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RESUMO 

 

As tiossemicarbazonas são uma classe de compostos químicos com amplo perfil 

farmacológico, contudo há poucos estudos sobre sua toxicidade em insetos. O Aedes 

aegypti (Linnaeus, 1762) é na atualidade um dos mosquitos que mais tem causado 

problemas de saúde pública, devido ao seu potencial de disseminar doenças, como dengue, 

febre amarela, chikungunya e zika. Entre as estratégias mais eficientes no controle dessas 

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

surgimento de mosquitos resistentes podem comprometer esse combate, o que tem 

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

avaliada a toxicidade de uma série de quatorze tiossemicarbazonas derivadas de 

benzaldeído, acetofenona e benzofenona contra larvas do Aedes aegypti. Os compostos 

foram preparados e caracterizados a partir de seus espectros de infravermelho e ressonância 

magnética nuclear, bem como, por sua estabilidade coloidal em solução aquosa com 

dimetilsulfóxido 1%. A toxicidade dos compostos em concentrações na faixa de 0,1 a    

100 µM foi avaliada frente a larvas no estádio L4, sendo demonstrado que as 

tiossemicarbazonas derivadas de benzofenona apresentam atividade larvicida. O 

comportamento de nado e a morfologia externa e das células do intestino médio foram 

avaliados para os compostos que apresentaram atividade larvicida, sendo observado a 

redução da mobilidade, deformidade de algumas larvas e alterações nas células após a 

exposição com tiossemicarbazonas. Ensaios de imunofluorescência utilizando os 

anticorpos anti-fosfohistona H3, anti-proteína de cadeia leve 3 associada a microtúbulos 

(anti-LC3A/B), anti-caspase-3 e anti-peroxidase foram realizados nas células do intestino 

médio das larvas. Esses resultados ressaltaram o efeito citotóxico das tiossemicarbazonas, 

contudo sem a participação dos processos de apoptose, autofagia e de enzimas peroxidase. 

Os resultados obtidos corroboram a potencial atividade larvicida das tiossemicarbazonas, 

mas a origem da sua citotoxicidade deve ser melhor investigada. 

 

Palavras chave: tiossemicarbazonas, atividade larvicida, Aedes aegypti. 

  

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

 The thiosemicarbazones are a class of chemical compounds with broad 

pharmacological profile, however, there is few studies on its toxicity in insects. Currently, 

Aedes aegypti mosquitoes (Linnaeus, 1762) has caused public health problems due to its 

potential for disease dissemination, such as dengue fever, yellow fever, chikungunya and zika. 

The fight against the vector is one of most efficient strategies used in the control of these 

diseases. However, the limited number of larvicidal agents and the emergence of resistant 

mosquitoes can compromise this fight, which has motivated the research for new molecules 

that can act as larvicides. In this work, a series of fourteen thiosemicarbazones derived from 

benzaldehyde, acetophenone and benzophenone against Aedes aegypti larvae were evaluated. 

The compounds were prepared and characterized by their infrared and nuclear magnetic 

resonance spectra as well as its colloidal stability in 1% DMSO aqueous solution. The 

larvicidal activity of the compounds, at concentration range from 0.1 to 100 μM, was 

evaluated against larvae in the L4 stage, being that benzophenone-derived thiosemicarbazones 

demonstrated larvicidal activity. The swimming behavior and external and midgut cells 

morphology were evaluated for the active compounds. In these experiments were observed a 

reduction of mobility, deformity of some larvae and alterations in cells upon exposition to 

thiosemicarbazones. Immunofluorescence assays involving anti-phospho-histone H3, 

microtubule-associated protein light chain 3 antibody (anti-LC3A/B), anti-caspase 3, and anti-

peroxidase antibodies were performed on midgut cells from larvae. These results highlight the 

cytotoxic effect of thiosemicarbazones, but without the participation of apoptotic and 

autophagic processes and peroxidase enzymes. The results obtained corroborate a potential 

larvicidal activity of thiosemicarbazones, however, the origin of its cytotoxicity should be 

better investigated. 

 

Keywords: thiosemicarbazones, larvicidal activity, Aedes aegypti 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O processo de pesquisa e desenvolvimento de novos produtos é complexo, longo 

e oneroso. O primeiro estágio de qualquer inovação nesse sentido passa pela obtenção 

de um composto bioativo. A partir daí, testes in vitro e/ou in vivo são realizados para 

quantificar as propriedades biológicas dessa molécula ou seus derivados. Nesse 

momento, os conhecimentos da química e biologia se tornam fundamentais para que 

seja possível compreender e melhorar sua atividade biológica. 

Historicamente, a descoberta de compostos bioativos sempre esteve relacionada 

a produtos naturais, como no caso da utilização da casca de salgueiro descrita no 

Papiros Ebers pelos egípcios no tratamento de inflamações que culminou na descoberta  

da salicilina (JACK, 1997).  Contudo, é inegável que a química sintética contribuiu 

enormemente para melhoria da atividade biológica, como o desenvolvimento do ácido 

acetilsalicílico (JACK, 1997) e dos organoclorados, como o                                          

dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) que foi o primeiro inseticida de efeito prolongado 

usado no controle de insetos em meados do século XX (BRAGA; VALLE, 2007).  

Uma classe de compostos de origem puramente sintéticos que tem sido 

extensivamente estudada pelo seu amplo perfil farmacológico é das tiossemicarbazonas 

(BERALDO; GAMBINO, 2004; TENÓRIO et al., 2005). A relevância desses 

compostos pode ser demonstrada na Figura 1, onde em uma busca na base de dados 

“Web of Science” usando os termos “tiossemicarbazona” e “tiossemicarbazona e 

atividade biológica” foi observado um crescente aumento no número de publicações e 

citações nos últimos 20 anos. Contudo, poucos são os trabalhos relacionando a atividade 

inseticida desses compostos. 

Nos últimos 20 anos, um inseto que tem causado graves problemas de saúde 

pública no Brasil é o Aedes aegypti. Ele é responsável pela transmissão de várias 

doenças como a dengue, a febre amarela, a chikungunya e a zika. Devido esse mosquito 

apresentar hábitos que dificultam seu controle com inseticidas para fase adulta 

(adulticidas), o combate ao vetor é focado no controle físico e/ou químico dos 

potenciais criadouros de suas larvas (ZARA et al., 2016). Isso também torna suas larvas 

um interessante alvo a ser estudado em pesquisas visando o desenvolvimento de agentes 

larvicidas. 
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Figura 1 – Gráficos do número de publicações por ano (1) e citações em cada ano (2) para os termos 

“thiosemicarbazone” (A) e “thiosemicarbazone and biological activity” (B) obtidos a partir de 

informações da base de dados Web of Science. 

 

Fonte: https://clarivate.com/products/web-of-science/. 

 

Uma vez que existe um número limitado de inseticidas, pouca variabilidade de 

seus mecanismos de ação no inseto e o aparecimento de casos de resistência aos 

mesmos, esses são fatores motivadores para a pesquisa por novas moléculas que sejam 

eficazes no combate de mosquitos vetores.  

Objetivando contribuir nessa busca, no presente trabalho serão apresentados os 

resultados para a avaliação da toxicidade de uma série de tiossemicarbazonas frente às 

larvas de Aedes aegypti.   

 

1.1 Os compostos a serem estudados: as tiossemicarbazonas 

 

 Do ponto de vista químico, tiossemicarbazonas apresentam como estrutura base 

o esqueleto C=N–N–C(=S)–N. A reação mais simples para formação desses compostos 

é a condensação de uma tiossemicarbazida com aldeído ou cetona (Figura 2), sendo a 

mesma conhecida por sua alta quimiosseletividade, versatilidade, rapidez e altos 

rendimentos. 

1A

1B

2A

2B
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Figura 2 – Reação de formação de uma tiossemicarbazona. 

  

Fonte: própria autora. 

 

 Uma das aplicações desses compostos é na síntese de heterocíclicos, como 

tiazóis, 1,3,4-tiadiazóis, 1,2,4-triazinas, 1,2,4-ditiazolidinas, 4-tiazolidinonas e             

5-aminopirazóis (CHANDRA; SRIVASTAVA, 1983; CHAUVIÈRE et al., 2003; 

IVANCHTCHENKO et al., 2002; REEVE; BARRON, 1975; SARODNICK et al., 

2003; TENÓRIO et al., 2005; ULLAS et al., 1988). De modo geral, as 

tiossemicarbazonas são de fácil estocagem, não necessitando de armazenagem especial, 

nem tampouco são sensíveis à luz (TENÓRIO et al., 2005). 

As tiossemicarbazonas podem ser obtidas dos mais variados precursores 

carbonílicos, tais como flavonoides (BROWDOSKA et al., 2016), chalconas               

(SILVA et al., 2013), naftoquinona (SOUZA et al., 2013) entre outros, contudo é muito 

comum o relato da síntese de compostos derivados de benzaldeído, acetofenona e 

benzofenona. Isto se deve ao fato desses precursores serem facilmente adquiridos, além 

da possibilidade da modificação química no núcleo aromático.  

 

Figura 3 – Representação esquemática de tiossemicarbazonas derivadas de benzaldeído (A),            

acetofenona (B) e benzofenona (C). 

 

Fonte: própria autora. 
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Devido à presença do grupo imina ou azometina (C=N), tiossemicarbazonas 

podem apresentar isômeros configuracionais E (trans) e Z (cis) sempre que o aldeído ou 

cetona utilizados na reação forem assimétricos. A isomerização é extremamente 

influenciada pela presença de ácido e pela natureza dos grupos substituintes ligados ao 

carbono azometínico, bem como pelos substituintes ligados ao nitrogênio da tioamida 

(N4) (TENÓRIO et al., 2005). No estado sólido é geralmente observada como misturas 

de isômeros E e Z (LEMKE et al., 1977), enquanto que em solução ocorre a conversão 

do isômero Z para E, devido a sua maior estabilidade termodinâmica                                        

(OTA et al., 1998).  

Do ponto de vista biológico, tiossemicarbazonas podem apresentar propriedades 

antitumorais (AFRASIABI, 2004), antivirais (BAL et al., 2005), antibacterianas (ZHAO 

et al., 2012), antifúngicas (ARAÚJO NETO et al., 2017), antiprotozoária (BHARTI et 

al., 2002), antimaláricas (KHANYE et al., 2010) e inseticida (SILVA et al., 2015). 

Mesmo tendo controvérsias quanto ao mecanismo de ação das tiossemicarbazonas, 

pode-se dizer que agem como inibidores de enzimas, interagem com biomoléculas 

(como o DNA), atuam como agentes quelantes (complexando com cátions metálicos 

endógenos) ou inibem/promovem reações de redox (Aput BERALDO, 2004). Um dos 

supostos alvos de tiossemicarbazonas é a enzima ribonucleotídeo redutase (RDR), que 

catalisa a síntese de desoxirribonucleotídeos a partir de nucleotídeos, um passo limitante 

para produção de DNA e, consequentemente, para a divisão celular (FUJII et al., 2015). 

Além disso, a formação de complexos metálicos com tiossemicarbazonas pode levar a 

uma melhora significativa de atividades biológicas em relação aos ligantes livres 

(BERALDO; GAMBINO, 2004; TAVARES et al., 2017). Na Tabela 1 estão 

relacionados alguns potenciais alvos biológicos atribuídos as tiossemicarbazonas e seus 

complexos. 

O modo de ação desses compostos também pode variar significativamente 

dependendo da modificação química que é feita na sua estrutura. Um exemplo desse 

comportamento é observado nos nitrocompostos, que apesar de não apresentar seu 

mecanismo de ação totalmente conhecido, é consenso que ele esteja ligado ao processo 

de redução do grupo nitro e à subsequente interação dos produtos formados com 

biomoléculas no meio biológico (DIAS et al., 2015; PAULA; SERRANO; TAVARES, 

2009). 
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Tabela 1 – Potenciais alvos biológicos atribuídos as tiossemicarbazonas e seus complexos. 

Forma da tiossemicarbazona Atividade biológica Potencial alvo Referência 

Livre Antitumoral 
Inibição da ribonucleotídeo 

redutase (RDR) 
(MATSUMOTO et al., 2017) 

Livre --- Tirosinase/Fenoloxidase (SOARES et al., 2017), (XUE et al., 2007) 

Complexada com cobre Citotóxica Interação com DNA 
(BISCEGLIE et al., 2018), (ROGOLINO et 

al., 2017), (VUTEY et al., 2016) 

Livre Doença de Alzheimer 

Inibição de acetilcolinesterase 

Diminuição dos agregados de 

placa β-mielóide 

(PALANIMUTHU et al., 2017) 

Complexada com ouro Citotóxica Inibe tiorrexina redutase (TrxR) (TAVARES et al., 2017) 

Livre 
Antibacteriana Helicobacter 

pylori 
Urease (ARSHIA et al., 2016) 

Livre Anti-chagásica Cisteíno protease (GREENBAUM et al., 2004) 

Livre Antiviral 
Vírus da imunodeficiência 

adiquirida 
(BAL et al., 2005) 

Complexada com cádmo Antifúngica Fungos (ALOMAR et al., 2013) 

Fonte: própria autora. 
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Apesar das tiossemicarbazonas serem muito estudadas pelo seu potencial citotóxico e 

antimicrobiano, poucos são aqueles relacionados à sua atividade inseticida.  O estudo mais 

importante nesse sentido foi o desenvolvido por Silva et al. (2015) que trata da avaliação da 

atividade de algumas aril- e fenoximetiltiossemicarbazonas frente a larvas de Aedes aegypti. 

Nesse trabalho foi observado que a modificação química na porção proveniente do aldeído, o 

logaritmo do coeficiente de partição (logP) e o momento dipolar da molécula interferem na 

atividade larvicida. Contudo, nesse trabalho não foi apresentado nenhum dado sobre a 

extensão dos danos causados as larvas e não foi explorado o mecanismo de ação desses 

compostos, sendo apenas relacionada sua afinidade pela proteína transportadora de esterol 2 

de Aedes aegypti (AeSCP-2) (SILVA et al., 2015). 

 

1.2 O mosquito Aedes aegypti  

 

O Aedes aegypti é uma espécie de mosquito pertencente ao filo Arthropoda, classe 

Insecta, ordem Díptera, família Culicidae e subfamília Culicinae disseminada por todo o 

mundo, em especial em áreas tropicais e subtropicais. É facilmente reconhecido por 

apresentar cor preta com listras brancas em seu abdômen e pernas. Possui hábitos diurnos e 

está adaptado ao ambiente urbano (FUNASA, 2001; NATAL, 2002).  

O ciclo biológico de desenvolvimento desse mosquito é composto por quatro fases ou 

estágios, sendo elas: ovo, larva, pupa e adulto, nas quais ocorre uma metamorfose completa 

do indivíduo (Figura 4). A fase larvária é dividida em quatro estádios bem definidos (L1 – 

L4) com três mudas do exoesqueleto (ecdise) e a duração depende de vários fatores como 

temperatura, quantidade de alimento e número de larvas no criadouro (FUNASA, 2001).  

 

Figura 4 – Ciclo de vida do Aedes aegypti. 

 

Fonte: https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti/. 
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Os ovos do Aedes aegypti possuem formato alongado e fusiforme. Durante a 

ovoposição são inicialmente brancos e posteriormente pretos medindo cerca de um milímetro 

de comprimento. Eles são colocados individualmente pelas fêmeas nas paredes internas dos 

potenciais criadouros, próximo a superfície d’água. A fecundação acontece na postura e o 

embrião se desenvolve em dois dias, se as condições climáticas forem favoráveis. Após essa 

fase, os ovos ficam resistentes à dessecação por grandes períodos que superam um ano 

(FUNASA, 2001). Isso contribui para a migração dessa espécie por grandes territórios 

ocorrendo até mesmo entre continentes (TAUIL, 2001). A eclosão ocorrerá quando os ovos 

estiverem expostos diretamente à água dando origem às larvas, o que ocorre geralmente 

durante o período chuvoso.  

As larvas desenvolvem-se na água e alimentam-se de matéria orgânica acumulada ao 

redor e no fundo dos criadouros. Durante a alimentação, as peças bucais movem-se fazendo 

com que a água flua em direção à cabeça, trazendo as partículas que podem ser ingeridas 

diretamente dependendo do seu tamanho, ou trituradas com o auxílio das mandíbulas 

(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Na Figura 5 está apresentado o sistema digestivo da larva. O 

intestino médio (mesêntero) é o principal órgão desse sistema, sendo responsável pela 

produção de enzimas digestivas e absorção dos produtos digeridos. Ele é constituído de 

células cilíndricas altas com microvilosidades em sua porção apical, enquanto que na região 

basolateral, se observa inúmeras invaginações de membrana. Além das células digestivas, o 

epitélio do intestino médio de Aedes aegypti é composto de mais dois tipos celulares, as 

células regenerativas e as enteroendócrinas (BILLINGSLEY, 1990).  

Para respirar, as larvas sobem à superfície, movimentando-se em forma de S, e ficam 

dispostas verticalmente com o sifão respiratório posicionado na superfície do corpo d’água. 

Elas são sensíveis à luz e a movimentos repentinos na água, sempre aglomerando no fundo do 

recipiente como mecanismo de defesa (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). As larvas no estádio 

L1 são mais susceptíveis as variações no ambiente, diferentemente das larvas em estádio L4. 

A passagem de larva para pupa depende significativamente das condições ambientes, pode 

ocorrer em até cinco dias em condições favoráveis ou mesmo prolongar por várias semanas 

em condições com baixas temperaturas e pouco alimento (FUNASA, 2001). 
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Figura 5 – Representação esquemática do sistema digestivo da larva de Aedes aegypti.  

 

Fonte: Adaptado, (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). 

 

A pupa possui formato de vírgula, não se alimenta, e fica nesse estágio por dois a três 

dias quando então ocorre sua metamorfose para o inseto adulto. Nessa etapa, as pupas se 

posicionam próximas à superfície do corpo d’água e da parede do criadouro para que aconteça 

a ruptura do antigo exoesqueleto e o novo possa estar em contato com o ar promovendo seu 

endurecimento, bem como, das asas e a rotação da genitália em 180° (machos). Na fase adulta 

o tempo de vida médio dos mosquitos na natureza é cerca de 30 a 35 dias, podendo se acasalar 

a partir de 24 horas depois da última metamorfose (FUNASA, 2001). Sua alimentação é a 

partir de seiva vegetal ou néctar, porém após o acasalamento as fêmeas precisam de albumina 

para o amadurecimento dos ovos, justificando o fato delas serem hematófagas                     

(SHIFF, 1998), sendo comum o repasto sanguíneo em vários indivíduos para atingir as 

quantidades necessárias dessa proteína.  

Devido ao seu hábito alimentar e o fato de ser o transmissor de várias arboviroses, 

como a dengue, febre amarela, zika, chikungunya, febre do Nilo entre outras, esse mosquito 

representa um grave problema para a saúde pública gerando muitos gastos para a comunidade 

e o governo (KANTOR, 2016).  

A dengue é certamente, em número de casos, a principal doença transmitida ao 

homem pelo Aedes aegypti. Ela tem como agente etiológico um vírus pertencente à família 

Flaviviridae, a mesma da febre amarela e zika (BRASIL, 2018). Ela pode ser causada por 
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cinco diferentes sorotipos: DENV 1, DENV 2, DENV 3, DENV 4 e DENV 5, sendo que no 

Brasil ainda não houve relatos de casos com o sorotipo DENV 5 (MUSTAFA et al., 2015). A 

primeira vez que a dengue foi identificada no Brasil foi no ano de 1986 e estima-se que no 

mundo ocorram 50 milhões de casos anualmente (BRASIL, 2017).  

Outra doença que apresenta como vetor esse mosquito é a febre amarela. Apesar de 

haver vacina oferecida pelo Sistema Único de Saúde (SUS), nos últimos dois anos o Brasil 

enfrentou um surto da doença principalmente nos estados de Espírito Santo e Minas Gerais. 

Os casos normalmente ocorrem em zonas rurais ou próximas a florestas ou pessoas que 

tiveram contato com essas áreas (BRASIL, 2017).  

A zika manifestou no Brasil pela primeira vez em 2015 e houve relatos de 

microcefalia e distúrbios neurológicos em recém-nascidos de mães que apresentaram 

sintomas da infecção durante a gestação (KANTOR, 2016). A Organização Mundial de Saúde 

(OMS) declarou em 2016 a epidemia de zika vírus como uma emergência global de saúde 

pública devido ao seu potencial incapacitante. Além da relação com a microcefalia, existe um 

consenso que o zika vírus está relacionado com a síndrome de Guillain-Barré (OMS, 2016).  

Já a chikungunya é uma arbovirose transmitida por um alphavírus que apareceu nas 

Américas em 2013 (KANTOR, 2016). A região Nordeste foi a que mais apresentou casos 

prováveis no ano de 2017.  

Somente no Brasil, o governo liberou até o mês de setembro de 2017 cerca de R$ 152 

milhões em recursos para o combate ao Aedes aegypti (BRASIL, 2017). De acordo com os 

dados do Levantamento Rápido de Índice de Infestação pelo Aedes aegypti (LIRAa) desse 

mesmo ano cerca de 10% das cidades avaliadas encontram-se em situação de risco para surto 

de dengue, zika e chikungunya no país (BRASIL, 2017).  

Devido ao fato de não existirem medicamentos específicos para eliminar o vírus de um 

indivíduo infectado, o tratamento das doenças causadas pelo Aedes aegypti é paliativo tendo 

como objetivo tratar os sintomas (ROSS, 2010). Existe vacina para dengue apenas na rede 

privada e ainda está em desenvolvimento para zika e chikungunya (BRASIL, 2017). Logo, as 

principais estratégias de controle dessas arboviroses têm como alvo o combate ao mosquito 

vetor com uso de inseticidas de forma a promover a redução dos focos, bem como campanhas 

de conscientização da população visando a destruição dos criadouros e cuidados para impedir 

sua reprodução (ROSE, 2001). 
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1.3 O controle do vetor 

 

Os inseticidas podem ser divididos de acordo com a fase que atuam. Os adulticidas 

combatem os insetos adultos, os larvicidas atacam as larvas e os ovicidas atuam sobre os ovos 

(FORATTINI, 2002). O controle do Aedes aegypti utilizando adulticidas é pouco efetivo, pois 

apresenta alcance limitado e impacto ambiental significativo, sendo, portanto, uma medida 

adicional às ações públicas rotineiras e aplicada apenas para o bloqueio da transmissão em 

casos de surtos ou epidemias (BRASIL, 2009). No controle focal, quando não é possível a 

eliminação do criadouro, os larvicidas são aplicados a fim de interromper seu ciclo de vida 

(ANDRANDE; MODOLO, 1991). É importante ressaltar que o combate à fase larval é aquele 

que apresenta menor risco ao homem. 

Entre os compostos que têm sido utilizados como larvicida pode-se destacar os 

organofosforados e análogos do hormônio juvenil. Os organofosforados são uma classe de 

compostos que veio substituir os organoclorados utilizados no combate de insetos na lavoura. 

Eles apresentam como vantagem serem biodegradáveis e não cumulativos em tecidos de 

vertebrados (BRAGA; VALLE, 2007). O temefós é o único recomendado pela OMS para 

controlar as larvas de mosquitos em água potável (WHO, 1996). Através do contato ou 

ingestão ele inibe a enzima colinesterase aumentando os impulsos nervosos e podendo levar a 

morte (SALGADO, 2013). O mecanismo pode ser exemplificado na Figura 6. 

 

Figura 6 – Mecanismo de inibição da acetilcolinesterase por organofosforados. 

 

Fonte: Adaptado, SALGADO (2013).  

 

Outro grupo de inseticidas descoberto mais recentemente são os reguladores de 

crescimento (ou IGRs, sigla derivada de Insect Growth Regulator), do tipo hormônio juvenil 

que alteraram a fisiologia essencial ao desenvolvimento dos insetos ou de sua progênie e 

parecem agir exclusivamente sobre insetos (SIDDALL, 1976). Eles têm como característica 

provocar uma morte lenta nas larvas seja durante sua emergência, ecdise ou mesmo na 
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transformação para pupa (MULLA, 1995). Alguns pesquisadores consideram os IGRs a 

terceira geração de inseticidas por não serem neurotóxicos.  

De acordo com o mecanismo de ação, eles são divididos em três categorias: inibidores 

da síntese de quitina, miméticos de hormônios juvenis e análogos (juvenóides) e agonistas da 

ecdsona (GRAF, 1993). As benzoilfenilureias (Figura 7) atuam como inibidores da síntese de 

quitina, podendo interferir na expressão ou bloqueio da enzima quitina sintase                    

(COHEN, 2001; COHEN, 1987; ZHANG; ZHU, 2006), na regulação hormonal da síntese de 

quitina (FOURNET et al., 1995), ou mesmo interferir no transporte dos monômeros de        

N-acetil-glicosamina necessários para síntese de quitina (GANGISHETTI et al., 2009). O 

piriproxifeno (Figura 7) é um bom representante da classe dos análogos do hormônio juvenil 

(SALGADO, 2013). 

 

Figura 7 – Representação esquemática do esqueleto base das benzoilfenilureias (A) e da molécula de 

piriproxifeno (B). 

 

Fonte: própria autora. 

 

Além desses alvos, outros têm sido explorados no desenvolvimento de novos agentes 

larvicidas, tais como os inibidores específicos de enzimas digestivas (proteases). Exemplos de 

estudos nesse sentido são os de Soares (2009, 2012) nos quais a autora identificou as 

proteases do tipo tripsina presente no intestino médio de larvas de Aedes aegypti e 

desenvolveu alguns inibidores específicos. 

No entanto, o uso constante de alguns inseticidas tem induzido ao desenvolvimento de 

resistência, interrupção dos sistemas naturais de controle biológico, contaminação do meio 

ambiente e surtos de outras espécies de insetos (BRAGA; VALLE, 2007). A Organização 

Mundial da Saúde (OMS) define resistência como a capacidade de uma população de insetos 

em tolerar uma quantidade de inseticida que os matariam em condições normais                    

(WHO, 1996).  

Desde 1999 tem sido detectado através das análises realizadas pelos laboratórios da 

Rede Nacional de Monitoramento da Resistência de Aedes aegypti a Inseticidas (MoReNAa) 
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o aparecimento da resistência ao temefós nos municípios brasileiros                                    

(BRAGA; VALLE, 2007). Contudo, um controle alternativo desse mosquito nos municípios 

onde foi constatada tal resistência só foi realizado depois do ano 2000, utilizando algumas 

formulações do biolarvicida Bacillus thuringiensis israelensis (Bti)                              

(MICHIGAN MOSQUITO CONTROL ASSOCIATION, 2002). 

Desse modo, o número limitado de classes de compostos com comprovada atividade 

larvicida e o constante aparecimento de casos de resistência tem motivado a busca por novos 

compostos que sejam eficazes contra o vetor com baixa toxicidade ao meio ambiente e que 

possam apresentar mecanismo de ação diferente dos já elucidados.  

 

1.4 Metodologias utilizadas na avaliação da toxicidade de novos compostos  

 

Os métodos comumente utilizados na avaliação da atividade larvicida em novos 

compostos são os preconizados pela OMS (WHO, 2005). Esses bioensaios baseiam-se na 

avaliação da toxicidade frente aos estádios desenvolvidos das larvas de mosquitos (L3 e/ou 

L4). Contudo, é importante obter informações sobre o mecanismo de ação, pois o 

experimento utilizado para compostos que tem comprovada atividade larvicida dentro de uma 

fase (teste da avaliação da toxicidade de compostos frente ao estádio L4 de larvas do 

mosquito) é diferente daqueles que atuam como reguladores do crescimento. A partir desses 

experimentos pode-se obter o valor da dose letal para 50% das larvas (DL50) que é um 

parâmetro importante para avaliar a toxicidade do composto.  

Encontrar o mecanismo de ação de um composto bioativo nem sempre é uma tarefa 

fácil e vários são os exemplos de compostos que foram liberados para sua utilização final sem 

o completo conhecimento do mesmo, desde fármacos (pregabalina)                      

(BLOMMEL et al., 2007) até mesmo os próprios inseticidas (piriproxifeno) (SALGADO, 

2013). Os desafios vão da descoberta e isolamento do potencial alvo molecular até o 

desenvolvimento de metodologias que atestem a interação entre o composto e o alvo. Na 

ausência de um mecanismo de ação conhecido, experimentos comportamentais e in vitro 

podem ser úteis para compreender a potencial atividade biológica da molécula.  

No estudo de insetos um experimento muito utilizado é o monitoramento de seus 

hábitos, sendo realizado a partir da gravação de imagens dos animais em condições 

controladas (ver exemplo de aparato para o Video Tracking na Figura 8)                    

(NOLDUS; SPINK; TEGELENBOSCH, 2002; WILKINSON et al., 2014). Recentemente, o 

comportamento de voo de insetos tem sido utilizado para monitorar o comprometimento da 
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atividade locomotora em indivíduos não alvos, como a abelha, após a exposição aos 

inseticidas (LOPES et al., 2017). Portanto, o comportamento de nado pode ser um parâmetro 

interessante a ser avaliado durante o estudo da atividade larvicida de novos compostos, pois 

alterações na atividade locomotora em larvas estão relacionadas a danos em órgãos e tecidos 

ou mesmo ao sistema nervoso do inseto. Um exemplo de trabalho nesse sentido foi realizado 

por Tomé et al. (2014) que submeteram larvas (L4) e pupas de Aedes aegypti a diferentes 

concentrações dos inseticidas: azadiractina, deltametrina, imidaclopride e espinosade para 

avaliar o comportamento de nado, sendo observado que, com exceção da azadiractina, todos 

reduziram a velocidade de natação e os movimentos de contorção das larvas e pupas. 

 

Figura 8 – Representação esquemática do aparato para realização do experimento de Video tracking. 

 

Fonte: própria autora. 

 

Outro tipo de experimento útil no estudo de insetos é a avaliação de alterações na 

morfologia através de cortes histológicos. Alterações nas células do intestino médio têm sido 

utilizadas para investigar a extensão de lesões causadas por agentes tóxicos a larvas 

(VALOTTO et al., 2011; SCUDELER; SANTOS, 2013). Contudo, a detecção da proliferação 

de células regenerativas do intestino médio é limitada pelo fato das mesmas se dividirem 

pouco e em curtos períodos nos estádio/estágios mais desenvolvidos dos insetos, como 

demonstrado por Micchelli e Perrimon (2005) durante estudos de figuras de mitoses em 

análises morfológicas em Drosophila melanogaster. Isto leva a marcação de proteínas 
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relacionadas com processos mitóticos, como a fosfo-histona H3, serem mais interessantes no 

monitoramento da divisão das células regenerativas (MICCHELLI; PERRIMON, 2005). 

Experimentos envolvendo inibidores de enzimas específicas são relevantes na 

investigação do mecanismo de morte celular. Um alvo interessante a ser investigado é a 

ativação de caspases que são uma família de cisteíno proteases que desempenham papéis 

importantes na apoptose e em outros processos celulares. Durante a apoptose, caspases 

iniciadoras são as primeiras ativadas após um sinal apropriado, podendo ser auto-ativadas 

com a ajuda de proteínas adaptadoras. Após sua ativação, elas clivam e ativam as caspases 

efetoras, que por sua vez visam vários substratos na célula, levando à apoptose e outros 

eventos de sinalização (LI; YUAN, 2008).  

Outro mecanismo de morte celular é a macroautofagia, um processo catalítico para a 

degradação de componentes intracelulares nos lisossomos. Além de causar impacto na 

sobrevivência celular, esse processo é importante na imunidade inata e adaptativa, pois 

facilita a detecção e apresentação de antígenos de patógenos e promove a digestão de 

bactérias (ROMAO; MÜNZ, 2014). Durante a autofagia, o pré-autofagossomo engloba 

componentes do citosol, dentre eles organelas, e ao se fechar forma o autofagossomo que ao 

fundir com um lisossoma leva à degradação proteolítica dos componentes internos pelas 

enzimas líticas lisossomais. (TANIDA; UENO; KOMINAMI, 2004). A proteína de cadeia 

leve associada a microtúbulos LC3 é uma das proteínas codificadas durante a autofagia, sendo 

a única que se encontra em células eucariontes tornando-a um excelente marcador para 

monitorar experimentalmente (ROMAO; MÜNZ, 2014). 

Uma vez que ocorre o dano celular devido à presença de substâncias exógenas, as 

células podem produzir proteínas, tais como as peroxidases, a fim de miniminar a extensão do 

mesmo. Essas enzimas contribuem para desintoxicação, estabilização de matrizes 

extracelulares e potencial envolvimento na imunidade dos insetos (ZHAO et al., 2001). Nos 

mosquitos essas proteínas possuem uma alta expressão, principalmente para adaptação ao 

ambiente terrestre sendo, portanto comum sua ativação após a ecdise de pupa para o inseto 

adulto (SABOIA-VAHIA et al., 2012). Sua baixa expressão nas pupas é explicada por ela está 

em fase de renovação do intestino, sem a ocorrência de digestão (FERNANDES, 2014). Desta 

forma, é esperado que caso ocorra danos as células essas enzimas possam vir a ser ativadas.  
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2 - OBJETIVOS  

 

2.1 Objetivo geral 

 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade de tiossemicarbazonas 

derivadas de benzaldeído, acetofenona e benzofenona contra larvas de Aedes aegypti.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

- Preparar quatorze tiossemicarbazonas N(4)-substituídas derivadas de benzaldeído, 

acetofenona e benzofenona. 

- Avaliar a estabilidade em solução/suspensão dessas tiossemicarbazonas. 

- Avaliar a toxicidade dessas tiossemicarbazonas contra larvas de Aedes aegypti no 

estádio L4. 

- Avaliar as alterações comportamentais causadas durante a exposição das larvas às 

tiossemicarbazonas. 

- Avaliar as alterações morfológicas causadas pelas tiossemicarbazonas nas larvas de 

Aedes aegypti. 

- Investigar potenciais mecanismos de ação dessas tiossemicarbazonas. 
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3 – PARTE EXPERIMENTAL  

 

3.1 Preparação das tiossemicarbazonas 

 

As tiossemicarbazonas utilizadas nesse trabalho foram preparadas pela reação direta 

de aldeído/cetonas com tiossemicarbazida, seguindo procedimentos descrito na literatura 

(TENÓRIO et al., 2005; PÉREZ-REBOLLEDO et al., 2007) e  apresentado a seguir.  

Em um balão de fundo redondo de 100 mL foi solubilizado o aldeído ou a cetona 

desejada (5 mmol) em 20 mL de etanol. Após a completa dissolução, 5 mmol da 

tiossemicarbazida foi adicionada. A mistura foi agitada e uma gota de ácido sulfúrico foi 

adicionada 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. O precipitado foi lavado com álcool isopropílico e armazenado em um dessecador por 

um período de dois dias.  

 

3.2 Caracterização 

 

 Esse trabalho foi dividido em três etapas, sendo duas delas relacionadas a 

caracterização das tiossemicarbazonas e a outra a avaliação da atividade biológica. Na Figura 

9 está apresentado um fluxograma com todas as análises executadas em cada etapa do 

trabalho. 

 

Figura 9 - Fluxograma apresentando as etapas desenvolvidas neste trabalho. 

Preparação dos compostos

Caracterização em 

solução/suspensão

RMN

Avaliações biológicas

Caracterização no 

estado sólido

Infravermelho Turbidimetria

Avaliação da 

atividade larvicida
Avaliação morfológica

Ensaios de 

Imunofluorescência

Avaliação do 

comportamento

de nado  

Fonte: Própria autora. 
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A metodologia aplicada a cada uma das análises será melhor descrita a seguir. 

 

3.2.1 Caracterização no estado sólido 

 

3.2.1.1 Espectroscopia vibracional na região do infravermelho (IV) 

 

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

) dos compostos 

puros foram registrados em um equipamento da Perkin Elmer, com transformada de Fourier, 

modelo Spectrum Two TM, 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 16 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). Os 

dados foram exportados para edição no programa Microcal Origin 8.0. Pastilhas de KBr puro 

foram utilizadas como branco. Na Figura 10 estão apresentadas as etapas executadas para a 

obtenção dos espectros de infravermelho.  

 

Figura 10 - Esquema do experimento para obtenção dos espectros na região do infravermelho. 

 

Fonte: Própria autora. 

 

3.2.2 Caracterização em solução/suspensão 

 

3.2.2.1 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

As análises de RMN de 
1
H dos compostos puros foram realizadas pelo                        

professor Dr. Rodrigo Moreira Verly do Departamento de Química da Universidade Federal 

dos Vales do Jequitionha e Mucuri Campus Diamantina. 30 mg de cada amostra foi dissolvida 
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em 500 µL de dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6) com tetrametilsilano (TMS). Os 

espectros dessas amostras foram adquiridos utilizando um espectrômetro Brucker Fourier 300 

MHz e editados utilizando os programas TopSpin® 3.5 ou MestreNova®. 

 

3.2.2.2 Turbidimetria 

 

 Soluções estoques foram preparadas a partir de quantidades equimolares de cada 

composto diluídos em DMSO. A partir destas soluções foram realizadas diluições em água 

Milli-Q dando origem às soluções/suspensões de trabalho nas concentrações de 100, 50, 10, 1 

e 0,1µM em DMSO 1%. O monitoramento da turbidez das soluções/suspensões foi realizado 

através de leituras imediatamente após as diluições e em intervalos de 5h, 24h e 48h. O 

equipamento utilizado foi um turbidímetro PoliControl Ap2000, previamente calibrado com 

suspensões padrões de sulfato de bário na faixa de 0,1 a 800 NTU (unidade nefelométrica de 

turbidez). Este experimento foi realizado em duplicata. As curvas de turbidez em função do 

tempo foram construídas utilizando o programa GraphPad Prism® 5.0. Na Figura 11 estão 

representadas as etapas envolvidas nesse experimento.  

 

Figura 11 - Esquema do experimento para determinação da turbidez da solução/suspensão em função do tempo. 

 

Fonte: Própria autora. 

 

3.3 Ensaios biológicos 

 

Os ovos de Aedes aegypti, doados pelo professor Dr. Gustavo Ferreira Martins do 

Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Viçosa, foram colocados para 

eclodir em bacias plásticas contendo 2 L de água declorada, em ambiente climatizado. Após 

24 h, as larvas no estádio L1 foram transferidas para outra bacia contendo 2 L de água 

declorada e cerca de 200 mg de alimento (ração de peixe GoldFish®). A partir daí a água foi 

trocada diariamente, fazendo reposição do alimento até os indivíduos atingirem o estádio de 

desenvolvimento necessário para cada teste descrito a seguir (ver esquema na Figura 12).  
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 Figura 12 -  Esquema do processo de obtenção das larvas de Aedes aegypti. 

Cartela com 
ovos

Bandeja após 
24 horas

Bandeja com 
larvas L4

Fonte: Própria autora. 

 

3.3.1 Avaliação da toxicidade de tiossemicarbazonas frente à larvas no estádio L4 de Aedes 

aegypti 

 

 A avaliação da atividade larvicida dos compostos foi realizada através de uma 

adaptação do método recomendado pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 2005)
69

. Para 

este ensaio, soluções estoques foram preparadas a partir da diluição de quantidades 

equimolares de cada composto em DMSO e diluídas em água declorada, dando assim origem 

às soluções de trabalho. Em seguida, 20 larvas de Aedes aegypti no estádio L4 foram 

transferidas com o auxílio da pipeta de Pasteur para um balão volumétrico e o volume 

ajustado para 50 mL com água declorada. Posteriormente, o material foi transferido para um 

béquer de 250 mL e adicionados 50 mL de solução do composto em concentrações definidas 

para um volume final de 100 mL, gerando as concentrações teste (100, 50, 10, 1 e 0,1 µM em 

DMSO 1%). Após 24 e 48 h de exposição das larvas ao tratamento foi registrado o número de 

larvas mortas, sendo a sua morte constatada pela ausência de movimento, mesmo que sob 

estímulos externos. Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata para cada 

concentração. Somente foram considerados os experimentos que apresentaram formação de 

pupas menor que 10% no período de até 48h e mortalidade no controle inferior a 20%, 

conforme recomendações preconizadas pela literatura (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994)
41

. As 

porcentagens de mortalidade foram calculadas para cada experimento e construídas as curvas 

em função da concentração para cada composto. Essas curvas foram ajustadas por meio da 

análise estatística PROBIT pelo programa GraphPad Prism® 5.0, para determinar a dose letal 

a 50% das larvas (DL50). Como controle negativo foi utilizado água e a solução de DMSO 

1%. Na Figura 13 estão representadas as etapas envolvidas nesse experimento.  
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Figura 13 - Representação esquemática do experimento para avaliação da atividade larvicida. 

 

Fonte: Própria autora. 

 

3.3.2 Avaliação do comportamento de nado das larvas no estádio L4 de Aedes aegypti durante 

a exposição às tiossemicarbazonas 

  

Os compostos que apresentaram DL50 a 24 horas menor que 100 µM foram usados no 

experimento que avalia o comportamento de nado das larvas durante a exposição a agentes 

tóxicos. Neste experimento, 10 larvas foram transferidas individualmente para placas de Petri 

(9,0 cm de diâmetro e 2 cm de altura) e expostas aos compostos selecionados na concentração 

de 50 µM ou soluções do grupo controle. Após um período de três horas,  o comportamento 

de nado das larvas foi avaliado durante 10 minutos, monitorando a distância percorrida,                    

a velocidade média, o tempo de movimento e o tempo parado por meio de uma câmera digital 

CCD (ViewPoint LifeSciences, Montreal, QC, Canadá) acoplada a um computador.                        

A atividade global da larva foi registrada como seu movimento espacial ao longo do tempo e 

expresso como pixel/segundo x 10
-2

. Este experimento foi repetido para a mesma placa após 

cinco e 24h de exposição. Os bioensaios foram realizados a 25 ± 2 °C e luz 

fluorescente artificial. Como controles negativos foram utilizadas água declorada e uma 

solução aquosa de DMSO 1%. Os gráficos de comportamento espacial em função do tempo 

foram construídos usando o programa GraphPad Prism® 5.0. Na Figura 14 estão 

representadas as etapas envolvidas nesse experimento. 

 

 

 

 



35 

Figura 14 - Representação esquemática do experimento de comportamento de nado. 

 

Fonte: Própria autora. 

 

3.3.3 Análises morfológica de larvas no estádio L4 de Aedes aegypti após exposição às 

tiossemicarbazonas  

 

3.3.3.1 Avaliação da morfologia externa das larvas após exposição às tiossemicarbazonas 

 

Lâminas semipermanentes foram preparadas a partir de larvas que sobreviveram após 

5, 24 e 48 horas de exposição às tiossemicarbazonas em condições similares ao experimento 

de comportamento de nado. A montagem da lâmina foi realizada derretendo um bloco de 

gelatina glicerinada corada com azul de bromotimol (~10 mg) sobre uma lâmina previamente 

aquecida a 40 ºC. Em seguida, a larva foi posicionada sobre a gelatina fundida e resfriada 

rapidamente em freezer por um minuto. As lâminas foram analisadas em um microscópio 

estereoscópio (Nova Optical Systems), sob um aumento de 25x. As imagens foram adquiridas 

utilizando uma lente ocular digital (IONLAB) e o software de captura de imagens Future 

WinJoe.  

 

3.3.3.2 Cortes histológicos do intestino médio das larvas no estádio L4 de Aedes aegypti após 

exposição às tiossemicarbazonas  

 

Os intestinos médios das larvas submetidas a um experimento similar ao 

comportamento de nado (larvas no estádio L4 após 24h de exposição ao composto) foram 

dissecados na presença de solução fisiológica para insetos (0,1 M NaCl, 20 mM KH2PO4 e           

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

MARTINO; ZAMBONI, 1967) por 2h à temperatura ambiente. 
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Após a fixação, os intestinos médios [controles (n=10) e tratados (n=10)] foram 

desidratados em uma série crescente de etanol (70-100%) e embebidos em historesina. 

Secções de 3 μm de espessura dos intestinos foram coradas com azul de toluidina, montadas 

sobre lâminas e analisadas no microscópio de luz Olympus BX53 acoplado com a câmera 

digital Olympus DP 73. 

 

3.3.4 Ensaios de imunofluorescência em células do intestino médio de larvas de Aedes aegypti 

 

Os intestinos médios das larvas submetidas a um experimento similar ao 

comportamento de nado (larvas no estádio L4 após 24h de exposição ao composto) foram 

dissecados na presença de solução fisiológica para insetos (0,1 M NaCl, 20 mM KH2PO4 e           

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

MARTINO; ZAMBONI, 1967) por 2 h à temperatura ambiente. Os intestinos médios fixados 

[controles (n=10) e tratados (n=10)] foram submetidos a três lavagens de 30 minutos cada em 

tampão PBS contendo 1% de Triton X-100 (PBST). Em seguida, as amostras foram incubadas 

por 24 h a 4°C em solução do anticorpo primário anti-fosfohistona H3 (PH3) (diluição 1:500) 

em tampão PBST 1%. Após essa etapa, as amostras foram lavadas três vezes por 5 minutos 

com tampão PBS e incubadas com o anticorpo secundário conjugado com isotiocianato de 

tetrametilrodamina (TRITC) (1:500). Em seguida, foram realizadas três lavagens de 5 

minutos cada com tampão PBS. Para a realização da marcação dupla, as amostras 

previamente marcadas com a anti-fosfohistona H3 (PH3) foram incubadas novamente por 24 

h a 4°C em solução contendo um segundo anticorpo primário [anti-proteína de cadeia leve 3 

associada a microtúbulos (anti-LC3 A/B) (diluição 1:500), anti-caspase-3 (1:500) ou anti-

peroxidase (1:500), em tampão PBST 1%]. Após essa etapa, as amostras foram lavadas três 

vezes por 5 minutos com tampão PBS e incubadas no anticorpo secundário conjugado 

com isotiocianato de fluoresceína (FITC) (1:500), seguida de três lavagens de 5 minutos cada 

com tampão PBS. Os núcleos foram corados com DAPI por 30 minutos. As lâminas foram 

montadas em solução de Mowiol e analisadas no microscópio confocal Zeiss LSM 510 do 

Núcleo de Microscopia e Microanálises da Universidade Federal de Viçosa (NMM-UFV).  
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4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Neste trabalho foram preparadas quatorze tiossemicarbazonas cujas prováveis 

estruturas estão apresentadas na Figura 15. Por não se tratarem de compostos inéditos, 

apresentaremos apenas alguns dados que confirmam sua formação. 

 

Figura 15 - Representação estrutural das tiossemicarbazonas estudadas neste trabalho. 
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(14) 

 

Fonte: Própria autora. 

Nota: A numeração abaixo de cada figura será utilizada para identificar cada composto neste trabalho. 

 

4.1 Caracterização das tiossemicarbazonas no estado sólido 

 

A técnica de espectroscopia de absorção na região do infravermelho é utilizada para 

caracterizar os grupos funcionais presentes nos compostos. Os espectros de infravermelho 

obtidos para as tiossemicarbazonas 1 - 14 estão apresentados no Apêndice 1. Em todos os 
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espectros, foi observada a ausência de absorções na região de 1700 cm
-1

, indicando que com a 

formação do composto houve o desaparecimento da carbonila característica dos precursores 

aldeído ou cetona. Além disso, foi observado o aparecimento de bandas na região de 3100 a 

3500 cm
-1

 atribuídas aos estiramentos de grupos N-H da porção tioamida primária e/ou 

secundária. O comportamento supracitado pode ser exemplificado através da Figura 16, onde 

estão    apresentados    os    espectros       de      infravermelho       do       4-nitrobenzaldeído, 

4-feniltiossemicarbazida e 4-nitrobenzaldeído-N(4)-feniltiossemicarbazona (4). 

 

Figura 16 - Espectros na região do infravermelho do 4-nitrobenzaldeído, 4-feniltiossemicarbazida e                  

4-nitrobenzaldeído-N(4)-feniltiossemicarbazona na faixa de 4000 a 400 cm
-1

, em KBr. 
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%
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Fonte: Própria autora. 

 

4.2 Caracterização das tiossemicarbazonas em solução/suspensão 

 

4.2.1 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

 

A espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) é uma das ferramentas 

mais poderosas utilizada na determinação estrutural de moléculas orgânicas. Ela se baseia no 

estudo da interação da radiação na frequência das ondas de rádio com núcleos atômicos na 

presença de um campo eletromagnético estático externo.  
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No Apêndice 2 estão apresentados os espectros de RMN de 
1
H das tiossemicarbazonas 

preparadas nesse trabalho. Na Tabela 2 estão descritos os valores de deslocamentos químicos 

atribuídos aos hidrogênios das tiossemicarbazonas. A atribuição dos sinais de hidrogênio foi 

feita através da comparação direta entre espectros dos compostos, simulação de espectro 

utilizando um programa do pacote ACD/Lab 6.0 e dados da literatura.  

 

Tabela 2 – Deslocamentos químicos de hidrogênios (ppm) para as tiossemicarbazonas 1-14. 

Composto Deslocamentos químicos atribuídos aos hidrogênios (ppm) 

1 
11,46 (s, H-N2); 8,23 (s, Ha-N3); 8,07 (s, H-C1); 8,02 (s, Hb-N3); 7,80 (m, H-C3, H-C7);             

7,40 (m, H-C4, H-C5, H-C6) 

2 
11,74 (s, H-N2); 8,43 (s, Ha-N3); 8,28 (d, H-C6); 8,23 (d, H-C6); 8,14 (s, H-C1);                          

8,10 (d, H-C3, H-C7)  

3 
11,88 (s, H-N2); 10,15 (s, H-N3); 8,19 (s, H-C1); 7,92 (d, H-C3, H-C7); 7,60 (d, H-C9, H-C13); 

7,47 – 7,33 (m, H-C4, H-C5, H-C6, H-C10, H-C12); 7,21 (t, H-C11) 

4 
12,11 (s, H-N2); 10,34 (s, H-N3); 8,30 – 8,16 (m, H-C1, H-C3, H-C4, H-C6, H-C7);                    

7,55 (d, H-C9, H-C13); 7,40 (t, H-C10, H-C12); 7,24 (t, H-C11) 

5 
10,24 (s, H-N2); 8,30 (s, Ha-N3); 7,98 – 7,89 (m, Hb-N3, H-C3, H-C7);                                          

7,43 – 7,35 (m, H-C4, H-C5, H-C6); 2,31 (s, H3-C15) 

6 
10,45 (s, H-N2); 8,46 (s, Ha-N3); 8,25 – 8,10 (m, H-C3, H-C4, H-C6, H-C7, Hb-N3);                    

2,34 (s, H3-C15) 

7 
10,48 (s, H-N2); 8,54 (s, H-N3); 8,24 – 8,16 (m, H-C3, H-C4, H-C6, H-C7); 3,05 (s, H3-C14);    

2,34 (s, H3-C15) 

8 
9,75 (s, H-N2); 8,24 (d, H-C4, H-C6); 8,04 (d, H-C3, H-C7); 3,30 (s, H3-C9, H3-C10);                

2,34 (s, H3-C15) 

9 
10,60 (s, H-N2); 10,04 (s, H-N3); 8,00 (d, H-C3, H-C7); 7,57 (d, H-C9, H-C13);                             

7,49 – 7,33 (m, H-C4, H-C5, H-C6, H-C10, H-C12); 7,21 (t, H-C11); 2,38 (s, H3-C15) 

10 
10,83 (s, H-N2); 10,21 (s, H-N3); 8,30 (d, H-C4, H-C6); 8,21 (d, H-C3, H-C7);                            

7,57 (d, H-C9, H-C13); 7,41 (t, H-C10, H-C12); 7,26 (t, H-C11); 2,44 (s, H3-C15) 

11 
8,67 (s, H-N3); 8,43 (s, H-N2); 8,40 (s, Hb-N3); 7,66 (m, H-C3, H-C7, H-C16, H-C20);                

7,46 – 7,29 (m, H-C4, H-C5, H-C6, H-C17, H-C18, H-C19) 

12 

8,83 (s, Ha-N3 E); 8,68 (s, H-N2 E); 8,60 (s, Hb-N3); 8,20 (d, H-C4, H-C6 E);                               

7,93 (d, H-C3, H-C7 E); 7,75 – 7,57 (m, H-C16, H-C20 E);                                                            

7,40 – 7,33 (m, H-C17, H-C18, H-C19 E) 

9,43 (s, H-N2 Z); 8,47 – 8,39 (m, H-C4, H-C6, Ha-N3 Z); 8,32 (s, Hb-N3 Z);                                  

7,75 – 7,57 (m, H-C3, H-C7, H-C16 até H-C20 Z) 

13 

8,78 (s, H-N3 E); 8,20 (d, H-C4, H-C6 E); 8,02 – 7,87 (m, H-C3, H-C7 E);                                  

7,87 – 7,54 (m, H-C16, H-C20 E); 7,42 – 7,32 (m, H-C17, H-C18, H-C19 E) 

9,25 (s, H-N2 Z); 9,05 (s, H-N3 Z); 8,36 (d, H-C4, H-C6 Z); 8,02 – 7,87 (m, H-C3, H-C7 Z);       

7,87 – 7,54 (m, H-C16 até H-C20 Z) 

14 

9,37 (s, H-N2 E); 8,23 (d, H-C4, H-C6 E); 8,01 – 7,87 (m, H-C3, H-C7 E);                                  

7,87 – 7,52 (m, H-C16, H-C20 E); 7,52 – 7,26 (m, H-C17, H-C18, H-C19 E) 

9,69 (s, H-N2 Z); 8,47 – 8,31 (m, H-C4, H-C6 Z); 8,01 – 7,87 (m, H-C3, H-C7 Z);                              

7,87 – 7,52 (m, H-C16 até H-C20 Z) 

Fonte: Própria autora. 

Nota: s = singleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto;  Z = configuração cis; E = configuração trans. 
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Dos compostos estudados, apenas o 11 não pode apresentar isômeros configuracionais 

do tipo E e Z em relação ao grupo imina. Em solução de DMSO foi verificado que 1 – 10 

apresentaram apenas o isômero E, como exemplificado na Figura 17 (A).  A formação deste 

isômero nesses compostos pode ser justificada pelos estudos de Costa et al. (2003) e                       

Pérez-Rebolledo et al. (2007)
Erro! Indicador não definido.

, que mostram que as tiossemicarbazonas 

provenientes de aldeídos e acetofenonas geram o isômero E em solução de DMSO. Já os 

compostos 12 – 14 apresentaram todos os sinais de seus hidrogênios duplicados (Figura 17 - 

B), demonstrando a presença de uma mistura de isômeros em solução. Isso pode ser 

justificado pelo fato dessas tiossemicarbazonas serem obtidas a partir de cetonas com grupos 

muito volumosos (fenil e   4-nitrofenil).  

 

Figura 17 - Espectros de RMN de 
1
H das tiossemicarbazonas 6 (A) e 12 (B).  
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H-OD

DMSO-d6
TMS

H-C4 (E)
H-C6 (E)

8,20 (d)
H-N2 (E)
8,68 (s)Ha-N3(E)

8,83 (s)

Hb-N3(E)
8,60 (s)

Hb-N3(Z)
8,32 (s)

H-C4 (Z)
H-C6 (Z)
Ha-N3(Z)

8,47 – 8,39 (m)

H-C16 (E) 
H-C20 (E)

7,75 – 7,57 (m)

H-C17 (E)
H-C18 (E)
H-C19 (E)
7,40 – 7,33 (m)

H-C3, H-C7 (Z)
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Fonte: Própria autora. 

 

 Nesses espectros os sinais atribuídos aos hidrogênios dos grupos N-H da porção 

tioamida encontram-se na região 12,1 até 8,0 ppm dependendo do tipo de isômero, 

hidrogênios dos grupos C-H dos anéis aromáticos na região de 8,3 a 7,2 ppm, e os 
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hidrogênios dos grupos C-H alifáticos em 3,4 até 3,0 ppm para os grupos metila ligado a 

nitrogênio e em 2,5 a 2,3 ppm para os grupos metila ligados ao carbono imínico. 

Os dados de espectroscopia na região do infravermelho e de ressonância magnética 

nuclear confirmam a formação das tiossemicarbazonas. 

 

4.2.2 Turbidimetria 

 

A solubilidade de uma substância, que é a quantidade máxima da mesma que pode ser 

dissolvida em um determinado solvente a uma dada temperatura, constitui um importante 

parâmetro para avaliar sua disponibilidade no meio líquido.  

Apesar do amplo perfil farmacológico das tiossemicarbazonas, elas apresentam grande 

dificuldade na sua solubilização em meio biológico. Algumas propriedades físico-químicas 

calculadas para os compostos 1 - 14 (Tabela 3) corroboram essa informação. Os altos valores 

de log P (logaritmo do coeficiente de partição) e pKa (negativo do logaritmo da constante de 

dissociação ácida) encontrados sugerem que os mesmos possuem uma baixa afinidade pela 

água e baixo grau de ionização. Isso também é demonstrado pelo baixo valor de log S 

(logaritmo da solubilidade limite do composto em água). A faixa de solubilidade encontrada 

para 1 - 14 foi de 2,56 a 171,17 mg/L, sugerindo que os compostos são pouco solúveis em 

água.  

 

Tabela 3 – Parâmetros físico-químicos calculados para as tiossemicarbazonas 1-14. 

Composto Valor médio log Valor médio logS Solubilidade (mg/L)  pKa 

1 1,70 ± 0,20 -3,02 171,17 11,53 

2 1,63 ± 0,24 -3,59 57,64 11,09 

3 3,45 ± 0,21 -4,47 8,65 11,39 

4 3,39 ± 0,26 -4,80 4,76 10,95 

5 1,74 ± 0,23 -3,30 96,86 11,59 

6 1,68 ± 0,33 -3,85 33,66 11,15 

7 2,04 ± 0,29 -3,80 39,99 11,44 

8 2,25 ± 0,30 -3,56 73,35 11,46 

9 3,54 ± 0,45 -4,64 6,17 11,45 

10 3,44 ± 0,49 -4,97 3,37 11,00 

11 3,23 ± 0,20 -4,69 5,21 10,85 

12 3,15 ± 0,23 -5,07 2,56 10,23 

13 3,53 ± 0,22 -4,98 3,29 10,53 

14 3,74 ± 0,21 -4,74 5,98 10,54 

Fonte: Própria autora. 

 

A fim de melhorar a solubilidade de compostos em água, uma estratégia comum é a 

dissolução prévia em solventes de alta constante dielétrica ou surfactantes, seguido de sua 
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posterior solubilização em água. O DMSO foi utilizado nesse trabalho como co-solvente 

devido sua capacidade de dissolver um vasto número de moléculas, incluindo as 

tiossemicarbazonas, além da vantagem de ser um solvente orgânico pouco tóxico para larvas 

de Aedes aegypti, segundo a classificação de Kramer, Schnell e Nickerson (1983)            

(DL50 = 10 %v/v após 4 horas de exposição). Contudo, nem sempre uma solução é formada da 

interação entre a tiossemicarbazona, o DMSO e a água, mas sim um coloide estável ou 

mesmo uma suspensão. Isso indica a necessidade de se estudar o comportamento dos 

compostos diluídos em DMSO, em solução aquosa visto que alterações no tipo de sistema 

disperso poderão influenciar a absorção das tiossemicarbazonas pelas larvas. 

O comportamento das soluções/suspensões formadas durante o aumento da 

concentração das tiossemicarbazonas em uma solução aquosa com DMSO 1% foi estudado 

por turbidimetria, uma vez que não foi possível a determinação do diâmetro hidrodinâmico 

dessas partículas por espalhamento de luz dinâmico. As curvas de turbidez em função do 

tempo para os compostos 1 – 14 dissolvidos em solução aquosa com DMSO 1% estão 

apresentados no Apêndice 3. O tempo máximo do experimento foi de 48 horas, pois foi o 

mesmo utilizado nos ensaios biológicos.  

Neste experimento, os sistemas com turbidez maior ou igual a 20 NTU manifestam o 

efeito Tyndall (ver Figura 18), que é a dispersão da luz por um coloide ou suspensão. Deste 

modo, os compostos 1, 5 e 11 não apresentaram significativa turbidez em nenhuma das 

concentrações testadas, sugerindo que os mesmos são solúveis em solução aquosa com                    

DMSO 1%. Os compostos 2, 3, 8 e 13 apresentaram turbidez acima de 20 NTU apenas nas 

concentrações de 100 µM. Os demais compostos apresentaram turbidez acima de 20 NTU a 

partir da concentração de 50 µM, conforme exemplificado na Figura 19.  

Ao compararmos os compostos sem o grupo nitro (1, 3, 5, 9 e 11) com seus 

respectivos derivados com grupo nitro (2, 4, 6, 10 e 12) observamos que a presença dessa 

função aumenta significativamente a turbidez do sistema, sugerindo que esse grupo diminui a 

solubilidade das tiossemicarbazonas conforme tendência observada para essa propriedade 

calculada na Tabela 3.  
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Figura 18 - Soluções/suspensões de calibração do turbidímetro submetidas a iluminação por um laser vermelho 

para visualização do efeito Tyndall. 

 

Fonte: Própria autora. 

 

Figura 19 - Curvas de turbidez em função do tempo para os compostos 5 (A) e 6 (B) em solução aquosa com 

DMSO 1%. 
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Fonte: Própria autora. 
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De modo geral, nas primeiras horas do experimento foi observado um aumento na 

turbidez da suspensão, demonstrando que seu processo de solubilização na solução aquosa de 

DMSO 1% não atingiu o equilíbrio e podem ocorrer fenômenos como a coalescência. Isso se 

justifica pela troca do DMSO na esfera de solvatação das tiossemicarbazonas por moléculas 

de água, o que leva a sua precipitação no meio. 

A alta turbidez encontrada para a maioria dos compostos a 100 µM nos levou a decidir 

que esta seria a concentração limite utilizada nos testes biológicos, pois em concentrações 

maiores as tiossemicarbazonas estariam mais sujeitas a precipitação. Contudo, essa baixa 

solubilidade poderia não ser um problema já que as larvas podem se alimentar de partículas 

em suspensão no meio aquoso. 

 

4.3 ENSAIOS BIOLÓGICOS 

 

4.3.1 Avaliação da toxicidade de tiossemicarbazonas frente a larvas no estádio L4 de Aedes 

aegypti  

 

A avaliação da atividade contra larvas no estádio L4 de mosquitos é um teste 

preconizado pela OMS para verificar a eficiência de novos agentes larvicidas (WHO, 2005)
69

.  

Na Figura 20 estão apresentadas as curvas de porcentagem de mortalidade em função 

da concentração dos compostos 2 e 13 obtidas durante esse experimento. As demais curvas 

estão apresentadas no Apêndice 4. 

O comportamento observado para 2 é característico de compostos que não manifestam 

efeitos tóxicos agudos nas concentrações analisadas, diferentemente daquele de 13 que é o 

esperado para potenciais agentes larvicidas. A partir de curvas como a apresentada por 13 foi 

possível calcular o valor da dose letal a 50% das larvas (DL50) para os compostos.  

Na Tabela 4 estão apresentados os valores de DL50 em μM e ppm para as 

tiossemicarbazonas após 24 e 48 horas de exposição. A água declorada e DMSO 1% foram 

utilizados como controle, sendo que não foi observada uma porcentagem de mortalidade 

significativa (< 10%) para o grupo tratado com DMSO 1%. Além disso, menos de 2% das 

larvas se tornaram pupas durante as 48h do experimento no estádio L4.  
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Figura 20 - Curvas de porcentagem de mortalidade das larvas de Aedes aegypti no estádio L4 em função do 

aumento da concentração para os compostos 2 e 13. 
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Fonte: Própria autora. 

 

Tabela 4 - Toxicidade das tiossemicarbazonas 1 - 14 frente a larvas de Aedes aegypti no estádio L4.  

Composto  

DL50 e intervalo de confiança entre parênteses 

24 h 48 h 

µM ppm µM ppm 

1 >100 >17,92 >100 >17,92 

2 >100 >22,42 >100 >22,42 

3 >100 >25,53 >100 >25,53 

4 >100 >30,03 >100 >30,03 

5 >100 >19,32 >100 >19,32 

6 >100 >23,82 >100 >23,82 

7 >100 >25,23 >100 >25,23 

8 137,7* (90,12 - 210,5) 36,67 (24,00 - 56,06) 55,53 (31,63 - 97,48) 14,79 (8,42 - 25,96) 

9 >100 >26,93 >100 >26,93 

10 >100 >31,43 >100 >31,43 

11 72,09 (39,05 - 133,1) 18,41 (9,97 - 33,98) 66,74 (37,06 - 120,2) 17,04 (9,46 - 33,98) 

12 38,10 (6,857 - 211,7) 11,44 (2,06 - 63,58) 40,22 (14,74 - 109,8) 12,08 (4,43 - 32,98) 

13 62,06 (25,76 - 149,6) 19,51 (8,10 - 47,03) 41,38 (16,83 - 101,7) 13,01 (5,29 - 31,97) 

14 125,8* (72,18 - 219,4) 41,31 (23,70 - 72,05) 38,73 (24,38 - 61,52) 12,72 (8,01 - 20,20) 

Fonte: Própria autora. 

Nota:* = valores estimados pelo programa. 
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Os resultados obtidos demonstram que os compostos 1 – 7, 9 e 10 não foram ativos 

nas concentrações testadas, diferentemente de 8, 11 – 14. Foi observado que as 

tiossemicarbazonas derivadas da benzofenona (11 – 14) foram mais ativas que as derivadas de 

benzaldeído e acetofenona, e que a presença do grupo nitro não favorece o aumento da 

toxicidade. No geral, não foi observado uma diminuição significativa dos valores de DL50 

com o aumento do tempo de exposição. 

Considerando a classificação apresentada por Cheng et al. (2003) os compostos 8, 11 – 

14 se enquadram como altamente ativos por apresentarem valores de DL50 menores que 50 

ppm. Os demais compostos não podem ser considerados inativos segundo essa classificação, 

pois não foram testados nas concentrações maiores, até 100 ppm. É importante lembrar que 

em maiores concentrações eles estarão sujeitos a maior precipitação no meio, conforme 

observado nos experimentos de turbidimetria.  

 O comportamento de nado das larvas, as alterações morfológicas externas e do 

intestino médio e os ensaios de imunofluorescência foram avaliados para os compostos         

8, 11 – 14 que foram ativos nessa etapa do trabalho.  

 

4.3.2 Avaliação do comportamento de nado das larvas no estádio L4 de Aedes aegypti durante 

a exposição às tiossemicarbazonas 

 

 A atividade locomotora de todos os animais é governada por interações entre os vários 

sistemas do organismo e o ambiente. No caso dos insetos, os larvicidas podem atuar no 

sistema nervoso ou modificar seu exoesqueleto (BRAGA; VALLE, 2007), promovendo assim 

um comprometimento da atividade locomotora em indivíduos expostos a esses agentes 

tóxicos. 

Na Figura 21 estão apresentados os gráficos do comportamento de nado das larvas 

após 3, 5 e 24 horas de exposição às tiossemicarbazonas 8, 11 – 14. Todas elas foram testadas 

na concentração de 50 µM. Como controle foi utilizado a água e o DMSO 1%. 
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Figura 21 - Comportamento de nado das larvas de Aedes aegypti no estádio L4 após 3, 5 e 24 horas de 

exposição às tiossemicarbazonas 8, 11 – 14 na concentração de 50 µM. 
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Fonte: Própria autora. 

  

De modo geral, houve um comprometimento na atividade locomotora das larvas 

sobreviventes em relação aos grupos controle após serem tratadas com os compostos. Uma 

redução da mobilidade das larvas foi observada para as tiossemicarbazonas 8 e 11 em relação 
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aos grupos controle sem alteração com o tempo, enquanto que para 12 – 14 foi observado sua 

diminuição com o passar do tempo. 

 Assim como nessas tiossemicarbazonas, já foi relatada na literatura uma redução de 

mobilidade no experimento de comportamento de nado após 24 horas de exposição a 

inseticidas, tais como azadiractina, deltametrina e espinosade (TOMÉ et al., 2014; MARRIEL 

et al., 2016). 

  

4.3.3 Avaliação da morfologia externa das larvas no estádio L4 de Aedes aegypti após 

exposição às tiossemicarbazonas 

 

Com objetivo de verificar se as alterações ocorridas na atividade locomotora das larvas 

quando expostas as tiossemicarbazonas estariam relacionadas com modificações na sua 

morfologia externa, foram preparadas lâminas com larvas expostas as tiossemicarbazonas em 

condições similares ao experimento de comportamento de nado.  

Na Figura 22 estão apresentadas as imagens das lâminas preparadas com as larvas de 

Aedes aegypti no estádio L4 que sobreviveram após 5, 24 e 48 horas de exposição às 

tiossemicarbazonas na concentração de 50 µM. O controle utilizado foi a água e o DMSO 1%. 

O tempo de exposição de 48 horas foi avaliado, pois como a concentração utilizada foi pouco 

acima da DL50 algumas larvas podem sobreviver nessas condições. 

Apesar de qualitativos os resultados, foi observado que com o passar do tempo as 

larvas expostas aos compostos 11 (48h), 12 (48h), 13 (24 e 48h) e 14 (24h) apresentaram 

alterações em sua morfologia externa quando comparadas ao controle água. A principal 

alteração visualizada foi deformidade no abdômen, o que pode estar associado a redução da 

atividade global da larva durante o experimento de comportamento de nado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 

Figura 22 – Fotomicrografia de lâminas preparadas com larvas que sobreviveram após 5, 24 e 48 horas de 

exposição aos controles (água e DMSO 1%) ou às tiossemicarbazonas 8, 11 – 14 na concentração de 50 µM. 

Água - 5 h Água - 24 h Água - 48 h

DMSO 1% - 5 h DMSO 1% - 24 h DMSO 1% - 48 h

8 - 5 h 8 - 24 h 8 - 48 h

11 - 5 h 11 - 24 h 11 - 48 h

12 - 5 h 12 - 24 h 12 - 48 h

13 - 5 h 13 - 24 h 13 - 48 h

14 - 5 h 14 - 24 h
 

Fonte: Própria autora. 

Nota: Para 14 não houve larvas sobreviventes após 48 horas de exposição ao composto. As setas indicam as 

larvas que apresentaram deformidades no abdômen. 
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4.3.4 Análise dos cortes histológicos do intestino médio das larvas no estádio L4 de Aedes 

aegypti após exposição às tiossemicarbazonas 

 

Uma vez que os compostos apresentaram atividade larvicida foi avaliada se a 

exposição às tiossemicarbazonas levaria a alterações morfológicas nas células do intestino 

médio das larvas de Aedes aegypti. Essa estrutura é o principal alvo de substâncias tóxicas, 

químicas e biológicas (VALOTTO et al., 2011), sendo assim importante para avaliar se o 

composto apresenta atividade citotóxica. 

Na Figura 23 e no Apêndice 5 estão apresentados os cortes histológicos do intestino 

médio das larvas de Aedes aegypti no estádio L4 que sobreviveram após 24 horas de 

exposição às tiossemicarbazonas 8, 11 – 14 na concentração de 50 µM.  Como controle foi 

utilizado a água e o DMSO 1%. 

Nos grupos controle, o intestino médio das larvas possui um epitélio simples (células 

colunares digestivas e células estaminais), sendo que essas células digestivas possuem um 

bom desenvolvimento e um núcleo com predominância de cromatina descondensada. Após o 

tratamento com as tiossemicarbazonas foi observado uma intensa desorganização da camada 

epitelial, principalmente nas células colunares digestivas, além do aparecimento de vários 

espaços entre essas células (vacúolos). Não foi observado o aumento no número de camadas 

epiteliais em nenhuma das imagens. 

Ao compararmos os dados obtidos neste trabalho com aqueles de Valotto et al. (2011) 

avaliando a toxicidade de um tanino isolado da planta do cerrado Magonia pubescens em 

larvas no estádio L3 de Aedes aegypti, as alterações observadas evidenciam o processo de 

degeneração celular e aceleração do processo de lise das células epiteliais pela presença das 

tiossemicarbazonas. 

Esse resultado demonstra que as tiossemicarbazonas apresentam efeito citotóxico 

alterando a morfologia das células do intestino médio das larvas, o que pode causar prejuízo 

na absorção de nutrientes levando a morte das larvas. 
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Figura 23 - Cortes histológicos do intestino médio de larvas no estádio L4 de Aedes aegypti dos grupos controle (água e DMSO 1%) e tratados com as tiossemicarbazonas 8, 

11 – 14 na concentração de 50 µM.  
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Fonte: Própria autora. 

Nota: As lâminas foram coradas com azul de toluidina. ep = células do epitélio. * = vacúolos citoplasmáticos nas células. L = lúmen. 
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4.3.5 Análise dos ensaios de imunofluorescência em células do intestino médio de larvas de 

Aedes aegypti 

 

Os ensaios de imunofluorescência foram realizados a fim de verificar se os potenciais 

mecanismos e processos relacionados à morte celular estariam sendo ativados durante a lise e 

degeneração celular pelas tiossemicarbazonas, conforme dados obtidos nos estudos de cortes 

histológicos do intestino médio das larvas. 

Os anticorpos primários utilizados nesse estudo foram a anti-fosfohistona H3                  

(anti-PH3), anti-proteína de cadeia leve 3 associada a microtúbulos (anti-LC3A/B), anti-

caspase 3 e anti-peroxidase que estão relacionados a indução da proliferação celular, ativação 

da autofagia, ativação da apoptose e ao mecanismo de desintoxicação/imunidade dos insetos, 

respectivamente. Em todos os casos foi realizada uma marcação dupla, sendo usado anti-PH3 

como controle. 

 Na Figura 24 estão apresentados os resultados do ensaio de imunofluorescência com 

marcação dupla de anti-PH3 e anti-caspase 3 para pupa branca e tratada com a 

tiossemicarbazona 14. Os demais resultados estão apresentadas no Apêndice 6.  

 

Figura 24 - Fotomicrografia dos ensaios de imunofluorescência para marcação dupla com os anticorpos anti-

fosfohistona H3 (anti-PH3) e anti-caspase 3 para o controle positivo (A = pupa branca) e grupo tratado com a 

tiossemicarbazona 14.  

A 14
 

Fonte: Própria autora. 

Nota: Núcleos marcados com DAPI (azul). Núcleo de células fosfohistona H3 imunoreativas indicadas pelas 

setas (vermelho). Núcleo de células caspase imunoreativas indicadas por pontas de seta (verde).  

 

Nos imunoensaios envolvendo a marcação de PH3 foi observada a presença de células 

regenerativas nos grupos controle água e DMSO 1% (Figura 25), sendo que não há uma 
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diferença significativa entre o número de células positivas no controle água e DMSO 1%. Já 

para os grupos tratados com as tiossemicarbazonas 8 e 12 ocorreu uma significativa redução 

na contagem dessas células em relação aos grupos controle. Para 11, essa tendência também 

foi observada, diferentemente de 13 e 14. Ao compararmos esses dados com as análises 

histológicas, observamos que apesar de ter ocorrido danos às células digestivas, não foi 

ativado o mecanismo para regeneração envolvendo a fosfohistona H3 para os compostos 8 e 

12. Isso sugere que as tiossemicarbazonas tem potencial para interferir no processo de 

regeneração celular. 

 

Figura 25 – Contagem de células positivas para marcação de fosfo-histona PH3 para os grupos controles e 

tratados com as tiossemicarbazonas 8, 11 – 14. 
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Fonte: Própria autora. 

Nota:* = p < 0.001 no teste de Tukey versus água; # = p < 0.001 versus DMSO 1%. 

 

No imunoensaio envolvendo a marcação de caspase-3 não foi observada uma 

significativa contagem de células positivas para os controles, bem como para os grupos 

tratados com as tiossemicarbazonas. Diferente da pupa branca, que sua presença foi ativada 

devido renovação de células que ocorre nesse estágio. Um resultado similar ao exposto acima 

foi observado para os grupos controle e tratados com as tiossemicarbazonas durante a 

marcação da LC3A/B. A ausência de marcação dessas células sugere que a degeneração 

celular observada através dos cortes histológicos não esteja diretamente relacionada aos 

processos de apoptose e autofagia. 
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Não foi observada a marcação das peroxidases nos grupos controle e tratados com 

tiossemicarbazonas.  Isso demonstra que não houve a ativação dessas enzimas nas células do 

intestino médio quando tratadas com as tiossemicarbazonas, sugerindo que o mecanismo de 

ação desses compostos não esteja relacionado a geração de radicais livres. 
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5 – CONCLUSÕES  

 

A partir dos dados obtidos durante esse estudo podemos concluir que: 

- A preparação e a caracterização das quatorze tiossemicarbazonas não foi uma etapa 

crítica na execução do trabalho, contudo uma maior atenção deve ser dada, principalmente,  

durante a caracterização de compostos inéditos em solução, devido à formação de isômeros. 

- Com o aumento da concentração da tiossemicarbazona em água ocorre um aumento 

da turbidez no sistema, realçando que a baixa solubilidade desses compostos em água afeta a 

estabilidade da solução/suspensão formada na presença do co-solvente (DMSO 1%). 

- Com relação à atividade larvicida, as tiossemicarbazonas derivadas de benzofenona 

foram mais ativas quando comparadas às derivadas de benzaldeído e acetofenona, sugerindo 

que a preparação de compostos com esse grupo poderia ser uma estratégia interessante para 

melhorar a atividade larvicida dentro dessa classe. Além disso, podemos destacar que a 

presença do grupo nitro não afeta essa atividade.  

 - Os dados do experimento de comportamento de nado e avaliação da morfologia 

externa e das células do intestino médio das larvas demonstram que as tiossemicarbazonas 

selecionadas promoveram uma redução na atividade locomotora que pode estar associada a 

deformações no abdômen e/ou alterações nas células do intestino médio. Essas informações 

atestam o efeito citotóxico das tiossemicarbazonas sobre as larvas de Aedes aegypti. 

- Os dados dos ensaios de imunofluorescência utilizando células do intestino médio 

demonstram que para algumas tiossemicarbazonas testadas houve uma redução na contagem 

de células regenerativas, não houve ativação de caspases, LC3A/B e peroxidases.  

Os dados desse trabalho demonstram que tiossemicarbazonas apresentam potencial 

para o desenvolvimento de novos agentes larvicidas, e que seriam necessários novos estudos 

sobre os danos causados nas células do intestino médio para a compreensão do mecanismo de 

ação desses compostos.  
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Espectros de infravermelho das tiossemicarbazonas estudadas nesse 

trabalho 

 

 

Composto 1 

 

 

Composto 2 

 

 

Composto 3 

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

40

60

80

Número de onda (cm
-1
)

%T

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

40

60

80

100

Número de onda (cm
-1
)

%T

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

0

20

40

60

80

Número de onda (cm
-1
)

%T

A 1 



66 

 

 

 

 

Composto 4 

 

Composto 5 

 

 

Composto 6 

 

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

40

60

80

100

Número de onda (cm
-1
)

%T

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

0

20

40

60

80

Número de onda (cm
-1
)

%T

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

20

40

60

80

Número de onda (cm
-1
)

%T

A 1 



67 

 

 

 

Composto 7 

 

 

Composto 8 

 

 

Composto 9 

 

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

20

40

60

80

100

Número de onda (cm
-1
)

%T

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

40

60

80

100

Número de onda (cm
-1
)

%T

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

20

40

60

80

100

Número de onda (cm
-1
)

%T

A 1 



68 

 

 

 

Composto 10 

 

 

Composto 11 

 

 

Composto 12 

 

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

20

40

60

80

100

Número de onda (cm
-1
)

%T

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

20

40

60

80

Número de onda (cm
-1
)

%T

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

20

40

60

80

100

120

Número de onda (cm
-1
)

%T

A 1 



69 

 

 

 

Composto 13 

 

 

Composto 14 

 

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

40

60

80

100

Número de onda (cm
-1
)

%T

 

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

60

80

100

120

140

Número de onda (cm
-1
)

%T

A 1 



70 
 

Espectros de ressonância magnética nuclear das tiossemicarbazonas 

estudadas nesse trabalho 
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Gráficos de turbidez em função do tempo para as tiossemicarbazonas 

estudadas nesse trabalho 
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Curvas de porcentagem de mortalidade das larvas de Aedes aegypti no 

estádio L4 em função do aumento da concentração dos compostos          

1 a 14. 
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Cortes histológicos do intestino médio de larvas no estádio L4 de Aedes aegypti dos 

grupos controle e tratados com as tiossemicarbazonas 8, 11 – 14.  

 

  

Controle água 

 

 

 Controle DMSO 

A 5 

30 μm

30 μm 30 μm

30 μm 30 μm

30 μm



90 

 

 

 

Composto 8 

 

Composto 11 

A 5 

30 μm 30 μm

30 μm

30 μm 30 μm

30 μm



91 

 

 

 

Composto 12 

 
Composto 13 

 

A 5 

30 μm 30 μm

30 μm

30 μm 30 μm

30 μm



92 

 

 

 
Composto 14 

 

A 5 

30 μm 30 μm

30 μm



93 

 

A 6 

Fotomicrografia dos ensaios de imunofluorescência para marcação dupla 

com os anticorpos anti-fosfohistona H3 (PH3) e anti-caspase 3 no 

intestino médio das larvas de Aedes aegypti para os grupos controle e 

tratados com as tiossemicarbazonas 8, 11 – 14. 

 
 

 

Controle positivo – Pupa branca 
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