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RESUMO 

As tiossemicarbazonas são moléculas bastante descritas na literatura que 
apresentam uma estrutura básica C=N-NH-CS-NHR e um amplo perfil 
farmacológico, com atividades antibacteriana, antifúngica, antiviral, antiparasitária, 
antitumoral e antioxidante. Na primeira etapa do trabalho, realizou-se uma 
prospecção por documentos de patentes de tiossemicarbazonas, e foi possível 
observar que o cenário tecnológico dessa classe de moléculas voltada para saúde 
parece promissor. Além disso o presente trabalho investigou, in vitro, o potencial 
antioxidante e antibacteriano de dezoito fenil-tiossemicarbazonas obtidas pela 
síntese multicomponente. Para tanto, as substâncias foram sintetizadas, purificadas 
e, posteriormente, diluídas em dimetilsulfóxido (DMSO) para realização dos ensaios. 
Para a realização da avaliação do potencial antioxidante foram utilizados os métodos 
do 2,2´-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS) que avalia a 
capacidade antioxidantes através da captura do radical ABTS e do 2,2-Diphenyl-1-
picryl-hidrazil (DPPH), que avalia a atividade antioxidante pela captura do radical 
DPPH. Para avaliação da atividade antibacteriana foram cultivadas cepas de 
Staphylococcus aureus (ATCC 6638), Micrococcus luteus (ATCC 10240), 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Eschericcia coli (ATCC 25922), Klebsiella 
pneumonieae (ATCC 1706), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) em caldo 
Mueller-Hinton a 35°C por 24 horas, sendo posteriormente determinada a 
concentração inibitória mínima (CIM) por microdiluição. A partir dos experimentos 
realizados encontrou-se seis moléculas com potencial antioxidante nos dois métodos 
de avaliação utilizados, e dentre as moléculas efetivas in vitro pode-se destacar três 
delas – RDG 49, RDG 91 e RDG 95 - constituindo assim substâncias de interesse 
para estudos futuros de investigação do mecanismo de ação antioxidante. Também 
foi possível observar atividade antibacteriana em três moléculas dentre as testadas – 
RDG 85, RDG 95 e RDG 99 – sendo a mais efetiva in vitro a RDG 95 que 
apresentou a menor CIM frente a cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538). 
 
Palavras-chave: Antioxidantes. Antibacterianos. Panorama tecnológico. Patentes. 
Tiossemicarbazonas.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The thiosemicarbazones are molecules well described in the literature which shown a 
basic structure C=N-NH-CS-NHR and a broad pharmacological profile, such as 
antibacterial, antifungal, antiviral, antiparasitic, antitumor and antioxidant. This study 
investigated the in vitro antioxidant and antimicrobial potential of 18 phenyl-
thiosemicarbazones obtained by multicomponent synthesis. Therefore, the 
compounds were synthesized, purified and then diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO) 
for conducting the tests. To perform the evaluation of the antioxidant potential, the 
2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) method were used to 
evaluate the antioxidant capacity by capturing the radical ABTS and 2,2-Diphenyl- 1-
picryl-hydrazyl (DPPH) evaluating the antioxidant activity by the capture of DPPH 
radical. To evaluate the antimicrobial activity, were grown bacterial strains of 
Staphylococcus aureus (ATCC 6638), Micrococcus luteus (ATCC 10240), 
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Eschericcia coli (ATCC 25922), Klebsiella 
pneumonieae (ATCC 1706), Salmonella typhimurium (ATCC 14028) in Mueller-
Hinton broth at 35 ° C for 24 hours, later it was determined the minimum inhibitory 
concentration (MIC). From the experiments was found six molecules with antioxidant 
potential in both evaluation methods, and of the effective molecules can highlight 
three of them - RDG 49, RDG 91 and RDG 95 - thus constituting substances of 
interest for future studies in antioxidant mechanisms of action. It was also observed 
antimicrobial activity in three molecules among tested - RDG 85, 95 and RDG RDG 
99 - being the most effective of them the RDG 95 showed the lowest MIC front the 
strain of Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Thus was conducted a survey by 
thiosemicarbazone patent documents, and it was observed that the technological 
pipeline of this class of molecules targeted for health looks promising. 
 
Keywords: Antioxidant. Anti-Bacterial Agents. Prospecting Technology. Patents. 
Thiosemicarbazones. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As tiossemicarbazonas são uma classe de moléculas bem descritas na 

literatura e apresentam uma estrutura básica constituída por C=N-NH-CS-NHR. 

Existem duas estratégias gerais para síntese das tiossemicarbazonas, a primeira, 

através da via direta, a partir de reações quimiosseletivas entre tiossemicarbazidas e 

aldeídos ou cetonas ou, a segunda, através da via indireta, onde as 

tiossemicarbazonas são previamente preparadas a partir da hidrazina (NH2-NH2) 

com isotiocianatos, ditiocarbamatos ou ácidos tiocarbamoiltioglicólicos (1). 

 Os efeitos químicos e biológicos das tiossemicarbazonas têm sido alvo de 

investigação há muitos anos. Esse interesse deve-se, principalmente, às 

propriedades da molécula vinculada à presença dos grupamentos químicos aldeído 

e cetona, que lhes confere uma variedade de mecanismos de ação. Além disso, 

essas estruturas químicas são facilmente sintetizadas. As tiossemicarbazonas são 

produzidas com um rendimento superior a 90%, havendo perda apenas de uma 

molécula de água, tal facilidade de obtenção, bem como o baixo custo, são fatores 

preconizados para o desenvolvimento de novos fármacos (1,2). 

 As tiossemicarbazonas possuem ampla versatilidade farmacológica, já foram 

descritas atividades antineoplásica (3,4), antibacteriana (5,6), antiviral (7), antifúngica (8), 

antiparasitária (9-11) e antioxidante (12). As propriedades biológicas das 

semicarbazonas e das tiossemicarbazonas estão frequentemente relacionadas à 

sua característica    de ligação com íons metálicos como o ferro, um exemplo, é a 

sua capacidade de inibir a enzima ribonucleotídeo redutase (RR), uma enzima chave 

envolvida na síntese de novo na conversão de ribonucleotídeos em 

desoxirribonucleotídeos, cuja atividade catalítica é dependente de radicais tirosil 

diférricos (12,13). 

O ferro é um elemento essencial, crucial para muitos processos vitais, como o 

crescimento e a proliferação celular. Entretanto, níveis elevados de ferro são 

associados com toxicidade, devido aos efeitos pró-oxidantes, e são especificamente 

relacionados à uma série de doenças correlatas ao estresse oxidativo, como 

cardiopatias, diabetes e câncer (14). 
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 Espécies reativas do metabolismo do oxigênio (EROS) provocam danos 

oxidativos às células e acarretam em doenças degenerativas relacionadas a idade, 

câncer e uma ampla gama de doenças humanas (15). Um importante mecanismo de 

danos às membranas biológicas celulares são lesões causadas por radicais livres(16). 

Desta forma, um modo simples e eficaz de prevenir essas doenças é a inibição 

direta dos danos oxidativos, já que muitos antioxidantes naturais e sintéticos estão 

no mercado para o tratamento e prevenção de diferentes doenças (17). A principal 

ação dos antioxidantes, nas doenças humanas, é evitar danos causados pela ação 

de espécies reativas de oxigênio. As EROS, tal como óxido nítrico, hidroxilas (OH●) 

e peróxidos (ROO●) são geradas, constantemente, durante o metabolismo em 

organismos vivos, sobretudo os aeróbicos, e podem causar danos em células 

normais. Vários antioxidantes sintéticos como o 2,3-terc-butil-4-hidroxianisol (BHA) e 

o 2,6-diterc-butil-4-metilfenol (BHT) são comercialmente disponíveis (18). 

 Na última década, diversos grupos de pesquisa têm relatado que muitos dos 

antioxidantes comumente utilizados apresentam, também, atividade antimicrobiana. 

O consenso geral é que bactérias gram-positivas são mais afetadas pelo uso de 

antioxidantes do que as gram-negativas, porém, seus mecanismos ainda não são 

amplamente conhecidos (19). Aliado a isso, ao longo das últimas décadas, o 

desenvolvimento de novos antibióticos diminuiu significativamente (20). Além do fato 

de o tratamento excessivo com os antibióticos disponíveis contribuir para a seleção 

das cepas bacterianas mais resistentes (21). Um fármaco com dupla funcionalidade, 

atuando como antioxidante e como antimicrobiano, seria de grande interesse das 

indústrias alimentícia e da saúde (22). 

 Apesar dos avanços nas estratégias de uso racional dos antimicrobianos, 

conter o surgimento de resistência ainda representa uma situação crítica (23). Uma 

elevada porcentagem de infecções hospitalares é causada por bactérias altamente 

resistentes, como os Enterococcus resistentes à meticilina e Staphylococcus aureus 

resistente à vancomicina, oxacilina e meticilina (24) e as infecções causadas por 

esses microrganismos, resultam em maior risco de morbidade e mortalidade (25). 

Considerando o cenário, a Organização Mundial da Saúde (OMS) exigiu um esforço 

urgente e consolidado para evitar regressão à era pré-antibiótico. Esta exigência se 

deu através da implementação de intervenções como a vigilância da resistência 

antimicrobiana, a utilização racional dos antimicrobianos, a redução do uso de 
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antimicrobianos na pecuária, a prevenção e controle das infecções no ambiente 

hospitalar e o fomento à inovação (23).  

 O processo de desenvolvimento de um fármaco inovador, desde a etapa de 

Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) até sua introdução no mercado, pode ocorrer de 

forma variada, de acordo com o composto; no entanto, existe um paradigma de 

desenvolvimento que, há muito, é utilizado como modelo geral (26). Este paradigma 

retrata a descoberta e o desenvolvimento de novos fármacos como um processo 

que ocorre em uma sequência de fases (que podem se sobrepor), divididas em 

cinco grandes grupos: a etapa de pré-descoberta, descoberta, a etapa pré-clínica, 

clínica e o registro através dos documentos de patentes (27,28). Com o intuito de 

constatar as tendências de inovação de uma determinada área do conhecimento ou 

produto de interesse, as universidades e centros de pesquisa estão utilizando o 

sistema de propriedade intelectual para criar um ambiente favorável ao 

desenvolvimento cientifico-tecnológico, com destaque para as tecnologias passíveis 

de proteção por patentes (29).  

Portanto, com o intuito de mapear os desenvolvimentos científico e 

tecnológico das tiossemicarbazonas na saúde, realizou-se uma prospecção 

tecnológica para visualizar as tendências do mercado, desde as primeiras patentes 

de tiossemicarbazonas até as publicadas mais recentemente. A prospecção 

tecnológica também permite identificar de que maneira o desenvolvimento 

tecnológico é capaz de influenciar de forma significativa a indústria, a economia e, 

consequentemente, a sociedade. 

Por fim, faz-se necessário o desenvolvimento de antioxidantes sintéticos 

alternativos que apresentem poucos efeitos colaterais. Além disso o surgimento de 

novos antimicrobianos é crucial para combater seleção de bactérias resistentes. 

Neste contexto, as tiossemicarbazonas podem representar uma alternativa, pois são 

compostos que exibem como característica uma grande variedade de atividades 

farmacológicas conferidas pela versatilidade estrutural com que podem ser 

sintetizadas. Sendo assim, realizou-se a avaliação de dezoito fenil-

tiossemicarbazonas com o objetivo de identificar novas moléculas com atividades 

antibacteriana e antioxidante. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

 Elaborar um panorama tecnológico dos documentos de patentes de 

tiossemicarbazonas depositados no mundo e investigar o potencial farmacológico 

de dezoito fenil-tiossemicarbazonas - derivadas do benzaldeído, de aldeídos 

alfabeta saturados, da acetona e da isatina - quanto às suas atividades 

antioxidante e antibacteriana. 

 

2.2 Específicos 

 

I. Realizar uma busca por documentos de patentes de tiossemicarbazonas nos 

bancos de patentes do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) e do 

European Patent Office (EPO). 

II. Definir o número total de documentos de patentes depositados até os dias de 

hoje. 

III. Identificar o número de patentes concedidas e ainda sob proteção. 

IV. Evidenciar os países onde os documentos de patentes estão depositados. 

V. Destacar o cenário tecnológico das tiossemicarbazonas como agentes 

antimicrobianos e antioxidantes. 

VI. Mensurar o potencial antioxidante das tiossemicarbazonas e comparar com a 

atividade de antioxidantes padrão;  

VII. Avaliar a ação antibacteriana in vitro de 18 moléculas sobre as linhagens 

ATCC de Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Pseudomonas 

aeruginosa, Eschericchia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumonieae 

e Salmonella typhimurium;  
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CAPÍTULO I – PANORAMA TECNOLÓGICO 

 

 

3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Patentes, Prospecção Tecnológica e Busca de Anterioridade 

 

O documento de patente é um título de propriedade temporária sobre uma 

invenção ou modelo de utilidade, outorgado pelo Estado, aos inventores ou autores 

ou outras pessoas físicas ou jurídicas detentoras de direitos sobre uma criação que 

atendam aos requisitos de patenteabilidade (29).  

A função da patente é, portanto, conferir ao seu proprietário um direito 

limitado no tempo, que varia de acordo com o tipo de patente (se modelo de 

utilidade ou patente de invenção) e, no espaço, visto que as patentes são territoriais, 

permitindo-o impedir terceiros, sem o seu consentimento, de produzir, usar, vender 

ou importar o objeto da patente (30).   

A concessão de uma patente se trata de um acordo entre o Estado e o 

detentor do direito, no qual em contrapartida ao direito de exclusividade, concedido 

por meio de um Órgão Competente - no caso do Brasil, o Instituto Nacional da 

Propriedade Industrial (INPI) - o inventor se obriga a revelar detalhadamente todo a 

informação técnica da matéria protegida pela patente, a qual ficará à disposição da 

sociedade por meio do acesso gratuito às bases de patentes (31). 

Muitas informações podem ser encontradas em documentos de patentes 

publicados; na realidade, as patentes são consideradas uma fonte essencial de 

conhecimento científico e tecnológico. O monitoramento tecnológico, através das 

patentes, é uma ferramenta de análise estratégica importante para o 

desenvolvimento de produtos que, em um futuro próximo, podem impactar a 

sociedade (32).  
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A fim de constatar as tendências do crescimento de uma determinada área do 

conhecimento ou produto de interesse, muitos pesquisadores estão voltando sua 

atenção aos estudos de prospecção de tecnologias (33).  

Através dos estudos de prospecção, são levantadas todas as tecnologias existentes 

identificando o estágio de maturidade da tecnologia em questão. É possível, 

também, avaliar os aspectos de tecnologias concorrentes, lacunas a serem 

preenchidas, identificar os inventores que pesquisam o mesmo tema, países de 

origem das patentes, classificações dos documentos, entre outros dados. A 

prospecção também pode ser utilizada como uma ferramenta para a busca de 

anterioridade de uma tecnologia, tornando possível avaliar se a tecnologia já foi 

previamente desenvolvida, se já apossada ou se já está em uso pela sociedade (34).  

A prospecção tecnológica é, portanto, de fundamental importância para o 

desenvolvimento de novos projetos tecnológicos. É uma ferramenta que deve ser 

utilizada, pois influencia todo o processo de pesquisa e desenvolvimento (35).  

 

3.2 Pesquisa E Desenvolvimento e as Tiossemicarbazonas 

 

O processo de desenvolvimento de um novo fármaco, como um antibiótico 

por exemplo, pode durar de 10 a 15 anos e, para cada 5.000-10.000 compostos que 

entram na linha de P&D, normalmente apenas 1 recebe aprovação para uso. O 

custo médio do desenvolvimento de um fármaco, desde sua síntese até sua 

aprovação pela entidade regulatória de um país, é estimado entre US$ 800 milhões 

a US$ 1,3 bilhões (36). O custo elevado para desenvolver uma nova droga está 

relacionado à grande parcela de compostos que são reprovados à medida que 

avançam nas etapas de P&D (triagens laboratoriais, testes em animais e em seres 

humanos e ensaios necessários para a aprovação regulatória desses fármacos) 

(37,38). 

O retorno do capital investido em P&D e lucratividade de uma nova droga passa, 

então, a depender fortemente da exclusividade do mercado. Levando-se em 

consideração que o custo de imitação dessas novas moléculas é baixo em relação 

aos altos custos para desenvolver novos fármacos, essa exclusividade de mercado 

é, majoritariamente, baseada na obtenção de uma proteção patentária forte e ampla 

(39). 
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Segundo o Das Österreichsche Patentamt (Escritório de Patentes Austríaco) 

seria possível economizar cerca de 30% dos custos de P&D despendidos em alguns 

países europeus, caso fossem utilizadas informações técnicas disponíveis em 

bancos de patentes. Ainda na Europa, o Intelectual Property Office UK (Organização 

Britânica de Patentes) afirmou que cerca de US$ 30 bilhões são, anualmente, 

desperdiçados na Comunidade Europeia devido a informações duplicadas, o que 

poderia ser facilmente revertido com a verificação concomitante de informações 

tecnológicas e a pesquisa propriamente dita (40).  

As tiossemicarbazonas possuem inúmeras aplicações biológicas descritas na 

literatura científica e tecnológica, desde atividade anticancerígena à antimalárica. De 

maneira geral, a atividade biológica desta classe de moléculas é associada à sua 

capacidade de se coordenar a metais de transição. As estratégias de aplicação 

biológica das tiossemicarbazonas são desenvolvidas através da racionalização de 

estruturas queladas com metais, considerando sua semelhança com um agente 

bioquímico natural. Estruturas não coordenadas a metais, por sua vez, também 

apresentam atividade biológica importante frente a diversos patógenos. Existem 

diversas patentes descrevendo a obtenção e a aplicação de tiossemicarbazonas na 

área da saúde (41). 

Uma das patentes recentemente publicadas, por exemplo, pertencente à 

Universidade do Estado da Moldova (Universitatea de Stat din Moldova), reivindicou 

a síntese de tiossemicarbazonas heterocíclicas coordenadas ao cobre e a atividade 

antibacteriana frente às cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e 

Proteus vulgaris (42). Outra patente, de um grupo da Universidade da Moldova, 

também solicitou a proteção de uma tiossemicarbazona coordenada a prata (I) que 

demonstrou atividade contra Salmonella abony (43). 

Dessa forma, a pesquisa em bancos de patentes realizada neste trabalho 

evita que esforços sejam despendidos no desenvolvimento de tecnologias já 

existentes e, em virtude de identificar substituintes nas estruturas moleculares das 

tiossemicarbazonas que podem estar relacionados à sua atividade antibacteriana ou 

antioxidante, faz-se necessária uma abordagem sobre o panorama tecnológico 

dessas moléculas, direcionando assim a busca por moléculas passíveis de 

patenteamento.  
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4 METODOLOGIA 

4.1 Prospecção Patentária 

A prospecção foi realizada com base nos pedidos de patentes depositados no 

banco de dados do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil e no 

European Patent Office (EPO) eliminando-se as repetições.  

A pesquisa foi delimitada por documentos depositados entre os anos de 1940 

e 2015 e as palavras-chave utilizadas foram truncadas para incluir nas buscas as 

formas de plural das palavras, no banco de dados europeu foi utilizado o termo: 

Thiosemicarbazon*; e no banco de dados do INPI foi utilizado: Tiossemicarbazon*. A 

busca, na base internacional, ainda foi combinada a com as Classificações 

Internacionais de Patentes (CIP): A61 (Ciência médica ou veterinária; Higiene), 

A61P31(agentes anti-infecciosos, i.e., antibióticos, antissépticos, quimioterapêuticos) 

e A61P39/06 (agentes captadores de radicais livres ou antioxidantes) com a 

intenção de reduzir a inclusão de documentos não pertinentes aos usos na ciência 

médica/veterinária e de higiene. Após a coleta, os resultados encontrados foram 

exportados para o Microsoft Office Excel® e foram desenhadas séries de dados 

sintetizando os seguintes parâmetros: país de depósito, distribuição temporal das 

patentes e as patentes cuja proteção ainda está em vigor ou não, de acordo com o 

código de status de patente. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Inicialmente foi realizada a busca nas bases de patentes europeia e brasileira 

com as palavras-chave isoladas, sem nenhum filtro de busca e, nos campos título e 

resumo no EPO e no INPI. As classificações foram acrescentadas, 

progressivamente, para filtrar os resultados na área de interesse. Os resultados das 

primeiras buscas estão listados na Tabela 1.  

Tabela 1 - Número de patentes depositadas por base de dados com os termos e a Classificação 

Internacional de Patentes utilizados. 

Palavra-chave Classificação Internacional de Patentes (CIP) INPI EPO 

Tiossemicarbazon* Não utilizada 6 - 
 A61 0 - 
    
Thiosemicarbazon* Não utilizada - 495 
 A61 - 218 
 

Fonte: Acervo do Autor, 2015 

Considerando que o EPO apresentou um maior número de documentos de 

patentes depositados e que os documentos depositados no INPI já estavam 

contabilizados no EPO, iniciou-se a compilação de dados utilizando a busca do 

termo escolhido com a CIP A61, com o intuito de verificar a quantidade de 

documentos em que as tiossemicarbazonas estão sendo protegidas nas áreas da 

ciência médica/veterinária e de higiene.  

Utilizando os 218 documentos de patentes encontrados na base europeia, 

verificou-se que os depósitos estão em ascensão inconstante quando distribuídos 

por década (Figura 1).  

Figura 1 - Distribuição por década dos Depósitos de documentos de patentes de Tiossemicarbazonas 
com a CIP A61. 

  
Fonte: Acervo do autor, 2015. 
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De acordo com os dados apresentado na Figura 1, os países que mais 

possuem depósitos de tiossemicarbazonas com a classificação A61 são os Estados 

Unidos da América (EUA) e a China, com 66 e 33 patentes, respectivamente. 

Seguidos por Japão com 22 depósitos, Grã-Bretanha e a República da Moldova com 

20 depósitos cada uma. O Brasil possui apenas três depósitos de 

tiossemicarbazonas, todos pertencentes a Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG). A distribuição está representada na Figura 2. 

Figura 2 - Distribuição de todos os Depósitos por Localidade. 

 

(BR=Brasil; CH-Suíça; CN= China; DE=Alemanha; GB= Reino Unido; JP=Japão; MD= República da Moldova; US= Estados Unidos; OU= outros.) 

Fonte: Acervo do autor, 2015. 

Realizando um novo recorte, das 218 patentes depositadas no mundo, 

obteve-se 108 documentos com 20 anos ou menos a contar da data de depósito e 

110 patentes já estão em domínio público. As patentes cujo período de proteção se 

encerrou, ingressam em domínio público. Como as patentes possuem validade de 

20 anos, a contar da data de depósito, analisou-se o número de documentos de 

patentes concedidos que ainda estão em vigor, ou seja, quantas patentes foram 

concedidas entre 1995 a 2015 (Tabela 2).  

Tabela 2 - Número de Documentos de Patentes concedidas que ainda estão sob proteção e patentes 
não concedidas ou ainda em exigência. 

Patentes Número de Documentos 

Concedidas em vigor 44 

  

Não concedidas/Ainda em exigência 64 
Fonte: Acervo do Autor, 2015 
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Assim, também foi possível demonstrar quais países possuem documentos 

de patentes de tiossemicarbazonas que ainda estão sob proteção (Figura 3). 

Figura 3 - Distribuição de patentes que ainda estão sob proteção. 

 

(KR= Coreia do Sul; RU= Rússia; CN= China; MD= República da Moldova; US= Estados Unidos.) 

Fonte: Acervo do autor, 2015. 

Os países que possuem mais patentes concedidas de tiossemicarbazonas 

são a República da Moldova e a China, com 19 e 15 patentes, respectivamente. 

Seguidos pelos EUA com oito documentos ainda sob proteção. As três patentes 

brasileiras ainda não foram concedidas (Figura 3). 

Quando os documentos de patentes foram filtrados com as classificações 

mais específicas, A61P31 (agentes anti-infecciosos, i.e., antibióticos, antissépticos, 

quimioterapêuticos) e A61P39/06 (agentes captadores de radicais livres ou 

antioxidantes), observou-se que não existem depósitos reivindicando 

tiossemicarbazonas com atividade terapêutica específica para a classificação 

A61P39/06, e apenas 31 documentos foram encontrados com a classificação 

A61P31 (Tabela 3). 

Tabela 3 - Número de patentes encontradas com os termos e as CIP. 

Palavra-chave Classificação internacional de patentes (CIP) INPI EPO 

Tiossemicarbazon* A61P31 0 - 
 A61P39/06 0 - 
    
Thiosemicarbazon* A61P31 - 31 
 A61P39/06 - 0 

Fonte: Acervo do Autor, 2015 
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Dos 31 documentos depositados com a CIP A61P31, apenas 25 foram 

depositados e publicados nos últimos 20 anos como se pode observar na figura 20. 

Desses, 17 foram depositados nos últimos 5 anos, demonstrando o aumento do 

interesse em utilizar tiossemicarbazonas como agentes antimicrobianos (Figura 4). 

Figura 4 - Distribuição por década dos depósitos de documentos de patentes de tiossemicarbazonas 
com a classificação A61P31. 

  
Fonte: Acervo do Autor, 2015 

Analisando os dados dos 31 documentos de patente encontrados, os países 

que mais possuem depósitos de tiossemicarbazonas com a classificação A61P31 

são a República da Moldova e a China, com 12 e 8 patentes, respectivamente. 

Seguidos por Japão e EUA com 3 depósitos cada um. O Brasil não possui depósitos 

de tiossemicarbazonas que apresentem essa CIP. A distribuição está representada 

na Figura 5. 

Figura 5 - Distribuição de patentes de tiossemicarbazonas utilizadas como antimicrobianos. 

 
(CN= China; GB= Reino Unido; IT= Itália; JP=Japão; MD= República da Moldova; UA= Ucrânia; US= Estados Unidos; SU= União Soviética) 

Fonte: Acervo do Autor, 2015 
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Destacando as patentes depositadas entre os anos de 1995 e 2015, com a 

CIP A61P31, que apresentam o status de concedidas, tem-se 25 patentes, sendo 

que 6 delas até então não foram concedidas e 19 foram concedidas e estão sob 

proteção (Tabela 4).  

Tabela 4 - Número de documentos de patentes de tiossemicarbazonas classificadas como agentes 

antimicrobianos (A61P31) concedidas que ainda estão sob proteção e patentes não concedidas ou 

ainda em exigência. 

Patentes Número de Documentos 

Concedidas em vigor 19 

  

Não concedidas/Ainda em exigência 6 

 
Fonte: Acervo do Autor, 2015 

Analisando todos os 31 documentos de patentes de tiossemicarbazonas com 

a classificação A61P31, não se encontrou nenhuma das moléculas que foram 

testadas quanto a atividade antimicrobiana neste trabalho. Tornando as moléculas 

utilizadas neste trabalho, passíveis de proteção patentária. 

Nesta etapa do trabalho, foi possível observar que o cenário tecnológico 

dessa classe de moléculas voltada para saúde parece promissor, uma vez que o 

número de documentos armazenados na base de dados do EPO, é elevado. O 

cenário brasileiro parece bem menos promissor com poucos pedidos depositados, o 

que leva a crer que há pouco interesse da exploração econômica desses bens no 

mercado brasileiro. 

É possível observar uma ligeira redução nos depósitos na década de 70, pois 

a primeira tiossemicarbazona que foi utilizada como medicamento era um agente 

antiviral, a N-metil-isatina-tiossemicarbazona, que ficou conhecida como metisazona 

ou Marboran®. O medicamento foi utilizado, principalmente, na Índia e no Chile e 

demonstrou ser efetivo para profilaxia de varíola, entretanto, sua utilização foi 

reduzida por conta da descoberta da vacina e posterior erradicação da doença (44,45). 

Outra tiossemicarbazona utilizada como medicamento, a p-

acetamidobenzaldeido tiossemicarbazona, comercializada com o nome de 

Tiacetazona®, cuja atividade bacteriostática tornou-a uma droga amplamente 

utilizada em países como a África do Sul para o tratamento de Mycobacterium 

tuberculosis, pode ter sido responsável pelo declínio nos depósitos de 
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tiossemicarbazonas na década de 90. Houve o relato de problemas de toxicidade 

em um amplo estudo clínico realizado com pacientes coinfectados com vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), além do surgimento de cepas resistentes a 

tiocetazona® (46,47).  

Recentemente, uma nova tiossemicarbazona, a Triapina® (3-aminopiridina-2-

carboxaldeído tiossemicarbazona), vem alcançando resultados promissores em 

estudos clínicos de fase II para o tratamento de diversos tipos de câncer, como 

carcinoma de células escamosas em metástase de cabeça e pescoço (48,49). Esses 

dados tornam possível inferir que o interesse pelas tiossemicarbazonas foi 

renovado, reafirmando a grande versatilidade farmacológica da classe de moléculas 

e justificando o aumento nos depósitos realizados entre os anos 2000 e os dias de 

hoje. 

Outra análise possível a partir dos resultados obtidos é que desde o advento 

da tecnologia, na década de 40, o interesse do mercado mundial em proteger usos 

medicinais das tiossemicarbazonas vem se aprimorando, sendo que nos últimos 20 

anos, houveram aproximadamente metade dos depósitos registrados nas bases de 

dados do EPO e do INPI.  

Nos últimos 20 anos, o Brasil se encontra à frente de países como Japão, 

Itália, Alemanha, Reino Unido, Coreia do Sul. Porém, o número de patentes 

brasileiros ainda corresponde a cerca de 10% do total de patentes de países como 

os EUA e a China. Na publicação do Índice Global de Inovação 2015, uma pesquisa 

realizada em parceria entre a Universidade de Cornell, a Escola de Pós-Graduação 

em Negócios (INSEAD) na França e a Organização Mundial da Propriedade 

Intelectual, o Brasil ocupou o 70° lugar na lista dos países mais inovadores do 

mundo, atrás de países como Oman, Mongólia, Panamá e Armênia (50), 

demonstrando, assim, que as ações de P&D no país ainda estão muito incipientes.  
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CAPÍTULO II – AVALIAÇÃO BIOLÓGICA 

 

6 REVISÃO DE LITERATURA 

 

6.1 Tiossemicarbazonas 

 

Os efeitos químicos e biológicos das tiossemicarbazonas vem sendo alvo de 

pesquisas há muitas décadas. Isso deve-se, principalmente, às propriedades da 

molécula vinculada à presença dos grupamentos aldeído e cetona,1 que lhes confere 

uma ampla variedade de mecanismos de ação. Além disso, essas estruturas 

químicas são facilmente sintetizadas2. 

As tiossemicarbazonas são classificadas como bases de Schiff, pois 

apresentam um esqueleto geral de C=N-N-(C=S)-N em suas estruturas (Figura 6). 

Esta classe de substâncias desperta grande interesse por conta de descobertas 

recentes, na última década, acerca das suas potencialidades farmacológicas. O 

principal motivo de sua potencialidade está diretamente ligado à estrutura, pois a 

presença de átomos de nitrogênio (N) e enxofre (S) em configurações do tipo sp2 

lhes confere configurações eletrônicas que permitem a coordenação com metais de 

transição41. 

Figura 6 - Estrutura Genérica das Tiossemicarbazonas. 
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Fonte: Acervo do autor, 2015. (Adaptado de Tenório et al. 2005)1   

Duas estratégias são comumente utilizadas para obtenção dessas moléculas. 

A primeira delas é a obtenção direta, através da condensação de aldeídos e/ou 

cetonas com tiossemicarbazidas; a segunda estratégia é a obtenção indireta das 

tiossemicarbazonas que envolve a preparação prévia de tiossemicarbazidas ou 

hidrazonas utilizando hidrazina (NH2-NH2), seguida de condensação com o 

composto carbonilado específico, ou então seguida de uma reação com 
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isotiocianatos, ditiocarbamatos ou ácidos tiocarbamoiltioglicólicos. São substâncias 

de fácil estocagem, não necessitando de armazenamento especial, nem tampouco 

apresentam sensibilidade à luz1. 

O principal mecanismo de ação das tiossemicarbazonas está diretamente 

relacionado a capacidade de associação aos metais de transição, o que as tornam 

ótimos protótipos de fármacos (51). Dentre as propriedades biológicas que estão 

relacionadas à complexação dessas substâncias aos metais está a sua capacidade 

de inibir a enzima ribonucleotídeo redutase (RR). A capacidade de inibir a RR é de 

particular importância, pois a participação da enzima na síntese de novo de 

desoxirribonucleotídeos é necessária para a replicação e reparo do DNA, a 

consequente inibição da enzima leva à parada do ciclo celular na fase G1/S (52), o 

que permite esse efeito é o fato das tiossemicarbazonas serem quelantes de metais, 

uma vez que a enzima requer radicais tirosils diférricos para iniciar sua atividade 

catalítica (53).  

Outra importante propriedade biológica das tiossemicarbazonas é a lipofilia, 

que controla a taxa de entrada da droga nas células. Esta propriedade aumentada 

pode ser explicada com base na teoria da quelação. Após a quelação, a polaridade 

do íon metálico é reduzida como resultado da sobreposição do orbital do ligante e 

um compartilhamento parcial de cargas positivas do íon metálico com grupos 

doadores, além disso aumenta o deslocamento de elétrons no anel quelado e 

incrementa a lipofilia do quelato (54). 

 

6.1.1 Radicais Livres e Antioxidantes  
 

Os radicais livres são, amplamente, definidos como espécies altamente 

reativas, sendo continuamente gerados em todos os sistemas biológicos através do 

próprio metabolismo fisiológico (55). 

Dentre os principais radicais mais discutidos estão as Espécies Reativas do 

metabolismo do Oxigênio (ERO) e, dentre essas, podem-se destacar os radicais 

hidroxila (HO•), superóxido (O2
•), radicais peroxila (RO2

•), alcoxila (RO•), oxigênio 

singleto (1O2) e orgânicos (ROOH). Além das ERO, também estão envolvidas nos 

processos redox outras espécies reativas do metabolismo de nitrogênio (ERN), 

como o óxido nítrico (•NO) e o peroxinitrito (ONOO-) e espécies reativas de enxofre 

(56). 
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Nos organismos vivos, em condições fisiológicas, os radicais livres participam 

de vários processos fisiológicos, dentre os quais, evidenciam-se a regulação do 

tônus vascular, modulação da adesão celular, amplificação da resposta imune, 

sinalização para apoptose, regulação de cinases e ativação de fatores de transcrição 

(57). 

Em sistemas aeróbios, é essencial o equilíbrio entre a geração e a 

detoxificação de espécies reativas, cuja manutenção se dá pela ativação dos 

mecanismos de defesa antioxidante, estratégias evolutivas de proteção dos seres 

vivos. Entretanto, se houver um desequilíbrio na geração destes, o balanço entre a 

formação e a remoção é perdido, resultando em uma condição de estresse 

oxidativo. Consequentemente, os radicais podem, assim, interagir com moléculas 

das membranas biológicas e tecidos ou diretamente com DNA induzindo processos 

patológicos (58). 

O estresse oxidativo pode ocorrer na vida moderna como resultado da 

exposição excessiva ao sol (radiação UV), aumento da poluição do ar, fumo, 

estresse, dentre outros fatores (59). É um evento causado pela deficiência do sistema 

protetor e/ou pelo excesso de agentes oxidantes e apresenta efeitos prejudiciais ao 

funcionamento das células, tais como agressão às proteínas dos tecidos e das 

membranas, prejuízo às enzimas, danos ao DNA (60). Desta forma, está relacionado 

a várias patologias, como artrites, cânceres, doenças do coração e do pulmão, 

demência senil, esclerose múltipla entre outras. O envelhecimento também é um 

processo relacionado com as espécies reativas de oxigênio (61). 

Nas ciências biomédicas antioxidante pode ser conceituado como qualquer 

substância que atrase, previna ou remova danos oxidativos de uma molécula alvo 

(62). A célula possui um sistema de defesa que pode atuar em duas linhas: através da 

ação detoxificadora do agente antes que ele cause lesão, esse sistema é constituído 

pelas enzimas, superóxido dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidade (GSH-

Px) e também pela glutationa reduzida (GSH) e pela vitamina E (alfa-tocoferol); ou 

através do reparo da lesão ocorrida, destacando-se o ácido ascórbico, a glutationa-

redutase (GSH-Rd), a GSH-Px, entre outros (60). 

Esses componentes antioxidantes podem atuar como agentes redutores, 

sequestradores de radicais livres, quelantes de metais ou desativadores do oxigênio 

singleto, ou ainda exibir simultaneamente, mais de uma dessas funções (63).  
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O uso de antioxidantes tem aumentado com as descobertas das propriedades 

dos componentes que são produzidos pelas plantas através do metabolismo 

secundário. Porém, uma abordagem diferente é prospectar substâncias sintéticas 

quanto ao seu potencial antioxidante e a viabilidade de uso dessas substâncias na 

indústria (63,64), como as tiossemicarbazonas. 

As investigações quanto a atividade antioxidante das tiossemicarbazonas 

receberam mais destaque nos últimos 6 anos, sobretudo, após  um estudo no qual a 

Triapina® foi testada em dois modelos, células derivadas de doença de Alzheimer e 

células neuroepiteliais olfativas envelhecidas. A molécula revelou efetividade na 

prevenção ou redução na acumulação de espécies reativas do oxigênio, 

contribuindo assim, com o aumento do interesse pelos mecanismos das atividades 

biológicas de ligantes, complexos metálicos e danos oxidativos celulares metais-

dependentes (65). 

A atividade antioxidante de 2-cloro/nitro benzaldeído 4-phenil-3-

tiossemicarbazonas e 2-cloro/nitro benzaldeído 4-metil-3-tiossemicarbazonas foi 

avaliada através do ensaio do 2,2-Diphenyl-1-picryl-hidrazil (DPPH) foi reportada um 

total de oito moléculas com potencial melhor ou igual ao antioxidante padrão 

utilizado, o ácido ascórbico (65,66). Outro estudo, de Bal-Demirci e colaboradores, 

publicado em 2014, relatou a atividade antioxidante de S-metil-tiossemicarbazonas 

complexadas ao níquel (II), ferro (III) e oxovanádio (IV) testadas através do método 

de Cupric ion reducing antioxidant capacity (CUPRAC), da captura do radical 

hidroxila (OH●) e da captura do peróxido de hidrogênio (67).  

Recentemente, tiossemicarbazonas fenólicas foram avaliadas através do 

DPPH, da captura do peróxido de hidrogênio e peroxidação lipídica. Os resultados 

revelaram atividades altamente promissoras in vitro, sugerindo que essas moléculas 

constituem modelos atraentes para o desenvolvimento de drogas com múltiplos 

alvos biológicos (68). 

Baseado na observação de que um grande número de antioxidantes é capaz 

de suprimir o crescimento de diversos microrganismos (19), o uso de substâncias 

antioxidantes com multifuncionalidade, antimicrobiana e antioxidante, tem se tornado 

objeto de estudo de muitos trabalhos. Embora a efetividade dos antioxidantes como 

antimicrobianos seja variável de acordo com a espécie, a cepa de microrganismo ou 

ainda com o meio de cultivo utilizado na avaliação, a demanda por moléculas 
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multifuncionais está em constante crescimento devido a expansão das indústrias de 

alimentos e de medicamentos (69). 

 

 6.1.2 Antimicrobianos e Resistência Bacteriana 
 

Até o começo do século XX, mortes em função de infecções por bactérias 

patogênicas já eram comuns, porém as causas dessas doenças eram pouco 

conhecidas e não havia tratamento eficaz disponível (70). A descoberta da penicilina, 

o primeiro antibiótico de atividade clínica, por Alexander Fleming, deu início a era da 

antibioticoterapia. O resultado final desse progresso científico refletiu-se na mudança 

da expectativa de vida frente à várias doenças infecciosas, antes de difícil 

tratamento e de alta mortalidade (71).  

Fármacos antibacterianos são compostos capazes de matar (agentes 

bactericidas) ou inibir o crescimento (agentes bacteriostáticos) de determinadas 

bactérias patogênicas com efeitos colaterais toleráveis sobre indivíduos ou animais 

tratados. Atualmente, existe uma grande variedade de fármacos antibacterianos, os 

quais são de origem sintética ou natural (72). 

Os agentes antimicrobianos podem ser classificados de acordo com o 

mecanismo de ação: (a) inibidores da síntese da parede celular bacteriana: 

penicilinas, cefalosporinas, vancomicina e bacitracina; (b) agentes que alteram a 

permeabilidade da membrana celular: daptomicina, polimixinas; (c) inibidores da 

síntese de proteínas: cloranfenicol, eritromicina, clindamicina, tetraciclinas e 

aminoglicosídeos; (d) agentes antimetabólitos: trimetropim, sulfonamidas (bloqueiam 

enzimas essenciais no metabolismo do folato); e (e) agentes que afetam o 

metabolismo bacteriano dos ácidos nucléicos: rifamicinas, quinolonas, metronidazol, 

fluoroquinolonas e ácido nalidíxico (73,74). 

Os agentes antimicrobianos são também classificados como sendo 

específicos e inespecíficos. Os específicos atuam, principalmente, sobre o micro-

organismo infeccioso, sendo considerados nessa classe os antibióticos e 

quimioterápicos. Os antimicrobianos inespecíficos, ou seja, compostos capazes de 

matar ou inibir o crescimento de qualquer microrganismo, não são considerados 

quimioterápicos e sim desinfetantes, antissépticos, germicidas, biocidas, 

esterilizantes, sanitizantes (75). 
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O agente antimicrobiano ideal deve exibir toxicidade seletiva: a mesma pode 

ocorrer em função de um receptor específico necessário para a ligação do fármaco, 

ou pode depender da inibição de eventos bioquímicos essenciais para o 

microrganismo, mas não para o hospedeiro. Isto deve ocorrer, com maior 

probabilidade, nos organismos procariotos do que nos eucariotos, em função do 

maior grau de diferença com as células hospedeiras (76).  

Durante as últimas décadas, o uso desenfreado de agentes antimicrobianos 

tem contribuído para a seleção de microrganismos resistentes à estes agentes. 

Associado a esse uso irracional, houve um aumento acentuado de infecções como 

resultado de imunodeficiências associadas à síndrome de imunodeficiência 

adquirida (AIDS), quimioterapia anticancerígena e transplantes (77).   

Uma bactéria é considerada resistente a um determinado antibiótico, quando 

é capaz de crescer, in vitro, em concentrações mais altas do que a maior 

concentração alcançada pela droga no sítio da infecção (78,79). Alguns autores 

afirmam que esta resistência pode ser determinada pelo genoma da bactéria, que 

codifica a expressão de mecanismos bioquímicos capazes de neutralizar os efeitos 

dos antibióticos (80). 

O conceito de resistência é relativo sendo definido em função das 

concentrações terapêuticas possíveis de serem atingidas no sangue, que é inferior 

àquela alcançada em certos fluidos, secreções e tecidos (81). Assim, uma bactéria 

pode ser resistente à concentração da droga no sangue, mas ser morta por esta 

mesma droga ao se localizar, por exemplo, nas vias respiratórias, devido às mais 

altas concentrações alcançadas neste local, bem como pelos elementos 

constituintes e reações bioquímicos inerentes ao microambiente. O contrário pode 

acontecer, quando uma bactéria sensível se localiza em uma área onde o antibiótico 

não atinge uma concentração efetiva (82). 

As bactérias, assim como todos os organismos vivos, adotam mecanismos, a 

fim de sobreviverem à ação letal dos quimioterápicos, que incluem a resistência, a 

tolerância e a persistência (83,84). No caso da resistência, a bactéria continua 

proliferando, isto é, mantém a mesma velocidade de crescimento mesmo ao ser 

tratada com o antibiótico. Na tolerância, o crescimento é inibido, mas o número de 

bactérias viáveis não sofre alteração por longo período (85). De fato, a bactéria 

apresenta defesa apenas contra o efeito bactericida do antibiótico onde, o sucesso 
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terapêutico somente será alcançado quando a concentração do antibiótico alcançar 

o valor da concentração mínima bactericida (CMB), definida como a menor 

concentração do antibiótico capaz de matar 99,9% das bactérias presentes (86). 

Finalmente, na persistência, uma pequena fração da população bacteriana 

submetida ao tratamento não sofre o efeito bactericida do antibiótico, 

independentemente de seu mecanismo de ação (87). 

Esses três mecanismos de defesa têm grande importância clínica, uma vez 

que, no caso da resistência, o fracasso terapêutico é total, restando, como única 

opção de tratamento, a substituição do antibiótico por outro ao qual a bactéria seja 

sensível (88).  

A persistência e a tolerância são críticas nos casos em que o combate à 

infecção envolve pacientes imunossuprimidos, como os indivíduos que vivem com 

AIDS, nos quais o sucesso da antibioticoterapia depende, essencialmente, do efeito 

bactericida da droga. Assim, cessado o efeito inibitório do antibiótico ao qual a cepa 

é persistente ou tolerante, a infecção recrudesce, face à inexistência das defesas do 

organismo (85). 

Os mecanismos de desenvolvimento de resistência bacteriana, podem ser de 

origem intrínseca, ou seja, uma característica que passou em determinado tempo a 

constar no DNA bacteriano que pode ser espécie ou gênero-específica. A resistência 

pode ser também selecionada por diferentes mecanismos genéticos como a 

mutação (menos frequente) e por transferência de DNA através de conjugação, 

transdução, transformação ou transposição (89).  

Dentre os mecanismos de resistência bacterianos, destacam-se alguns como: 

(a)  inativação enzimática, mecanismo no qual enzimas catalisam e degradam o 

antibiótico ou alteram a sua estrutura de grupos funcionais inativando sua função; (b) 

efluxo do antibiótico, que ocorre através da superexpressão de genes codificantes 

de proteínas transportadoras de membrana as quais tornam a saída do antibiótico 

mais rápida do que sua difusão pela membrana; (c) modificação do sítio de ligação 

da droga com estruturas celulares como os ribossomos, proteínas ou constituintes 

de parede celular, tornando a afinidade de ligação droga-alvo reduzida e (d) 

alteração de permeabilidade da membrana, resultante da alteração na expressão 

das porinas que controlam a seletividade de moléculas, interferindo assim na 

penetração e ação de alguns antibióticos (89-91). 
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O surgimento de microrganismos resistentes vem crescendo e a perspectiva 

para o uso de drogas antimicrobianas no futuro é ainda incerta. Contudo, algumas 

ações podem ser adotadas para reduzir este problema, como controle do uso 

indiscriminado de antimicrobianos, desenvolvimento de pesquisa para melhor 

compreender os mecanismos genéticos de resistência, além da continuidade dos 

estudos de desenvolvimento de novas drogas sintéticas ou naturais (92). 

Neste contexto as tiossemicarbazonas vêm sendo amplamente testadas 

desde a década de 80 quanto as suas propriedades antimicrobianas, tanto como 

ligantes livres quanto complexadas com íons metálicos.  

As 2-acetilpiridinas tiossemicarbazonas e seus complexos com Pt(II)  

apresentam atividade relatada contra Neisseria gonorrhoeae, Neisseria 

meningitides, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes e Enterococcus do 

grupo D, porém foram inefetivos contra bacilos gram-negativos como Pseudomonas, 

Klebsiella, Enterobacter, Shigella, Escherichia coli e Proteus (5). Uma série diversa 

de tiossemicarbazonas e complexos de Ni(II) , Mn(II), Co(II), Cu(II), Zn(II) e Bi(III), 

foram sintetizadas e apresentaram atividades de inibição do crescimento de uma 

grande variedade de microorganismos (93,94). 

Uma tiossemicarbazona que se destaca na linha dos antimicrobianos é a p- 

acetamidobenzaldeido tiossemicarbazona, também conhecida pelo seu nome 

comercial Tiacetazona®, cuja atividade bacteriostática tornou-a um medicamento 

amplamente utilizado em países como a África do Sul para o tratamento de 

Mycobacterium tuberculosis sendo utilizada em conjunto com a isoniazida (46). A 

Tiacetazona® (Figura 7) é uma pró-droga que requer a S-oxidação de sua fração 

tiocarbonil pela ação da proteína Rv3854c, também designada como enzima 

ativadora da Etionamida (EthA) (95). O mecanismo de ação da Tiacetazona® ocorre 

através da depleção da biossíntese de ácido micólico, na etapa de desidratação do 

ciclo de alongamento da cadeia, função desempenhada pela enzima ácido-graxo 

sintase II (FAS-II), a via foi descoberta após verificar-se resistência cruzada entre a 

Tiacetazona® e a Etionamida (96).  

Outra tiossemicarbazona foi desenvolvida e aprovada para uso frente a cepas 

multi-droga resistentes (MDR) de Mycobacterium tuberculosis, na Rússia, no final de 

2012. A Perchlozone®, é uma tiossemicarbazona derivada da piridina e funciona de 
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maneira análoga à Tiacetazona®. Apesar de ter sido recentemente lançada no 

mercado, já foram relatados casos de resistência cruzada entre as drogas (98).  

Figura 7 - Tiacetazona®, tiossemicarbazona com atividade antituberculose. 

NH2S
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Fonte: Acervo do autor, 2015. (Adaptado de Elliot, 1996)73 
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7 MATERIAL E MÉTODOS 

7.1 Desenho do Estudo 

 

Estudo experimental, in vitro, transversal, com a utilização de culturas de 

células Americam Type Culture Collection (ATCC). Realização de análises 

exploratórias, com mensurações quantitativas de variáveis contínuas dependentes e 

independentes, obtidas de no mínimo três experimentos independentes, realizados 

em triplicatas para cada avaliação/condição intervencional.  

 

7.2 Síntese das Tiossemicarbazonas 

 

As fenil-tiossemicarbazonas utilizadas para os testes foram sintetizadas pelo 

grupo de pesquisa em Síntese Química e Bioatividade Molecular (GPSQ) do Instituto 

de Química da Universidade Federal da Bahia (UFBA), como parte de um projeto em 

colaboração com o Núcleo de Biotecnologia, Bioprospecção e Propriedade 

Intelectual (NBBio) da Escola Bahiana de Medicina e Saúde Pública. Após a síntese, 

os compostos foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO) e armazenados no freezer 

à temperatura de -20°C. 

As moléculas avaliadas (Tabela 5) foram sintetizadas em reação de uma 

etapa, empregando a reação acoplada tricomponente entre aril-isotiocianatos, 

hidrazina e compostos carbonílicos, isenta de catalisador e voltada para a obtenção 

de amplo espectro de tiossemicarbazonas. As condições experimentais de síntese 

foram direcionadas para metodologias de obtenção extremamente simples e de 

baixo custo, sendo útil para o desenvolvimento de bibliotecas mais complexas de 

moléculas (98). 
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Tabela 5 - Moléculas sintetizadas pelo GPSQ, com os respectivos códigos utilizados para identificar 

as moléculas no laboratório. 

Nome da tiossemicarbazona Código Estrutura 

Fenil-tiossemicarbazona do benzaldeído RDG 49 
N N

H

S

N
H  

Fenil-tiossemicarbazona do salicilaldeído RDG 67 
N N

H

S

N
H

OH

 

Fenil-tiossemicarbazona do 4-metoxibenzaldeído RDG 69 N N
H

S

N
H

MeO

 

Fenil-tiossemicarbazona do piperonal RDG 71 N N
H

S

N
H

O

O
 

Fenil-tiossemicarbazona do 4-clorobenzaldeído RDG 72  N N
H

S

N
H

Cl

 

Fenil-tiossemicarbazona da 4-N,N-dimetilaminobenzaldeído RDG 73 
N N

H

S

N
H

N

 

Fenil-tiossemicarbazona do 2-clorobenzaldeído RDG 75 N N
H

S

N
H

Cl

 

Fenil-tiossemicarbazona da acetofenona RDG 78 
N N

H

S

N
H  

Fenil-tiossemicarbazona alfa-metilcinamaldeído RDG 80 N N
H

S

N
H  

Fenil-tiossemicarbazona do 4-nitrobenzaldeído RDG 84 N N
H

S

N
H

O2N
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Tabela 5 - Moléculas sintetizadas pelo GPSQ, com os respectivos códigos utilizados para 

identificar as moléculas no laboratório. (Continuação) 

Fenil-tiossemicarbazona do 3-hidroxi-4-metoxibenzaldeído RDG 85 
N N

H

S

N
H

MeO
OH

 

Fenil-tiossemicarbazona do metilcinamaldeído 

  

RDG 86 N
N
H

S

N
H  

Fenil-tiossemicarbazona do 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido RDG 91 N
N
H

S

N
H

OMe
HO

 

4-clorofenil-tiossemicarbazona do benzaldeído RDG 93 
N

N
H

S

N
H

Cl

 

 

4-clorofenil-tiossemicarbazona do 4-nitrobenzaldeído RDG 95 N
N
H

S

N
H

ClO2N

 

4-clorofenil-tiossemicarbazona do piperonal   RDG 96 N
N
H

S

N
H

Cl
O

O
 

4-clorofenil-tiossemicarbazona do 4-metoxibenzaldeido RDG 98 N
N
H

S

N
H

ClMeO

 

4-clorofenil-tiossemicarbazona da isatina RDG 99 
N

N
H

S

N
H

Cl

N
OH  

Fonte: Acervo do autor, 2015. 
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7.3 Ensaios para Avaliação da Capacidade Antioxidante 

  

7.3.1 Ensaio do 2,2-Difenil-1-Picril-Hidrazil (DPPH) 

 

O método da captura do radical DPPH foi realizado a partir de uma solução a 

60 µM de DPPH em metanol. Essa solução ficou em repouso e protegido da luz por 

1 hora para formação do radical. Para avaliação da captura do DPPH, utilizou-se 

1950 µL dessa solução com diferentes concentrações das tiossemicarbazonas (50, 

75, 100 e 500 µM) e, após 30 minutos de incubação à temperatura ambiente, foram 

realizadas as leituras no espectrofotômetro de absorção molecular UV - VIS com 

comprimento de onda de 515 nm (Figura 3). Posteriormente, as curvas de inibição 

dose-resposta do radical DPPH foram determinadas e, através da função das curvas 

de cada uma das drogas, foi realizado o cálculo da concentração eficiente para inibir 

50% do DPPH (EC50) de cada uma das substâncias (Figura 8). O Trolox (análogo da 

vitamina E) foi utilizado como controle (Adaptado de BRAND-WILIAMS & 

CUVELIER, 1995) (99). 

Figura 8 - Esquema da captura do DPPH por um antioxidante. 

 

Fonte: Rufino et al, 2007 (100) 

 

7.3.2 Ensaio do 2,2´-Azinobis (3-Etilbenzotiazolina-6-Ácido Sulfônico)  (ABTS) 

 

Para avaliação do potencial antioxidante pelo método do ABTS, foi preparada 

em água deionizada uma solução a 7 mM do 2,2´-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-

ácido sulfônico). Dessa solução, retirou-se 5 mL e adicionou-se 88 µL de persulfato 

de potássio (K2SO4) na concentração de 2,45 mM, sendo ao final incubado por 16-

20h horas, sob proteção da luz, para promover a produção do radical cátion ABTS•+. 
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Posteriormente, a solução foi diluída em etanol até atingir a absorvância de 0,700 ± 

0,020, lida a 734 nm em um espectrofotômetro de absorção molecular UV - VIS. 

Decorrente da formação dos radicais, alíquotas de 20 µL de uma solução estoque de 

1 mg mL-1 dos extratos foram adicionados à 2 mL da solução final de ABTS•+ e, 

após 6 minutos de incubação, as leituras foram realizadas a uma absorvância de 

734 nm (Figura 9). 

Figura 9 - Esquema da neutralização do ABTS por um antioxidante. 

 

Fonte: Rufino et al, 2007 (101) 

Para avaliar a atividade antioxidante, as substâncias foram comparadas ao 

Trolox (análogo da vitamina E), uma vez que o ensaio é referido na literatura por 

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC). A porcentagem da inibição do radical 

ABTS foi calculada segundo a fórmula: 

 

Onde X = Absorbância da amostra em teste e Y = Absorbância do ABTS + 20 µL de 

Etanol ( Adaptado de RE et al. 1999) (102). 

 

7.4 Ensaios para Avaliação Antibacteriana 

 

7.4.1 Cultura de Células 

 

As cepas bacterianas utilizadas foram Staphylococcus aureus (ATCC 6638), 

Micrococcus luteus (ATCC 10240), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 

Eschericcia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumonieae (ATCC 1706), Salmonella 

typhimurium (ATCC 14028). As cepas foram conservadas e armazenadas na 

bacterioteca dos laboratórios de ensino, da Escola Bahiana de Medicina e Saúde 

Pública – Campus Cabula, congeladas em freezer a temperatura de -20°C em caldo 
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Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com 20% de glicerol. Em ocasião de uso, 

as bactérias eram subcultivadas em caldo Mueller-Hinton a 35°C por 24 horas.  

 

7.4.2 Determinação do Inóculo Inicial 

 

As suspensões bacterianas foram padronizadas a partir de uma cultura em 

caldo Mueller-Hinton até o crescimento exponencial, em geral de três a cinco horas, 

até atingir turvação equivalente à suspensão do tubo 0,5 da escala de McFarland. A 

turbidez da cultura foi verificada, em seguida usando um espectrofotômetro UV - VIS 

para obter leituras de densidade ótica (O.D. 625 nm) entre 0,08 a 0,10 determinando 

assim, a padronização do inoculo (1x108 UFC/mL) em relação a solução McFarland 

0,5. Posteriormente, foram realizadas diluições, em caldo, obtendo-se uma 

suspensão de 5x105 UFC/mL (pré-inóculo), concentração que foi utilizada nos 

ensaios (103). 

 

7.4.3 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) por Microdiluição 

 

A determinação da CIM foi realizada através da técnica de microdiluição em 

placas de poliestireno com tampas estéreis . Nas placas contendo 96 poços, 

adicionaram-se 50 μL do caldo Mueller-Hinton nas colunas de 1 a 12 e linhas, de A a 

H. Em seguida, acrescentou-se mais 50 μL de uma solução de caldo com as 

tiossemicarbazonas diluídas na concentração de 1024 μg mL-1 nos poços da linha B 

e colunas de 1 a 12. Foi, então, realizada uma diluição seriada, à razão de 2, a partir 

das linhas B até G sendo os 50 μL da última diluição descartados. A linha H foi 

utilizada para o controle positivo para o crescimento bacteriano e para controle do 

crescimento sob dimetilsulfóxido (DMSO), uma vez que as substâncias foram 

diluídas neste solvente. O antibiótico usado como controle foi o Cloranfenicol. O 

esquema geral pode ser observado na Figura 10. Após as diluições, inoculou-se em 

todos os poços da placa 50 μL de suspensões com os inóculos padronizados, 

exceto a linha A (controle negativo do crescimento bacteriano). A diluição final dos 

experimentos variou entre 256 e 8 μg mL-1. Estes ensaios foram incubados a 35ºC 
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por 24 horas de acordo com a metodologia descrita, segundo a norma M7-A10 para 

testes com bactérias (103). 

Figura. 10 - Esquema da microplaca com a diluição dos extratos. 

Controle DMSO Controle

Controle negativo

Inicio da diluição

Final da diluição

 

Fonte: Acervo do autor, 2015. 

7.5 Análise Estatística  

 

Os dados obtidos foram representados como a média ± desvio padrão e 

foram analisados estatisticamente pelo teste ANOVA e pós-teste de Tukey ou 

Dunnet com nível de significância mínimo de p<0,05.  Todos os experimentos foram 

realizados em triplicata, por pelo menos três vezes independentes. 
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8 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

8.1 Avaliação Antioxidante 
 

8.1.1 Avaliação da Atividade Antioxidante pelo Método do DPPH 

 

Nesta etapa, foram realizados estudos da atividade antioxidante das 18 fenil-

tiossemicarbazonas sintéticas frente ao radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil. Para 

calcular a concentração eficiente para inibir 50% do radical (EC50) e avaliar a 

capacidade das moléculas de neutralizar o radical DPPH foi necessária a construção 

de uma curva de concentração versus absorvância para determinar o valor em 

absorvância equivalente à 50% da concentração do radical. Como utilizou-se o 

radical na concentração de 60 µM, foi possível determinar a absorvância de 100% 

da presença do radical, correspondendo a um valor médio de 0,867 unidades de 

absorvância (UA), e a absorvância para 30 µM foi determinada como 50% da 

presença do radical (EC50), correspondendo a um valor médio de 0,462 unidades de 

absorvância (UA), como mostra a curva representada na Figura 11. 

Figura 11 -  Curva do radical DPPH para determinação da EC50. 

 

Fonte: Acervo do autor, 2015.  

Após a determinação da absorvância de 50% do radical, determinou-se a 

curva do Trolox, o antioxidante utilizado como padrão e controle dos experimentos. 

As amostras, em concentrações seriadas de Trolox (800-50 µM), foram incubadas 

por 1 hora na presença do radical DPPH e, com isso obteve-se a curva de inibição 

do radical em relação à presença de Trolox (Figura 12). Através da curva, 

determinou-se a equação da reta e calculou-se a concentração eficiente para inibir 
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50% do radical (EC50), substituindo a absorvância equivalente à 50% da presença do 

radical. Os experimentos foram realizados na ausência de luz, pois o radical 

apresenta fotossensibilidade. 

Figura 12 - Curva de neutralização do Trolox (800-50 µM) frente ao radical DPPH para determinação 

da EC50. 

 

Fonte: Acervo do autor, 2015.  

Em seguida, as substâncias foram incubadas uma a uma, em concentrações 

seriadas, por 1h com o radical DPPH para construção de suas respectivas curvas de 

neutralização e obtenção de suas respectivas equações da reta, tornando possível o 

cálculo de suas EC50. Através das curvas de inibição das drogas foi possível 

visualizar que algumas moléculas obtiveram resultados promissores quando 

comparadas ao Trolox (EC50 = 568,7 µM). Os resultados estão apresentados em três 

figuras para facilitar a visualização. Todos os experimentos foram realizados em 

ambiente escuro e em triplicatas, em pelo menos três vezes independentes.  

Os valores de EC50 obtidos através do teste de neutralização do radical DPPH 

para todas as tiossemicarbazonas estão ilustrados nas figuras 13, 14 e 15. Os 

resultados indicam que os compostos RDG 49, RDG 67, RDG 69, RDG 73, RDG 91 

e RDG 95 apresentaram a capacidade de neutralizar o DPPH de maneira 

semelhante ao Trolox. 
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Figura 13 - Determinação das EC50 das tiossemicarbazonas RDG 49, RDG 67, RDG 69, RDG 71, 

RDG 72 e RDG 73 pelo método do DPPH em comparação ao Trolox (EC50 = 568,7 µM). 

  

Fonte: Acervo do autor, 2015.  

Figura 14 - Determinação das EC50 das tiossemicarbazonas RDG 75, RDG 78, RDG 80, RDG 84, 

RDG 85 e RDG 86 pelo método do DPPH em comparação ao Trolox (EC50 = 568,7 µM). 

 

Fonte: Acervo do autor, 2015.  
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Figura 15 - Determinação das EC50 das tiossemicarbazonas RDG 91, RDG 93, RDG 95, RDG 96, 

RDG 98 e RDG 99 pelo método do DPPH em comparação ao Trolox (EC50 = 568,7 µM). 

 

Fonte: Acervo do autor, 2015.  

Na Figura 16 estão destacadas as tiossemicarbazonas que apresentaram 

capacidade antioxidante frente ao DPPH semelhantes ou superiores à do Trolox. 

Dentre elas, as RDG 49 e RDG 91 apresentaram resultados superiores quando 

comparadas ao Trolox. 

Figura 16 - Tiossemicarbazonas com os menores valores de EC50 frente ao Trolox (EC50 = 568,7 µM). 

 

Fonte: Acervo do autor, 2015.  

O DPPH é um dos poucos radicais orgânicos estáveis de nitrogênio 

disponíveis que apresenta coloração púrpura. Esse ensaio é baseado na medição 

da capacidade de um antioxidante em neutralizar o radical DPPH e sua avaliação 



45 
 

pode ser realizada através da ressonância do spin eletrônico (EPR) ou pelo 

decréscimo de absorvância. O método de avaliação utilizado neste trabalho, relatado 

por Brand-Williams e colaboradores em 1995, foi o ensaio de descoloração, que se 

baseia no decréscimo de absorvância observado em espectrofotômetro UV-VIS (104). 

Analisando os resultados da captura do radical DPPH, foi possível observar 

que as fenil-tiossemicarbazonas derivadas do benzaldeído – RDG 49, RDG 67, RDG 

69, RDG 73, RDG 91, RDG 95 (Quadro 1) -  foram as mais efetivas, tornando 

possível evidenciar que, dentre as fenil-tiossemicarbazonas derivadas do 

benzaldeído, a molécula sem substituintes apresenta-se como a mais eficaz. 

Observando as estruturas, as substituições que parecem ser toleráveis no anel dos 

benzaldeídos para manutenção da atividade antioxidante são monossubstituições de 

hidroxila na posição 2, metoxila na posição 4 e dimetilamino na posição 4. Quanto às 

bissubstituições toleráveis, demonstra-se que existe uma inibição da atividade 

antioxidante nas substituições de metoxila junto à hidroxila nas posições 4 e 3 

respectivamente, uma vez que a molécula com essas substituições em posições 

diferentes (3 e 4, respectivamente) demostrou atividade frente ao radical DPPH. A 

substituição proposta no anel fenil das tiossemicarbazonas foi a inclusão de cloro na 

posição 4, e as substituições parecem não ser toleráveis, exceto quando o grupo 

nitro na posição 4 dos aldeídos está presente. 

Quadro 1. Fórmulas Estruturais das fenil-tiossemicarbazonas com atividade antioxidante pelo método 

do DPPH. 

RDG 49 

N N
H

S

N
H  

RDG 67 
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OH

 

RDG 69 
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N
H
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H

S

N
H

N

 

RDG 
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N
H

OMe
HO

 

RDG 95 

N
N
H

S

N
H

ClO2N

 

Fonte: Acervo do autor, 2015.  

 

Um estudo realizado por Nguyen e colaboradores (2013) investigou a 

atividade antioxidante in vitro e in vivo de uma série de benzaldeído-
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tiossemicarbazonas derivadas do galactopiranosil e concluíram que quatro, das 

treze moléculas avaliadas, obtiveram resultados superiores ao controle utilizado no 

ensaio do DPPH, o resveratrol. Ainda neste trabalho foi proposto que a atividade 

antioxidante desses compostos frente ao DPPH, deve-se à presença de grupos N-H 

que podem compartilhar átomos de hidrogênio para o radical DPPH e 

posteriormente produzir uma ressonância estável com o anel do benzaldeído. Além 

disso, o estudo afirma que os substituintes 4-NMe2, 3-OEt-4-OH, 3-OMe-4-OH e 4-

OH, ligados ao benzaldeído, são mais eficientes ao formar a ressonância eletrônica, 

explicando assim a atividade superior aos outros compostos (105).  

Outro trabalho, realizado por Jagadeesh e colaboradores (2015), avaliou a 

atividade antioxidante da 2,4´-dibromoacetofenona tiossemicarbazona e seus 

complexos de Cu(II), Ni(II) e Pd(II) e concluiu que o ligante livre apresentou mais 

eficiência quando comparado aos complexos metálicos (106). Dois trabalhos de 

Prathima e colaboradores (2010 e 2011) avaliaram cinco fenil-tiossemicarbazonas 

derivadas do benziloxibenzaldeído e seus complexos metálicos de cobalto, níquel, 

cobre e manganês e encontraram atividade antioxidante frente ao radical DPPH nos 

ligantes livres e em complexos com o cobalto (107,108).  

Calcatierra e colaboradores (2015) publicaram um trabalho, recentemente, em 

que avaliaram 4 fenil-tiossemicarbazonas derivadas do benzaldeído pelos métodos 

do DPPH, captura do radical peroxido de hidrogênio e inibição da peroxidação 

lipídica pelo método do tiocianato férrico. Todos os compostos apresentaram 

atividade antioxidante e os dados sugeriram que o número de grupos hidroxila é 

diretamente proporcional à atividade antioxidante apresentada pelas moléculas. 

Neste trabalho, os dados não concordam completamente com a sugestão de 

Calcatierra e colaboradores, uma vez que a ocorrência de um grupamento hidroxila 

na molécula não garantiu atividade antioxidante elevada, embora a sugestão não 

possa ser completamente descartada (68). 
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8.1.2 Avaliação da Atividade Antioxidante pelo Método do ABTS 

 

Nesta etapa da avaliação da atividade antioxidante, analisou-se as 18 fenil-

tiossemicarbazonas frente ao radical ABTS●+. A preparação do radical foi realizada 

sempre no dia anterior ao dia das análises para que a solução de ABTS e persulfato 

de potássio pudesse descansar por 16-20h no escuro e promover a formação do 

radical ABTS●+. A cada experimento construiu-se uma curva-padrão do Trolox para 

validar os testes e determinar uma concentração a ser utilizada como fator de 

comparação frente as substâncias testadas; na Figura 17 estão representadas as 

médias de todas as curvas que foram construídas. A incubação da reação com o 

ABTS foi de 6 minutos e foi realizada em ambiente escuro por conta da 

fotossensibilidade do radical. Os dados são representados com a absorvância média 

obtida em três leituras e em três experimentos independentes. 

Figura 17 - Curva-padrão do Trolox (1500-0 µM) frente ao radical ABTS. 

 

Fonte: Acervo do autor, 2015.  

Para facilitar a comparação, calculou-se a porcentagem de inibição dos 

valores obtidos na curva do Trolox e selecionou-se a concentração de 500 µM do 

Trolox e 500 µM das tiossemicarbazonas para a comparação dos resultados. 

Em seguida as substâncias foram, uma a uma, incubadas por 6 minutos com 

o radical ABTS. Através das absorvâncias obtidas, foram determinadas as 

porcentagens de inibição das tiossemicarbazonas e então foi realizada a avaliação 

através do cálculo da porcentagem de inibição de cada uma das moléculas frente ao 

radical ABTS. Para tanto, utilizou-se o zero da curva no Trolox (0 µM) para 

representar 0% de inibição e a ausência de absorvância para representar 100% de 



48 
 

inibição.  Todos os experimentos foram realizados em ambiente escuro e realizados 

em triplicatas e pelo menos três vezes independentes. 

Com a determinação das porcentagens de inibição foi possível observar que 

as tiossemicarbazonas, de maneira, geral apresentaram capacidade de inibir o 

radical ABTS como pode ser visualizado nas figuras 18, 19 e 20. 

Figura 18 - Determinação das porcentagens de inibição das tiossemicarbazonas RDG 49, RDG 67, 
RDG 69, RDG 71, RDG 72 e RDG 73 pelo método do ABTS em comparação ao Trolox (500 µM). 

 

Fonte: Acervo do autor, 2015.  
 *P<0,05, **P<0,001 e ***P<0,0001 (ANOVA, Dunnet). 

Figura 19 - Determinação das porcentagens de inibição das tiossemicarbazonas RDG 75, RDG 78, 
RDG 80, RDG 84, RDG 85 e RDG 86 pelo método do ABTS em comparação ao Trolox (500 µM). 

  
Fonte: Acervo do autor, 2015.   

*P<0,05, **P<0,001 e ***P<0,0001 (ANOVA, Dunnet). 
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Figura 20 - Determinação das porcentagens de inibição das tiossemicarbazonas RDG 91, RDG 93, 
RDG 95, RDG 96, RDG 98 e RDG 99 pelo método do ABTS em comparação ao Trolox (500 µM). 

 

Fonte: Acervo do autor, 2015.  
*P<0,05, **P<0,001 e ***P<0,0001 (ANOVA, Dunnet). 

No entanto, apenas as tiossemicarbazonas RDG 49, RDG 71, RDG 85, RDG 

91, RDG 95 e RDG 99 apresentam atividade antioxidante semelhante ou superior ao 

Trolox frente ao radical ABTS (Figura 21).  

Figura 21 - Determinação das porcentagens de inibição das tiossemicarbazonas com atividade igual 
ou superior ao Trolox (500 µM).  

 

Fonte: Acervo do autor, 2015.   
*P<0,05, **P<0,001 e ***P<0,0001 (ANOVA, Dunnet). 
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Neste ensaio da atividade antioxidante, o ABTS é oxidado pelo persulfato de 

potássio para formação do cátion ABTS●+ que, em sua forma radicalar, apresenta 

coloração em um tom verde azulado. A avaliação da atividade antioxidante se dá 

através da adição de substâncias antioxidantes que diminuirão a tonalidade da cor. 

Sua quantificação ocorreu no espectrofotômetro e os resultados foram sempre 

comparados ao Trolox, o ensaio também referido na literatura por Trolox Equivalent 

Antioxidant Capacity (TEAC).  

Observando as moléculas que foram efetivas no ensaio do ABTS (Quadro 2), 

pode-se inferir que as fenil-tiossemicarbazonas derivadas do benzaldeído e da 

isatina apresentaram atividade antioxidante. Dentre as moléculas derivadas do 

benzaldeído, a atividade da molécula sem substituintes (RDG 49) pareceu ser 

mantida. Quando o anel do benzaldeído apresenta dois substituintes oxigenados 

(RDG 71, RDG 85 e RDG 91) sem substituições no anel fenil das 

tiossemicarbazonas as substituições são toleradas, e, das moléculas com 

substituição do cloro na posição 4 no anel fenil das tiossemicarbazonas, novamente 

a atividade antioxidante foi observada quando o grupo nitro na posição 4 dos 

aldeídos está presente (RDG 95). A tiossemicarbazona derivada da isatina pareceu, 

também, tolerar a substituição do cloro na posição 4 no anel fenil da 

tiossemicarbazona (RDG 99).  

Quadro 2 - Fórmulas Estruturais das fenil-tiossemicarbazonas com atividade antioxidante pelo 

método do ABTS. 
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Fonte: Acervo do autor, 2015.   

Um estudo realizado por Brodowska e colaboradores (2016), complexou um 

flavonóide chamado naringenina à uma tiossemicarbazona e avaliou o ligante livre e 
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complexado ao cobre quanto à sua atividade antioxidante, através dos métodos do 

DPPH, do ABTS e do Ferric-reducing antioxidant power (FRAP). Os resultados 

revelaram que o complexo naringenina-tiossemicarbazona e seu complexo metálico 

apresentam atividade superior à naringenina livre e à tiossemicarbazona livre. Os 

autores também afirmam que o número de hidroxilas ligados aos anéis fenólicos da 

estrutura influenciam diretamente no aumento da atividade antioxidante (109). 

Yousef e colaboradores (2014) sintetizaram complexos de Mn(II), Co(II), Ni(II), 

Cu(II), Zn(II) e Cd(II) com tiossemicarbazonas derivadas da piridina e do pirazol e 

investigaram a atividade antioxidante através do ABTS. Os autores observaram que 

todos os complexos metálicos apresentaram atividade antioxidante inferior aos 

ligantes livres (110). Em outro estudo, realizado na Romênia, Ilies e colaboradores 

(2015), avaliaram a atividade antioxidante da 2-formilpiridina fenil-tiossemicarbazona 

e seus complexos de Ni(II) e Cu(II) utilizando o radical ABTS e relataram que o 

ligante livre e um dos complexos com Cu(II) apresentaram atividade antioxidante 

semelhante aos padrões utilizados no ensaio o BHT e o BHA (111).  

Barcelos e colaboradores (2011) avaliaram a capacidade da isatina-3-N4-

benziltiossemicarbazona (IBTC) em prevenir modificações oxidativas em porções 

lipídicas e proteicas da lipoproteína de baixa densidade (LDL) mediadas por 

diferentes oxidantes in vitro. Os autores concluíram que a IBTC possui grande 

potencial antioxidante, pois apresenta propriedade de captura de radicais livres 

(TRAP assay) e capacidade de reduzir a peroxidação lipídica (TBARS). A avaliação 

realizada pelo grupo é de grande interesse à indústria farmacêutica pois prospecta 

novas moléculas com o intuito de prevenir a oxidação do LDL, evento crucial para o 

desenvolvimento da aterosclerose. A IBTC apresenta grande semelhança estrutural 

com a RDG 99, o que reforça a atividade encontrada através da metodologia do 

ABTS (112). 

Diante da combinação dos dados dos dois ensaios antioxidantes, as 

moléculas que demostraram maior capacidade antioxidante estão no Quadro 3.  
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Quadro 3 - Fórmulas Estruturais das fenil-tiossemicarbazonas com atividade antioxidante em ambos 

os métodos utilizados. 
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RDG 95 
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S

N
H

ClO2N

 

Fonte: Acervo do autor, 2015. 

Pode-se inferir, do conjunto dos dados, que as tiossemicarbazonas de 

benzaldeídos são as mais eficazes, quando comparadas com as 

tiossemicarbazonas derivadas de cetonas, de aldeídos alfabeta saturados e da 

isatina. Dos substituintes do anel da fenil-tiossemicarbazona, prevalecem as 

moléculas sem nenhum substituinte, exceto o cloro, quando o grupo nitro na posição 

4 dos aldeídos está presente. Por fim, são toleráveis, mantendo a capacidade 

antioxidante, substituições nos benzaldeídos com dois substituintes oxigenados com 

uma hidroxila na posição Para. 

Não existem muitos trabalhos publicados que avaliem a atividade antioxidante 

de tiossemicarbazonas e, poucos deles propõem o estudo das estruturas 

moleculares para explicar a atividade apresentada. Contudo, analisando os 

trabalhos já publicados, para atividade antioxidante, as tiossemicarbazonas não 

complexadas à metais aparentam apresentar melhor atividade antioxidante quando 

comparada às complexadas a metais. 
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8.2 Avaliação da Atividade Antibacteriana pelo Método de Microdiluição em 

Caldo 

 

Determinou-se como Concentração Inibitória Mínima (CIM) a menor 

concentração do agente antimicrobiano que inibiu completamente o crescimento do 

organismo nos poços da microdiluição. A detecção foi realizada visualmente, através 

da comparação da turvação entre os poços de controle positivos, negativo e do 

antibiótico padrão, tendo como resultado o valor absoluto mais frequente, e a 

avaliação foi desenvolvida seguindo a norma M7-A10 (103), através da metodologia 

de microdiluição em caldo. Os resultados estão apresentados na Tabela 6.  

 

Tabela 6 - Concentração inibitória mínima (CIM) encontrada para a metodologia de microdiluição, de 
acordo com as cepas bacterianas.  

 
S. aureus 

ATCC 

6638 

M. luteus 

ATCC 

10240 

P. 

aeruginosa 

ATCC 27853 

E. coli 

ATCC 

25922 

E. faecalis 

ATCC 

297121 

K. 

pneumonieae 

ATCC 1706 

S. 

typhimurium 

ATCC 

14028 

RDG 49 - - - - - - - 

RDG 67 - - - - - - - 

RDG 69 - - - - - - - 

RDG 71 - - - - - - - 

RDG 72 - - - - - - - 

RDG 73 - - - - - - - 

RDG 75 - - - - - - - 

RDG 78 - - - - - - - 

RDG 80 - - - - - - - 

RDG 84 - - - - - - - 

RDG 85 - - - - 256 µg mL-1 - - 

RDG 86 - - - - - - - 

RDG 91 - - - - - - - 

RDG 93 - - - - - - - 

RDG 95 64 µg mL-1 - - - - - - 

RDG 96 - - - - - - - 

RDG 98 - - - - - - - 

RDG 99 128 µg mL-1 256 µg mL-1 - - - - - 

Fonte: Acervo do autor, 2015.   
O símbolo “-” indica que a concentração inibitória mínima é superior à 256 µg mL-1. O Cloranfenicol foi o 
antibiótico usado como padrão e teve como CIM 8 µg mL-1 para todos os microrganismos. 

 

Ao se observar a Tabela 6 nota-se que o composto RDG 99 apresentou 

atividade frente à Staphylococcus aureus e Micrococcus luteus, apesar dos valores 

elevados de CIM, 128 e 256 µg mL-1 respectivamente. O composto RDG 85 
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apresentou atividade apenas frente à Enterococcus faecalis, com um valor de 256 

µg mL-1. Já o composto RDG 95 demonstrou atividade somente frente à 

Staphylococcus aureus, com a menor CIM (64 µg mL-1) demonstrada pelas 

tiossemicarbazonas. 

Na avaliação da atividade antibacteriana, dentre as moléculas testadas, 

demonstraram atividade (Quadro 4) duas fenil-tiossemicarbazonas derivadas do 

benzaldeído (RDG 85 e RDG 95) e a derivada da isatina (RDG 99) que são 

moléculas estruturalmente díspares. Apesar disso pode-se inferir que a presença ou 

ausência do cloro no anel fenil das tiossemicarbazonas não é suficiente para 

determinar que as moléculas demonstrem atividade antibacteriana, mas aliada a 

presença do grupo nitro no anel do benzaldeído ou a presença da isatina pode ser 

determinante para a mesma. Estudos com grupos nitro em outras posições e outras 

isatinas sem a presença do grupo cloro, precisam ser realizados para que se firme 

uma relação de estrutura atividade mais aprimorada. Ademais, as fenil-

tiossemicarbazonas demonstraram ser efetivas em bactérias gram-positivas e não 

em gram-negativas, ainda que tenham demonstrado efetividade, in vitro, inferior ao 

antibiótico padrão utilizado nos experimentos.  

Quadro 4 - Fórmulas Estruturais das fenil-tiossemicarbazonas com atividade antimicrobiana. 
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Fonte: Acervo do autor, 2015. 

Em trabalho realizado por Aquino (2007) e colaboradores (2008), algumas 

fenil-tiossemicarbazonas derivadas do benzaldeído com substituições de grupos 

metoxi, flúor, cloro e metil em posições diferentes no anel do benzaldeído foram 

sintetizadas e avaliadas quanto a atividade antimicrobiana, e as substituições não 

foram suficientes para apresentarem atividade antimicrobiana frente as cepas de 

Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus subtilis (UFPEDA 16), Micrococcus 

luteus (ATCC 2225), Enterococcus faecalis (ATCC 6057), Escherichia coli (ATCC 

25922) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 29665) (113,114).  Esses dados reforçam os 

achados neste trabalho de que poucas das fenil-tiossemicarbazonas livres avaliadas 

se apresentam como moléculas efetivas frente a agentes bacterianos. 
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Um grupo de pesquisadores chineses liderados por Zhang e colaboradores 

(2015) sintetizou e avaliou a atividade antimicrobiana de uma série inicial de 10 fenil-

tiossemicarbazonas derivadas da isatina frente a cepas ATCC de S. aureus, B. 

subtillis e um isolado clínico de S. aureus resistente a meticilina (MRSA), porém 

apenas um dos compostos revelou-se um bom inibidor para os três microrganismos 

testados. A molécula efetiva apresentava em sua estrutura uma substituição de cloro 

na posição 7 da isatina e um hidrogênio no grupo fenil. Encorajados pelos resultados 

preliminares, sintetizaram uma segunda geração de 41 compostos com variações 

nos radicais da isatina e do grupo fenil baseados na molécula inicial e os avaliaram 

frente às cepas de ATCCs de S. aureus e B. subtillis e isolados clínicos de E. 

faecalis resistente à vancomicina (VRE), P. aeruginosa, K. pneumoniae e pelos 

menos 15 isolados de S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Com o resultado 

dessa nova síntese, foi sugerido que a presença de um átomo halogênio na posição 

7 da isatina, aliado a outro halogênio ou grupo metil na posição 4 do anel fenil 

provocam uma diminuição na CIM frente às bactérias gram-positivas. O estudo 

conclui que as fenil-tiossemicarbazonas derivadas da isatina constituem uma nova 

família de compostos antibacterianos para gram-positivos e, sugere que o 

mecanismo de ação dos compostos deve ser diferente da vancomicina uma vez que 

os isolados de VRE responderam com doses baixas de CIM (115). 

Khan e colaboradores (2014), sintetizaram uma tiossemicarbazona derivada 

do 3-acetil-2,5-dimetiltiofenil e a complexaram à Cu(II), Ni(II) e Co(II) e avaliaram sua 

atividade frente a cepas de S. aureus, S. pyogenes, S. typhimurium e E. coli. O 

ligante livre não se apresentou efetivo frente a nenhuma das bactérias testadas, já 

os complexos metálicos de Cu(II) apresentaram CIM efetiva tanto para os 

microrganismos gram-positivos quando os gram-negativos (116). Um outro trabalho, 

realizado por Mendes e colaboradores (2007), avaliou a atividade antimicrobiana de 

N(4)-toluil 2-formil- e 2-acetil-piridina tiossemicarbazonas e seus complexos com 

Cu(II) e, concluíram que a coordenação ao cobre leva a uma significativa diminuição 

de valores de CIM contra o crescimento de colônias de bactérias gram-negativas 

Salmonella typhimurium (117). 

Diversos trabalhos relatam que as atividades biológicas das 

tiossemicarbazonas estão frequentemente relacionadas à coordenação à metais. 

Primeiramente, pela lipofilia, que controla a taxa de entrada na célula e é modificada 
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quando há coordenação. Além disso, o complexo metálico pode ser mais ativo que o 

ligante livre, ou o complexo metálico pode ser um veículo para a ativação do ligante 

como agente citotóxico (3,7,8,10). A coordenação pode ser, de fato, um fator que 

melhora a atividade citotóxica das tiossemicarbazonas, porém os estudos de 

avaliação da atividade antioxidante das tiossemicarbazonas dão indícios de que isso 

nem sempre é verdadeiro.  

Este trabalho teve como objetivo investigar o perfil farmacológico de 18 fenil-

tiossemicarbazonas - derivadas do benzaldeído, de aldeídos alfabeta saturados, da 

acetona e da isatina - quanto às suas atividades antioxidante e antibacteriana, 

estudou-se também, as estruturas das moléculas, a fim de determinar quais 

substituintes podem justificar as atividades apresentadas.  Foram identificadas 

algumas moléculas com atividade antioxidantes e antibacterianas que necessitam de 

estudos mais aprofundados para elucidar seu modo de atuação. Contudo, os 

ensaios utilizados restringem-se a experimentos in vitro e, a análise de 

citotoxicidade, foi realizada em um modelo bacteriano, apenas; sendo assim, não se 

pode garantir ausência de toxicidade em células mais complexas.  
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9 CONCLUSÃO 

 

A elaboração do panorama tecnológico permitiu considerar que apesar de 

existir um foco no desenvolvimento de tiossemicarbazonas como moléculas 

candidatas à processos tecnológicos relacionados à saúde, não foi possível 

encontrar nenhuma das fenil-tiossemicarbazonas avaliadas protegidas por 

documentos de patentes até a presente data. Portanto, as moléculas testadas neste 

trabalho podem, futuramente, tornar-se objeto de um depósito de patente. 

A partir da análise dos resultados encontrados neste trabalho quanto ao 

potencial antioxidante e antibacteriano das 18 fenil-tiossemicarbazonas avaliadas, foi 

possível considerar: 

- As substâncias RDG 49, RDG 91 e RDG 95 apresentaram atividade 

antioxidante, constituindo assim, substâncias de interesse para estudos de 

investigação do mecanismo de ação. 

- Na investigação da atividade antimicrobiana, as três moléculas mais efetivas 

foram as RDG 85, RDG 95 e RDG 99, sendo a mais promissora delas a RDG 95, 

que apresentou a menor CIM frente a cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 6538). 

- Dentre as moléculas que seriam passíveis de proteção é possível sugerir 

que as que se apresentam como promissoras são as fenil-tiossemicarbazonas do 

benzaldeído que possuem substituintes cloro na posição 4 do anel fenil e grupos 

nitro na posição 4 do anel do benzaldeído. 

Portanto, pode-se inferir que, no presente trabalho, foram identificadas 

moléculas com atividades antioxidante e antibacteriana iguais ou superiores as 

substâncias consideradas padrão de eficiência. Todavia, os estudos restringem-se a 

resultados in vitro e, a análise de citotoxicidade, foi realizada em um modelo 

procarioto; sendo assim, não se pode garantir ausência de toxicidade em sistemas 

mais complexos. Dessa forma, cabe a necessidade de estudos mais aprofundados 

para validação do potencial farmacológico. 
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