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RESUMO 
 

O câncer é um grave problema de saúde pública o qual afeta milhares de pessoas 
no mundo. Sabe-se que há uma estreita relação entre o câncer e a inflamação onde 
o microambiente inflamatório favorece a progressão tumoral. Baseado nessas 
evidências, foi proposto neste trabalho, a síntese de novas moléculas híbridas 
contendo as subunidades das tiossemicarbazonas e do tiofeno que detêm as 
atividades antitumoral e anti-inflamatória. Uma nova série de 2-tiofeno-
tiossemicarbazonas (5-14) foi sintetizada, caracterizada e avaliada a atividade 

biológica. A síntese demonstrou ser eficiente onde foi possível encontrar 
rendimentos reacionais satisfatórios que variaram de 40-87%. A atividade 
antiproliferativa in vitro foi realizada através do método colorimétrico da 
sulforrodamina B, onde os derivados 7 (p-bromo-fenil) e 9 (p-metil-fenil) foram os 
que mais se destacaram. O composto 7 se destacou frente à linhagem NCI-
ADR/RES com GI50 1.7 µM, já o composto 9 se destacou na linhagem K-562 com 
GI50 <0.9 µM. O composto 7 foi eleito, dentre os demais derivados avaliados no 
ensaio in vitro, para o prosseguimento dos estudos. Através da citometria de fluxo foi 
possível evidenciar que o composto induz a exposição de fosfatidilserina (apoptose 
inicial), porém esse mecanismo de morte celular é independente do ciclo celular. Os 
estudos in vivo foram realizados utilizando o modelo de tumor de pata de Ehrlich. 
Das três doses utilizadas (30, 100 e 300 mg/Kg) a dose de 30 mg/Kg foi capaz de 
controlar o crescimento tumoral na pata dos camundongos nos dias 6 (60.6 ± 4.6), 9 
(57.1 ± 5.2) e 12 (36.3 ± 6.6). Adicionalmente a atividade antitumoral, também foram 
realizados ensaios a fim de avaliar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatória. 
O ensaio de nocicepção induzido pela formalina revelou que o composto 7 

apresentou atividade nas duas fases da dor, ressaltando a dor inflamatória, onde o 
derivado foi capaz de reduzir o tempo de lambida da pata em 62.3, 84.30 e 100% 
nas doses de 30, 100 e 300 mg/Kg, respectivamente. Acerca da atividade anti-
inflamatória, foi realizado o edema de orelha induzido por óleo de cróton, onde 
nenhuma das doses testadas foi capaz de regredir significativamente o edema 
produzido. O edema de pata induzido pela carragenina mostrou ação do composto, 
onde o edema foi reduzido em 81.9 e 83.2% nos tempos 1 e 2 horas do experimento 
na dose de 300 mg/Kg. Isso sugere uma ação sobre os mediadores iniciais da 
inflamação. O ensaio de edema de pata induzido pelo composto 48/80 confirmou 
essa hipótese, no qual o composto 7, após 15 minutos do inóculo do agente 

flogístico, demonstrou redução significativa do edema apresentando valores de 
56.53% na dose de 30 mg/Kg indicando uma ação do composto sobre a serotonina 
e a histamina. Os estudos iniciais, realizados acerca da investigação do potencial 
biológico das 2-tiofeno-tiossemicarbazonas, revelaram a importância dessa classe 
de compostos no câncer e na inflamação. No entanto, estudos minuciosos 
necessitam ser realizados a fim de contribuir na descoberta de novos fármacos. 
 
 
Palavras-chave: Tiossemicarbazonas, Tiofenos, Neoplasias, Inflamação.  
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ABSTRACT 

 
Cancer is a major public health issue which affects thousands of people worldwide. It 
is known that there is a close relationship between cancer and inflammation where 
the inflammatory microenvironment promotes tumor progression. Based on this 
evidence, it is proposed in this paper the synthesis of new hybrid molecules 
containing the subunits of thiosemicarbazone and thiophene holding the anti-tumor 
and anti-inflammatory activities. A new series of 2-thiophene-thiosemicarbazones (5-
14) was synthesized, characterized and evaluated to the antitumor and anti-

inflammatory activity. The synthesis was demonstrated efficient where it was possible 
to find satisfactory reaction yields ranging from 40-87%. The antiproliferative activity 
in vitro was performed using the colorimetric method sulforhodamine B. The 
derivatives 7 (p-bromophenyl) and 9 (p-methylphenyl) obtained good GI50 values. 
The compound 7 stood out against NCI-ADR/RES lineage (multidrug resistant 
ovarian) with GI50 1.7 µM, as the compound 9 stood out in the K-562 strain 
(leukemia) with GI50 <0.9 µM. Compound 7 was elected from among the other 
derivatives evaluated in vitro assay, for further studies. By flow cytometry it became 
clear that the compound induces phosphatidylserine exposure (early apoptosis), but 
this cell killing mechanism is independent of the cell cycle. In vivo studies were 
performed using the model Ehrlich paw tumor. Of the three doses used (30, 100 and 
300 mg/Kg) dose of 30 mg/Kg was able to control tumor growth in the paw of mice on 
days 6 (60.6 ± 4.6), 9 (57.1 ± 5.2) and 12 (36.3 ± 6.6). In addition to antitumor 
activity, also forms tests performed to evaluate the antinociceptive and anti-
inflammatory activities. The nociception induced by formalin test revealed that the 
compound 7 showed activity in both phases of pain, emphasizing the inflammatory 

pain, where it was able to reduce the time of paw lick 62.3, 84.30 and 100% at doses 
of 30, 100 and 300 mg/kg, respectively. About anti-inflammatory activity was 
performed ear edema induced by croton oil, where any of the doses tested was able 
to significantly decrease edema produced. The paw edema induced by carrageenan 
showed activity of the compound, where the edema was reduced 81.9 and 83.2% in 
the first two times of the experiment at the highest dose used (saline: 18.85 ± 2.63, 
32.86 ± 4.97 and 3 JF-300 mg/Kg: 3.41 ± 1.4, 1.96 ± 5.53). This suggests an action 
on the initial mediators of inflammation. The paw edema assay induced by compound 
48/80 confirmed our hypothesis, in which the compound 7 after 15 minutes from the 
inoculum phlogistic agent, showed a significant reduction of edema with values of 
56.53% at the dose of 30 mg/kg (saline: 71.10 ± 6.6 JF-3 and 30 mg/kg: 30.9 ± 5.75), 
indicating an action of the compound on the serotonin and histamine. Initial studies 
conducted research on the biological potential of 2-thiophene-thiosemicarbazones, 
showed good activity of this class of compounds in cancer and inflammation. 
However, detailed studies to determine the mechanism of action by which act the 
thiosemicarbazone, need to be performed in order to contribute to the discovery of 
new drugs. 
 
 
 
 
Keywords: Thiosemicarbazones, Thiophenes, Neoplasia, Inflammation 
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1 INTRODUÇÃO 
 

 O câncer é um grave problema de saúde mundial por ser considerada uma 

das maiores causas de morte no mundo, sendo responsável por 8,2 milhões de 

mortes em 2012. Esses números podem ser associados ao crescimento 

populacional, ao processo de industrialização e a mudanças nos hábitos de vida 

(Siegel et al., 2014; Globocan, 2013). 

Existe uma estreita relação entre o câncer e processos inflamatórios, onde 

mais de 25% de todos os tipos de câncer são devido a infecções ou a inflamações 

crônicas (Hussain e Harris, 2007). Um componente inflamatório está presente no 

microambiente da maioria dos tecidos neoplásicos, o que justifica o uso de anti-

inflamatórios não esteroidais como forma de prevenção contra vários tipos de 

tumores (Colotta et al., 2009). 

O tratamento do câncer se baseia na quimioterapia, no entanto outras 

estratégias como a radioterapia, remoção cirúrgica, terapia hormonal e o tratamento 

com anticorpos têm contribuído para aumentar a sobrevida dos pacientes (Videira, 

Reis e Brito, 2014). A quimioterapia tem efeitos secundários importantes em células 

normais de crescimento rápido, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema 

imunológico, causando diarreia, náuseas, vômitos, alopecia e maior susceptibilidade 

às infecções (Brandão et al., 2010). 

A química medicinal tem importante papel no início do processo de 

descoberta de novas entidades químicas com potencial biológico. O processo de 

criação de novos fármacos é realizado através da descoberta, relacionada à 

pesquisa de base ou etapa pré-clínica, e logo em seguida, pelo desenvolvimento, 

composto pela etapa clínica (Guido, Andricopulo e Oliva, 2010). 

O planejamento de fármacos é considerado como uma etapa crucial na 

descoberta de novos compostos bioativos. Para tal, diversas estratégias ganham 

destaque, como por exemplo, a hibridação molecular que consiste em uma 

estratégia de modificação molecular baseada no reconhecimento das subunidades 

farmacofóricas na composição estrutural de dois ou mais produtos bioativos (Lima, 

2007). A fusão dessas subunidades conduz a concepção de um novo híbrido 

mantendo as características das moléculas originais pré-selecionadas (Addla et al., 

2012).  
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As tiossemicarbazonas representam grande importância biológica devido ao 

seu amplo espectro de atividades farmacológicas atribuídas a essa classe de 

compostos, dentre as quais se podem destacar anti-inflamatória (Helal et al., 2013; 

Muthukumar, George e Vaidhyalingam, 2008) e antitumoral (Tasdemir et al., 2014; 

Gutierrez, Richardson e Jansson, 2014; Lukmantara et al., 2014). 

Além disso, compostos contendo o anel tiofeno também tem se destacado, 

onde vários fármacos já utilizados na clínica possuem em sua estrutura o núcleo do 

tiofeno, o que implica na sua importância como constituinte estrutural de 

medicamentos (Gramec, Masic e Dolenc, 2014). 

Dessa maneira, este trabalho teve como objetivo investigar o potencial 

terapêutico de novos derivados 2-tiofeno-tiossemicarbazonas sintetizados utilizando 

a estratégia de hibridação molecular entre o anel tiofeno e a tiossemicarbazona, 

através da atividade antiproliferativa in vitro utilizando o método da sulforrodamina B 

e da avaliação antitumoral in vivo através do modelo de Ehrlich de pata, a fim de 

obter compostos promissores para o tratamento do câncer e também, por meio da 

avaliação da atividade antinociceptiva através do ensaio da formalina, avaliação da 

atividade anti-inflamatória através dos ensaios de edema de orelha induzido por óleo 

de cróton, edema de pata induzidos por carragenina e pelo composto 48/80 a fim de 

obter um composto que possa atuar de maneira dual no câncer e na inflamação. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Sintetizar dez derivados 2-tiofeno-tiossemicarbazonas, tendo em vista busca 

de novos agentes terapêuticos com potencial atividade antitumoral e anti-

inflamatória.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

 
 Realizar a síntese de 10 compostos da série 2-tiofeno-tiossemicarbazonas (5-

14); 

 

 Caracterizar estruturalmente os compostos através de Ressonância Magnética 

Nuclear de hidrogênio (RMN 1H), Ressonância Magnética Nuclear de carbono 

treze (RMN 13C), espectroscopia de absorção no infravermelho e espectrometria 

de massas;  

 

 Avaliar a atividade antiproliferativa dos compostos da série 2-tiofeno-

tiossemicarbazônicos frente a 9 linhagens tumorais humanas – U251 (glioma), 

UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES (ovário resistente à 

múltiplos fármacos), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmão), PC-3 (próstata), HT-29 

(cólon), K-562 (leucemia) e 1 linhagem não-tumoral - HaCat (queratinócito 

humano) através do ensaio colorimétrico da sulforrodamina B;  

 

 Avaliar o perfil de morte celular e a possível interferência do derivado 2-tiofeno-

tiossemicarbazona no ciclo celular através da citometria de fluxo; 

 

 Verificar a toxicidade aguda oral do derivado 2-tiofeno-tiossemicarbazona; 

 

 Investigar a atividade antitumoral in vivo do derivado 2-tiofeno-

tiossemicarbazona através do modelo experimental de Ehrlich de pata; 
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 Determinar a atividade antinociceptiva do derivado 2-tiofeno-tiossemicarbazona 

através do ensaio de nocicepção induzido pela formalina; 

 

 Determinar a atividade anti-inflamatória do derivado 2-tiofeno-tiossemicarbazona 

através do modelo experimental de edema de orelha induzido pelo óleo de 

cróton e através do modelo experimental de edema de pata induzido por 

carragenina e pelo composto 48/80; 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Câncer: Definições, epidemiologia e tratamento 

 

 O câncer, também conhecido como neoplasia ou tumor maligno, é um termo 

genérico dado ao conjunto de doenças que podem afetar qualquer parte do 

organismo. Uma das maiores características do câncer é a capacidade que as 

células dos tecidos acometidos têm de se multiplicar rapidamente, crescendo além 

dos seus limites habituais, podendo invadir tecidos adjacentes, se espalhando para 

outros órgãos, fenômeno conhecido como metástase (Floor et al, 2012; WHO, 

2014).  

 Hanahan e Weinberg (2011) sugerem seis principais alterações celulares que 

fazem com que células normais se transformem em células tumorais: 1- 

autossuficiência na produção dos sinais de crescimento celular, 2- insensibilidade 

aos sinais de anticrescimento, 3- resistência a mecanismos de morte celular (evasão 

da apoptose), 4- ilimitado potencial de replicação, 5- angiogênese, 6- invasão 

tecidual, seguido de metástase (figura1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Alterações celulares que conduzem a formação das células tumorais 

 

 Adicionalmente aos seis eventos, o estresse oxidativo parece estar 

intimamente associado a progressão do tumor (Hanahan e Weinberg, 2011). Alguns 

estudos realizados com uma variedade de tumores, incluindo mama, próstata e 
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câncer de cólon, revelam uma superexpressão do estresse oxidativo e que isso 

afeta as etapas de iniciação e progressão do câncer (Fiaschi e Chiarugi, 2012). 

No câncer, as espécies reativas do oxigênio (ERO), responsáveis pelo 

aumento do estresse oxidativo, podem resultar do aumento da atividade metabólica 

basal, disfunção mitocondrial devido a hipóxia, aumento da atividade dos 

peroxissomos, bem como a partir da atividade de ERO’s conhecidas como NADPH 

oxidase (NOX), ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase (LOX) (Storz, 2005). 

Existe uma íntima relação entre o câncer e processos inflamatórios, onde 

mais de 25% de todos os tipos de câncer são devido a infecções ou inflamações 

crônicas (Hussain e Harris, 2007). Um componente inflamatório está presente no 

microambiente da maioria dos tecidos neoplásicos, o que justifica o uso de anti-

inflamatórios não esteroidais como forma de prevenção contra vários tipos de 

tumores (Colotta et a., 2009). 

Alguns componentes endógenos estão envolvidos na relação câncer-

inflamação que conduzem a progressão tumoral, onde pode-se destacar fatores de 

transcrição como o fator nuclear kappa-B (NF-kB) (Colotta et al., 2009) e citocinas 

inflamatórias primárias como IL-1β (interleucina-1 beta), IL-6 (interleucina-6) 

(Voronov et al., 2003) e TNF-α (fator de necrose tumoral alfa) (Karin, 2006). O NF-kB 

induz a expressão de citocinas inflamatórias, moléculas de adesão, enzimas chave 

na via de síntese de prostaglandinas (COX-2), óxido nítrico sintase (NOs) e fatores 

angiogênicos (Colotta et al., 2009). 

Pacientes com câncer colo-retal evidenciam uma superexpressão de COX-2 

(up-regulation) (Greenhough et al., 2009). Além disso, a COX-2 regula o crescimento 

tumoral, a invasão e a metástase no câncer de mama (Jana et al., 2014). O efeito 

pró-tumorigênico da COX-2 é atribuído a atividade da PGE2 (prostaglandina E do 

tipo 2). Essa prostaglandina é capaz de promover a proliferação, sobrevivência, 

angiogênese, migração e invasão das células tumorais em pacientes com câncer 

colo-retal (Greenhough et al., 2009). 

O câncer está entre as principais causas de morbimortalidade no mundo, com 

o surgimento de cerca de 14.1 milhões de novos casos e 8.2 milhões de mortes 

relacionadas ao câncer em 2012 (WHO, 2014), sendo que destes novos casos, 7.4 

milhões foram em homens e 6.7 milhões, em mulheres. É esperado que o 

surgimento de novos casos aumente para 24 milhões em 2035 (Globocan, 2013). 
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Os tipos mais prevalentes de câncer em todo o mundo, em ambos os sexos, 

foram em 2012, o de pulmão; mama e colo-retal com 1.8, 1.7 e 1.4 milhões de novos 

casos diagnosticados. Considerando somente os números de casos relacionados ao 

sexo masculino, o câncer de pulmão se destacou com o diagnóstico de 1.3 milhões 

de novos casos, representando um total de 17% frente a todos os tipos de câncer. 

No sexo feminino, o tipo de câncer mais incidente foi o de mama, com um total de 

1.7 milhões de novos casos diagnosticados, representando um total de 25.2% 

(Globocan, 2013). 

No Brasil, foi esperado para o ano de 2014, o surgimento de 576 mil novos 

casos, dentre os quais os tipos mais incidentes foram os de pele do tipo não 

melanoma, seguido pelos tumores de próstata, mama, cólon, pulmão, estômago e 

colo do útero (Inca, 2014). Excluindo os casos de pele do tipo não melanoma, 

estimam-se 395 mil casos novos de câncer, 204 mil para o sexo masculino e 190 mil 

para sexo feminino. Em homens, os tipos mais incidentes serão os cânceres de 

próstata, pulmão, cólon e reto, estômago e cavidade oral; e, nas mulheres, os de 

mama, cólon e reto, colo do útero, pulmão e glândula tireoide (figura 2), 

corroborando com as estatísticas mundiais (Inca, 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2014 por 

sexo, exceto pele não melanoma. 

 

 O tratamento do câncer se baseia na quimioterapia, no entanto outras 

estratégias como a radioterapia, remoção cirúrgica, terapia hormonal e o tratamento 

com anticorpos têm contribuído para aumentar a sobrevida dos pacientes (Videira, 

Reis e Brito, 2014). A quimioterapia consiste da estratégia mais utilizada e tem por 

objetivo a destruição das células neoplásicas, as quais possuem como característica 

o fato de se dividirem muito mais rápido que a maioria das células normais. Por 

outro lado, a quimioterapia tem como efeitos secundários importantes em células 
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normais de crescimento rápido, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema 

imunológico, causando diarreia, náuseas, vômitos, alopecia e maior susceptibilidade 

às infecções (Brandão et al., 2010). 

Devido à relativa semelhança entre células malignas e normais do corpo de 

rápido crescimento, o grande desafio para o tratamento dos mais diversos tipos de 

cânceres é a descoberta de fármacos capazes de fazer distinção entre essas 

células, atuando apenas nas células tumorais (Almeida et al., 2005). 

 

3.2 Tiossemicarbazonas 

 

3.2.1 Reatividade 

 

 As tiossemicarbazonas são um grupo de moléculas pertencentes a classe das 

iminas (-C=N), conhecidas como base de Schiff, bastante importantes na química 

devido a sua versatilidade reacional frente a diversos reagentes. São consideradas 

ligantes orgânicos, uma vez que apresentam em sua estrutura, átomos de nitrogênio 

(N) e enxofre (S) caracterizados por serem doadores de elétrons. A estrutura geral 

dessa classe de compostos está apresentada na figura 3 (Lobana et al., 2009). 

 

 

Figura 3. Representação estrutural geral das tiossemicarbazonas  

 

A obtenção das tiossemicarbazonas (esquema 1) pode ser realizada de 

maneira direta, onde há a condensação da tiossemicarbazida, obtida 

comercialmente, com aldeídos ou cetonas; ou também de maneira indireta, onde 

inicialmente há a prévia preparação da tiossemicarbazida, fazendo-se reagir 

hidrazina (NH2-NH2) com reagentes como isotiocianatos, ácidos 

tiocabamoiltioglicólicos, ditiocarbamatos, seguida de reação com o composto 

carbonilado de interesse (aldeído ou cetona) (Tenório et al., 2005). 
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Esquema 1. Síntese geral de tiossemicarbazonas a partir da tiossemicarbazida (comercial ou 

previamente preparada) e compostos carbonilados. 

 

Uma vez sintetizadas, as tiossemicarbazonas já demonstram grande 

interesse farmacológico. No entanto, outras reações podem ocorrer na estrutura 

geral dessa classe de compostos, gerando novos derivados que possuam outras 

funções químicas e/ou biológicas. 

 

3.2.1.1 Reação de S-alquilação 

 

Devido a possibilidade das tiossemicarbazonas poderem coexistir nas formas 

tautoméricas tiona ou tiol, a forma tiol é bastante interessante nas reações de 

substituição nucleofílica.  

A reação de S-alquilação é observada quando da mistura de 1 equivalente da 

tiossemicarbazona com 1.1 equivalentes de haletos de benzila na presença de 

quantidades catalíticas de trietilamina (esquema 2). A confirmação do sucesso 

reacional é observada quando do aparecimento do sinal singleto δ 4.29 – 4.49 ppm 

referente aos dois hidrogênios metilênicos (-CH2-) do grupamento benzil introduzido 

(Xie et al., 2014). 

 

Esquema 2. Reação de S-alquilação. 

 

3.2.1.2 Reação de ciclização 

 

A presença do sistema NH-CS-NH- permite a formação de vários núcleos 

heterociclos importantes na síntese de novos protótipos a fármacos.  
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O núcleo da tiazolidin-4-ona pode ser obtido a partir da reação de 1 

equivalente da tiossemicarbazona com 1.1 equivalentes de cloroacetato de etila, na 

presença de 4 equivalentes de acetato de sódio anidro (esquema 3). A formação da 

tiazolidin-4-ona a partir da tiossemicarbazona ainda permite a realização da reação 

de adição do tipo Michael na posição 5 do núcleo da tiazolidin-ona (esquema 3) 

(Aquino et al., 2011). 

A caracterização desses compostos pode ser efetuada através da análise da 

espectroscopia de absorção no infravermelho, onde é possível observar um 

estiramento característico da carbonila (-C=O) na posição 4 do núcleo formado. 

Além disso, após a reação de adição com ésteres cianocinâmicos, a caracterização 

pode ser realizada utilizando a técnica do RMN 1H onde aparece um sinal singleto 

referente a ligação –CH= formada (Aquino et al., 2011). 

 

 

 

 

 

 

Esquema 3. Formação do núcleo da tiazolidin-4-ona a partir da tiossemicarbazona e reação de 

adição de Michael no núcleo formado. 

 

 A formação da tiazolidin-4-ona, a partir de tiossemicarbazonas, ainda pode 

ser realizada já funcionalizando com um grupamento ácido carboxílico. Isto é 

possível quando se reage tiossemicarbazonas obtidas com anidrido maleico na 

proporção de 1: 1.1 equivalentes, na presença de tolueno anidro, em um sistema 

acoplado ao Dean-Stark (esquema 4).  

 A reação tem um rendimento médio de 50% e pode ser caracterizada 

inicialmente pela espectroscopia de absorção do infravermelho através das bandas 

de absorção do OH da função ácido carboxílico e também do estiramento referente 

a carbonila (Verçoza et al., 2009).  

 

Esquema 4. Formação da tiazolidin-4-ona funcionalizada com grupo ácido carboxílico. 
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A funcionalização do núcleo da 4-tiazolidinona a partir de tiossemicarbazonas 

pode ser realizada utilizando-se dietil-acetileno-dicarboxilato, em metanol sob refluxo 

por 1 hora. A reação tem um rendimento médio de 70-76% (esquema 5) 

(Benmohammed et al., 2014).  

A caracterização desses compostos é realizada através da análise de IR onde 

é possível observar as carbonilas da amida cíclica e do éster formados. Além disso, 

na espectroscopia de RMN 1H é evidenciada a presença de um singleto referente ao 

hidrogênio do metino formado na posição 5 do heterociclo da tiazolidin-4-ona. Os 

hidrogênios do CH2 e CH3 da função éster formada apresentam-se com quartetos e 

tripletos, respectivamente no RMN 1H (Benmohammed et al., 2014).  

A dupla ligação exocíclica originada no heterociclo da 4-tiazolidinona permite 

a formação de dois isômeros geométricos E e Z.  No entanto, no espectro de RMN 

1H só é possível observar apenas um sinal singleto referente apenas a uma forma 

isomérica. Os estudos de cristalografia de raio-X comprovam a preferência pela 

configuração Z desses derivados, provavelmente devido ao efeito estérico do 

grupamento éster (Benmohammed et al., 2014). 

 

Esquema 5. Obtenção da 4-tiazolidinona a partir de dietil-acetileno-dicarboxilato e 

tiossemicarbazonas 

 

Outro núcleo heterociclo possível de ser sintetizado, a partir de 

tiossemicarbazonas, é o tiazol. Esta reação acontece quando 1 equivalente da 

tiossemicarbazona reage com 1.1 equivalentes de 2-bromoacetofenonas 

substituídas, na presença de 1.1 equivalentes de carbonato de cálcio em álcool 

apropriado. A metodologia empregada na obtenção desses heterociclos a partir de 

tiossemicarbazonas é relatada fazendo uso do aparelho de ultrassom (esquema 6) 

(Cardoso et al., 2014). 

A caracterização dos compostos contendo o núcleo do tiazol pode ser feita 

através da espectroscopia de absorção no infravermelho, onde não é possível mais 

observar o estiramento relativo a tiocarbonila (C=S) presente na tiossemicarbazona. 
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Além disso, através da análise do RMN 13C pode-se evidenciar um sinal em 

aproximadamente δ 106 ppm relativo ao carbono ligado ao enxofre do anel tiazólico 

formado (Cardoso et al., 2014). 

 

 

Esquema 6. Obtenção do heterociclo tiazol a partir de tiossemicarbazonas 

 

3.2.1.3 Reação com metais: formação de complexos metálicos 

 

A química de compostos bioorganometálicos tem grande importância na área 

médica e farmacêutica, despertando maior interesse na descoberta de fármacos que 

atuem no câncer e em doenças parasitárias, como a malária (Gasser e Metzler-

Nolte, 2012). 

As tiossemicarbazonas são consideradas ótimos ligantes podendo se 

complexar com alguns metais de transição através de vários modos (Lobana et al., 

2009). Dentre os principais metais, pode-se destacar o gálio (III) (Kumar et al., 

2014), cobre (II), níquel (II), paládio (II) (Jagadeesh et al., 2014), rutênio (II) (Yildirim 

et al., 2014), platina (II) (Matesanz, Leitão e Souza, 2013), zinco (II) (Shao et al., 

2014) e cobalto (II) (Babahan et al., 2014).  

Esses complexos metálicos, podem ser obtidos a partir da reação de 1 

equivalente da tiossemicarbazona com 1 equivalente do sal que contém o metal, na 

presença do álcool de escolha sob refluxo, por um período de 3 horas (Pandiarajan 

et al., 2013). Abaixo está descrita a síntese de um complexo metálico com platina 

(esquema 7). 
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Esquema 7. Síntese de complexos metálicos (platina) a partir de tiossemicarbazonas e sua estrutura 

molecular. 

 

3.2.2 Importância biológica 

 

As tiossemicarbazonas representam grande importância biológica devido ao 

seu amplo espectro de atividades farmacológicas atribuídas a essa classe de 

compostos, dentre as quais se podem destacar antimalárica (Marella et al., 2014; 

Kumar et al, 2014), antimicrobiana (Yildirim et al., 2014; Farag, 2014), leishmanicida 

(Britta et al., 2014), anti-T. cruzi (Moreno-Rodríguez et al., 2014; Cardoso et al., 

2014); anti-inflamatória (Helal et al., 2013; Muthukumar, George e Vaidhyalingam, 

2008) e antitumoral (Tasdemir et al., 2014; Gutierrez, Richardson e Jansson, 2014; 

Lukmantara et al., 2014). 

 

3.2.2.1 Atividade antitumoral 

 

O envolvimento das tiossemicarbazonas com o câncer é extremamente 

relevante, devido ao fato que muitos compostos desta classe de moléculas detêm a 

atividade biológica, como apresentado anteriormente. 

A atividade, frente a células tumorais, apresentada pelas tiossemicarbazonas 

está associada ao fato de esta classe de compostos se envolver na inibição de 
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alguns pontos chaves importantes na busca de novos fármacos para o tratamento 

do câncer, sendo eles a ribonucleotídeo redutase e a topoisomerase II (Tasdemir et 

al., 2014). 

O ferro pode ser encontrado sob duas formas, férrica (Fe3+) e ferrosa (Fe2+). A 

capacidade de o ferro ser convertido em uma dessas duas formas de oxidação quer 

seja pelo recebimento ou doação de um elétron, é um importante fator que 

desempenha um amplo espectro de atividades biológicas (Fairweather-Tait, 2004). 

O ferro é um importante mineral, sendo considerado como adjuvante na 

proliferação celular devido ao seu envolvimento em processos como metabolismo, 

respiração, síntese de DNA e eritropoiese. As lipoxigenases (LOX), as 

cicloxigenases (COX) e a ribonucleotídeo redutase (RR) são exemplos importantes 

de proteínas dependente de ferro para sua ação (Richardson et al., 2002; 

Fairweather-Tait, 2004). 

As células neoplásicas possuem uma taxa de proliferação e síntese de DNA 

aumentadas quando em comparação as células normais, resultando em uma alta da 

atividade da ribonucleotídeo redutase dependente de ferro (Elford et al., 1970). A 

enzima, em mamíferos, consiste de duas subunidades chamadas de R1 e R2, sendo 

a subunidade R1 o sítio ativo da ribonucleotídeo redutase (Kolberg et al., 2004). 

O mecanismo de funcionamento da enzima consiste inicialmente na ativação 

da subunidade R1 através da geração de radicais nos resíduos de tirosina da 

subunidade R2. Estes radicais são então transferidos aos resíduos de cisteína no 

sítio ativo da subunidade R1. A importância do ferro neste processo está na geração 

dos radicais tirosil na subunidade R2 através de reações com o oxigênio molecular 

(Kolberg et al., 2004). Uma vez estes radicais formados, o ferro também está 

envolvido na transferência da cadeia formada entre as subunidades R1 e R2 (Levy et 

al., 1995). 

As tiossemicarbazonas são capazes de inibir a incorporação da timidina 

tritiada (3H-timidina) ao DNA, provavelmente devido a ação das tiossemicarbazonas 

frente à ribonucleotídeo redutase (Sartorelli, Agrawal e Moore, 1971).  

Algumas tiossemicarbazonas são relatadas por possuírem atividade frente à 

essa enzima, tais como a 1-formilisoquinolina tiossemicarbazona, 2-formilpiridina 

tiossemicarbazona e 3-aminopiridina-2-carboxaldeído tiossemicarbazona (Triapina®) 

(figura 4). Essa inibição pode se dar de maneira direta, através da ligação da 
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tiossemicarbazona com o ferro no sítio ativo, essencial ao funcionamento enzimático 

ou devido ao complexo tiossemicarbazona-ferro formado resultar na destruição dos 

radicais tirosila (Sartorelli, Agrawal e Moore, 1971; Thelander e Graslund, 1983). 

Dentre as tiossemicarbazonas citadas, a Triapina se destaca por se encontrar 

em estudos avançados de fase clínica II e por apresentar atividade confirmada em 

uma grande variedade de modelos tumorais (Ocean et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estruturas das principais representantes da classe das tiossemicarbazonas cujo alvo 

biológico é a inibição da ribonucleotídeo redutase (RR). 

 

 As DNA topoisomerases são enzimas essenciais para as células, visto que 

elas modulam a topologia do DNA, durante os processos de transcrição, replicação 

ou recombinação (Liu e Wang, 1987). 

 A topoisomerase II tem sido reconhecida como um importante alvo para a 

descoberta de novos fármacos antitumorais que consigam causar a inibição 

enzimática com menos efeitos adversos (Nitiss, 2009). Alguns fármacos 

antitumorais, já utilizados na clínica, possuem como alvo biológico a topoisomerase 

II, tais como a doxorrubicina e daunorrubicina (da classe das antraciclinas), o 

etoposídeo e o teniposídeo (da classe das epipodofilotoxinas) e a amsacrina (da 

classe das acridinas) (Zunino e Capranico, 1990).  

 As tiossemicarbazonas também têm se destacado frente à topoisomerase II 

sendo capazes de causar a inibição do efeito catalítico desta enzima (Yalowich et al, 

2012). A provável interferência das tiossemicarbazonas na inibição da 

topoisomerase II se dá pela estabilização dos complexos cliváveis formados pela 

ação da enzima e o DNA que leva a apoptose celular. Essa estabilização, por parte 

das tiossemicarbazonas, se dá devido a uma alquilação dos resíduos tiol no 

complexo topo II-DNA (Chen et al., 2004).  
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 Algumas indenoindolonas-tiossemicarbazonas foram sintetizadas e avaliadas 

o seu potencial na inibição da topoisomerase II (figura 5). Foi verificado que dois 

derivados dessa série foram ativos na inibição dessa enzima, mas sem haver a 

intercalação com o DNA com atividade comparada a do etoposídeo. Adicionalmente, 

não foi verificada nenhuma atividade sobre a topoisomerase I, o que implica em uma 

especificidade de ação desses compostos (Kashyap et al., 2013). 

 

 

 

  

 

 

Figura 5. Estruturas de derivados indenoindolona-tiossemicarbazonas potenciais inibidores da 

topoisomerase II. 

 

3.2.2.2 Atividade anti-inflamatória 

 

Poucos estudos acerca da atividade anti-inflamatória relacionadas as 

tiossemicarbazonas tem sido relatado, o que desperta ainda mais o interesse na 

investigação do potencial biológico dessa classe de moléculas. 

Uma série de novas 1-(1-metil)-5-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)-4-(piridin-2-il)-

tiosemicarbazonas foram sintetizadas e avaliadas quanto ao seu potencial anti-

inflamatório e analgésico (Muthukumar, George e Vaidhyalingam, 2008).  

A atividade anti-inflamatória desses novos compostos se deu através do 

ensaio do edema de pata induzido por carragenina, onde todos os compostos 

testados foram administrados em dose única de 100 mg/Kg e o controle positivo 

utilizado no experimento foi o diclofenaco de sódio na dose de 45 mg/Kg, ambos 

administrados oralmente. A mensuração da inibição do volume da pata foi realizada 

utilizando o aparelho de hidropletismômetro. Os resultados mostraram que dos dez 

compostos avaliados, três demonstraram bons valores na inibição do edema da 

pata. O melhor composto (figura 6) apresentou 44% na inibição do edema quando 

comparado ao diclofenaco de sódio que foi capaz de inibir em 64% o edema 

(Muthukumar, George e Vaidhyalingam, 2008). 
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Em relação à atividade analgésica dessa série de compostos, foi utilizado o 

teste de contorção induzido por ácido acético. Os compostos avaliados também 

apresentaram resultados relevantes em relação à analgesia, onde o melhor 

composto (figura 6) apresentou um percentual de 53% de proteção contra dor 

quando comparado com o diclofenaco de sódio que apresentou 74% de proteção 

(Muthukumar, George e Vaidhyalingam, 2008).  

A significância dos resultados apresentados por essa série de compostos 

pode ser justificada por uma analogia entre as estruturas dos derivados testados e a 

estrutura da indometacina, um anti-inflamatório não esteroidal (Muthukumar, George 

e Vaidhyalingam, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Estruturas de tiossemicarbazonas com atividades anti-inflamatória e antinociceptiva. 

 

Outros compostos sintetizados a partir das tiossemicarbazonas também 

demonstraram um bom perfil anti-inflamatório. Uma série de novos tiazóis foi 

sintetizada e avaliada quanto ao seu potencial biológico anti-inflamatório utilizando o 

modelo experimental de edema de pata induzido por carragenina. Os compostos 

foram testados na dose de 50 mg/Kg e o controle positivo utilizado no experimento 

foi a indometacina na dose de 10 mg/Kg (Helal et al., 2013). 

Os resultados desse experimento revelaram que os tiazóis são promissores 

para esta atividade anti-inflamatória onde vários compostos apresentaram inibição 

do edema na pata com valores percentuais de 87 e 85%. A tiossemicarbazona 

(figura 7) que deu origem a esses novos derivados também foi testada e, da mesma 

forma, revelou 83% de inibição do edema na pata, quando comparado a 

indometacina que foi capaz de inibir 91% neste mesmo experimento (Helal et al., 

2013).  
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Figura 7. Estrutura da tiossemicarbazona promissora na atividade anti-inflamatória. 

 

3.3 Núcleo Tiofeno – Importância biológica 

 

Vários fármacos já utilizados na clínica possuem em sua estrutura o núcleo do 

tiofeno, o que implica na sua importância como constituinte estrutural de 

medicamentos. Como exemplos, podemos citar o ácido tienílico (diurético), o 

metapirileno (anti-histamínico), o ácido tiaprofênico e o suprofen (anti-inflamatórios 

não esteroidais), o zileuton (anti-asmático) (figura 8) (Gramec, Masic e Dolenc, 

2014). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Fármacos que possuem o núcleo tiofênico. 

 

Outros dois compostos, que possuem esse grupo em sua estrutura, também 

merecem destaque devido ao seu potencial na atividade antitumoral, o OSI-930 e o 

Raltitrexed (Tomudex®).  

O OSI-930 (figura 9) {N-(4-trifluorometoxifenil) 3-[(quinolin-4-il-metil)-amino] 

tiofeno-2-carboxamida} é um análogo antranilamida inibidor de multi-quinases da 

mesma classe do imatinibe e sunitinibe (Garton et al., 2006; Yap et al., 2013). O 

OSI-930 está em testes clínicos de fase I em pacientes como tumores sólidos 

avançados e também é capaz de causar regressão tumoral em uma variedade de 

modelos de xenotransplante humanos, incluindo glioblastoma, carcinoma de células 

escamosas da cabeça e pescoço, carcinoma de pulmão, leucemia de mastócitos, 

câncer gástrico e colo-retal (Garton et al., 2006; Yap et al., 2013). 
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O raltitrexed (figura 9) é um análogo folato quinazolina cujo mecanismo de 

ação desse fármaco é a inibição seletiva da enzima timidilato sintase que leva a 

fragmentação do DNA e posterior morte celular (Jackman et al., 1995).   

O raltitrexed é indicado para o tratamento do câncer colo-retal (CRC) sendo 

também considerado uma alternativa terapêutica promissora quando associado ao 

tratamento com 5-fluorouracil (5-FU) e capecitabina. Isso ocorre devido a uma maior 

aceitabilidade pelos pacientes que apresentam menores complicações clínicas, uma 

vez que a utilização do 5-FU e capecitabina são capazes de causar trombose e 

cadiotoxicidade (capecitabina) ao paciente tratado (Young et al., 1999; Deboever et 

al., 2013; Kelly et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Estruturas químicas dos compostos OSI-930 e Raltitrexed contendo o núcleo do tiofeno. 

 

O ácido tiaprofênico (figura 10) [(R,S)-2-(5-benzoil-2-tienil)ácido propanoico] e 

o suprofen (figura 10)  [(R,S)-2[4-(2-tienilcarbonil)fenil) ácido propanoico] são dois 

fármacos anti-inflamatórios não esteroidais, que contém o núcleo do tiofeno em sua 

estrutura. Ambos os fármacos são indicados para o tratamento da dor 

musculoesquelética, osteoartirte e artrite reumatoide (Crawford, Waller e Wood, 

1997; Hart, Ward e Lifschitz, 1987).  

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Estruturas químicas dos anti-inflamatórios ácido tiaprofênico e suprofen. 
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3.4 O papel da química medicinal da descoberta de novos fármacos 

 

 A química medicinal é uma ciência multidisciplinar que dentre suas inúmeras 

atribuições, engloba o planejamento de novas substâncias bioativas, envolvendo a 

síntese ou a modificação molecular de substâncias; a identificação/elucidação da 

estrutura; a compreensão em nível molecular de processos bioquímicos, 

farmacológicos, toxicológicos, farmacocinéticos, a proposição e validação de 

modelos matemáticos através dos estudos de relações entre a estrutura química e a 

atividade farmacológica (REA) e/ou toxicológica, permitindo então a proposição de 

novas entidades de interesse (Amaral e Montanari, 2002; Barreiro, 2009). 

 O processo de criação de novos fármacos compreende duas fases distintas: 

descoberta, relacionado à pesquisa de base ou etapa pré-clínica e desenvolvimento, 

etapa clínica. A química medicinal tem importante papel no início do processo de 

descoberta de novas entidades químicas com potencial biológico (Guido, 

Andricopulo e Oliva, 2010). 

 Para que uma nova molécula seja proposta com um determinado fim 

biológico, a estrutura tridimensional (3D) do alvo molecular não necessariamente 

precisa ser conhecida. No entanto, este fato determinará a priorização das 

estratégias de planejamento (Andricopulo, Salum e Abraham, 2009), pois o 

conhecimento da estrutura do ligante, bem como do provável receptor no qual este 

se ligará é de fundamental importância para se obter sucesso no planejamento de 

novos fármacos (Montanari, 2011). 

 A associação de métodos experimentais e computacionais tem representado 

uma grande importância na identificação e no desenvolvimento de novas moléculas 

potencialmente bioativas. Nesse contexto, as estratégias de SBDD (structure-based 

drug design) e LBDD (ligand-based drug design) ganham destaque. Os métodos de 

SBDD se baseiam no conhecimento do arranjo topológico de alvos biológicos, logo 

utilizam como pré-requisito dados 3D detalhados. Por outro lado, quando a estrutura 

do alvo biológico não é conhecida, podem ser utilizados métodos de planejamento 

de fármacos baseado na estrutura do ligante (LBDD), levando em consideração 

propriedades e características de séries de ligantes bioativos da macromolécula em 

estudo (Andricopulo, Salum e Abraham, 2009). 
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 O planejamento de fármacos é considerado como uma etapa crucial na 

descoberta de novos compostos bioativos, uma vez que é nessa fase onde será 

desenhada uma nova entidade química, baseada em estudos preliminares, as quais 

poderão originar um fármaco com menor toxicidade, menores efeitos colaterais e 

maior potência. Para tal, diversas estratégias ganham destaque, como por exemplo, 

a hibridação molecular (Lima, 2007). 

A hibridação molecular consiste em uma estratégia de modificação molecular 

baseada no reconhecimento das subunidades farmacofóricas na composição 

estrutural de dois ou mais produtos bioativos. A fusão dessas subunidades conduz a 

concepção de um novo híbrido mantendo as características das moléculas originais 

pré-selecionadas (Addla et al., 2012).  

Samala e col. (2014) avaliaram em seu estudo, a atividade antimicrobiana de 

novos tetrahidrotieno[2,3-c]-piridina-3-carboxamida. O planejamento dessas novas 

moléculas se baseou na estrutura de outras duas moléculas que exibiram bons 

valores de concentração inibitória mínima (CIM), o composto A, CIM: 26.7 µM; e o 

composto SID 92097880, CIM: 9.15 µM. Os melhores compostos híbridos 

apresentaram valores de CIM que variaram entre 9.28 – 11.72 µM evidenciando o 

sucesso da estratégia de modificação molecular (figura 11). 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Estratégia de hibridação molecular na obtenção de novos compostos antimicrobianos. 

 

A isatina (1H-indol-2,3-diona) é um núcleo privilegiado que possui diversas 

atividades biológicas. O sunitinibe (Sutent®), fármaco que possui o núcleo da 

isatina, é indicado para o tratamento do carcinoma renal e tumor gastrintestinal 

(Medvedev et al., 2007). Adicionalmente, as chalconas têm notória significância 

biológica, se destacando na atividade antitumoral e mais especificamente contra 

células cancerígenas da linhagem de mama (Juvale et al., 2012).  

Karthikeyan e col. (2013) realizaram a síntese de híbridos da isatina e 

chalconas com o objetivo de avaliar o perfil de inibição do crescimento celular frente 
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a linhagens tumorais de mama. Foi verificado que o composto que obteve melhores 

valores de GI50 (concentração que inibe 50% do crescimento celular) foi aquele que 

possuía como substituinte a metoxila (3,4-OCH3) (figura 12). Ele apresentou GI50 de 

8.54, 4.76 e 3.59 µM para as linhagens MDA-MB231, MDA-MB468 e MCF7, 

respectivamente, confirmando o êxito da estratégia empregada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Estruturas da isatina (vermelho) ligada a chalcona (azul), à esquerda e do híbrido com 

melhor resposta biológica antitumoral, à direita. 

 

 Diante das evidências que apontam a versatilidade química e biológica das 

tiossemicarbazonas e do anel tiofeno e tendo como base a hibridação molecular 

como princípio no planejamento de fármacos, propomos neste trabalho, a síntese de 

novos híbridos químicos bem como a sua avaliação biológica frente à modelos 

experimentais de câncer e inflamação, com a finalidade de obtenção de moléculas 

promissoras para o tratamento dessas doenças. 
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4 METODOLOGIA  

 

4.1 Metodologia química 

 

4.1.1 Materiais e Equipamentos 

 

 Os reagentes e solventes comuns utilizados para a síntese e análise foram 

hidrazina 80%, 2-tiofeno-carboxaldeído, fenil-isotiocianato, 4-bromo-fenil-

isotiocianato, 4-cloro-fenil-isotiocianato, 4-metóxi-fenil-isotiocianato, 4-metil-fenil-

isotiocianato, 4-etil-fenil-isotiocianato, 2-fenil-etil-isotiocianato, 3-piridil-isotiocianato, 

1-naftil-isotiocianato, alil-isotiocianato, etanol absoluto, diclorometano, 

dimetilsulfóxido (DMSO), acetato de etila, n-hexano e ácido acético. Todos 

fornecidos pela Sigma, Aldrich, Fluka e Merck. 

 Na cromatografia de camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de sílica 

gel F254 da Merck, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 nm). 

Na determinação dos pontos de fusão foi utilizado aparelho em tubo capilar Modelo 

Quimis 340 (Quimis, Brasil). Para caracterização estrutural dos compostos químicos 

foi utilizado: Espectroscopia de Infra-Vermelho (IR), registrados num espectrometro 

Bruker IFS66 (Bruker, Alemanha), utilizando pastilha de KBr; Espectroscopia de 

Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 1H) e de Carbono (RMN 13C) 

realizados em aparelhos Varian UnityPlus 400 MHz (400 MHz para 1H e 100 MHz 

para 13C) ou Bruker AMX-300 MHz (300 MHz para 1H e 75.5 MHz para 13C); 

Espectrometria de massas realizada no aparelho MALDI-TOF Autoflex III (Bruker 

Daltonics, Billerica, MA, USA). 

 

4.1.2 Procedimento Experimental 

 

4.1.2.1 Procedimento geral para a síntese das tiossemicarbazidas 

 

 A uma solução de diferentes isotiocianatos (2) (0,5 mmol), em diclorometano 

como solvente (10 mL), foi adicionado lentamente a hidrazina (1) (1 mmol). A reação 

permaneceu sob agitação magnética, à temperatura ambiente por 2 horas. A maioria 

das tiossemicarbazidas (produto de interesse) precipitaram durante a reação. As 
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reações que não precipitaram, este procedimento foi realizado após adição de n-

hexano. O precipitado foi então filtrado, lavado com diclorometano e seco em 

dessecador para utilização na etapa posterior (esquema 8). 

 

4.1.2.2 Procedimento geral para a síntese das tiossemicarbazonas 

 

 Por estratégia de hibridação molecular, objetivou-se a união de núcleos 

moleculares já estudados em atividades biológicas diversas, para obtenção de 

novos derivados orgânicos com as porções tiofeno e tiossemicarbazonas, cujas 

modificações moleculares são oriundas dos isotiocianato utilizados nesta síntese. 

 A uma solução de 2-tiofeno-carboxaldeído (4) (0,1 mmol) em etanol absoluto 

(10 mL) foram adicionadas as tiossemicarbazidas substituídas (3), previamente 

sintetizadas (0,1 mmol), e 5-10 gotas de ácido acético glacial. A reação permaneceu 

sob agitação magnética, à temperatura ambiente por 2 horas. O precipitado 

(tiossemicarbazona) foi então filtrado, lavado com etanol e seco em dessecador para 

posterior caracterização estrutural e avaliação biológica (esquema 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 8. Rota sintética para obtenção das tiossemicarbazonas (5-14). Reagentes e condições: (a) 

hidrazina, isotiocianatos substituídos, diclorometano, temperatura ambiente, 120 minutos; (b) 

tiosemicarbazidas substituídas, 2-tiofeno-carboxaldeído, etanol, ácido acético glacial (5-10 gotas), 

temperatura ambiente, 120 minutos. 
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4.2 Metodologia Biológica 

 

4.2.1 Avaliação antiproliferativa in vitro 

 

As linhagens celulares tumorais foram doadas pelo Frederick Cancer 

Research & Development Center, National Cancer Institute (NCI, EUA), enquanto a 

linhagem HaCat foi doada pelo Prof. Dr. Ricardo Della Coletta (FOP/UNICAMP) 

(Tabela 1).  

Todas as linhagens foram mantidas no laboratório de cultura de células em 

frascos de 25 cm3 (Costar/Corning), com 5 mL de meio RPMI 1640 (Gibco) 

suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco) e incubadas a 37° C, em 

atmosfera úmida com 5% de CO2. Foram inoculados 100 µL/compartimento, em 

placas de 96 compartimentos (Nunc®), de cada suspensão celular, na densidade de 

inoculação adequada (4 - 7x104 células/poço), em meio RPMI/5% SFB, acrescido de 

penicilina:estreptomicina (1000 U/mL:1000 µg/mL, 1%).  

Após 24 horas de incubação, a 37° C em atmosfera úmida com 5% de CO2, 

foram adicionados 100 µL/compartimento da amostra a ser testada em quatro 

concentrações distintas (0,25; 2,5; 25 e 250 µg/mL). Para preparação das amostras, 

uma alíquota de 5 mg de cada amostra foi dissolvida em 50 µL de dimetilsulfóxido 

(DMSO). Em seguida, 25 µL dessa solução-mãe foram dispersos em 475 µL de meio 

RPMI/5% SFB, para preparação da solução de trabalho. Esta será então diluída 

sucessivamente, em meio de cultura, para preparação das concentrações finais de 

0,25; 2,5; 25 e 250 µg/mL. A concentração final de DMSO (0,25% na maior 

concentração de amostra) não interfere no crescimento celular. Como controle 

positivo foi utilizado o quimioterápico doxorrubicina, nas concentrações de 0,025; 

0,25; 2,5 e 25 µg/mL. No momento da adição das amostras, foi realizada a fixação 

com ácido tricloroacético (TCA) a 50% da placa controle chamada T0, o que permite 

determinar qual a quantidade de células no momento da adição das amostras. 

Ao final de 48 horas de incubação, as células foram fixadas com 50 

µL/compartimento de TCA a 50% e as placas foram incubadas por 1 hora a 4° C; a 

seguir, as placas foram lavadas quatro vezes consecutivas com água destilada para 

remoção de resíduos de TCA, meio, SFB e metabólitos secundários. Depois de 

secas completamente, à temperatura ambiente, as células foram coradas com 50 
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µL/compartimento de SRB 0,4% (p/v), dissolvido em ácido acético 1%, e mantidas 

por 20 minutos, a temperatura ambiente; em seguida, foram lavadas quatro vezes 

com ácido acético 1% e secas à temperatura ambiente. Finalmente o corante ligado 

às proteínas celulares foi solubilizado com Trizma Base (Sigma®), 10 µM e pH 10,5. 

A leitura espectrofotométrica da absorbância foi realizada em 540nm em leitor de 

microplacas. 

 Com os valores médios de absorbância para cada concentração de cada 

amostra, o crescimento celular, expresso em porcentagem, foi calculado segundo as 

seguintes fórmulas: 

 Se T > T1 → estímulo de crescimento celular 

 Se T1 > T ≥ T0 → atividade citostática: %C = 100 x [(T-T0)/( T1-T0)] 

 Se T< T0 → atividade citocida: %C = 100 x [(T-T0)/ T0] 

Onde: 

 T = média da absorbância da célula tratada – absorbância amostra sem célula 

 T1 = absorbância do branco de células. 

 T0 = absorbância do controle de células na placa T0. 

 Foram gerados gráficos de porcentagem de crescimento em função da 

concentração da amostra testada, para cada uma das linhagens testadas. A 

concentração efetiva denominada GI50 (do inglês growth inhibition, concentração 

necessária para interromper em 50% o crescimento celular), foi calculada por 

regressão não linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin, versão 8.0. 

 

4.2.2 Citometria de Fluxo 

 

4.2.2.1 Medição de externalização de fosfatidilserina 

 

A externalização de fosfatidilserina foi analisada por citometria de fluxo 

utilizando Guava® Nexin Assay Kit (Guava Technologies, Hayward, CA) de acordo 

com as instruções do fabricante. Células da linhagem 786-0 foram inoculadas em 

placa de 12 poços (3 x 104 células/poço) e incubou-se durante 24 horas a 37 °C, 5% 

de CO2. Em seguida, as células foram tratadas com o composto 7 (50 µM) em 

DMSO/meio RPMI durante 18 e 24 horas, colhidas e ressuspensas a uma densidade 

de 1 x 105 células em 100 µL de meio suplementado. Cem microlitros de tampão de 
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ligação contendo anexina-V e 7-AAD foram adicionados às células e incubadas no 

escuro durante 20 minutos à temperatura ambiente. Depois, as células foram 

analisadas por citometria de fluxo (Guava Easycyte Mini - Guava Technologies, 

Hayward, CA). Foram coletados 5.000 eventos, como sugerido pelos protocolos de 

kits Guava Easycyte. O experimento foi realizado em triplicata. Foram realizadas 

análises estatísticas para todos os experimentos e todo as significâncias foram 

mostradas como asteriscos, de acordo com o valor p. 

 

4.2.2.2 Análise do ciclo celular 

 

As análises do ciclo celular foram realizadas com o reagente Guava®Cell 

Cycle (Guava Technologies, Hayward, CA) de acordo com as instruções do 

fabricante. Células da linhagem 786-0 foram inoculadas em placa de 12 poços (3 x 

104 células/poço) e incubou-se durante 24 horas a 37 °C e 5% de CO2. Em seguida, 

as células foram privadas de soro durante 24 horas para a sincronização do ciclo 

celular e, em seguida, tratado com o composto 7 (25 µM) e colchicina (Sigma-

Aldrich, 1,25 nM) em DMSO/meio RPMI, durante 24 horas. Após o tratamento, as 

células foram colhidas e ressuspensas a uma densidade de 1 x 105 células em 100 

µL de PBS. O tampão de ligação contendo iodeto de propídio (PI) foi adicionada às 

células (100 µL) e a suspensão foi incubada no escuro durante 20 minutos à 

temperatura ambiente. Depois, as células foram analisadas por citometria de fluxo 

(Guava Easycyte Mini - Guava Technologies, Hayward, CA). Foram coletados 5.000 

eventos, como sugerido pelos protocolos de kits Guava Easycyte. O experimento foi 

realizado em triplicata. Foram realizadas análises estatísticas para todos os 

experimentos e todo as significâncias foram mostradas como asteriscos, de acordo 

com o valor p. 

 

4.2.3 Animais utilizados nos experimentos 

 

 Todos os animais foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigação 

Biológica-UNICAMP (CEMIB) e mantidos no biotério da Divisão de Farmacologia e 

Toxicologia – CPQBA – UNICAMP em salas com temperatura controlada de 25 ± 2° 

C em ciclo claro/escuro de 12 horas, com acesso livre à água e ração. Os cuidados 
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dos animais bem como os protocolos de pesquisa estão de acordo com os princípios 

e diretrizes adotadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) 

aprovados pelo comitê de ética em pesquisa animal do Instituto de Biologia – 

UNICAMP.  

 

4.2.4 Ensaio de toxicidade aguda oral 

 

O teste de toxicidade aguda oral foi baseado na OECD/OCDE - 425/2008 - 

OECD Guidelines for the Testing of Chemicals Acute Oral Toxicity – Up-and-Down-

Procedure (UDP), com modificações. Grupos de três camundongos Swiss Mus 

musculus fêmeas pesando entre 25-30 gramas (g) foram deixados de jejum por 4 

horas e tratados via oral (v.o.) com o composto 7 nas doses de 600, 400, 200 mg/Kg 

e salina 10 mL/Kg. Os animais foram observados continuamente nas primeiras 4 

horas de avaliação a fim de verificar sinais clínicos de toxicidade e diariamente por 

14 dias. Além disso, também foi acompanhado o peso dos animais nos tempos 0, 7 

e 14 dias.  

Os seguintes parâmetros foram avaliados: efeitos na locomoção, 

comportamento (agitação, atividade reduzida, sonolência), respiração, salivação, 

lacrimejamento, cianose de extremidades, straub, ptosis e mortalidade. Ao final do 

experimento os animais foram pesados, posteriormente submetidos à eutanásia por 

deslocamento cervical e necropsiados permitindo observar macroscopicamente 

algum efeito tóxico nos órgãos dos animais. 

 

4.2.5 Avaliação da atividade antitumoral in vivo através do modelo de Ehrlich 

de pata 

 

As células de tumor de Ehrlich foram mantidas na sua forma ascítica, no 

peritônio dos camundongos (doadores), por passagens semanais de 5x105 

células/animal. Para o experimento, animais doadores foram submetidos a eutanásia 

por deslocamento cervical e o líquido ascítico coletado e submetido à 

processamento (centrifugação por 5 minutos a 2500 rpm e ressuspensão do pellet 

em PBS) para preparo da suspensão celular.  
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Camundongos Balb/c fêmeas pesando entre 25-30 g foram divididos 

aleatoriamente em seis grupos de 8 animais cada e as células foram preparadas na 

densidade 2,5x106 células/30 µL/animal. O volume basal da pata traseira direita dos 

animais foi mensurado em aparelho plestismômetro 7140 Ugo Basile e em seguida 

30 µL da suspensão celular preparada foi inoculada no subcutâneo da mesma pata. 

Após três dia do inóculo das células, deu-se início ao tratamento dos animais com os 

seguintes grupos experimentais: salina 10 mL/Kg; composto 7 30, 100, 300 mg/Kg, 

doxorrubicina (Eurofarma®) 3 mg/Kg e piroxicam 40 mg/Kg. O grupo experimental 

doxorrubicina foi tratado por via intraperitoneal a cada três dias. Os demais grupos 

foram tratados por via oral a cada dois dias. Para acompanhar o crescimento 

tumoral, as patas em que foram inoculadas as células foram analisadas através do 

pletismômetro a cada três dias. Adicionalmente, neste mesmo intervalo de tempo, o 

acompanhamento do peso dos animais também foi realizado.  

Decorrido o tempo experimental, os animais foram submetidos à eutanásia 

por deslocamento cervical e necropsiados permitindo observar macroscopicamente 

algum efeito tóxico nos órgãos. 

 

4.2.6 Avaliação da atividade anti-nociceptiva utilizando o modelo da formalina 

 

Camundongos Swiss Mus musculus machos pesando entre 25-30 g foram 

divididos aleatoriamente em cinco grupos de 6 animais cada. Os animais foram 

deixados de jejum por 4 horas e pré-tratados com as amostras de interesse uma 

hora, salina 10 mL/Kg; composto 7 30, 100, 300 mg/Kg, e meia hora, morfina 5 

mg/Kg, antes do início do experimento, administrados por via oral e intraperitoneal, 

respectivamente. Decorrido esse tempo, uma solução de formalina (formol: solução 

de tampão-fosfato) na concentração de 2,5% foi injetada no espaço subcutâneo da 

pata traseira direita dos camundongos.  

A avaliação da nocicepção foi determinada por um período de 30 minutos, 

sendo divididas em duas fases: uma inicial (5 primeiros minutos) e uma tardia (15-30 

minutos finais) onde foi observado o tempo de lambedura na pata onde foi aplicado 

o estímulo. Ao final do experimento os animais foram submetidos à eutanásia por 

deslocamento cervical e posteriormente descartados. 
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4.2.7 Avaliação da atividade anti-inflamatória 

 

4.2.7.1 Edema de orelha induzido por óleo de cróton 

 

Camundongos Swiss Mus musculus machos pesando entre 25-30 g foram 

divididos aleatoriamente em cinco grupos de 6 animais cada. Os animais foram 

deixados de jejum por 4 horas e pré-tratados com as amostras de interesse: salina 

10 mL/Kg, dexametasona (Sigma®) 25 mg/Kg, composto 7 30, 100 e 300 mg/Kg 

administrados por via oral. Uma hora após o tratamento, 20 µL de óleo de cróton 5% 

diluídos em acetona 70% foram aplicados topicamente na orelha direita dos animais. 

Após 4 horas, os animais foram submetidos à eutanásia por deslocamento cervical, 

fragmentos das orelhas esquerda e direita foram retirados, os resultados avaliados 

pela diferença de peso entre os fragmentos e em seguida descartados. 

 

4.2.7.2 Edema de pata induzido por carragenina 

 

Camundongos Balb/c machos pesando entre 25-30 g foram divididos 

aleatoriamente em cinco grupos de 8 animais cada. Os animais foram deixados de 

jejum por 4 horas e pré-tratados com as amostras de interesse: salina 10 mL/Kg, 

dexametasona (Sigma®) 25 mg/Kg, composto 7 30, 100 e 300 mg/Kg administrados 

por via oral. Uma hora após o tratamento, 30 µL de uma solução de carragenina 3% 

(Sigma-Aldrich®) diluídos em solução de tampão-fosfato foi injetada no subcutâneo 

da pata traseira direita dos animais.  

A medida do edema da pata foi mensurada utilizando o aparelho de 

plestismômetro 7140 Ugo Basile após 1, 2, 4, 6 e 24 horas da administração da 

carragenina. Os resultados foram expressos como a variação do volume da pata 

comparados com o volume basal (%).  

 

4.2.7.3 Edema de pata induzido pelo composto 48/80 

 

Camundongos Balb/c machos pesando entre 25-30 g foram divididos 

aleatoriamente em cinco grupos de 6 animais cada. Os animais foram deixados de 

jejum por 4 horas e pré-tratados com as amostras de interesse uma hora, salina 10 
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mL/Kg; composto 7 30, 100, 300 mg/Kg, e meia hora, ciproeptadina (Periactin®) 4 

mg/Kg, administrados por via oral e intraperitoneal, respectivamente. Decorrido esse 

tempo, 30 µL de composto 48/80 (Sigma®) em solução de tampão-fosfato, 10 

μg/animal foram administrados no subcutâneo da pata traseira direita dos animais.  

A medida do edema da pata foi mensurada utilizando o aparelho de 

plestismômetro 7140 Ugo Basile após 15, 30, 60, 90 e 120 minutos da administração 

do composto 48/80. Os resultados foram expressos como a variação do volume da 

pata comparados com o volume basal (%). 

 

4.2.8 Análise estatística 

 

Os resultados experimentais foram expressos como a média ± erro padrão 

(S.E.) sendo pela análise de variância (ANOVA) one-way e two-way, seguida do 

teste de comparação de média, Turkey e Bonferroni. Valores de p menores do que 

0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significância e representados 

por:  *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001. Os cálculos foram realizados utilizando o 

Software estatístico GraphPad Prism versão 5.0, San Diego Califórnia, EUA.  
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Química 

 

5.1.1 Mecanismos reacionais e caracterização espectroscópica 

 

 A síntese dos compostos de interesse nesse estudo se deu em duas etapas. 

Inicialmente foram obtidas as tiossemicarbazidas em uma reação entre a hidrazina e 

isotiocianatos substituídos. No total, 10 tiossemicarbazidas foram sintetizadas e as 

substituições encontradas são oriundas do isotiocianato de escolha.  

A reação entre a hidrazina e isotiocianatos é possível visto que o par de 

elétrons livres presente no nitrogênio da hidrazina tem um caráter nucleofílico e 

ataca facilmente o carbono parcialmente positivo do isotiocianato (sistema –N=C=S) 

que atua como o eletrófilo na reação. Posteriormente ao ataque nucleofílico, ocorre 

a quebra da ligação pi e os elétrons migram para o nitrogênio devido a sua alta 

eletronegatividade. Em seguida, ocorre um equilíbrio e balanço de cargas, onde o 

nitrogênio com excesso de elétrons desprotona o nitrogênio carregado 

positivamente, reestabelecendo a carga formal zero, a fim de gerar a 

tiossemicarbazida de interesse (Tenório et al., 2005) (esquema 9). 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 9. Mecanismo reacional para a formação das tiossemicarbazidas substituídas 

 

 As tiossemicarbazidas previamente sintetizadas, serviram como 

intermediárias na obtenção das tiossemicarbazonas de interesse nesse trabalho. 

Para tal, também foi utilizado o 2-tiofeno-carboxaldeído que gerou as 10 

tiossemicarbazonas finais. O mecanismo reacional envolvido nesta etapa 

compreendeu inicialmente a protonação do oxigênio do aldeído através do uso do 

ácido acético glacial gerando o íon oxônio. Em seguida, ocorreu o ataque 

nucleofílico do par de elétrons do nitrogênio N1 da tiossemicarbazida ao carbono do 
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aldeído protonado, com posterior quebra da ligação pi e formação da função álcool. 

Posteriormente, ocorre um prototropismo, onde há a transferência do próton do 

nitrogênio para o oxigênio. Isso ocorre com a finalidade de facilitar a desidratação 

seguinte, com a deslocalização do par de elétrons do nitrogênio, e formação final da 

tiossemicarbazona gerando a função imina (Aquino, 2007) (esquema 10). 

 

Esquema 10. Mecanismo reacional para formação das 2-tiofeno-tiossemicarbazonas. 

 

 Uma vez sintetizadas, as tiossemicarbazonas podem assumir duas 

configurações: Z ou E (figura 13). O hidrogênio da ligação azometínica é o que 

determina a preferência por um desses dois diastereoisômeros ou da obteção da 

mistura dos dois isômeros. Nos nossos compostos obtidos, só foi observada uma 

mancha na cromatografia em camada delgada (CCD), sugerindo a formação de 

somente um isômero. Adicionalmente, a espectroscopia de ressonância magnética 

nuclear de hidrogênio (RMN 1H) revelou apenas um sinal referente ao hidrogênio da 

ligação azometínica, evidenciando também a preferência pela formação de apenas 

um dos diastereoisômeros. Alguns estudos de cristalografia de raio-X confirmam a 

preferência da configuração E para as tiossemicarbazonas (Cardoso et al., 2014), a 

partir dos quais podemos sugerir que nossos compostos também foram obtidos 

nessa configuração. 
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Figura 13. Exemplificação das possíveis configurações de obtenção das tiossemicarbazonas 

evidenciando a posição do hidrogênio azometínico. 

 

 Em relação à caracterização estrutural dos novos compostos obtidos, esta se 

deu através de análises espectroscópicas e espectrométricas. A espectroscopia de 

absorção do infravermelho revelou bandas e estiramentos característicos relativos 

às tiossemicarbazonas. Já a espectroscopia de ressonância magnética nuclear 

elucidou todos os hidrogênios e carbonos da estrutura dos nossos compostos. A 

espectrometria de massas serviu como ferramenta na caracterização da massa 

molecular dos compostos obtidos. Para uma melhor análise, escolhemos o 

composto JF-6 para comentar sobre a sua caracterização. 

 Na análise do infravermelho do derivado JF-6 foi possível observar a banda 

de absorção em 3143 e 3296 cm-1 atribuídas aos grupos NH presentes na estrurura 

dos nossos compostos. Além disso, um estiramento bastante intenso em 1547 cm-1 

foi evidenciado e atribuído à ligação C=N. Por fim, outro estiramento característico 

nas tiossemicarbazonas é o referente a ligação C=S, que no derivado JF-6 apareceu 

em 1521 cm-1. Em todos os espectros de infravermelho analisados foi verificada a 

ausência de bandas na faixa de 2500-2700 cm-1, o que evidencia que nossos 

compostos foram obtidos na forma tautomérica tiona  (Sarma e Bailar, 1955). Na 

figura 14 podemos observar a ilustração do espectro de infravermelho para o 

composto JF-6 e as principais bandas e estiramentos característicos descritos. 
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Figura 14. Espectro de infravermelho do derivado tiossemicarbazônico JF-6. 

  

A caracterização dos hidrogênios da molécula se deu através da análise 

espectroscópica de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (RMN 1H). Foi 

possível observar diversos sinais relativos aos diferentes tipos de hidrogênios 

presentes no composto JF-6 (figura 15).  

Figura 15. Espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio do composto JF-6 
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Na região de campo baixo (hidrogênios blindados), identificamos dois sinais 

referentes aos hidrogênios CH2 e CH3 do grupamento etila que se encontra para 

substituído no anel fenil. Eles se apresentaram com tripleto (CH3) δ 1.19 ppm e 

quarteto (CH2) δ 2.60 ppm (figura 16). Na região de campo alto (hidrogênios 

desblindados) foi possível caracterizar os demais hidrogênios presentes no nosso 

composto. Os simpletos encontrados em δ 8.33, 9.70 e 11.76 ppm correspondem 

aos hidrogênios: CH azometínicos, NH aromático e NH hidrazínico, respectivamente 

(Aquino, 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além disso, também foi possível identificar os hidrogênios do anel fenil. Todos 

eles se apresentaram no espectro como dois dupletos cada um integrando para dois 

hidrogênios, devido à uma substituição em para no anel fenil, que garante uma 

simetria entre os hidrogênios presentes nesse anel. Os deslocamentos químicos 

encontrados foram δ 7.18 ppm referente aos dois hidrogênios mais próximos do 

nitrogênio, e δ 7.45 ppm referente aos dois hidrogênios mais próximos do grupo etila 

(figura 17). 

Figura 16. Ampliação do espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio do 
composto JF-6 evidenciando os hidrogênios do grupamento etila. 
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Os três hidrogênios presentes no anel tiofeno também foram identificados. 

Eles se apresentaram como dois dupletos e um duplo dupleto. O hidrogênio central 

mostrou dois acoplamentos (duplo dupleto) sendo este com deslocamento em δ 7.13 

ppm. Os demais hidrogênios (dupletos) foram identificados em δ 7.53 e 7.68 ppm, 

sendo este último o hidrogênio mais próximo do átomo de enxofre (figura 17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com o intuito de confirmar os acoplamentos entre os hidrogênios presentes 

nesta estrutura, foi utilizada a técnica de COSY (homonuclear COrrelation 

SpectroscopY) onde é possível estabelecer as correlações entre os hidrogênios que 

estão acoplados por 2-3J H,H (Kaiser, 2000).  

Dessa maneira, foi verificado que os hidrogênios da etila (CH2 e CH3) de fato 

estavam acoplando entre si, devido a presença de uma correlação mútua entre os 

sinais referentes à esses hidrogênios (figura 18). Com relação aos hidrogênios do 

anel tiofeno, foi possível verificar que o sinal em δ 7.13 ppm possuía duas 

correlações com os hidrogênios em δ 7.53 e 7.68 ppm. Da mesma forma, os 

Figura 17. Ampliação do espectro de ressonância magnética nuclear de hidrogênio do 
composto JF-6 evidenciando os hidrogênios do anel fenil e tiofeno. 
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hidrogênios em δ 7.53 e 7.68 ppm possuía cada um uma correlação com o 

hidrogênio em δ 7.13 ppm, confirmando o acoplamento entre esses hidrogênios do 

anel tiofeno (figura 18). Para os hidrogênios do anel fenil, também foi visto que havia 

uma correlação mútua entre os hidrogênios em δ 7.18 e 7.45 ppm, corroborando 

com o que foi verificado do espectro de RMN 1H (figura 18). 

Os demais hidrogênios, por se apresentarem como simpletos, eles não 

possuem acoplamento nem correlações no COSY, por isso não foram evidenciados 

nesta análise. 
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Figura 18. Espectro de COSY e sua ampliação para 

o composto JF-6 mostrando as correlações entre 

hidrogênios. 
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 A análise para confirmação da quantidade e tipos de carbonos presentes na 

estrutura do composto JF-6 foi realizada utilizando a análise espectroscópica de 

ressonância magnética nuclear de carbono treze (RMN 13C) e DEPT. 

 O espectro de RMN 13C revelou doze diferentes tipos de carbonos presentes 

no derivado tiossemicarbazônico, sendo que destes, dois foram encontrados abaixo 

da escala de 100 ppm e os demais, acima desta mesma escala. Os sinais em δ 

15.66 e 27.70 ppm, correspondem aos carbonos CH3 e CH2, respectivamente, 

encontrados na etila que está substituída no anel fenil. Estes dois sinais também 

foram confirmados através do DEPT.  

 Dos dez sinais restantes, quatro são pertencentes à carbonos quaternários (δ 

136.56, 138.39, 140.76 e 175.53 ppm) e seis à carbonos da ligação CH (δ 125.39, 

127.35, 127.94, 129.14, 130.83 e 137.88 ppm), todos também confirmados através 

do DEPT (figura 19).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 19. Espectro de ressonância magnética nuclear de carbono treze (RMN 13C) do composto JF-

6. 
 

Além disso, também foi possível evidenciar sinais químicos referentes ao 

carbono da tiocarbonila (C=S) δ 175.53 ppm e ao carbono azometínico (CH=N) δ 

137.88 ppm, característicos da formação da tiossemicarbazona. 

 Para uma melhor elucidação da estrutura da molécula, também foi utilizada a 

técnica espectroscópica de HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence 



62 

 

 

 

Spectroscopy). Com este experimento foi possível identificar qual carbono está 

ligado ao seu respectivo hidrogênios, caso já tenham sido identificados todos os 

hidrogênios do espectro de RMN 1H, ou vice e versa, pois a técnica depende dos 

acoplamentos 1JC,H (Kaiser, 2000). 

 Como já havia sido elucidado em análises anteriores como RMN 1H e 13C, os 

carbonos e hidrogênios da etila confirmaram as ligações dos seus hidrogênios aos 

seus respectivos carbonos. Sendo assim, o carbono δ 15.66 ppm está ligado ao 

hidrogênio em δ 1.19 ppm, da mesma forma que o carbono δ 27.70 ppm está ligado 

ao hidrogênio δ 2.60 ppm (figura 20). 

 Com relação ao anel fenil, também foi possível identificar qual carbono se 

encontrava ligado ao hidrogênio caracterizado pelo RMN 1H. Dessa maneira, o 

carbono encontrado em δ 125.39 ppm se encontra ligado ao hidrogênio em δ 7.45 

ppm (hidrogênio que está mais próximo do nitrogênio N4), já o carbono que exibiu 

um sinal em δ 127.35 ppm se encontra ligado ao hidrogênio em δ 7.18 ppm 

(hidrogênio mais próximo ao grupo etila) (figura 20). 

 O anel tiofeno também teve os seus carbonos da ligação CH elucidados. Os 

carbonos em δ 127.94, 129.14 e 130.83 ppm se encontram diretamente ligados aos 

hidrogênios em δ 7.13, 7.68 e 7.53 ppm, respectivamente. A confirmação do 

carbono azometínico se deu através desta técnica espectroscópica, onde foi 

possível verificar a correlação existente entre o carbono em δ 137.88 ppm e o 

hidrogênio em δ 8.33 ppm, concluindo as ligações entre carbonos e hidrogênios 

(figura 20). 

 Como a análise descrita anteriormente fornece dados relativos ao 

acoplamento 1JC,H, não foi possível evidenciar os carbonos quaternários restantes 

em δ 136.56, 138.39 e 140.76 ppm, os quais são dois do anel fenil e um do anel 

tiofeno. Da mesma forma em que os hidrogênios ligados aos nitrogênios (NH) 

também não apareceram na análise do HSQC. No entanto, tais hidrogênios 

encontram-se devidamente elucidados através da análise de RMN 1H. 
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Figura 20. Espectro de HSQC e sua ampliação para 

o composto JF-6 mostrando as correlações carbono-

hidrogênio 1J. 
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 A espectrometria de massas foi utilizada como ferramenta auxiliar para a 

caracterização dos compostos desta série e para isso foi utilizada a técnica de TOF 

(time of flight), onde as amostras são ionizadas e um detector capta um quantitativo 

desses íons a depender da massa gerada (Silverstein, Webster e Kiemle, 2005).  

 O composto JF-6 teve sua massa molecular teórica calculada no software 

ChemBioDraw Ultra 12.0, onde foi encontrado o valor de 289.070 g/mol. Após 

submeter o derivado JF-6 a esta análise foi encontrado o valor de 290.083 como 

principal pico do espectro de massas, evidenciando a ionização da molécula e 

confirmando a massa molecular do composto (figura 21). 

 

Figura 21. Espectro de massas do composto JF-6 e o pico do íon molecular. 
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5.1.2 Dados espectroscópicos e espectrométricos dos derivados tiofeno-

tiossemicarbazônicos 

 

5.1.2.1 N-fenil-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazinacarbotioamida (JF-1) 

 

 

 

C12H11N3S2. Rendimento: 65%. Faixa de fusão: 158° C. Rf 0,40 (n- hexano/acetato 

de etila, 9:1).  

IR (KBr, cm-1): 1556 (C=S), 1591 (C=N), 3101 (NH), 3285 (NH).  

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 7.14 (t, 1H, J=4 Hz, CH tiofeno), 7.19 (t, 1H, J= 7,6 

Hz, CH fenil), 7.35 (d, 2H, J= 7,6 Hz, CH fenil), 7.54 (d, 1H, J= 3,2 Hz, CH tiofeno), 

7.57 (d, 2H, J= 8 Hz, CH fenil), 7.69 (d, 1H, J= 4,8 Hz, CH tiofeno), 8.35 (s, 1H, 

HC=N), 9.80(s, 1H, NH), 11.82 (s,1H, NH).  

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 125.20, 125.39, 127.95, 128.07, 129.22, 130.94, 

138.02, 138.35, 138.94, 175.51.  

MS [M-H]+: calculado= 261.039; encontrado= 262.056. 

 

5.1.2.2 N-(4-clorofenil)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazinacarbotioamida (JF-2) 

 

 

 

C12H10ClN3S2. Rendimento: 57%. Faixa de fusão: 180° C. Rf 0,40 (n- hexano/acetato 

de etila, 9:1).  

IR (KBr, cm-1): 1556 (C=S), 1591 (C=N), 3100 (NH), 3287 (NH).  

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 7.13 (t, 1H, J= 4,4 Hz, CH tiofeno), 7.40 (d, 2H, J= 

8,4 Hz, CH fenil), 7.53 (d, 1H, J= 3,6 Hz, CH tiofeno), 7.61 (d, 2H, J= 8,8 Hz, CH 
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fenil), 7.69 (d, 1H, J= 5,2 Hz, CH tiofeno), 8.36 (s, 1H, HC=N), 9.88 (s, 1H, NH), 

11.91 (s,1H, NH).  

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 127.17, 127.94, 127.97, 129.20, 129.37, 131.11, 

138.01, 138.26, 138.38, 175.54.  

MS [M-H]+: calculado= 295.000; encontrado= 296.024. 

 

5.1.2.3 N-(4-bromofenil)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazinacarbotioamida (JF-3) 

 

 

 

C12H10BrN3S2. Rendimento: 69%. Faixa de fusão: 192° C. Rf 0,40 (n- hexano/acetato 

de etila, 9:1).  

IR (KBr, cm-1): 1552 (C=S), 1589 (C=N), 3288 (NH).  

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 7.13 (t, 1H, J= 4 Hz, CH tiofeno), 7.52 (d, 2H, J= 8,8 

Hz, CH fenil), 7.53 (d, 1H, J= 4,8 Hz, CH tiofeno), 7.57 (d, 2H, J= 8,8 Hz, CH fenil), 

7.67 (d, 1H, J= 4,4 Hz, CH tiofeno), 8.37 (s, 1H, HC=N), 9.86 (s, 1H, NH), 11.92 

(s,1H, NH).  

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 117.48, 127.46, 127.98, 129.36, 130.88, 131.12, 

138.26, 138.42, 175.45.  

MS [M-H]+: calculado= 338.950; encontrado= 339.978. 

 

5.1.2.4 N-(4-metóxifenil)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazinacarbotioamida (JF-4) 

 

 

 

C13H13N3OS2. Rendimento: 87%. Faixa de fusão: 180° C. Rf 0,68 (n- hexano/acetato 

de etila, 7:3). 

IR (KBr, cm-1): 1521 (C=S), 1547 (C=N), 3129 (NH), 3332 (NH).  



67 

 

 

 

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 3.72 (s, 3H, OCH3), 6.91 (d, 2H, J= 9,2 Hz, CH fenil), 

7.13 (dd, 1H, J1= 4.8 Hz, J2= 5.2 Hz CH tiofeno), 7.39 (d, 2H, J= 9,2 Hz, CH fenil), 

7.51 (d, 1H, J= 3,2 Hz, CH tiofeno), 7.68 (d, 1H, J= 4,8 Hz, CH tiofeno), 8.32 (s, 1H, 

HC=N), 9.67 (s, 1H, NH), 11.72 (s,1H, NH).  

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 55.23, 113.28, 127.27, 127.95, 129.13, 130.80, 

131.86, 137.81, 138.43, 156.90, 175.93.  

MS [M-H]+: calculado= 291.050; encontrado= 292.070. 

 

5.1.2.5 N-(4-tolil)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazinacarbotioamida (JF-5) 

 

 

 

C13H13N3S2. Rendimento: 40%. Faixa de fusão: 140° C. Rf 0,45 (n- hexano/acetato 

de etila, 8:2).  

IR (KBr, cm-1): 1557 (C=S), 1593 (C=N), 3133 (NH), 3297 (NH).  

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 2.50 (s, 3H, CH3), 7.13 (dd, 1H, J1= 4.4 Hz, J2= 4.8, 

CH tiofeno), 7.15 (d, 2H, J= 8 Hz, CH fenil), 7.42 (d, 2H, J= 8.4 Hz, CH fenil), 7.52 (d, 

1H, J= 3,6 Hz, CH tiofeno), 7.69 (d, 1H, J= 4.8 Hz, CH tiofeno), 8.33 (s, 1H, HC=N), 

9.70 (s, 1H, NH), 11.76 (s,1H, NH).  

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 20.54, 125.36, 127.93, 128.52, 129.13, 130.82, 

134.35, 136.38, 137.87, 138.39, 175.57.  

MS [M-H]+: calculado= 275.055; encontrado= 276.089. 

 

5.1.2.6 N-(4-etilfenil)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazinacarbotioamida (JF-6) 

 

 

C14H15N3S2. Rendimento: 55%. Faixa de fusão: 180° C. Rf 0,46 (n- hexano/acetato 

de etila, 7:3). 
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IR (KBr, cm-1): 1521 (C=S), 1547 (C=N), 3143 (NH), 3296 (NH).  

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 1.19 (t, 3H, J= 7.6 Hz, CH3), 2.60 (q, 2H, J= 7.6 Hz, 

CH2), 7.13 (dd, 1H, J1= 4.8 Hz, J2= 5.2, CH tiofeno), 7.18 (d, 2H, J= 8.4 Hz, CH fenil), 

7.45 (d, 2H, J= 8 Hz, CH fenil), 7.53 (d, 1H, J= 4 Hz, CH tiofeno), 7.68 (d, 1H, J= 4.8 

Hz, CH tiofeno), 8.33 (s, 1H, HC=N), 9.70 (s, 1H, NH), 11.76 (s,1H, NH).  

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 15.64, 27.67, 125.40, 127.33, 127.93, 129.15, 

130.83, 136.57, 137.88, 138.39, 140.74, 175.52.  

MS [M-H]+: calculado= 289.070; encontrado= 290.083. 

 

5.1.2.7 N-fenetil-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazinacarbotioamida (JF-7) 

 

 

 

C14H15N3S2. Rendimento: 81%. Faixa de fusão: 146° C. Rf 0,56 (n- hexano/acetato 

de etila, 7:3).  

IR (KBr, cm-1): 1523 (C=S), 1546 (C=N), 3353 (NH).  

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6): 2.90 (t, 2H, J= 8 Hz, CH2), 3.75 (q, 2H, J= 6 Hz, 

CH2), 7.11 (dd, 1H, J1= 4.4 Hz, J2= 4.8 Hz CH tiofeno), 7.20-7.34 (m, 5H, CH fenil), 

7.43 (d, 1H, J= 3.6 Hz, CH tiofeno), 7.66 (d, 1H, J= 5.2 Hz, CH tiofeno), 8.12 (t, 1H, 

J= 6 Hz, NH), 8.24 (s, 1H, HC=N), 11.50 (s,1H, NH).  

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 34.72, 45.03, 126.20, 127.91, 128.47, 128.58, 

128.76, 130.59, 137.33, 138.60, 139.20, 176.55.  

MS [M-H]+: calculado= 289.070; encontrado= 290.098. 

 

5.1.2.8 N-(naftalen-1-il)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazinacarbotioamida (JF-8) 

 

C16H13N3S2. Rendimento: 80%. Faixa de fusão: 203° C. Rf 0,59 (n- hexano/acetato 

de etila, 8:2).  
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IR (KBr, cm-1): 1519 (C=S), 1543 (C=N), 3139 (NH), 3328 (NH).  

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6): 7.14 (dd, 1H, J1= 5.1 Hz, J2= 5.4 Hz, CH tiofeno), 

7.51-7.55 (m, 4H, naftalen-1-il), 7.57 (d, 1H J= 5.4 Hz, CH tiofeno), 7.79 (d, 1H, J= 

5,1 Hz, CH tiofeno), 7.83-7.99 (m, 3H, naftalen-1-il), 8.40 (s, 1H, HC=N), 10.10 (s, 

1H, NH), 11.92 (s,1H, NH).  

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6): 123.54, 125.86, 126.46, 127.25, 128.49, 129.66, 

131.28, 132.56, 135.93, 138.40, 151.59, 167.65, 177.79.  

MS [M-H]+: calculado= 311.055; encontrado= 312.071. 

 

5.1.2.9 N-(piridin-3-il)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazinacarbotioamida (JF-9) 

 

 

 

C11H10N4S2. Rendimento: 79%. Faixa de fusão: 176° C. Rf 0,40 (n- hexano/acetato 

de etila, 7:3).  

IR (KBr, cm-1): 1519 (C=S), 1543 (C=N), 3133 (NH), 3295 (NH).  

RMN 1H (300 MHz, DMSO-d6): 7.14 (dd, 1H, J1= 4.8 Hz, J2= 4.8 Hz, CH tiofeno), 

7.39 (m, 1H, piridin-3-il), 7.54 (d, 1H J= 3.6 Hz, CH tiofeno), 7.71 (d, 1H, J= 5.1 Hz, 

CH tiofeno), 7.97 (m, 1H, piridin-3-il), 8.36 (s, 1H, HC=N), 8.38 (m, 1H, piridin-3-il), 

8.66 (s, 1H, piridin-3-il), 9.97 (s, 1H, NH), 11.97 (s,1H, NH).  

RMN 13C (75 MHz, DMSO-d6): 122.84, 127.95, 129.48, 131.21, 133.33, 135.86, 

138.18, 138.64, 145.99, 147.18, 176.18.  

MS [M-H]+: calculado= 262.034; encontrado= 263.061. 

 

5.1.2.10 N-alil-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazinacarbotioamida (JF-10) 

 

 

C9H11N3S2. Rendimento: 65%. Faixa de fusão: 143° C. Rf 0,50 (n- hexano/acetato de 

etila, 8:2).  
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IR (KBr, cm-1): 1533 (C=S), 1553 (C=N), 3358 (NH).  

RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6):  4.20 (t, 2H, J= 5,6 Hz, alil), 5.09 (d, 1H, J= 10,4 Hz, 

alil), 5.14 (d, 1H, J= 17,2 Hz, alil), 5.95-5.86 (m, 1H, alil), 7.11 (m, 1H, CH tiofeno), 

7.44 (d, 1H, J= 3,6 Hz, CH tiofeno), 7.64 (d, 1H, J= 5,2 Hz, CH tiofeno), 8.23 (m, 1H, 

NH), 8.26 (s, 1H, HC=N), 11.51 (s,1H, NH).  

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): 45.69, 115.55, 127.89, 128.74, 130.55, 134.98, 

137.42, 138.54, 176.80.  

MS [M-H]+: calculado= 225.039; encontrado= 226.070. 

 

5.2 Avaliação biológica 

 

5.2.1 Avaliação in vitro 

 

Neste ensaio biológico, uma das formas de se inferir a porcentagem de 

crescimento é através da leitura espectrofotométrica da absorbância de proteínas 

celulares coradas com Sulforrodamina B (SRB), um corante aniônico de coloração 

rosa brilhante. 

Esse corante é capaz de ligar-se às terminações básicas de aminoácidos 

protéicos de células vivas fixadas com ácido tricloroacético (TCA), sendo um ensaio 

independente do metabolismo celular e permitindo uma quantificação sensível de 

proteínas de modo linear com o número de células da cultura. O ensaio de SRB é 

consideravelmente rápido, simples e apresenta sensibilidade comparável àquelas 

das metodologias fluorescentes e superior aos ensaios que utilizam corantes 

visíveis, mesmo em baixas densidades celulares (1000 a 2500 células por 

compartimento) (Shoemaker, 2006; Skehan et al, 1990). 

A Tabela 1 resume os efeitos antiproliferativos dos novos derivados 2-tiofeno-

tiossemicarbazônicos frente a nove linhagens tumorais e a uma linhagem não 

tumoral, utilizando a doxorrubicina como padrão. Dos dez derivados analisados, 

cinco demonstraram maior potência sobre a inibição do crescimento desses tipos 

celulares representados pelo GI50 (µM). Todos os derivados avaliados apresentam 

em sua estrutura o núcleo tiofênico, sendo as modificações visualizadas na porção 

distal dos compostos.  
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O JF-1 representa o esqueleto base dessa série de derivados, onde na 

porção fenílica não há nenhum tipo de substituição. Esse composto não exerceu 

atividade sobre a maioria das linhagens tumorais. A linhagem de leucemia (K-562) 

foi a única que se mostrou sensível a este derivado apresentando valor de GI50 de 

16.7 µM. Inicialmente, observamos que o derivado JF-3 (figura 22) se destacou 

dentre os demais compostos. Este apresenta como substituição a porção p-bromo-

fenil. Ele se mostrou ativo contra nove das dez linhagens avaliadas, apresentando 

valores de GI50 variando entre 0.74 e 79.4 µM e paralelamente se mostrou inativo 

contra a linhagem K-562 (leucemia) com um valor de GI50 maior que 100 µM (maior 

concentração utilizada na avaliação). Já o seu análogo halogenado, JF-2 (p-cloro-

fenil) se destacou frente às linhagens de glioma (U251), ovário (NCI-ADR/RES), rim 

(786-0) e leucemia (K-562).  

 

Figura 22. Gráfico ilustrando o perfil citostático do composto JF-3 frente às linhagens tumorais. 

 

Os derivados JF-5 e JF-6 possuem grupamentos alquila na substituição 

aromática. No entanto, os resultados apresentados por esses dois compostos não 

podem ser correlacionados. O JF-6 (p-etil-fenil) não demonstrou atividade contra a 

maioria dos tipos celulares, só se destacando frente à linhagem de leucemia (K-

562). Já o JF-5 (p-metil-fenil) se mostrou ativo contra todas as linhagens celulares 

apresentando melhor resultado para a mesma linhagem do seu análogo alquila com 
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valor de GI50 menor que 0,9 µM. Dessa maneira, foi possível notar que o aumento da 

cadeia carbônica linear nesta classe de compostos não é favorável para o 

incremento da atividade biológica. 

A presença de um grupamento espaçador como encontrado no derivado JF-7 

(2-fenil-etil) também não surtiu efeitos positivos na substituição das 

tiossemicarbazonas. Esse derivado apresenta isomeria com o JF-6 (p-etil-fenil) e do 

mesmo modo que este último, também não demonstrou atividade antiproliferativa. 

Todas as linhagens celulares se demonstraram insensíveis frente a esse derivado 

tiossemicarbazônico (GI50 >100 µM). A substituição encontrada no composto JF-4 (p-

metóxi-fenil) por um lado pode ser considerada desfavorável, uma vez que não 

apresentou atividade contra a maioria das linhagens tumorais. No entanto, pode-se 

levar em consideração a seletividade deste composto frente a linhagem de leucemia 

(K-562) o qual apresentou valor de GI50 de 1.7 µM.  

A modificação estrutural apresentada pelo composto JF-10 (alil), certamente 

não favoreceu no aumento da atividade antiproliferativa. A retirada no núcleo fenílico 

e a inserção de uma cadeia alifática insaturada no N4 dessa classe de compostos 

reduziu significativamente a atividade frente às linhagens tumorais utilizadas neste 

experimento. A substituição encontrada no JF-9 melhorou a atividade sobre o painel 

de células tumorais apresentando atividade sobre a inibição do crescimento celular. 

Este possui como diferença estrutural a presença do radical 3-piridinil destacando 

bons resultados sobre as linhagens tumorais 786-0, K-562 (rim e leucemia), GI50 5.6 

e 16.4 µM, respectivamente. A inserção de um substituinte volumoso no esqueleto 

da tiossemicarbazona não favoreceu no aumento da atividade quando comparada 

com o esqueleto base. Este fato pode ser evidenciado com o composto JF-8, que 

possui a substituição 1-naftil, o qual não demonstrou atividade contra a maioria das 

linhagens tumorais sólidas. Por outro lado, similarmente ao JF-4, este apresentou 

seletividade contra a linhagem K-562. 

O único tipo celular não tumoral apresentando no painel de avaliação da 

atividade antiproliferativa foi a HaCaT (queratinócito humano). Esta linhagem foi 

inserida no painel com o objetivo de simular células normais humanas que têm um 

perfil de mitose acelerado característico das células tumorais. Diante disso, 

podemos observar que os compostos JF-1, JF-4, JF-7 e JF-10 apresentaram valores 

de GI50 maiores que a máxima concentração utilizada nesta avaliação. Já os 
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melhores derivados 2-tiofeno-tiossemicarbazônicos, JF-3 e JF-5, revelaram baixos 

valores de GI50 para esta linhagem não tumoral. 

O quimioterápico doxorrubicina foi empregado como controle positivo. Mais do 

que um padrão de comparação, o objetivo principal do uso desse controle foi o de 

verificar se todas as linhagens empregadas mantinham o perfil de resposta ao 

quimioterápico. Isto porque com as sucessivas passagens necessárias para a 

manutenção da cultura de células, existe a possibilidade de mutação da linhagem 

em cultivo, e essa mutação poderia ser detectada pela mudança de resposta frente 

à doxorrubicina. Na figura 23 está evidenciado o gráfico mostrando o perfil citocida 

da doxorrubicina frente às linhagens tumorais. 

 

 

Figura 23. Gráfico ilustrando o perfil citocida do quimioterápico doxorrubicina frente às linhagens 

tumorais. 

 
As tiossemicarbazonas são conhecidas pela sua atividade antiproliferativa, 

onde estudos revelam um perfil citostático frente a linhagem K-562 (leukemia) 

corroborando com os nossos resultados, onde os nossos derivados 2-tiofeno-

tiossemicarbazonas apresentaram baixos valores de GI50 para esta linhagem tumoral 

(Silva et al., 2010). 



74 

 

 

 

As N-acilhidrazonas são compostos análogos das tiossemicarbazonas. Um 

dos pontos comuns entre essas duas classes de compostos é a presença da ligação 

C=N. Estudos recentes evidenciam a importância das N-acilhidrazonas na atividade 

antiproliferativa onde foi observado bons resultados de IC50 para os compostos que 

possuíam a substituição p-metilfenil e p-bromofenil asim como observado com os 

resultados apresentados neste estudo (Amaral et al., 2014). 
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Tabela 1. Atividade antiproliferativa in vitro (GI50 em µM) dos derivados N-substitutídas-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazina carbotioamida (JF1-10).  

Composto U251 
UACC-

62 
MCF-7 

NCI-
ADR/RES 

786-0 
NCI-
H460 

PC-3 HT-29 K-562 HaCat 

JF-1 
 

74.7 >100 94.6 >100 50.4 >100 >100 >100 16.7 >100 

JF-2 
 

8.3 15.8 >100 2.8 7.4 >100 >100 >100 2.0 14.7 

JF-3 
 

4.2 71.1 <0.74 1.7 4.5 4.7 79.4 17.7 >100 0.8 

JF-4 
 

>100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 1.7 >100 

JF-5 
 

12.6 16.8 38.6 4.8 19.5 80.6 29.7 >100 <0.9 17.6 

JF-6 
 

>100 >100 >100 >100 82.6 >100 >100 >100 1.6 17.6 

JF-7 
 

>100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 

JF-8 

 

12.7 >100 >100 6.6 15.2 >100 >100 >100 1.8 82.4 

JF-9 
 

26.0 >100 >100 >100 5.6 45.9 >100 >100 16.4 45.4 

JF-10 
 

 
>100 >100 >100 >100 21.2 >100 >100 >100 6.0 >100 
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O derivado JF-3, N-(4-bromofenil)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-hidrazina-

carbotioamida, demonstrou melhor perfil citostático frente às linhagens tumorais 

avaliadas neste estudo. Desta forma, ele foi conduzido para os estudos in vivo a fim 

de verificar sua atividade em modelos animais. Para tal, é necessária a realização 

prévia da toxicidade aguda para evidenciar uma dose que não seja tóxica para o 

animal. 

 

5.2.2 Toxicidade aguda 

 

No ensaio de toxicidade aguda realizado com o derivado 2-tiofeno-

tiossemicarbazônico (JF-3), foi verificado ausência de sinais de toxicidade em todas 

as doses testadas durante as quatro primeiras horas de avaliação, onde também 

não foi verificada morte de nenhum dos animais. Após 14 dias de experimento, os 

animais foram pesados onde foi observado que nenhum dos grupos experimentais 

exibiu perda de ± 20% do peso corporal. Posteriormente, foi realizada a eutanásia 

dos animais onde foi verificado mudança na coloração dos órgãos no grupo JF-3 

600 mg/Kg adicionado à aderência de órgãos, o que indica toxicidade do composto 

nesta dose (tabela 2).  

Desta maneira, a máxima dose testada foi descartada para o prosseguimento 

dos estudos. As demais doses avaliadas (200 e 400 mg/Kg) demonstraram ausência 

de sinais de toxicidade. Assim, ficou-se estabelecido que a dose segura para a 

realização dos ensaios in vivo foi a de 300 mg/Kg, sendo utilizados valores que 

variaram entre 30 e 300 mg/Kg, sendo os animais tratados por via oral. 

 

Tabela 2. Resultados da toxicidade aguda via oral dose única 

Dose (mg/Kg) Resultados encontrados no estudo 

200 100% taxa de sobrevivência, nenhum efeito tóxico severo* 

400 100% taxa de sobrevivência, nenhum efeito tóxico severo* 

600 100% taxa de sobrevivência, adesão de órgãos 

Os sinais clínicos e as condições associadas com dor, sofrimento e morte iminente, são descritos 

detalhadamente num documento de orientação da OECD. 
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5.2.3 Atividade in vivo – Ehrlich de pata 

 

A avaliação antitumoral in vivo foi realizada utilizando o modelo experimental 

de Ehrlich na pata. A tabela 3 e a figura 24 abaixo representam os dados obtidos 

após 15 dias de experimento.  

O 3º dia de experimento, dia correspondente ao início do tratamento, refere-

se a primeira medição da pata após o inóculo das células de Ehrlich. A partir do 6º 

dia, o grupo JF-3 (30 mg/Kg) já demonstrou diferença significativa frente ao controle 

negativo apresentando uma redução do volume da pata referente ao crescimento 

tumoral de 30% (salina: 86.61 ± 5.77; JF-3 30 mg/Kg: 60.64 ± 4.57), ao passo que os 

controles positivos doxorrubicina e piroxicam apresentaram uma redução de 35.8 e 

34%, respectivamente. 

No 9° dia, todos os grupos experimentais, à exceção do JF-3 100 mg/Kg, 

apresentaram redução significativa do volume da pata, sendo observada reduções 

mais pronunciadas do volume tumoral para os grupos experimentais JF-3 30 mg/Kg 

e piroxicam de 40.2 e 45.3%, respectivamente (salina: 95.51 ± 5.25; JF-3 30 mg/Kg: 

57.13 ± 5.21; piroxicam: 52.28 ± 3.62).  

A partir do 12º dia de experimento, o controle do crescimento tumoral foi 

observado mais pronunciadamente nos grupos doxorrubicina, piroxicam e JF-3 30 

mg/kg. No entanto, todos os grupos apresentaram reduções significativas do volume 

da pata. Os percentuais de redução para todos os grupos experimentais 

(doxorrubicina, piroxicam, JF-3 30, 100 e 300 mg/Kg) foram 68.4; 72.20; 71.1; 39.6 e 

49%, respectivamente.  

Entre 12° ao 15° dia de experimento houve um crescimento da massa tumoral 

em todos em todos os grupos experimentais. Somente o grupo tratado com 

piroxicam na dose de 40 mg/Kg conseguiu controlar esse crescimento apresentando 

uma variação de volume de 36,5% quando comparado ao 12° dia (12° dia: 34.88 ± 

3.13; 15° dia: 47.63 ± 2.97). 
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Tabela 3. Efeito do derivado 2-tiofeno-tiossemicarbazônico (JF-3) na inibição do crescimento 
tumoral no modelo de Ehrlich de pata. 

Dia Variação do volume da pata (%) 

 
Controle Dox 3 mg/Kg 

PIRO 40 
mg/Kg 

 
JF-3 

 30 mg/Kg 
 

JF-3 
100 mg/Kg 

JF-3 
300 mg/Kg 

 
3 

 
40.2 ± 7.0 

 
43.7 ± 4.5 

 
42.2 ± 3.6 

 
26.8 ± 1.8 

 
33.4 ± 2.4 

 
39.4 ± 3.0 

 
6 

 
86.1 ± 5.7 

 
55.6 ± 4.3** 

 
57.2 ± 5.0** 

 
60.6 ± 4.6** 

 
78.1 ± 3.1 

 
75.1 ± 5.4 

 
9 

 
95.5 ± 5.2 

 
69.8 ± 4.9*  

 
52.3 ± 3.6*** 

 
57.1 ± 5.2*** 

 
73.7 ± 4.2 

 
72.8 ± 5.5* 

 
12 

 
125.5 ± 7.5 

 
39.6 ± 3.6*** 

 
34.9 ± 3.1*** 

 
36.3 ± 6.6*** 

 
75.8 ± 4.3*** 

 
64.0 ± 7.9*** 

 
15 

 
166.5 ± 6.0 

 
97.9 ± 12.5*** 

 
47.3 ± 3.0*** 

 
82.0 ± 11.6*** 

 
118.6 ± 9.4*** 

 
106.0 ± 17.5*** 

 
Os dados foram expressos como média ± SE de 6 animais por grupo. Os resultados foram considerados significativos 
quando *p <0.05; **p <0.01 e ***p <0.001, determinados pela análise de variância (ANOVA) seguido pelo pós-teste de 
Bonferroni. 



79 

 

 

 

 

 

 
Figura 24. Atividade do derivado 2-tiofeno-tiossemicarbazônico 
JF-3 no ensaio de tumor de Ehrlich na pata. Os dados foram 
expressos como a média ± SE de 6 animais por grupo. Os 
resultados foram considerados significativos quando *p<0,05; 
**p<0,01 e ***p<0,001, determinados pela análise de variância 
(ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni. 

Figura 25. Acompanhamento da variação do peso corporal dos 
grupos em tratamento durante o experimento do tumor de Ehrlich 
na pata 
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Nesse experimento foram utilizados tratamentos em doses repetidas, então 

foi feito um acompanhamento do peso dos animais a fim de identificar uma possível 

toxicidade do derivado JF-3. Além disso, também foi avaliado sinais de toxicidade 

nos órgãos dos animais sendo estes verificados através de uma análise 

macroscópica e do peso relativo.  

Como pode ser observado na figura 25 acima, os animais tratados 

sucessivamente com o composto JF-3, realizados com todas as doses, 

acompanharam o ganho de peso normal quando comparados com o controle 

negativo. Já os grupos doxorrubicina e piroxicam exibiram perda de peso corporal a 

partir do 6° dia (doxorrubicina) e 9° dia (piroxicam) sendo evidenciados até o término 

do experimento.  

Durante a eutanásia dos animais, foi observado que os grupos tratados com 

os dois controles positivos apresentaram descoloração da mucosa gástrica, o que 

pode justificar em parte a perda de peso desses animais. Além disso, o grupo 

piroxicam apresentou sinais de hepatomegalia e esplenomegalia. 

 Os grupos tratados com o composto JF-3 não apresentaram sinais 

macroscópicos de toxicidade nos órgãos dos animais. Dessa maneira, o tratamento 

com doses repetidas utilizando este composto se mostrou seguro durante este 

experimento. 

O tumor de Ehrlich é um adenocarcinoma mamário e possui como principais 

características um rápido crescimento e comportamento agressivo (Segura, Barbero 

e Marquez, 2000). Trata-se de um modelo xenográfico, onde, após seu implante 

ocorre uma resposta inflamatória local e consequente aumento da permeabilidade 

vascular com formação de edema e migração celular (Fecchio et al., 1990). Até o 3º 

dia após a inoculação das células do tumor de Ehrlich, ocorre um rápido aumento do 

volume da pata, decorrente dessa migração celular inicial. De fato, todos os grupos 

experimentais avaliados nesse estudo, apresentaram aumento significativo do 

volume da pata, com crescimento entre 25-40%. 

 É relatado que no tumor de Ehrlich ocorre um up-regulation de COX-2 em 

células tumorais seguido por um aumento da expressão de NF-kB (Charalambous et 

al., 2003). Dessa maneira, o uso de anti-inflamatórios não-esteroidais (AINE) em 

terapias combinadas para o câncer, promovem a supressão da expressão de NF-kB 

a qual controla a expressão de COX-2, inibindo a proliferação de células tumorais 
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(Takada et al., 2004). Isso corrobora os nossos resultados, onde o piroxicam (AINE) 

exibiu uma melhor resposta na inibição do crescimento tumoral quando comparado 

com o quimioterápico de escolha, a doxorrubicina. 

 Moléculas contendo o núcleo tiofeno são detentoras da atividade antitumoral 

e anti-inflamatória. A respeito desta última, derivados 3-[4-(metilsulfonil)fenil]tiofeno-

2-carbadeído-oximas exibiram uma atividade na inibição da COX-2 (Balsamo et al., 

2003). Este núcleo se encontra no composto JF-3 avaliado neste estudo e pode ser 

considerado como essencial no desenvolvimento da atividade antitumoral e também 

com propriedades anti-inflamatórias. 

 O modelo do tumor de Ehrlich, possui características duais inflamatórias e 

tumorais. Os dados preliminares obtidos através deste estudo comprovam a eficácia 

do JF-3 em modelos experimentais de câncer, sugerindo que além disso, exista uma 

ação anti-inflamatória 

 

5.2.4 Ensaio da formalina 

 

 O ensaio da formalina foi realizado com o objetivo de verificar se o derivado 2-

tiofeno-tiossemicarbazônico possui a capacidade de aumentar o limiar de 

nocicepção, ou seja, avaliar analgesia. Do ensaio, podem-se extrair duas 

informações: uma se o composto é capaz de agir na primeira fase da dor, a 

neurogênica, uma dor mais inicial (0-5 minutos) ou se o composto pode agir atuando 

na segunda fase, a dor inflamatória, mais tardia (5-30 minutos) (Fezai et al., 2013). A 

nocicepção induzida pela formalina prediz se um composto é analgésico ou anti-

inflamatório, onde a dor neurogênica, evidenciada na primeira fase do teste, é 

devido uma ação direta nos nociceptores provocada pela liberação de bradicinina e 

substância P. Já a dor inflamatória, a mais tardia, é provocada pela liberação de 

histamina e prostaglandinas (Pinheiro et al., 2011; Nakamoto et al., 2010). 

Como podemos observar na figura 26, o JF-3 foi capaz de atuar nas duas 

fases da dor. Na primeira fase, a maior dose se mostrou eficaz diminuindo 

significativamente o tempo de lambida em 73,7% (salina: 103.6 ± 11.87; JF-3 300 

mg/Kg: 27.25 ± 10.77) na maior dose testada frente ao veículo. Já na segunda fase, 

o composto demonstrou atividade em todas as doses avaliadas, 30; 100 e 300 

mg/Kg, sendo capaz de reduzir o tempo de lambida em 62.3; 84.30 e 100%, 
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respectivamente, evidenciando um efeito dose-dependente deste composto no 

processo de inibição da algesia inflamatória (salina: 173.5 ± 23.18; JF-3 30 mg/Kg: 

64.25 ± 24.93; JF-3 100 mg/Kg: 27.25 ± 17).  

Esses resultados podem sugerir a ação do derivado tiossemicarbazônico JF-3 

na analgesia e também no controle da dor durante a inflamação aguda. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Efeitos do derivado 2-tiofeno-tiossemicarbazônico JF-3 no ensaio de algesia induzida pela 

formalina. As figuras (A) e (B) representam os efeitos do JF-3 nas fases inicial e tardia da nocicepção 

induzida pela formalina. Os dados foram expressos como a média ± SE de 5 animais por grupo. Os 

resultados foram considerados significativos quando **p<0,01 e ***p<0,001, determinados pela 

análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. 

 

5.2.5 Edema de orelha induzido por óleo de cróton 

 

 Como o derivado JF-3 apresentou atividade na fase inflamatória do ensaio da 

formalina, decidiu-se investigar o potencial anti-inflamatório dessa nova classe de 

compostos. Dessa maneira, foi utilizado inicialmente o modelo experimental do 

edema de orelha induzido por óleo de cróton. A figura 27 abaixo revela os resultados 
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do ensaio utilizado o qual é um ensaio preliminar aos estudos posteriores acerca da 

atividade anti-inflamatória.  

Nenhuma das doses testadas (30, 100 e 300 mg/Kg) foram capazes de 

regredir significativamente o edema causado na orelha do camundongo induzido por 

tal agente flogístico. No entanto, não se pode concluir que o derivado 2-tiofeno-

tiossemicarbazônico não possui atividade anti-inflamatória, visto que o modelo de 

edema de orelha induzido por óleo de cróton conduz a ativação da fosfolipase A2 

(Kondoh, Sato e Kanoh, 1995), podendo este composto atuar na inibição de outros 

mediadores da inflamação.  

 

 

 

Figura 27. Efeitos do derivado 2-tiofeno-tiossemicarbazônico JF-3 no ensaio de edema de orelha 

induzido por óleo de cróton. Os dados foram expressos como a média ± SE de 5 animais por grupo. 

Os resultados foram considerados significativos quando **p<0,01 e determinados pela análise de 

variância (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. 

 

5.2.6 Edema de pata induzido por carragenina 

 

O modelo murino de edema de pata induzido por carragenina, é um ensaio 

que revela a atividade anti-inflamatória de compostos submetidos a triagem 

farmacológica sendo útil para avaliar a contribuição de mediadores envolvidos nas 

alterações celulares durante o processo inflamatório (Mazzon et al., 2011). Ele 

também foi utilizado na avaliação da atividade biológica do derivado 2-tiofeno-

tiossemicarbazônico JF-3.  
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A figura 28 abaixo apresenta os dados obtidos a partir do ensaio empregado, 

onde se podem extrair duas informações: se o composto agiu na primeira fase da 

inflamação 1-6 h, a qual é mediada por bradicinina, serotonina, histamina, 

fosfolipase A2 ou se agiu na segunda fase (pico entre 48-72 h), a qual é mediada por 

citocinas e quimiocinas oriundas do recrutamento das células polimorfonucleadas 

(Posadas et al., 2004; Nunes et al., 2007).  

Foi possível observar no gráfico que o derivado JF-3 regrediu 

significativamente o edema da pata nas primeiras 4 horas de avaliação quando 

comparadas ao controle negativo. O edema foi reduzido em 81.9 e 83.2% nos dois 

primeiros tempos do experimento na maior dose utilizada (salina: 18.85 ± 2.63; 32.86 

± 4.97 e JF-3 300 mg/Kg: 3.41 ± 1.4; 5.53 ± 1.96).  

Adicionalmente, após 4 horas do inóculo da carragenina o derivado foi capaz 

de conter o primeiro pico inflamatório apresentado pelo controle negativo (tampão 

salina 10 mL/Kg), regredindo o edema na pata do camundongo em 60,33% (salina: 

49.99 ± 5.84; JF-3 300 mg/Kg: 19.83 ± 4.4). O controle positivo demonstrou, no 

mesmo tempo, regressão do edema semelhante ao derivado apresentando 50,15% 

de diminuição do processo inflamatório (24.92 ± 4.11).  

Estes resultados iniciais sugerem uma ação inibidora do derivado sintético a 

mediadores iniciais da inflamação. O segundo pico inflamatório (48-72 h) não foi 

evidenciado nesse experimento (grupos controle e grupo teste). No entanto, a 

possibilidade do composto atuar inibindo a migração celular não pode ser 

descartada uma vez que todos os grupos experimentais não exibiram a formação do 

segundo pico.  
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Figura 28. Atividade do derivado 2-tiofeno-tiossemicarbazônico JF-3 no ensaio de edema de pata 

induzido por carragenina. Os dados foram expressos como a média ± SE de 5 animais por grupo. Os 

resultados foram considerados significativos quando *p<0,05 e ***p<0,001, determinados pela análise 

de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni. 

 

5.2.7 Edema de pata induzido pelo composto 48/80 

 

 Devido o derivado JF-3 apresentar resultados significativos nas primeiras 

horas de avaliação no experimento de edema de pata induzido por carragenina, 

decidiu-se investigar se o modo de atuação do composto na inibição da formação do 

edema seria via serotonina/histamina. Para isso, foi-se utilizado o modelo de edema 

de pata induzido pelo composto 48/80.  

 O composto 48/80 é um polímero polibásico produzido pela condensação da 

N-metil-p-metoxifenetilamina com formaldeído. Ela age por induzir a liberação rápida 

de serotonina e principalmente histamina, através da degranulação dos mastócitos 

(Rothschild, 1970; Penissi et al., 2009). 

Foi comprovado, através deste ensaio, uma ação do derivado 2-tiofeno-

tiossemicarbazônico no modelo utilizado (figura 29). O composto JF-3, após 15 

minutos do inóculo do agente flogístico, demonstrou redução significativa do edema 

apresentando valores de 56,53% na dose de 30 mg/Kg (salina: 71.10 ± 6.6 e JF-3 30 

mg/Kg: 30.9 ± 5.75). A redução do edema continuou nos tempos 30, 60 e 90 

minutos, onde a máxima redução foi observada no tempo 90 minutos, 84,21% 

(salina: 20.97 ± 4.15; JF-3 30 mg/Kg: 3.31 ± 1.6). As demais doses do derivado 2-

http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=N-methyl-p-methoxyphenethylamine&action=edit&redlink=1
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tiofeno-tiossemicarbazônico também demonstraram resultados significativos, onde 

nos 15 primeiros minutos de avaliação a dose de 100 mg/Kg apresentou uma 

redução de 48,56% no edema (36.57 ± 5.82), já a dose de 300 mg/Kg, após 60 

minutos, apresentou uma redução de 47,65% (salina: 39.2 ± 4.88; JF-3 300 mg/Kg: 

20.52 ± 2.31), comprovando a eficácia do composto no modelo experimental 

empregado. 

 

Figura 29. Atividade do derivado 2-tiofeno-tiossemicarbazônico JF-3 no ensaio de edema de pata 

induzido pelo composto 48/80. Os dados foram expressos como a média ± SE de 5 animais por 

grupo. Os resultados foram considerados significativos quando *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001, 

determinados pela análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni. 

 

5.2.8 Resultados adicionais 

 Os dados obtidos da avaliação da atividade antitumoral foram compilados em 

um artigo intitulado “Synthesis of thiophene-thiosemicarbazone derivatives and 

evaluation of their in vitro and in vivo antitumor activities” o qual já se encontra 

publicado. Os resultados dessa pesquisa encontram-se apresentados em forma de 

artigo, os quais estão dispostos no Apêndice A.Os dados obtidos da avaliação da 

atividade anti-inflamatória foram compilados em um artigo intitulado “Evaluation of 

anti-inflammatory effect of derivative (E)-N-(4-bromophenyl)-2-(thiophen-2-

ylmethylene)-thiosemicarbazone” o qual se encontra em processo de submissão. Os 

resultados dessa pesquisa encontram-se apresentados em forma de artigo, os quais 

estão dispostos no Apêndice B. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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6 Considerações Finais 

 

6.1 Conclusões 

 

Os compostos da série N-substitutídas-2-(tiofen-2-ilmetileno)-

tiosemicarbazonas (5-14) foram sintetizados com êxito através de uma rota sintética 

que se mostrou adequada e de rápida obtenção dos derivados os quais 

apresentaram rendimentos reacionais satisfatórios. Adicionalmente, todos os 

compostos sintetizados tiveram suas estruturas comprovadas através de técnicas de 

espectroscopia (RMN 1H, RMN 13C, IV, massas) que se mostraram eficientes. Além 

disso, a diastereoisomeria dos derivados da série foi elucidada. 

A avaliação da atividade antiproliferativa revelou a importância de 

substituintes como o p-bromo e p-tolil nesta atividade biológica para as 

tiossemicarbazonas, onde os compostos 7 e 9 foram os que apresentaram menores 

valores de GI50 frente às linhagens tumorais. Além disso, o composto 7 provocou 

exposição de fosfatidilserina na linhagem 786-0, demonstrando um mecanismo de 

morte celular de apoptose, porém sem haver interferência no ciclo celular. A 

avaliação antitumoral in vivo através do modelo de Ehrlich de pata mostrou que o 

composto 7 foi capaz de diminuir o volume da pata causado pelo inóculo das células 

tumorais. 

A atividade antinociceptiva mostrou que o composto 7 atua nas duas fases da 

dor, ressaltando a dor inflamatória. O ensaio de edema de orelha induzido pelo óleo 

de cróton não mostrou resultados significativos, no entanto não foi possível 

descartar que o composto possui a atividade anti-inflamatória pois o modelo induzido 

por esse agente flogístico atua através da via das lipooxigenases.  

No ensaio de edema de pata induzido por carragenina, foi possível observar 

que o composto 7 causou uma diminuição significativa no volume da pata nas duas 

primeiras horas de avaliação do estudo, indicando uma ação sobre os mediadores 

iniciais da inflamação. O ensaio de edema de pata induzido pelo composto 48/80 

confirmou a hipótese, evidenciada no estudo anterior, onde o derivado suprimiu o 

edema na pata dos camundongos sugerindo uma ação sobre a histamina e a 

serotonina durante o processo inflamatório. 
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6.2 Perspectivas 

 

 Realizar o estudo da capacidade do composto 7 em inibir a enzima 

topoisomerase I e II; 

 

 Investigar, através da citometria de fluxo, outras vias me morte celular 

induzida pelo composto 7; 

 

 Realizar o ensaio da peritonite induzida por carragenina em camundongos e 

avaliar os níveis de IL-1β, TNF-α, NO; 

 
 Verificar o potencial inibitório in vitro do composto 7 em inibir a isoforma COX-

2. 
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Artigo publicado na European Journal of Medicinal Chemistry: 

Synthesis of thiophene-thiosemicarbazone derivatives and evaluation of 

their in vitro and in vivo antitumor activities 

 

O objetivo deste artigo foi realizar a síntese, a caracterização estrutural e 

avaliação da atividade antiproliferativa e antitumoral de derivados 2-tiofeno-

tiossemicarbazonas. Na etapa do planejamento estrutural, foram idealizadas 

substâncias híbridas com porções distintas do tiofeno e da tiossemicarbazida, onde 

as diferenças foram oriundas das substituições dos isotiocianatos empregados na 

síntese. A elucidação das estruturas dos compostos obtidos foi realizada utilizando 

técnicas espectroscópicas e espectrométricas convencionais, necessárias para a 

confirmação dos compostos de interesse. Além disso, a espectroscopia de NOESY 

foi empregada para a confirmação do distereoisômero obtido na síntese. 

Inicialmente, nos ensaios biológicos, foi empregado o ensaio da sulforrodamina B 

como método de triagem in vitro e a partir dele, selecionar o composto mais 

promissor da série estudada. De posse dos resultados, foi possível prosseguir os 

ensaios através da utilização da citometria de fluxo com o objetivo de identificar o 

mecanismo de morte celular provocado pelo composto utilizado (apoptose ou 

necrose) e também se a morte celular da linhagem escolhida tinha interferência no 

ciclo celular. Posteriormente, prosseguindo para os ensaios in vivo, foi realizado o 

ensaio de toxicidade aguda para atestar a dose segura na execução dos testes 

utilizando animais. O modelo de Ehrlich de pata foi escolhido como forma de analisar 

a atividade antitumoral do composto escolhido e confirmar a atividade demonstrada 

nos ensaios anteriores. Os resultados deste estudo, confirmam as 

tiossemicarbazonas como uma classe de compostos potencialmente bioativas na 

atividade antitumoral, ressaltando a sua importância na Química Medicinal para o 

desenvolvimento de novos fármacos. 
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Abstract 

 

A series of thiophene-2-thiosemicarbazones derivatives (5-14) was synthesized, characterized 

and evaluated for their antitumor activity. They were tested in vitro against human tumor cell 

lines through the colorimetric method. The results revealed that compounds 7 and 9 were the 

most effective in inhibiting 50% of the cell growth after 48 hours of treatment. As compound 

7 showed a potent antiproliferative profile, it has been chosen for further studies in 786-0 cell 

line by flow cytometry. Treatments with compound 7 (50 µM) induced early 

phosphatidylserine exposure after 18 hours of exposure and this process progressed 

phosphatidylserine exposure with loss of cell membrane integrity after 24 hours of treatment, 

suggesting a time-dependent cell death process. Regarding the cell cycle profile, no changes 

were observed after treatment with compound 7 (25 µM), suggesting a mechanism of cell 

death independent on the cell cycle. The in vivo studies show that compound 7 possess low 

acute toxicity, being the doses of 30-300 mgKg-1 chosen for studies in Ehrlich solid tumor 

model in mice. All doses were able to inhibit tumor development being the lowest one the 

most effective. Our findings highlight thiophene-2-thiosemicarbazones as a promising class of 

compounds for further studies concerning new anticancer therapies.  
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1 Introduction 

 

Cancer is a leading cause of death worldwide, responsible for 8.2 million deaths in 

2012. These numbers can be linked to population growth, the process of industrialization and 

changes in habit life [1-2]. In general, cancer treatment is based on radiotherapy, surgical 

removal, hormone therapy, immunotherapy and chemotherapy, alone or combined, aiming to 

increase the patients survival [3]. 

The design of new compounds prototypes based on medicinal chemistry followed by 

the biological approach has been a good strategy for the discovery of new therapies [4]. 

Molecular hybridization is a strategy for drug design widely used in medicinal chemistry and 

aims at the junction of two chemical moieties into a single compound, targeting an increase in 

biological activity [5]. The presence of heterocyclic systems prototype molecules is of great 

interest in design of the new drugs. Features as small molecular weight, presence of 

heteroatoms and aromatic structures can mimic endogenous substrates, which may lead to the 

development of a biological activity [6]. 

Raltitrexed (Tomudex®) (Figure 1) is a quinazoline folate analogue that has in its 

structure the thiophene heterocycle, which is also found in many promising antitumor 

compounds [6-9]. The mechanism of action of this drug is the selective inhibition of the 

enzyme thymidylate synthase, which leads to DNA fragmentation and subsequent cell death 

[10]. Raltitrexed is indicated for the treatment of colorectal cancer (CRC) been considered a 

promising alternative therapy when combined with 5-fluorouracil (5-FU) and capecitabine 

(Figure 1). This treatment schedule is better acceptance by patients since it results in lower 

clinical complications, such as thrombosis and cardiotoxicity, than the use of 5-FU and 

capecitabine alone [11-13].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Structure of Raltitrexed (1); 5-FU (2) and Capecitabine (3) 
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Recent studies have been aimed to the discovery of new drugs for cancer treatment. 

The thiosemicarbazones comprise a class of molecules known for their diverse biological 

activities such as antimicrobial [14], antitumor [15-17], antileishmanial [18] and 

antiplasmodic [19] properties. Among the thiosemicarbazones, triapine (3-aminopyridine-2-

carboxaldehyde thiosemicarbazone, 3-AP) is the most promising molecule undergoing 

clinical phase II studies [20]. The probable mechanism of action of this drug is the inhibition 

of the enzyme ribonucleotide reductase [21], but there is also evidence of topoisomerase II 

inhibition [22]. 

Thus, this study aimed to describe the production of novel thiophene-2-

thiosemicarbazones through molecular hybridization strategy between the thiophene core of 

raltitrexed and the thiosemicarbazone of triapine properly synthesized and characterized. The 

derivatives were evaluated for their antiproliferative activity in a panel of human tumor cell 

lines. The most promising molecule (compound 7) was chosen for further studies concerning 

cell death and cell cycle profile by flow cytometry, focusing on the human renal 

adenocarcinoma cell line 786-0. Finally, we also describe the in vivo antitumor activity of 7 in 

the murine model of Ehrlich solid tumor in mice. 
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2 Results and Discussion 

 

2.1 Chemistry 

2-thiophene-thiosemicarbazone derivatives (5-14) were prepared in two steps. 

Thiosemicarbazide was obtained via nucleophilic addition reaction between hydrazine and 

substituted isothiocyanates. The synthesized thiosemicarbazides reacted with 2-thiophene-

carboxaldehyde, in presence of a catalytic amount of AcOH, via condensation reaction, 

leading to the formation of compounds of interest [23]. Good reaction yields were observed 

using this methodology (40-87%) (Scheme 1). Some compounds evaluated in this study were 

previously synthesized (compounds 5-8) [24]. However, such compounds have not been 

investigated against its antitumor potential. Thus, both compounds previously synthesized (5-

8) as the novel compounds (9-14) were assessed for their pharmacological potential. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Scheme 1. Synthetic procedures for thiosemicarbazones (5-14).  

Reagents and conditions: (a) hydrazine, substituted isothiocyanates, dichloromethane, r.t., 120 min; (b) 

substituted thiosemicarbazides, 2-thiophene-carboxaldehyde, ethanol, acetic acid (3 drops), r.t., 120 min. 

 

The structures were determined by 1H and 13C NMR, DEPT, IR and high-resolution 

mass. Analyzes of these data were compatible with the proposed compounds. The IR spectra 

showed characteristic stretches of connections C=S, C=N and NH. Additionally, the absence 

of bands between 2700 cm-1 and 2500 cm-1 excluded the possibility of a thione-thiol 

tautomerism (e.g., H-N-C=S, -N=C-SH) [25].  
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As exemplified with the 1H NMR analysis of N-(p-tolyl)-2-(thiophen-2-ylmethylene)-

thiosemicarbazone (9), the singlet peak δ 2.50 corresponded to the para methyl group at 

phenyl ring. The phenyl protons occurred as doublets peak at 7.15 and 7.42 ppm. The protons 

of thiophene group occurred at δ 7.13, 7.52 and 7.69. Singlet peak at δ 8.33 confirms the 

success of the reaction between N-(p-tolyl)- thiosemicarbazone and 2-thiophene-

carboxaldehyde, relative to iminic proton (H-C=N). In addition, signals related to N-H the 

presented chemical shifts δ 9.70 and 11.76 ppm. The IR spectrum showed stretches on the 

C=N and C=S at 1593 and 1557 cm-1, respectively, and the absorption band of N-H at 3297 

cm-1. The predominance of the thione form of the synthesized thiosemicarbazones may be 

observed in the chemical shift of carbon of the thiocarbonyl 13C NMR at δ 175.5. Quaternary 

carbon peaks were confirmed by DEPT experiments to appear at δ 134.3, 136.3, 138.3 and 

175.5. In a manner complementary, HRMS confirmed the identity of all the synthesized 

compounds. 

All target compounds 5-14 could exist in either the E or Z isomeric form due to the 

imino bond (-CH=N-). However, in 1H NMR spectra, the –N=CH- signal was seen as a single 

peak for each compound indicating that only one isomer was generated. The hydrogen 

attached to carbon of imine presented chemical shift in 1H NMR spectra δ 8.24-8.40 for all 

target compounds. X-ray crystallography and NOESY studies confirm the preference of the E 

diastereoisomer [26,27].  

Compound 10 was chosen for elucidation of isomerism of the derivatives obtained in 

this study. Many NOESY signals were observed for this compound. By on side, NOESY 

signals of the studied molecule were employed to assign and corroborate the obtained 

structure. By the other side, portion of the NOESY spectra reveals the interactions between H-

C=N (at 8.33 ppm), N-H (at 9.70 ppm) and H-C=C (at 7.53 ppm) moieties. The close 

proximity between this group of protons suggests (E)-isomer as main product. Additionally, 

no signal relative to (Z)-isomer of the analyzed structure was detected in the NOESY 

spectrum (See supplementary material). 

As reported in the literature, chemical shift values around 11 ppm (9-12 ppm) were 

correlated to the E isomers, whereas higher ppm values were reported for the Z forms (over 12 

ppm) [28]. The most important signal in the process of describing the correct stereoisomer is 

that connected with NH group (CS)NH-proton [29]. The 1H NMR of all synthesized 

compounds shows a singular peak around 11.50-11.97 ppm relative to the NH signal which 

indicates E isomer was generated. 
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2.2 Biological activities 

 

2.2.1 In vitro studies 

The antiproliferative effects of the thiophene-2-thiosemicarbazones derivatives on nine 

human tumor cell lines and one non-tumor cell line are summarized in Table 1, using 

doxorubicin as an positive control. The results were expressed as concentration required to 

inhibit in 50% the cell growth, named as GI50 in µM (Table 1). Moreover, the average activity 

was expressed as mean GI50 that was the arithmetical average of all GI50 values obtained for 

the human tumor cell lines. All ten derivatives evaluated have the thiophene core in their 

structure, with modifications present in the distal portion of the compounds. 

Considering the average activity (mean GI50), three compounds (6, 7 and 9) exhibited 

values lower than 50 µM, while six compounds (5, 8, 10, 12, 13 and 14) showed mean GI50 

between 50 - 100 µM, been 11 inactive (mean GI50 >100 µM). 

Compound 5 represents the basic skeleton of this series of derivatives, with no 

replacements in the phenyl portion. This compound did not exert antiproliferative effect in 

most tumor cell lines evaluated been effective against K562 (leukemia cell line, GI50 = 16.7 

µM) (Table 1). 

The introduction of a halogen into phenyl group (6 and 7, mean GI50 < 50 µM) 

resulted in an important increase in cytostatic activity. The derivative with a p-bromo-phenyl 

moiety (7) stood out among the other compounds, being active against all cell lines excepting 

leukemia (K-562), with GI50 values ranging from 0.74 to 79.4 µM. Besides, the p-

chlorophenyl analogue (6) was active against K-562, NCI-ADR/RES (multiresitant ovarian 

cells), 786-0 (renal cell adenocarcinoma) and U251 (glioma) with GI50 values of 2.0, 2.8, 7.4 

and 8.3 µM, respectively (Table 1).  

Moreover, the results observed for 9 and 10 seems to suggest that the size of the alkyl 

group introduced in the aromatic group affect greatly the cytostatic effective of a thiophene-2-

thiosemicarbazones derivatives. This way, when a C2 chain (p-ethylphenyl, 10) was attached 

to the base molecule, this resulted in lower inhibitory effect than that observed for 5 for 

almost cell lines, while a p-methylphenyl derivative (9) afforded an increment in cytostatic 

activity (Table 1). Also, it was interesting to notice that both 9 (p-methylphenyl) and 10 (p-

ethylphenyl) showed a high selectivity to K-562 (leukemia, GI50 <0.9 and 1.6. µM, 

respectively), suggesting that the presence of an alkyl group introduced in the aromatic group 

affect increase the cytostatic effective against leukemia (Table 1). 
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Besides, when an ethyl group was introduced as a spacer group (compound 11, 2-

phenyl-ethyl derivative, a structural isomer of 10 (p-phenyl-ethyl) even the cytostatic activity 

against leukemia was not observed resulting in an inactive thiosemicarbazone derivative 

(mean GI50 >100 µM). These results suggest that large aliphatic carbon chains do not favor 

the antiproliferative activity. Also, the introduction of a hydroxyalkyl chain in the aromatic 

group (8, p-methoxyphenyl) might be considered unfavorable, since 8 was inactive for most 

of cell lines (mean GI50 < 89 µM) except for leukemia (GI50 = 1.7 µM, Table 1). 

The substitution of phenyl ring for a 1-naphthyl ring (12) or for a 3-pyridyl group (13) 

resulted in an increased antiproliferative effect (mean GI50 > 59.5 and > 65.9 µM, 

respectively) compared to 6 (mean GI50 > 81.8 µM) mainly due the increment on activity 

against U251 (glioma), 786-0 (renal adenocarcinoma) for both 12 and 13 besides against NCI-

ADR/RES (multidrug resistant ovarian adenocarcinoma) and K562 (leukemia) for 12 and 

NCI-H460 (no-small lung adenocarcinoma) for 13. Finally, the structural modification 

presented by compound 14 (allyl), certainly did not favor an increase in the antiproliferative 

activity. Removing the phenyl ring and the insertion of an unsaturated aliphatic chain in this 

class of compounds significantly reduced their activity in the tumor cell lines used in this 

experiment (Table 1). 

The non-tumor cell line HaCaT (immortalized human keratinocyte) was inserted into 

the panel in order to simulate normal human cells since immortalized cells share with tumor 

cells the characteristic of rapid mitosis of tumor cells without the presence of oncogenes. 

Considering the obtained results, the most potent derivatives 2-thiophene-thiosemicarbazones 

6, 7 and 9, also showed cytostatic effect against non-tumor cell line (Table 1). 

The thiosemicarbazones are known for their antiproliferative activity, and our results 

corroborate with previous studies that show a cytostatic profile for the cell line K-562 

(leukemia) [30]. The N-acylhydrazones are analogous of thiosemicarbazone compounds. One 

of the common points between these two classes of compounds is the presence of the C=N 

bond. Recent studies show the importance of N- acylhydrazones for the antiproliferative 

activity against cell lines, as we can observe in our study for the compounds that possess the 

substitution p-methylphenyl and p-bromophenyl [31].  

In summary, it can be suggested that the inclusion of aromatic rings in the structure of 

thiosemicarbazones improves the antiproliferative activity of this class of compounds. 

Furthermore, the presence of halogens directly connected to this core also has a large 

contribution to the increase in this activity. However, the presence of alkyl groups either 
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directly connected to the thiosemicarbazone or attached to an aromatic ring skeleton does not 

appear to increase the effect on cell growth, unless the alkyl moiety is a short chain. With 

these preliminary results, it was possible to assume that these thiosemicarbazones derivatives 

show a remarkable antiproliferative activity. 
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Table 1. In vitro antiproliferative activity (GI50
a in µM) of N-substituted-2-(thiophene-2-ylmethylene)-thiosemicarbazone derivatives 5-14. 

Compound U251 
UACC-

62 
MCF-7 

NCI-

ADR/RES 
786-0 

NCI-

H460 
PC-3 HT-29 K-562 

Mean 

GI50 
HaCat 

5 

 

 

74.7 >100 94.6 >100 50.4 >100 >100 >100 16.7 >81.8 >100 

6 

 

8.3 15.8 >100 2.8 7.4 >100 >100 >100 2.0 >48.4 14.7 

7 

 

4.2 71.1 <0.74 1.7 4.5 4.7 79.4 17.7 >100 >31.5 0.8 

8 

 

>100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 1.7 >89.0 >100 

9 

 

12.6 16.8 38.6 4.8 19.5 80.6 29.7 >100 <0.9 >33.7 17.6 

10 

 

>100 >100 >100 >100 82.6 >100 >100 >100 1.6 >87.1 17.6 

11 

 

>100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 

12 

 

12.7 >100 >100 6.6 15.2 >100 >100 >100 1.8 >59.5 82.4 

13 

 

26 >100 >100 >100 5.6 45.9 >100 >100 16.4 >65.9 45.4 

14 
 

>100 >100 >100 >100 21.2 >100 >100 >100 6.0 >80.8 >100 

 

Dox - <0,046 0,05 <0,046 0,21 <0,046 <0,046 0,13 0,30 <0,046 <0.102 <0,046 

aConcentration that promotes 50% of growth inhibition after 48 hours of treatment. GI50 was determined from nonlinear regression analyses by using ORIGIN 8.0 software 

(OriginLab Corporation). Experiments were conducted in triplicate. Dox: doxorubicine, positive control. 
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In view of the potency of compound 7 towards almost all cell lines (Table 1), this 

compound was selected for further studies against the human kidney tumor cell line 786-0, 

which is an epithelial adenocarcinoma that produces the parathyroid hormone (PTH) like 

peptide as breast and lung tumors [32]. First, the proliferation of 786-0 cells were determined 

after short time exposition (24 h) and a narrow concentration range (25, 50, 100 and 200 µM) 

of compound 7 in order to stablish better experimental condition for flow cytometric 

evaluations (phosphatidylserine exposition and cell cycle). This way, after 24h, the necessary 

concentration to promote total growth inhibition and 50% of cell death were 28 and 91.8 µM, 

respectively, thus an intermediary concentration (50 µM) was selected for further 

experiments. 

One feature of some cell death subroutines, like apoptosis, parthantos and netosis [33], 

is the early exposure of phosphatidylserine (PS) on external cell membrane surface. This PS 

externalization signalizes for recognition and engulfment of dying cells, as viable cell 

membranes exhibits substantial phospholipid asymmetry, with most of the PS residing on the 

inner leaflet of the plasma membrane [34]. For assessment of PS exposure, we used the 

double staining with Annexin V and 7-amino-actinomycin D (7-AAD). Annexin V binds to 

PS translocated to the outer face of the cell membrane during the initial process of cell death 

while 7-AAD binds to the DNA only after loss of cell membrane integrity. This way, cells 

stained only with annexin-V-PE could be considered as in early stage of cell death subroutine. 

After 24h of treatment, compound 7 (50 µM) increased 786-0 cell population with PS 

externalization (21.9 ± 2.4 %) and with PS externalization and loss of cell membrane integrity 

(35.7 ± 2.4%) in comparison to vehicle-treated cells (3.8 ± 0.5% and 3.6 ± 0.8%, respectively; 

p<0.001) (Figure 2). These results are in accordance with the antiproliferative activity assay, 

where after 24 hours of treatment, lethal concentration for 50% of the cells was 91.8 µM, thus 

cell death rate of around 35% of the cells was expected after a treatment with 50 µM of the 

compound. Moreover, the PS externalization induced by compound 7 (50 µM) seemed to be a 

dynamic, time-dependent process such as 18 hours of exposition resulted 15.5 ± 3.5% of 786-

0 cells with PS externalization without damage to cell membrane in comparison to 7.2 ± 1.4% 

of vehicle-treated 786-0 cells with the same markup (p<0.05) (Figure 2).  
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Figure 2. Percentage of 786-0 cells stained with annexin V-PE/7-AAD after 18 and 24h of 

treatment. 

 
Viable (unstained cells - viable cells), early (annexin V-PE +/7-AAD - stain), dead (annexin V-PE -/7-AAD + 

stain) and late (annexin V-PE +/7-AAD + stain). Cells treated for 18 and 24 hours with vehicle (culture medium 

plus DMSO 0.25%) and compound 7 (50 µM). Results represented by mean ± standard error, in percentage of 

cells, from three different experiments. A total of 5000 events were collected per experiment. ANOVA followed 

by Tukey’s Multiple Comparison Test. *p<0.05, ***p<0.001, * statistically different from vehicle. 

 

For flow cytometer cell cycle evaluation, 786-0 cells were treated for 24 hours with a 

lower concentration of 7 (25 µM) in order to minimize a sub-G1 phase arrest. Colchicine 

(1.25 nM) was employed a positive control, as it promotes a cell cycle arrest on G2/M phase. 

The cell cycle distribution of treated 780-6 cells is presented in Table 2.  

As expected, colchicine (1.25 nM) increased the population of 786-0 cells in G2/M 

phase (57.5 ± 3.3%) followed by a decreasing on G1 phase cell population (21.5 ± 2.2%) in 

comparison to vehicle-treated cells (Table 2). At these experimental conditions, no 

interference on cell cycle profile was observed for compound 7 at 25 μM (Table 2).  

 

Table 2. Cell cycle profile of 786-0 cells treated with vehicle (DMSO), colchicine 

(1.25 nM) and compound 7 (25 µM) for 24 hours. 

Treatments Sub-G1 G1 S G2/M 

Vehicle 3.0 ± 0.7 46.7 ± 0.8 14.6 ± 1.3 35.7 ± 0.9 

Colchicine 8.9 ± 0.8 21.5 ± 2.2*** 12.6 ± 1.2 57.5 ± 3.3*** 

Compound 7 5.4 ± 0.9 44.9 ± 1.8 13.9 ± 0.7 35.9 ± 0.6 

Cell population, expressed in percentage, for each phase of cell cycle, after 24h-treatment with 

vehicle, colchicine or compound 7. Results represented by mean ± standard error, in percentage of 

cells, from three different experiments. A total of 5000 events were collected per experiment. ANOVA 

followed by Tukey’s Multiple Comparison Test. ***p<0.001, statistically different from vehicle. 
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 Several studies have been conducted in order to understand the mechanism by which 

thiosemicarbazones act on tumor cells [35,36]. For example, a copper complex of 

thiosemicarbazone was evaluated for antitumor activity and it was able to induce PS 

exposition without loss of cell membrane integrity in a concentration-dependent way in the 

HepG2 (human hepatocellular carcinoma) cell line [37]. Another study showed that 

anthraquinone-thiosemicarbazone derivatives (AQ-thiosemicarbazone) were able to induce 

apoptosis in HeLa cell line (human cervix adenocarcinoma) in a caspase-dependent pathway, 

mainly through the mitochondrial pathway activation of caspase 8 [38]. These data are 

consistent with our findings, as compound 7 also led to PS exposition without loss of cell 

membrane integrity in a time-dependent way. 

The complex network of cell death subroutines and cell cycle are closely linked, as 

many of cancer cells treatment with anticancer agents usually result in cell cycle arrest, which 

subsequently leads the cells to initiate a cell death subroutine [39]. The cell cycle analysis by 

flow cytometry enables to quantify the amount of cells in the different cell cycle phases and 

thereby infer a possible interference of the compounds evaluated on DNA replication [40]. 

Although compound 7 promotes cell death in 786-0 as evidenced by PS exposition, no 

interference on cell cycle was observed in our study. 

There are several studies showing molecules that are also cytotoxic for non-tumor 

cells, by inducing cell death through a mechanism other then inhibition of DNA duplication, 

synthesis, cell cycle check points or inhibition of mitosis, as would be observed in the cell 

cycle experiment by flow cytometry. An example is Goniothalamin, a styryl lactone with 

well-known antitumor activity in vitro and in vivo that also does not promote cell cycle arrest 

[41]. 

 

2.2.2 In vivo studies 

Owing to the promising in vitro antiproliferative activity of 7, we evaluated its in vivo 

antitumor activity in the Ehrlich solid tumor model in mice. In order to choose the properly 

doses to perform the antitumor studies in mice, the acute toxicity of compound 7 was 

evaluated.  

 

2.2.2.1 Oral Acute Toxicity  

Animals orally treated with 7 (200 and 400 mgKg-1) showed no severe clinical side 

effects with no mortality (Table 3). Moreover, the single treatment with 600 mgKg-1 of 
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compound 7 promoted adhesion of organs. Based on these results, the in vivo anticancer assay 

was conducted with 30, 100 and 300 mgKg-1of compound 7. 

 

Table 3. Effects of compound 7 on acute oral toxicity assay–fixed dose procedure. 

Dose (mgKg-1) Survival rate and side effects 

200 100% survival rate, no severe toxic effect* 

400 100% survival rate, no severe toxic effect* 

600 100% survival rate, adhesions of organs 

* Clinical signs and conditions associated with pain, suffering, and impending death, are described 

in detail in a separate OECD Guidance Document [42]. 

 

2.2.2.2 In vivo antitumor activity 

 In this experiment, Ehrlich tumor cells were injected in the paw subcutaneous of the 

mice and treatments began 3 days after the cells inoculation. The tumor development was 

accompanied by measures of paw volume using a pletismometer at time 0 (basal volume) and 

each three days until the end of the experiment (Table 4) [43], Treatment with compound 7, at 

30 mgKg-1, was effective since the 6th day of experiment, when inhibited tumor development 

in 30% in comparison to negative control group. At the same day, positive controls 

doxorubicin (3 mgKg-1) and piroxicam (40 mgKg-1) showed an inhibition of 35.8 and 34% 

respectively (Table 4). At the 9th day, all treatments presented smaller tumor volumes than 

negative control group being compound 7 (30 mgKg-1) and piroxicam (40 mgKg-1) the most 

potent treatments. From the 12th day until the 15th day (end of experiment), all treatments 

presented statistical differences with negative control, being treatments with 30 mgKg-1 of 

compound 7 the most effective, inhibiting in 71.1%, in comparison to negative control group, 

in the 12th day, the tumor development (Table 4). However, the compound 7 at doses of 100 

and 300 mg.Kg-1 showed reductions of paw volume 39.6 and 49%, respectively, showing 

good activity of the compound in the model adopted. The measurement of variation in paw 

volume on Ehrlich tumor is a good indication of antitumor activity being well correlated with 

the antiinflammatory effect of compound 7. 
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  The Ehrlich tumor is a murine breast adenocarcinoma, which presents an aggressive 

fast-growing behavior [44]. Ehrlich tumor cells generate an inflammatory response that leads 

to increase in vascular permeability, edema formation and cell migration [45]. In fact, the paw 

volume increased in the range of 25 to 40% (in comparison basal volume) in all experimental 

groups. Studies show that in the Ehrlich tumor occurs upregulation of cyclooxygenase-2 

(COX-2) and activation of nuclear factor-kappa B (NF-κB), a transcription factor that 

regulates the expression of many pro-inflammatory and pro-proliferative genes [46]. Thus, the 

use of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) as adjuvants on cancer therapy is a 

good approach, as they target COX-2 and downregulate NF-κB pathway, leading to inhibition 

of tumor proliferation [47]. Our results obtained for Piroxicam (NSAID) corroborate with 

these facts as this NSAID was inhibited effectively the Ehrlich tumor development (Table 4). 

 It is well-known that inflammation promotes all steps of carcinogenesis [48]. The 

inflammatory process establishes a microenvironment which is favorable to tumor growth and 

maintenance [49,50]. In fact, epidemiological data confirm the close relationship between 

cancer and inflammation, up to 20% of all cancer types are preceded by chronic inflammation 

[51].  

 Molecules presenting the thiophene moiety have antiinflammatory and antitumoral 

properties. 3-[4-(methylsulfonyl)phenyl]thiophene-2-carbaldehyde O-arylmethyl oximes 

Table 4. Effect of 2-thiophene-thiosemicarbazone (compound 7) on Ehrlich solid tumor development in mice.  

Day Paw volume variation (%) as compared to day-0 (mean ± SD) 

 

 

Control 
Doxorubicin  

3 mgKg
-1 

Piroxicam 

40 mgKg
-1

 

 

Compound 7 

30 mgKg
-1

 

 

Compound 7 

100 mgKg
-1

 

 

Compound 7 

300 mgKg
-1

 

 

3 

 
40.2 ± 7.0 

 
43.7 ± 4.5 

 
42.2 ± 3.6 

 
26.8 ± 1.8 

 
33.4 ± 2.4 

 
39.4 ± 3.0 

 

6 

 

86.1 ± 5.7 

 

55.6 ± 4.3** 

 

57.2 ± 5.0** 

 

60.6 ± 4.6** 

 

78.1 ± 3.1 

 

75.1 ± 5.4 

 

9 

 

95.5 ± 5.2 

 

69.8 ± 4.9* 

 

52.3 ± 3.6*** 

 

57.1 ± 5.2*** 

 

73.7 ± 4.2 

 

72.8 ± 5.5* 

 

12 

 

125.5 ± 7.5 

 

39.6 ± 3.6*** 

 

34.9 ± 3.1*** 

 

36.3 ± 6.6*** 

 

75.8 ± 4.3*** 

 

64.0 ± 7.9*** 

 

15 

 
166.5 ± 6.0 

 
97.9 ± 12.5*** 

 
47.3 ± 3.0*** 

 
82.0 ± 11.6*** 

 
118.6 ± 9.4*** 

 
106.0 ± 17.5*** 

 

Data were expressed as the mean ± SE of 6 animals per group. Results were considered significant when *p <0.05; **p <0.01 and 

***p <0.001 (in comparison to negative control group), determined by analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni 

posttests. 
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derivatives are able to inhibit COX-2 activity [52] and as this moiety is present on compound 

7, it could be involved on the antiproliferative activity of this molecule, suggesting also an 

anti-inflammatory activity.  

 In our study, treatments with compound 7 were conducted by oral route and cell 

inoculation and tumor development were in the paw subcutaneous. The treatments conducted 

every two days (7 treatments in total) did not promote clinical side effects. All these results 

highlight compound 7 as a promising molecule for further studies for cancer chemotherapy, as 

the toxicity promoted by most of the drugs used on chemotherapy is still a challenge to 

overcome.  

 

3 Conclusions 

 The novel thiophene-2-thiosemicarbazone derivatives have been prepared and shown 

cytostatic activity against several cancer cell lines. It can be suggested that the inclusion of 

aromatic rings in the structure of thiosemicarbazones improves the antiproliferative activity of 

this class of compounds and that the presence of halogens directly connected to this core also 

has a large contribution to the increase in this activity.  

Compound 7 promotes PS externalization as a cell death signaling mechanism on the 

human renal adenocarcinoma cell line 786-0 without changes on cell cycle profile. Moreover, 

compound 7 possesses low acute toxicity, being able to inhibit Ehrlich solid tumor 

development in low doses (30 mgKg-1) through orally administration without evidence of 

toxic effects. Our findings highlight thiophene-2-thiosemicarbazones as a promising class of 

compounds for further studies concerning new anticancer therapies. 

 

4 Experimental Section 

 

4.1 Chemistry 

All reagents used in this study are commercially available (Sigma-Aldrich, Acros 

Organics, Vetec). Progress of the reactions was followed by thin-layer chromatography (TLC) 

analysis (Merck, silica gel 60 F254 in aluminium foil). Melting points were determined on a 

Quimis 340 (Quimis, Brazil) capillary melting point apparatus and were uncorrected. IR 

spectra were recorded with a Bruker model IFS66 FT-IR spectrophotometer (Bruker, 

Germany) using KBr pellets. NMR spectra were measured on either a Varian UnityPlus 400 

MHz (400 MHz for 1H and 100 MHz for 13C) or a Bruker AMX-300 MHz (300 MHz for 1H 
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and 75.5 MHz for 13C) instruments. DMSO-d6 was purchased from Sigma-Aldrich. Chemical 

shifts are reported in ppm and multiplicities are given as s (singlet), d (doublet), t (triplet), m 

(multiplet), dd (double doublet), and coupling constants (J) in hertz. Mass spectrometry 

experiments were performed on a MALDI-TOF Autoflex III (Bruker Daltonics, Billerica, 

MA, USA). 

 

4.1.1 General procedure for the synthesis of thiosemicarbazides (3) 

80% hydrazine hydrate (1) (311 µL, 10 mmol) was added slowly to a solution of 

different isothiocyanates (2) (5 mmol) in dichloromethane (10 mL). The reaction was 

processed under magnetic stirring for 2 h at room temperature. The precipitate was filtered 

off, washed with dichloromethane and dried in desiccator under vacuum. Additional amount 

of desired compound could be recovered from the filtrate after cooling. After drying, the 

product was recrystallized from n-hexane. 

 

4.1.2 General procedure for the synthesis of thiosemicarbazones (5-14) 

Substituted thiosemicarbazide (3) (1 mmol) and few drops of acetic acid were added to 

a solution of 2-thiophene-carboxaldehyde (4) (93 µL, 1 mmol) in ethanol (10 mL). The 

reaction was processed under magnetic stirring for 2 h at room temperature. The precipitate 

was filtered off, washed with ethanol then dried in desiccator under vacuum. Additional 

amount of desired compound could be recovered from the filtrate after cooling. After drying, 

the product was recrystallized from toluene. 

 

4.1.2.1 (E)-N-(p-tolyl)-2-(thiophen-2-ylmethylene)-thiosemicarbazone (9) 

Compound 9 was obtained as white powder (119 mg, 40%): Rf= 0.45 (n-Hex/AcOEt 8:2); mp: 

193-194°C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 2.50 (s, 3H), 7.13 (t, J= 4.8 Hz, 1H), 7.15 (d, 

J= 8 Hz, 2H), 7.42 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.52 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.69 (d, J= 4.8 Hz, 1H), 8.33 

(s, 1H), 9.70 (s, 1H), 11.76 ppm (s, 1H); 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 20.5 (CH3), 

125.3 (CH Ar), 127.9 (CH Ar), 128.5 (CH Ar), 129.1 (CH Ar), 130.8 (CH Ar), 134.3 (Cq Ar), 

136.3 (Cq Ar), 137.8 (C=N), 138.3 (Cq Ar), 175.5 (C=S) ppm; IR (KBr): v~= 1557 (C=S), 

1593 (C=N), 3297 (N-H) cm-1; HRMS m/z [M+H]+ calcd for C13H13N3S2: 276.058; found: 

276.089. 
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4.1.2.2 (E)-N-(4-ethylphenyl)-2-(thiophen-2-ylmethylene)-thiosemicarbazone (10) 

Compound 10 was obtained as white powder (162 mg, 55%): Rf= 0.46 (n-Hex/AcOEt 7:3); 

mp: 186-188°C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1.19 (t, J= 7.6 Hz, 3H), 2.60 (q, J= 7.6 

Hz, 2H), 7.13 (t, J= 4.8 Hz, 1H), 7.18 (d, J= 8.4 Hz, 2H), 7.45 (d, J= 8 Hz, 2H), 7.53 (d, J= 4 

Hz, 1H), 7.68 (d, J= 4.8 Hz, 1H), 8.33 (s, 1H), 9.70 (s, 1H), 11.76 ppm (s, 1H); 13C NMR 

(100 MHz, DMSO-d6): δ= 15.6 (CH3), 27.6 (CH2), 125.4 (CH Ar), 127.3 (CH Ar), 127.9 (CH 

Ar), 129.1 (CH Ar), 130.8 (CH Ar), 136.5 (Cq Ar), 137.8 (C=N), 138.3 (Cq Ar), 140.7 (Cq 

Ar), 175.5 (C=S) ppm; IR (KBr): v~= 1521 (C=S), 1547 (C=N), 3296 (N-H) cm-1; HRMS m/z 

[M+H]+ calcd for C14H15N3S2: 290.074; found: 290.098. 

 

4.1.2.3 (E)-N-phenethyl-2-(thiophen-2-ylmethylene)-thiosemicarbazone (11) 

Compound 11 was obtained as white powder (240 mg, 81%): Rf= 0.56 (n-Hex/AcOEt 7:3); 

mp: 169-170°C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 2.90 (t, J= 8 Hz, 2H), 3.75 (q, J= 6 Hz, 

2H), 7.11 (dd, J1= 3.6 Hz, J2= 4 Hz, 1H), 7.20-7.34 (m, 5H), 7.43 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.66 (d, 

J= 5.2 Hz, 1H), 8.12 (t, J= 6 Hz, 1H), 8.24 (s, 1H), 11.50 ppm (s, 1H); 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6): δ= 34.7 (CH2), 45.0 (CH2), 126.2, 127.9 (CH Ar), 128.4 (CH Ar), 128.5 (CH Ar), 

128.7 (CH Ar), 130.5 (CH Ar), 137.3 (C=N), 138.6 (Cq Ar), 139.2 (Cq Ar), 176.5 (C=S) 

ppm; IR (KBr): v~= 1523 (C=S), 1546 (C=N), 3353 (N-H) cm-1; HRMS m/z [M+H]+ calcd for 

C14H15N3S2: 290.074; found: 290.083. 

 

4.1.2.4 (E)-N-(naphthalen-1-yl)-2-(thiophen-2-ylmethylene)-thiosemicarbazone (12) 

Compound 12 was obtained as white powder (411 mg, 80%): Rf= 0.59 (n-Hex/AcOEt 8:2); 

mp: 212-214°C; 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ= 7.14 (dd, J1= 5.4 Hz, J2= 5.1 Hz, 1H), 

7.51-7.55 (m, 4H), 7.57 (d, J= 5.4 Hz, 1H), 7.79 (d, J= 5.1 Hz, 1H), 7.83-7.99 (m, 3H), 8.40 

(s, 1H), 10.10 (s, 1H), 11.92 ppm (s,1H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ= 123.5 (CH Ar), 

125.8 (CH Ar), 126.4 (CH Ar), 127.2 (CH Ar), 128.4, 129.6, 131.2, 132.5, 135.9, 138.4 

(C=N), 151.5 (Cq Ar), 167.6 (Cq Ar), 177.7 (C=S) ppm; IR (KBr): v~= 1519 (C=S), 1543 

(C=N), 3328 (N-H) cm-1;  HRMS m/z [M+H]+ calcd for C16H13N3S2: 312.058; found: 

312.071. 

 

4.1.2.5 (E)-N-(pyridin-3-yl)-2-(thiophen-2-ylmethylene)-thiosemicarbazone (13) 

Compound 13 was obtained as white powder (233 mg, 79%): Rf= 0.40 (n-Hex/AcOEt 7:3); 

mp: 186-187°C; 1H NMR (300 MHz, DMSO-d6): δ= 7.14 (t, J= 3.6 Hz, 1H), 7.39 (m, 1H), 
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7.54 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 7.71 (d, J= 3.9 Hz, 1H), 7.97 (m, 1H), 8.36 (s, 1H), 8.38 (m, 1H), 

8.66 (s, 1H), 9.97 (s, 1H), 11.97 ppm (s,1H); 13C NMR (75 MHz, DMSO-d6): δ= 122.8 (CH 

Ar), 127.9 (CH Ar), 129.4 (CH Ar), 131.2 (CH Ar), 133.3 (CH Ar), 135.8 (CH Ar), 138.1 

(CH Ar), 138.6 (C=N), 145.9 (Cq Ar), 147.1 Cq Ar), 176.1 (C=S) ppm; IR (KBr): v~= 1519 

(C=S), 1543 (C=N), 3295 (N-H) cm-1;  HRMS m/z [M+H]+ calcd for C11H10N4S2: 263.038; 

found: 263.061. 

 

4.1.2.6 (E)-N-allyl-2-(thiophen-2-ylmethylene)-thiosemicarbazone (14) 

Compound 14 was obtained as white powder (223 mg, 65%): Rf= 0.50 (n-Hex/AcOEt 8:2); 

mp: 159-160°C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 4.20 (t, J= 5.6 Hz, 2H), 5.09 (d, J= 10.4 

Hz, 1H), 5.14 (d, J= 17.2 Hz, 1H), 5.95-5.86 (m, 1H), 7.11 (m, 1H), 7.44 (d, J= 3.6 Hz, 1H), 

7.64 (d, J= 5.2 Hz, 1H), 8.23 (m, 1H), 8.26 (s, 1H), 11.51 ppm (s,1H); 13C NMR (100 MHz, 

DMSO-d6): δ= 45.6 (CH2), 115.5 (CH2), 127.8 (CH allyl), 128.7 (CH Ar), 130.5 (CH Ar), 

134.9 (CH Ar), 137.4 (C=N), 138.5 (Cq Ar), 176.8 (C=S) ppm; IR (KBr): v~= 1533 (C=S), 

1553 (C=N), 3358 (N-H) cm-1;  HRMS m/z [M+H]+ calcd for C9H11N3S2: 226.043; found: 

226.070. 

 

4.2 Biological activities 

 

4.2.1 In vitro assays 

Considering that different cell lines display different sensitivities toward the same 

cytotoxic compound, the antiproliferative activity of all the 2-thiophene-thiosemicarbazone 

were evaluated in vitro against nine different human cancer cell lines [U251 (glioma), UACC-

62 (melanoma), MCF-7 (breast), NCI-ADR/RES (multidrug resistant ovary carcinoma), 786-

0 (renal), NCI-H460 (non-small cell lung cancer), PC-3 (prostate), HT-29 (colon), and K-562 

(leukemia)]. The antiproliferative activity of each compound was also evaluated in vitro 

against spontaneously transformed keratinocytes from histologically normal skin (HaCat 

cells). Doxorubicin was employed as the positive control [53]. 

Cells in 96-well plates (100 µL cells/well) were exposed to 2-thiophene-

thiosemicarbazonics derivates in concentrations 0.25, 2.5, 25 and 250 µg/mL in DMSO/RPMI 

at 37º C, 5% of CO2 in air for 48 hours. Doxorubicin was used as standard (0.025, 0.25, 2.5 

and 25 µg/mL). Final DMSO concentration did not affect cell viability (0.1%). Before (T0 

plate) and after (T1 plates) sample addition, cells were fixed with 50% trichloroacetic acid and 



121 

 

 

 

cell proliferation determined by spectrophotometric quantification (540 nm) of cellular protein 

content using sulforhodamine B assay. The GI50 (concentration expressed in µM inhibiting 

50% of cell growth or cytostatic effect) were determined through non-linear regression 

analysis using the concentration-response curve for each cell line in software ORIGIN 8.0® 

(OriginLab Corporation) [54-56]. To choose concentrations for flow cytometry analyses, 786-

0 cells were treated for 24 hours with 25, 50, 100 and 200 µM of compound 7. Cell growth 

was determined through sulforhodamine B assay and concentration that promote total growth 

inhibition (TGI) and lethal concentration 50 - LC50 (concentration that promote 50% of cell 

death) were calculated in software ORIGIN 8.0® (OriginLab Corporation). 

 

4.2.2 Measurement of phosphatidylserine externalization 

Phosphatidylserine externalization was analysed by flow cytometry using Guava® 

Nexin Assay Kit (Guava Technologies, Hayward, CA) in accordance with manufacturer’s 

instructions. 786-0 cells were inoculated in 12 wells plate (3 x 104 cells/well) and incubated 

for 24 hours at 37 ºC, 5% of CO2 in air. Then, cells were treated with compound 7 (50 µM) in 

DMSO/RPMI for 18 and 24 hours, harvested and resuspended at a density of 1 x 105 cells in 

100 µL of supplemented medium. One hundred microliter of binding buffer containing 

annexin-V and 7-AAD were added on the cells and incubated in the dark for 20 minutes at 

room temperature. After, cells were analysed by flow cytometer (Guava Easycyte Mini - 

Guava Technologies, Hayward, CA). We collected 5.000 events, as suggested by the 

protocols of Guava Easycyte kits. To make it clear we added the following statement in the 

methods and figures legends: "A total of 5.000 events were collected". We performed three 

experiments in triplicate, as showed in the legends of figures and methodology. We performed 

statistical analyses for all experiments and all the significance was showed as asterisks, 

according with p value. 

 

4.2.3 Cell cycle analyses  

Cells cycle analyses were performed with the Guava®Cell Cycle reagent 

(Guava Technologies, Hayward, CA) in accordance with manufacturer’s instructions. 780-0 

cells were inoculated in 12 wells plate (3 x 104 cells/well) and incubated for 24 hours at 37 ºC, 

5% of CO2 in air. Afterwards, cells were deprived of serum for 24 hours for cell cycle 

synchronization and then treated with compound 7 (25 µM) and colchicine (Sigma-Aldrich, 

1.25 nM) in DMSO/RPMI, for 24 hours. After treatment, cells were harvested and 
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resuspended at a density of 1 x 105 cells in 100 µL of PBS. The binding buffer containing 

propidium iodide (PI) was added to the cells (100 µL) and suspension was incubated in the 

dark for 20 minutes at room temperature. After, cells were analysed by flow cytometer 

(Guava Easycyte Mini - Guava Technologies, Hayward, CA). We collected 5.000 events, as 

suggested by the protocols of Guava Easycyte kits. To make it clear we added the following 

statement in the methods and figures legends: "A total of 5.000 events were collected". We 

performed three experiments in triplicate, as showed in the legends of figures and 

methodology. We performed statistical analyses for all experiments and all the significance 

was showed as asterisks, according with p value. 

 

4.2.4 In vivo assays 

 

4.2.4.1 Animals 

Experiments were conducted with Balb/C mice (20 - 35 g) obtained from the 

Multidisciplinary Center for Biological Investigation on Laboratory Animals Sciences 

(CEMIB-UNICAMP). Animals were maintained at the Animal facilities of Pharmacology and 

Toxicology Division, CPQBA, University of Campinas (Campinas, Brazil), under controlled 

conditions (22 ± 3ºC for 12 h light/dark cycle, free access to food and water). All mice were 

fasted for 16 hours prior to each experiment because treatments were administered orally. 

Euthanasia was performed by cervical dislocation.  

Animal care, research and animal sacrifice protocols were in accordance with the principles 

and guidelines adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and 

approved by the Institute of Biology/ UNICAMP - Ethical Committee for Animal Research 

(number 3329-1).  

 

4.2.4.2 Acute Oral Toxicity – Fixed Dose Procedure 

A fixed dose procedure was adopted to evaluate the acute oral toxicity of compound 7 

according to Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) Guidelines 

for the Testing of Chemicals [42]. Groups of 5 mice were dosed in a stepwise procedure using 

the fixed doses of 600, 400 and 200 mgKg-1. Clinical signs and conditions associated with 

pain, suffering and impending death are described in detail in a separate OECD Guidance 

Document [57].  
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4.2.4.3 Ehrlich solid tumor in mice 

The most active compound 7 was evaluated for its in vivo antiproliferative activity in 

the Ehrlich solid carcinoma model in mice. The procedures were developed according to 

Vendramini-Costa et al. (2010) [43] with few modifications on data analysis. 

Cell maintenance and preparations: The Ehrlich ascitic tumor (EAT), derived from a 

spontaneous murine mammary adenocarcinoma, was maintained in the ascitic form by weekly 

intraperitoneal transplantations of 5 x 105 tumor cells/animal, in order to prepare cells for the 

following test. The ascitic fluid was removed by opening the belly and carefully collecting all 

the fluid using a sterile 3 mL syringe. Ascitic tumor cell counts were performed in a Neubauer 

hemocitometer, and the total number was determined by the Trypan blue dye exclusion 

method, with tumor cell viability always higher than 90%. The cells were then diluted in 0.9% 

phosphate buffer saline (PBS) into final inoculation density (2.5 x 106 cells/30µL).  

Ehrlich solid tumor: After cells inoculation, basal volumes of the right hind paw were 

measured in a plethysmometer apparatus (7140 Ugo Basile). For the solid form implantation, 

2.5 x 106 viable tumor cells in a volume of 30 µL were injected in subplantar site of the right 

hind paw of Balb-C mice (n= 8 per group) [58]. The compound 7 was emulsified with 1% 

Tween 80 (SIGMA®) and dissolved in phosphate buffered saline (PBS), pH 7,0. The test 

compound was administered on the 3th day after tumor inoculation, at doses of 30, 100 and 

300 mgKg-1 orally. Doxorubicin (3 mgKg-1, i.p.) and piroxicam (40 mgKg-1, orally) were used 

as the standard drugs. After tumor cell inoculation, the paw volume was measured every three 

days using the plethysmometer apparatus till the 15th day, when the animals were sacrificed. 

The tumor growth was measured considering the following formula:  

 

 

4.3 Statistical Analysis 

The experimental results were expressed as the mean ± standard error (SE) and by 

analysis of variance (ANOVA), one-way and two-way, followed by Tukey or Bonferroni 

tests. P values lower than 0.05 (p <0.05) were considered as indicative of significance and 

represented by: *p <0.05, **p <0.01 and ***p <0.001. The calculations were performed using 

the statistical software GraphPad Prism version 5.0, San Diego California, USA. 
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Figure S2. 13C-NMR spectrum (DMSO) of compound 8 
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Figure S3. 1H-NMR spectrum (DMSO) of compound 9 
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Figure S4. 13C-NMR spectrum (DMSO) of compound 9 
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Figure S5. 1H-NMR spectrum (DMSO) of compound 10 
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Figure S13. NOESY spectrum (DMSO) of compound 10 Figure S7. 1H-NMR spectrum (DMSO) of compound 11 
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Figure S8. 13C-NMR spectrum (DMSO) of compound 11 
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Figure S9. 1H-NMR spectrum (DMSO) of compound 12 
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Figure S10. 13C-NMR spectrum (DMSO) of compound 12 
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Figure S11. 1H-NMR spectrum (DMSO) of compound 13 
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Figure S12. 13C-NMR spectrum (DMSO) of compound 13 
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Figure S13. 1H-NMR spectrum (DMSO) of compound 14 
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Figure S14. 13C-NMR spectrum (DMSO) of compound 14 
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Figure S15. NOESY spectrum (DMSO) of compound 10. 
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Artigo a ser submetido a Archiv der Pharmazie 

Evaluation of anti-inflammatory effect of derivative (E)-N-(4-bromophenyl)-2-

(thiophen-2-ylmethylene)-thiosemicarbazone 

 

 Este artigo tem por objetivo avaliar a atividade antinociceptiva e anti-

inflamatória do derivado (E)-N-(4-bromofenil)-2-(tiofen-2-ilmetileno)-

tiosemicarbazona, aqui relacionado como BTTSC. Este composto demonstrou, em 

estudos anteriores, possuir atividade antitumoral in vivo, através do modelo 

experimetal de Ehrlich de pata. Neste modelo, é sabido que o adenocarcinoma 

mamário progride em um ambiente inflamatório, onde estudos mostram que ocorre 

um superexpressão de COX-2. Dessa maneira, pode-se inferir que a ação 

antitumoral do BTTSC possa ter ocorrido também através de uma modulação dos 

mediadores da inflamação. A fim de investigar a potencialidade biológica do 

derivado, inicialmente procedeu o ensaio da formalina. Trata-se de um ensaio de 

nocicepção o qual é dividido em duas fases: a dor neurogênica e a dor inflamatória. 

O BTTSC apresentou atividade em ambas as fases sugerindo interferência do 

derivado no processo de algesia inflamatória. Posteriormente, prosseguiu-se as 

análises através do emprego do edema de orelha induzidudo por óleo de cróton. 

Este ensaio revela potenciais compostos que atuam através da via das 

lipooxigenases. O BTTSC não apresentou resultados significativos, mas não 

descartamos a possibilidade do potencial farmacológico. O edema de pata induzido 

por carragenina foi outra medotologia empregada e também pode ser dividida em 

duas fases: até as 2 primeiras horas de avaliação, mediada por histamina e 

serotonina; e até as 6 horas, mediada por prostanoides. O BTTSC apresentou 

atividade em ambas as fases o que nos impulsionou a buscar a confirmação desta 

atividade através do emprego do modelo de edema de pata induzido pelo composto 

48/80. De fato, essa via esclareceu o modo pelo qual o derivado BTTSC está 

envolvido no processo inflamatório, sendo eficaz em diminuir a degranulação de 

mastócitos e consequentemente diminuindo o processo inflamatório instalado. 

Sendo assim, fica confirmado uma atividade dual do derivado BTTSC, com atuação 

por regredir o volume tumoral associado a uma diminuição do componente 

inflamatório existente. 

http://onlinelibrary.wiley.com/journal/10.1002/(ISSN)1521-4184
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Abstract 

 

Inflammation is a physiological response to injury and infectious agents, such as viruses and 

microbes. Although several anti-inflammatory drugs are available, many of them can cause 

side effects after long-term use. Therefore, the search for new therapeutic alternatives is 

required. In this study, it was presented the antinociceptive and anti-inflammatory activity of 

BTTSC, an thiosemicarbazone. The nociception test induced by formalin revealed that the 

BTTSC showed activity in both phases of the pain, highlighting inflammatory pain, where it 

was able to reduce the time to paw lick 62.3, 84.30 and 100% at doses of 30, 100 and 300 

mg.Kg-1, respectively, suggesting this compound exerts its antinociception effects connected 

with peripheral mechanisms. About anti-inflammatory activity was performed ear edema 

induced by croton oil, where any of the doses tested was capable of significantly regress 

produced edema. However, cyclooxygenase (COX) inhibitors or antihistamines have little or 

no effect in this model of evaluation, suggesting an action by this route. The paw edema 

induced by carrageenin showed activity compound, where the edema was reduced by 81.9 and 

83.2% in the first two times of the experiment at the highest dose used. This suggests an 

action on the early mediators of inflammation. The paw edema assay induced by compound 

48/80 confirmed our hypothesis, in which BTTSC after 15 minutes of the inoculum phlogistic 

agent showed significant reduction of edema with values of 56.53% at a dose of 30 mg.Kg-1 

indicating action of the compound via histamine. The BTTSC demonstrated anti-

inflammatory activity highlighting the action on the modulation of early inflammatory 

mediators such as histamine. The dual action, now demonstrated, opens the possibility to 

deepen the investigation of pharmacological activity BTTSC. 
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1 Introduction 

 Inflammation is a physiological response to injury and infectious agents, such as 

viruses and microbes [1]. The central role of the inflammatory response is played by mast 

cells that are responsible for conducting a series of intracellular signaling, activation of 

arachidonic acid (AA) and its subsequent metabolism of prostaglandins and leukotrienes, by 

way of cyclooxygenase (COX) and lipoxygenase (LOX), respectively. These responses 

contribute to the inflammatory response [2]. 

 The cardinal signs of inflammation, redness (rubor), swelling (tumor), heat (calor) and 

hyperalgesia (dolor), develop as an acute response to a local inflammatory insult [3]. These 

symptoms result from the action of inflammatory agents such as bradykinin, serotonin, 

histamine, prostaglandins, leukotrienes and nitric oxide, which can originate locally or from 

cells that infiltrate in the site of insult [4, 5]. 

 Although several anti-inflammatory drugs are available, many of them can cause side 

effects after long-term use [6]. Thus, studies aiming at the discovery of new anti-

inflammatory therapeutic agents has been the focus. In this context, the thiosemicarbazones 

appear as perspective since this group of molecules are associated with diverse biological 

activities such as antituberculosis [7], anti-T.cruzi [8], antibacterial and antifungal [9], 

antitumor [10] and anti-inflammatory [11, 12].  

 We previously demonstrated antitumor activity thiosemicarbazone derivatives, where 

the compound 7 (BTTSC as reported herein) (Figure 01) is highlighted and presented to the 

activity against Ehrlich's paw model, a breast adenocarcinoma [13].  Ehrlich tumor cells 

generate an inflammatory response that leads to increase in vascular permeability, edema 

formation and cell migration [14]. In this study, treatment with 30 mg.Kg-1 of BTTSC 

inhibited tumor development inhibited from the 6th day to the 15th day of treatment, inhibiting 

in 71.1% (15th day), in comparison to negative control group [13]. Thus, it can be inferred that 

the anti-tumor action of BTTSC may have also occurred through modulation of inflammation 

mediators.  

 

 

 

 

Figure 01. Structure of derivative (E)-N-(4-bromophenyl)-2-(thiophen-2-ylmethylene)-

thiosemicarbazone (BTTSC). 
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 Therefore, the objective of this study was to investigate the effect of BTTSC in models 

of inflammation induced by different mediators. As inflammation and nociception are closely 

related, the antinociceptive activity of BTTSC was also evaluated, for thus collaborate with 

the various therapeutic inflammatory processes. 
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2 Results and Discussion 

The formalin test is the most widely used for screening new compounds with 

antinociceptive activity because it is what most resembles clinical pain when compared to 

other tests. This test of nociception is biphasic that involve different mechanisms. The first 

phase of pain is attributed to direct activation of nociceptors and primary afferent C fibers by 

formalin, causing release of bradykinin and substance P [15, 16]. The second phase of 

nociception is believed to be due to an inflammatory reaction that release prostaglandins, 

serotonin, histamine and bradykinin [17].  

In this model, the thiophene-thiosemicarbazone derivative (BTTSC) inhibited the 

licking response of mice in both phases. In the first phase, the highest dose was effective in 

significantly decreasing the licking time 73.7% (saline: 103.6 ± 11.87, BTTSC 300 mg.Kg -1: 

27.25 ± 10.77). In the second phase, the BTTSC has demonstrated activity in all evaluated 

doses, 30; 100 and 300 mg.Kg-1, being able to reduce the licking time 62.3; 84.3 and 100%, 

respectively, showing a dose-dependent effect of this compound on an inflammatory process 

algesia (saline: 173.5 ± 23.18, BTTSC 30 mg.Kg-1: 64.25 ± 24.93, BTTSC 100 mg.Kg-1: 

27.25 ± 17), suggesting this compound exerts its antinociception effects connected with 

peripheral mechanisms (Figure 02). 

 

Figure 02. Effects of BTTSC on test algesia induced by formalina, indicating the first and 

second phases of nociception. Data were expressed as the mean ± SE of 5 animals per group. 

Results were considered significant when **p <0.01 and ***p <0.001, determined by analysis 

of variance (ANOVA) followed by Tukey test. 

 

As the BTTSC was active in the inflammatory phase of the formalin test, we decided 

to investigate the anti-inflammatory potential of this new class of compounds. Thus, it was 

initially used the experimental model of ear edema induced by croton oil. The figure 03 shows 

the results obtained by the assay used. 
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None of the doses tested (30, 100 and 300 mg.Kg-1) were able to significantly regress 

caused edema in ear of mice induced by such phlogistic agent. However, it can not be 

concluded that the 2-thiophene-thiosemicarbazone derivative has no anti-inflammatory 

activity, since the ear edema model induced by croton oil leads to activation of phospholipase 

A2 [18] this compound can act in the inhibition of other mediators of inflammation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 03. Effects of BTTSC on test ear edema induced by croton oil. Data were expressed as 

the mean ± SE of 5 animals per group. Results were considered significant when **p <0.01 

determined by analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey test. 

 

The 12-ο-tetracanoylphorbol esters, substance that causes irritation resulting from the 

application of croton oil causes intense vasodilation as a result of increased vascular 

permeability and blood flow induced by arachidonic acid metabolites [19, 20]. At 

inflammation caused by croton oil, PLA2 inhibitors (corticosteroids) and lipooxigenases 

(LOX) demonstrated better activity in reducing edema in the ear. Compounds having such 

mechanism of action the inhibition of the enzyme cyclooxygenase (COX) or antihistamines 

have little or no effect in this model of evaluation [21]. Thus, one may suggest an action of 

BTTSC against cyclooxygenase enzyme or by histamine as an antagonist of this receptor or 

inhibiting mast cell degranulation. 

In order to deepen the studies of anti-inflammatory activity of the BTTSC, we decided 

to evaluate it against the experimental model of paw edema induced by carrageenan. It can be 

observed in graph that BTTSC dropped significantly paw edema in the first 4 hours of 

evaluation when compared to the negative control. The edema was reduced by 81.9 and 
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83.2% in the first two hours of the experiment at the highest dose used (control: 18.85 ± 2.63, 

32.86 ± 4.97 and BTTSC 300 mg.Kg-1: 3.41 ± 1.4; 5.53 ± 1.96) (Figure 04). 

In addition, after 4 hours of inoculum carrageenan the derivative was able to contain 

the inflammatory peak shown by the negative control, regressing edema in rat paw at 60.33% 

(control: 49.99 ± 5.84; BTTSC 300 mg.Kg-1: 19.83 ± 4.4). The positive control demonstrated 

at the same time, regression of edema similar to derivative presenting 50.15% decrease of the 

inflammatory process (24.92 ± 4.11). The remaining doses used in this experimente not 

produced significant reductions in paw edema in mice (Figure 04). 

Figure 04. Activity of BTTSC in paw edema assay induced by carrageenan. Data were 

expressed as the mean ± SE of 5 animals per group. Results were considered significant when 

*p <0.05 and ***p <0.001, determined by analysis of variance (ANOVA) followed by 

Bonferroni test. 

 

The carrageenan-induced inflammation is a biphasic process. In the initial phase, up to 

2 hours after injection of the phlogistic agent, it is determined by an initial vasodilation 

mediated by the release of mediators such as histamine and serotonin. The later stage, up to 6 

hours after the injection of carrageenan, is mediated primarily by kinins, nitric oxide, 

prostaglandins, derived from the neutrophil recruitment [4, 5]. The results of this experiment 

revealed a BTTSC activity in both phases of inflammation induced by carrageenan, or a 

derivative acting in the early mediators of inflammation or through inhibition of pro-

inflammatory cytokines. 

Paw edema

1h 2h 4h 6h 24
h

0

20

40

60

80
Vehicle (PBS) VO

Dexamethasone 25mg/Kg

BTTSC 30mg/Kg VO

BTTSC 100mg/Kg VO

BTTSC 300mg/Kg VO

* ***

***

***
***

Time (hours)

P
a
w

 v
o

lu
m

e
 v

a
ri

a
ti

o
n

 (
%

)



153 

 

 

 

Because the BTTSC present significant results in the first hours of evaluation in the 

experiment paw edema induced by carrageenan, it was decided to investigate whether the 

mode of action of the compound in inhibiting the formation of edema would be via 

serotonin/histamine. Therefore, it has been used the paw edema model induced by compound 

48/80. 

It was confirmed by this test, an action of the derivative 2-thiophene 

thiosemicarbazone in the model used. The BTTSC after 15 minutes of inoculum phlogistic 

agent, showed a significant reduction of edema with values of 56.53% at a dose of 30 mg.Kg -1 

(control: 71.10 ± 6.6 and BTTSC 30 mg.Kg-1: 30.9 ± 5.75). The reduction of edema continued 

at 30, 60 and 90 minutes where the maximum reduction was observed in time 90 minutes 

84.21% (control: 20.97 ± 4.15; BTTSC 30 mg.Kg-1: 31.3 ± 1.6). The other doses of 2-

thiophene derivative thiosemicarbazone also demonstrated significant results, where the first 

15 minutes of the evaluation, the dose of 100 mg/Kg showed 48.56% of reduction in edema 

(36.57 ± 5.82), since the dose of 300 mg/Kg after 60 minutes, decreased by 47.65% (control: 

39.2 ± 4.88; BTTSC 300 mg/Kg: 20.52 ± 2.31), proving the efficacy of the compound in the 

experimental model used (Figure 05).  
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Figure 05. Activity of BTTSC in paw edema assay induced by compound 48/80. Data were 

expressed as the mean ± SE of 5 animals per group. Results were considered significant when 

*p <0.05, **p <0.01 and ***p <0.001, determined by analysis of variance (ANOVA) 

followed by Bonferroni test. 
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Compound 48/80 is a synthetic polyamine, which when administered promotes a rapid 

edema from the release of histamine by mast cell degranulation [22]. The activation of mast 

cells leads, not only the release of histamine, but also neutrophil recruitment which is directly 

connected to the pain mechanism [23]. The results obtained in this assay, demonstrate the 

activity of the thiosemicarbazone derivative, indicating that the compound acts by interfering 

with the release of histamine. 

The evaluation of thiosemicarbazones front of anti-inflammatory activity has been 

little investigated. However, some studies indicate this class of molecules as promising for 

this activity. In the study of Aleagon et al. (2014) [24] it became clear that derivatives 

thiosemicarbazone possessed notable activity in inhibiting the activity of COX-2. The 

compound that is most emphasized, showed values IC50= 62.33 µM for COX-1 and IC50= 2.5 

µM for COX-2 which demonstrates a high selectivity for inhibiting secondary inductive 

isoform (SI = 24). Moreover, molecular docking studies confirmed the greater selectivity of 

thiosemicarbazone for COX-2 isoform. The working Dawood et al. (2015) [25], evaluated the 

anti-inflammatory activity of various compounds including thiosemicarbazone. The results 

obtained by testing the carrageenan-induced paw edema showed a percent inhibition of paw 

volume of 96% (at a dose of 10 μM.Kg-1) compared to indomethacin (74% inhibition). 

Further, the compound was able to selectively inhibit in vitro COX-2 enzyme (IC50= 0.31 

µM) result compared to a positive control used in the experiment (celecoxib; IC50= 0.30 µM), 

demonstrating the activity of the cell phase of the thiosemicarbazone inflammation.  

Preliminary studies of anti-inflammatory activity of thiosemicarbazone show good 

results for this class of compounds in paw edema test induced by carrageenan. The compound 

of the best series of new 1-(1-methyl)-5-methyl-2-oxoindolin-3-ylidene)-4- (pyridin-2-yl)-

thiosemicarbazones presented at a dose of 100 mg.Kg-1 44% inhibition of edema when 

compared to diclofenac sodium which was capable of inhibiting on 64% edema in the paw 

[11]. Using the same experimental model, 2-(1-(4-morpholinophenyl)-ethylidene)-

thiosemicarbazone revealed 83% inhibition of paw edema (50 mg.Kg-1) compared to 

indomethacin was able to inhibit 91% in the same experiment [12], highlighting the important 

role that thiosemicarbazones play against models of inflammation. 

Some synthetic compounds stand out in the literature due to its anti-inflammatory and 

antinociceptive action. As an example, it has been the goniothalamin a styryl-lactone which 

shows promising biological effects in several experimental models of inflammation and paw 

edema induced by various phlogistic agents and also in models of nociception [6, 26]. 
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Likewise, the BTTSC proved promising activity in the present assay of nociception induced 

by formalin paw edema induced by carrageenan, emphasizing the biological importance of 

this derivative. 

 

3 Conclusions 

Here in this article it was reported the antinociceptive and anti-inflammatory activity 

of the derivative thiosemicarbazone. The BTTSC demonstrated antinociceptive and anti-

inflammatory activity, highlighting the action on the modulation of early inflammatory 

mediators such as histamine. The dual action, now demonstrated, opens the possibility to 

deepen the investigation of pharmacological activity BTTSC. 

 

4 Experimental Section 

 

4.1 Animals and drug administration 

Experiments were conducted with Balb/C mice (20-35 g) or Swiss mice (20-35 g) 

obtained from the Multidisciplinary Center for Biological Investigation on Laboratory 

Animals Sciences (CEMIB-UNICAMP). Animals were maintained at the Animal facilities of 

Pharmacology and Toxicology Division, CPQBA, University of Campinas (Campinas, 

Brazil), under controlled conditions (22 ± 3º C for 12 h light/dark cycle, free access to food 

and water). All mice were fasted for 16 hours prior to each experiment because treatments 

were administered orally. Euthanasia was performed by cervical dislocation. Animal care, 

research and animal sacrifice protocols were in accordance with the principles and guidelines 

adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and approved by the 

Institute of Biology/ UNICAMP - Ethical Committee for Animal Research (numbers 3330-1; 

3331-1; 3332-1).  

The BTTSC (30, 100 and 300 mg.Kg-1) was emulsified with 1% Tween 80 (SIGMA®) 

and dissolved in phosphate buffered saline (PBS), pH 7,0. The standards drugs morphine (5 

mg.Kg-1), dexamethasone (25 mg.Kg-1), cyproheptadin (4 mg.Kg-1) was used as a positive 

control and dissolved in phosphate buffered saline (PBS).  

 

4.2 Formalin test  

This test was based on the method of Dubuisson and Dennis [27]. A formalin solution 

(2,5% in PBS; 20 µL/paw) was injected into the hind paw plantar surface (i.pl. injection). The 
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time spent licking the affected paw was rated during two intervals: 0-5 min (first phase or 

neurogenic pain) and 15-30 min (second phase or inflammatory pain). Treatment with vehicle 

(PBS 10 mL/kg; negative control) or BTTSC (30, 100 and 300 mg.Kg-1) was administered 

orally 60 min prior to the formalin injection. Morphine (5 mg.Kg-1; positive control) was 

administered intraperitoneally 30 min prior to the formalin injection. 

 

4.3 Ear edema assay in mice  

Croton oil-induced ear edema test in mice was determined as the method described in 

the previous report [28]. Five groups of mice (n= 8) were treated with 1% Tween 80 in PBS, 

BTTSC (30-300 mg.Kg-1) or dexamethasone (25 mg.Kg-1). Briefly, the BTTSC (30-300 

mg.Kg-1) or dexamethasone (50 mg.Kg-1) was administered 1 h before each croton oil topical 

application to the right ear (20 µL of 5% croton oil dissolved in acetone 70%). Four hours 

after croton oil application, the animals were sacrificed by cervical dislocation and the ear 

edema was determined by subtracting the weight of the left ear from that of the right. 

 

4.4 Carrageenan-induced paw edema test in mice  

Carrageenan-induced paw edema test in mices was used to evaluate the anti-

inflammatory activity of BTTSC. This experiment was performed on male mices as the 

previous report (Winter et al., 1962). Five groups of mice (n= 8) were treated with 1% Tween 

80 in PBS, BTTSC (30-300 mg.Kg-1) or dexamethasone (25 mg.Kg-1) orally before 1 h of 

carrageenan injection. And 3% (w/v) carrageenan (30 µL) was administrated by sub-plantar 

injection in the right hind paws of mices. After carrageenan injection, the paw volume was 

measured at 1, 2, 3, 4 and 6 h using the plethysmometer apparatus (7140 Ugo Basile, Italy). 

The mean increase of paw volume was measured and the edema rate of mices was calculated 

as the previous method [29]. 

 

4.5 Paw edema induced by compound 48/80 

 Balb/C mice were divided into five groups (n= 8) and treated with with 1% Tween 80 

in PBS, ciproheptadin - 4 mg.Kg-1, i.p. (positive control) or BTTSC (30-300 mg.Kg-1). Thirty 

minutes later, edema was induced by intraplantar injection (right hind paw, 10 μg/paw) of the 

compound 48/80 and the volume of the paws was measured before and 15, 30, 60, 90 and 120 

min after inflammation induction using the plethysmometer apparatus (7140 Ugo Basile, 
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Italy) [30]. The mean increase of paw volume was measured and the edema rate of mices was 

calculated as the previous method [6]. 

 

4.6 Statistical Analysis 

The experimental results were expressed as the mean ± standard error (SE) and by 

analysis of variance (ANOVA), one-way and two-way, followed by Tukey or Bonferroni 

tests. P values lower than 0.05 (p <0.05) were considered as indicative of significance and 

represented by: *p <0.05, **p <0.01 and ***p <0.001. The calculations were performed using 

the statistical software GraphPad Prism version 5.0, San Diego California, USA. 
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