanto, os demais compostos não foram ativos nas 

concentrações analisadas. Cu2 não apresentou atividade larvicida significativa na 

concentração de 10 M neste experimento, o que foi diferente do observado para o 

experimento anterior.  

Nesse experimento o controle DMSO não apresentou significativa variação em 

relação ao controle água (p= 0,9474 pelo método de Log-Rank), diferente do que foi 

observado no experimento na concentração de 10 M.  

HL2 e Cu5 não apresentaram significativa variação de seu comportamento em 

relação ao controle DMSO (p>0,05) em nenhuma das concentrações avaliadas, o que 

demonstra que a exposição por 24h a esses compostos não levou a manifestação de 

efeitos tóxicos nos indivíduos. Os dados estatísticos dos compostos que 

apresentaram alterações significativas estão apresentados na Tabela 7. 
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Figura 27 - Sobrevivência das larvas de Aedes aegypti expostas e não expostas 

(DMSO) às tiossemicarbazonas HL2 e HL5 e seus complexos de Cu(II) nas 

concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 M 
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Legenda: A linha pontilhada indica a mediana para a sobrevivência de 50% dos indivíduos 

após o tratamento.  

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 

 

Tabela 7 – Dados estatísticos da análise do estimador de Kaplan-Meier obtidos a 

partir das curvas de sobrevivência dos compostos Cu2 e HL5 após 24h de 

exposição das larvas de Aedes aegypti ao tratamento 

 

Composto 

Parâmetros estatísticos após estudo da similaridade das curvas pelo 
método Log-Rank 

χ2 df p p<0,05 Mediana de 
sobrevivência 

(dias) 

Cu2 – 10 M 8,209 1 0,0042 sim 9 

Cu2 – 100 M 41,97 1 < 0,0001 sim 1 

HL5 – 100 M 10,22 1 0,0014 sim 5,5 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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4.2.3 Histologia do intestino médio das larvas de A. aegypti 

 

O intestino médio larval de A. aegypti é formado por um epitélio simples com 

células colunares, núcleos evidentes e borda estriada bem desenvolvida. Essa 

estrutura é o principal alvo de substâncias tóxicas, químicas e biológicas, sendo 

importante para avaliar se o composto apresenta atividade citotóxica (VALOTTO et 

al., 2011). Na Figura 28 estão apresentados os cortes histológicos do intestino médio 

das larvas de A. aegypti no estádio L4 que sobreviveram após 24 horas de exposição 

às tiossemicarbazonas HL2 e HL5 e seus complexos Cu2 e Cu5 na concentração de 

10 µM. Como controle foram utilizados novamente a água e o DMSO. 

Nos grupos controle, foi observada a presença das células colunares com seus 

núcleos evidentes e a presença da borda estriada bem definida. Após o tratamento 

tanto com os ligantes (HL2 e HL5) quanto os complexos (Cu2 e Cu5) foi observado 

nas imagens uma descontinuidade na borda estriada ou sua ausência, o aumento de 

vacúolos citoplasmático nas células do intestino médio e consequente desorganização 

da camada epitelial. Contudo, em nenhuma das imagens foi observado a ruptura do 

epitélio. É importante destacar que todos esses compostos promoveram uma 

significativa redução da viabilidade celular na concentração de 10 M quando testados 

em células de A. albopictus C6/36. 

Esses resultados demonstram que as tiossemicarbazonas e seus complexos 

de Cu(II) promovem um efeito citotóxico, alterando a morfologia das células do 

intestino médio das larvas, o que pode causar prejuízo na absorção de nutrientes e 

até mesmo a morte das larvas. Isso poderia ainda justificar o aumento da mortalidade 

com o passar do tempo mesmo após ter cessado o contato com o agente tóxico.  

Ao compararmos os dados obtidos neste trabalho com aqueles de Valotto e col. 

(2011), avaliando a toxicidade de um tanino isolado da planta do cerrado Magonia 

pubescens em larvas no estádio L3 de A. aegypti, podemos sugerir que as alterações 

observadas evidenciam que as tiossemicarbazonas ou complexos de Cu(II) podem 

levar ao processo de degeneração celular e aceleração do processo de lise das 

células epiteliais. Essas alterações também foram encontradas em larvas tratadas 

com borra de café e cafeína (Miranda et al., 2021) 
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Figura 28 - Histologia do intestino médio de larvas de Aedes aegypti expostas e não 

expostas aos compostos selecionados por 24 h 

  

Legenda: Ep: epitélio; L: lúmen; Seta: borda estriada; Círculo: vacúolos. Coloração por 
hematoxilina e eosina (HE). Barras de escala: 25 μm. 

Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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4.2.4 Análise da imunofluorescência de caspase-3 em células do intestino médio 

de larvas de A. aegypti 

 

O ensaio de imunofluorescência foi realizado a fim de verificar se os danos 

causados às células do intestino médio das larvas após 24 h de exposição aos 

compostos HL2, HL5, Cu2 e Cu5 estariam relacionados ao mecanismo de ativação 

de caspase-3. Contudo, não foi observada uma diferença significativa no número de 

células positivas entre os grupos controles e tratados (Figura 29). A ausência de 

marcação também foi observada no estudo de Grossi (2018) com tiossemicarbazonas 

derivadas de benzaldeído, acetofenona e benzofenona. Esse resultado é diferente 

daquele encontrado por Miranda e colaboradores (2021) que ao utilizar o mesmo 

modelo para o estudo da toxicidade da borra de café e da cafeína sobre larvas de A. 

aegypti, observaram que tratamento com borra de café (CCG), cafeína e borra de café 

descafeinada (DCG) levaram a uma marcação significativa de células positivas em 

relação ao grupo controle, com número de células positivas de 46,20 ± 9,94 para CCG, 

22,00 ± 2,45 para cafeína e 14,00 ± 2,92 para DCG. 

 Considerando que foram observamos danos às células do intestino no 

experimento anterior e a ausência de marcação neste experimento de 

imunofluorescência, é possível sugerir que a morte celular causadas pela ação de 

tiossemicarbazonas e seus complexos não deve ocorrer por mecanismo de apoptose 

via caspase-3.  
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Figura 29 – Número de células positivas para caspase-3 marcadas após a exposição 

dos intestinos médios das larvas de Aedes aegypti aos grupos controle (água e 

DMSO 1% v/v) e  compostos  selecionados. Os dados são apresentados como 

média ± SE 
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Fonte: Elaborado pela autora (2023). 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos nos permitem observar a citotoxicidade dos compostos 

sintetizados tanto contra macrófagos murinos (RAW 264.7 e J774A.1) quanto em 

células de A. albopictus (C6/36), sendo que os complexos de Cu(II) foram os mais 

promissores por serem cerca de 10 vezes mais ativos que as tiossemicarbazonas 

livres (HL1 – HL8). Essa informação destaca que a estratégia de complexar as 

tiossemicarbazonas derivadas de chalcona ao Cu(II) levou a um significativo 

aumento do potencial citotóxico. 

 No caso da maioria dos complexos de Ag(I), o fato da atividade citotóxica não 

ser maior em relação ao ligante, mesmo com o seu sal precursor apresentando 

efeito citotóxico, realça a importância de formação de ligações múltiplas entre ligante 

e metal para que o mesmo atue como uma entidade.  

Durante o estudo dos compostos selecionados, tiossemicarbazonas e 

complexos de Cu(II), frente as larvas de A. aegypti foi possível atestar que Cu2 e 

HL4 foram efetivos na redução da sobrevivência dos indivíduos na dose de 10 M, 

HL3 e HL5 demonstraram a manifestação de efeitos tóxicos ao longo do tempo no 

experimento de sobrevivência e Cu2 apresentou comportamento dose-dependente. 

Além disso, ao avaliar a morfologia das células do intestino médio das larvas de A. 

aegypti tratadas com os HL2, Cu2, HL5 e Cu5 foi possível observar alterações 

compatíveis com o efeito citotóxico causados por esses compostos. Porém, essa 

citotoxicidade não ocorre por ativação da via da caspase-3, o que foi testado pelo 

ensaio de imunofluorescência. 

Com esses resultados é possível atestar que algumas das 

tiossemicarbazonas sintetizadas e seus complexos de Cu(II) possuem potencial 

efeito citotóxico e larvicida em mosquitos do gênero Aedes, entretanto, outros 

estudos são necessários para o desenvolvimento de formulações baseadas nesses 

compostos, bem como o esclarecimento da relação entre o efeito citotóxico 

observado nas células C6/36 com os danos observados nas célula do intestino 

médio das larvas e as vias envolvidas no mecanismo de ação destes compostos. 
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APÊNDICE A - Espectros eletrônicos das tiossemicarbazonas e seus 

complexos de Cu(II) e Ag(I) em dimetilsulfóxido 
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APÊNDICE B - Espectros na região do infravermelho das tiossemicarbazonas e 

seus complexos de Cu(II) e Ag(I) 

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

0

20

40

60

80

100

1384

1613

3174

32773412

3419
3264

3165

1607

1604

3153

3246

3290

%
 T

Número de onda (cm
-1
)

 HL3

 Cu3

 Ag3

3420

 

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

0

20

40

60

80

100

1384

3407

1609

3186

3280

3415 3160

3258

1596

1595

3146

3245

3340

%
 T

Número de onda (cm
-1
)

 HL4

 Cu4

 Ag4

3425

 

 



88 
 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

0

20

40

60

80

100

3262

3418

3434

3241

3097

3166

2679

1593

1593

1608

1384

3172
3282

%
 T

Número de onda (cm
-1
)

 HL5

 Cu5

 Ag5

3410

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

0

20

40

60

80

100

3175

3245

3356

3417

3481

1593

1598

3182

3290

3418

1384

15963168
3278

%
 T

Número de onda (cm
-1
)

 HL6

 Cu6

 Ag6

3412

 



89 
 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

30

40

50

60

70

80

90

100

3248

3166

3403

1597

1575

3197

3357

1384

1520

3398
3174

3264

%
 T

Número de onda (cm
-1
)

 HL7

 Cu7

 Ag7

3480

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

0

20

40

60

80

100

1602

3414

3401

3275

1384

3250

3158

1601

1601

3328

3463

3260

3176%
 T

Número de onda (cm
-1
)

 HL8

 Cu8

 Ag8

3357

 

 

 



90 
 

APÊNDICE C - Curvas TG das tiossemicarbazonas e seus complexos de Cu(II) 

e Ag(I) analisados na faixa de 30 a 900ºC sob atmosfera de ar (vazão 300 mL 

min-1) e taxa de aquecimento de 15ºC min-1 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

m = 9,5%

m = 74,4%

T = 517,3 
o
C 

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 HL1
T = 211,4 

o
C 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

m = 37,0%

m = 51,7%

T = 210,4 
o
C 

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 HL2

T = 502,9 
o
C 

 



91 
 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (ºC)

 HL3

m
resíduo a 900ºC

 = 10,2%

m = 28,6%

m = 39,1%

T = 195,8 
o
C 

T = 457,3 
o
C 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 HL4

m
resíduo a 900ºC

 = 9,3%

m = 47,9%

m = 36,6%

T = 196,9 
o
C 

T = 421,9 
o
C 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 HL5

m
resíduo a 900ºC

 = 8,3%

m = 54,7%

m = 21,9%T = 214,4 
o
C 

T = 449,5 
o
C 



92 
 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 HL6

m = 68,5 %

m = 24,1 %
T = 166,8 

o
C 

T = 381,6 
o
C 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (ºC)

 HL7

m = 59,9 %

m = 32,7 %
T = 218,4 

o
C 

T = 371,0 
o
C 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (ºC)

 HL8

m = 56,4%

m = 36,8 %

T = 211,4 
o
C 

T = 501,5 
o
C 

 



93 
 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

T = 691,6 
o
C

T = 424,6 
o
C

m = 6,1%

m = 15,4%

m = 55,0%

m
resíduo

 = 9,6%

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 Cu1

m = 4,6%

T = 210,1 
o
C

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

m
resíduo a 900ºC

 = 13,3%

 Cu2

m = 47,0%

m = 30,8%

T = 175,7 
o
C 

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

T = 533,8 
o
C 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (ºC)

 Cu3

m
resíduo a 900ºC

 = 12,7%

m = 42,7 %

m = 26,1%T = 206,0 
o
C 

T = 484,9 
o
C 

 



94 
 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 Cu4

m
resíduo a 900ºC

 = 18,7%

m = 29,1%

m = 22,5%T = 200,7 
o
C 

T = 484,7 
o
C 

m = 12,9%

T = 733,7 
o
C 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 Cu5

m
resíduo a 900ºC

 = 10,4 %

m = 53,1%

m = 9,1 %

T = 192,7 
o
C 

T = 479,6 
o
C 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 Cu6

m = 49,0 %

m
resíduo a 900ºC

 = 10,7%

m = 16,4 %
T = 161,7 

o
C 

T = 475,5 
o
C 

 



95 
 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (ºC)

 Cu7

m
resíduo a 900ºC

 = 19,9%

m = 34,64 %

m = 25,2 %
T = 217,4 

o
C 

T = 447,3 
o
C 

 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (ºC)

 Cu8

m
resíduo a 900ºC

 = 11,7%

m = 43,7%

m = 30,8 %T = 143,2 
o
C 

T = 494,7 
o
C 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

m = 18,4%

T = 211,4ºC 

m = 74,4%

m
resíduo a 900ºC

 = 29,5%

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 Ag1
T = 211,4ºC 

 



96 
 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

 Ag2

m
resíduo a 900ºC

 = 24,58%

m = 28,6%

m = 24,2%
T = 135,3 

o
C 

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

T = 474,8 
o
C 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (ºC)

 Ag3

m
resíduo a 900ºC

 = 24,4%

m = 50,5%

m = 17,9%T = 135,4 
o
C 

T = 241,5 
o
C 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

m = 29,1%%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 Ag4

m
resíduo a 900ºC

 = 9,3%

m = 6,6%

m = 32,1%

T = 92,5 
o
C 

T = 204,4 
o
C 

T = 430,7 
o
C 

 



97 
 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

T = 599,4 
o
C m = 23,7 %

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 Ag5

m
resíduo a 900ºC

 = 17,0%

m = 8,9 %

m = 57,6 %
T = 125,7 

o
C 

T = 322,0 
o
C 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (
o
C)

 Ag6

m = 45,0 %

m
resíduo a 900ºC

 = 23,9 %

m = 9,3 %

T = 106,3 
o
C 

T = 391,6 
o
C 

 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

%
m

/m
0

Temperatura (ºC)

 Ag7

m
resíduo a 900ºC

 = 17,7 %

m = 27,9 %

m = 39,9 %

T = 172,1 
o
C 

T = 444,9 
o
C 

 



98 
 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900

0

20

40

60

80

100

T = 243,0 
o
C 

m = 22,4 %

%
m

/m
0

Temperatura (ºC)

 Ag8

m
resíduo a 900ºC

 = 18,9 %

m = 28,7 %

m = 15,8 %
T = 96,7 

o
C 

T = 558,2 
o
C 

 



99 
 

APÊNDICE D – Curvas dos estágios de desenvolvimento em função do 

tempo de exposição às tiossemicarbazonas HL3 - HL8 e seus complexos 

de Cu(I) (Cu3 - Cu8) na concentração de 10 M 
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