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RESUMO 
 
Desde a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina, diversos complexos à base de 

platina foram desenvolvidos como novos agentes quimioterápicos. Apesar de serem 

amplamente utilizados no tratamento de vários tipos de câncer, ainda há limitações devido aos 

efeitos colaterais graves e a resistência celular intrínseca ou adquirida. Devido a estas 

desvantagens, uma das alternativas é o desenvolvimento de potencias agentes antitumorais 

tendo como base metais encontrados naturalmente no organismo, como exemplo, o cobre. 

Assim, este trabalho descreve a síntese e caracterização de complexos de cobre(II) com ácidos 

hidroxipiridinacarboxílicos e ligantes N,N-doadores como potenciais agentes antitumorais e 

antimicobacterianos. Os complexos do tipo [Cu(L-L)(N-N)ClO4] e [Cu(L-L)2], onde L-L = 

ácido 3-hidroxipicolínico (3-HPA), ácido quináldico (QNA), ácido 2-hidroxinicotínico (2-

HNA), ácido 2-mercaptonicotínico (2-MNA) ou ácido 6-hidroxinicotínico (6-HNA) e N-N = 

2,2-bipiridina ou 1,10-fenantrolina foram caracterizados por análise elementar, 

condutimétrica, espectroscopia no infravermelho (IV), no ultravioleta-visível (UV-Vis), 

ressonância paramagnética eletrônica (RPE) e espectrometria de massas em alta resolução 

com ionização por electrospray (HRESIMS). Os resultados indicam que os ligantes 3-HPA e 

QNA coordenam-se ao íon cobre(II) de maneira bidentada por meio dos átomos de nitrogênio 

e oxigênio do grupo carboxilato. Já os ligantes 2-HNA, 2-MNA e 6-HNA se coordenam pelo 

átomo de oxigênio do grupo carboxilato e pelos átomos de oxigênio da carbonila, enxofre e 

oxigênio do carboxilato, respectivamente. Para os complexos de cobre do tipo [Cu(L-L)(N-

N)ClO4], os valores de condutividade molar das soluções 10−3 M estão na faixa do eletrólito 

1:1, o que indica a labilização dos ligantes axiais em solução (ânion perclorato) resultando em 

espécies do tipo [Cu(L-L)(N-N)]+. Para averiguar o potencial farmacológico, a atividade 

citotóxica dos compostos foi investigada em três células tumorais (A549, K562, MDA-MB-

231) e duas células normais (MRC-5, MCF-10A). Para a linhagem celular K562, os 

complexos [Cu(3-HPA)(phen)ClO4] e [Cu(QNA)(phen)ClO4] com 1,10-fenantrolina exibiram 

boa atividade citotóxica com valores de IC50 de 2,3 e 2,1 µM, respectivamente, sendo mais 

ativos que a carboplatina (10 µM) e os ligantes livres. Em relação à linhagem celular MDA-

MB-231, os complexos [Cu(QNA)(phen)ClO4], [Cu(2-HNA)(phen)ClO4], [Cu(2-

MNA)(phen)ClO4], [Cu(6-HNA)(phen)ClO4] e [Cu(6-HNA)(bipy)ClO4] foram mais ativos 

que a carboplatina (> 100 µM) e os ligantes livres. Os complexos [Cu(QNA)(phen)ClO4], 

[Cu(2-HNA)(phen)ClO4], [Cu(2-MNA)(phen)ClO4] e [Cu(6-HNA)(phen)ClO4] se ligam ao 

ct-ADN com valores de Kb em torno de 103 M−1. De acordo com dados de dicroísmo circular 



 
 

(CD) e espectroscopia de fluorescência, os complexos provavelmente se ligam ao sulco do 

ADN. A atividade antituberculose de doze complexos também foi avaliada contra a linhagem 

sensível MTB H37Rv e os complexos [Cu(QNA)(phen)ClO4], [Cu(2-HNA)(phen)ClO4] e 

[Cu(2-MNA)(phen)ClO4] apresentaram boa atividade com valores de CIM inferiores a 

2,7 µg mL−1, menores que aqueles encontrados para os respectivos ligantes livres. Assim, os 

complexos sintetizados apresentaram boa atividade citotóxica e antimicobacteriana e são 

candidatos promissores para estudos posteriores. 

 
Palavras-chave: complexos de cobre(II), ácidos hidroxipiridinacarboxílicos, bases 

heterocílicas, atividade citotóxica, atividade antituberculose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



 
 

ABSTRACT 
 
Since the discovery of cisplatin antitumor properties, several platinum-based complexes have 

been developed as new chemotherapeutic agents. Although they are widely used to treat 

various types of cancer, there are still limitations due to serious side effects and the intrinsic 

or acquired cellular resistance. Due to these disadvantages, one of the alternatives is the 

development of potential antitumor agents based on metals found naturally in the body, such 

as copper. Thus, this work describes the synthesis and characterization of copper(II) 

complexes with hydroxypyridinecarboxylic acids and N,N-donor ligands as potential 

antitumor and antimicobacterial agents. Complexes of the type [Cu(L-L)(N-N)ClO4] and 

[Cu(L-L)2], where L-L = 3-hydroxypicolinic acid (3-HPA), quinaldic acid (QNA), 2-

hydroxynicotinic acid (2-HNA), 2-mercaptonicotinic acid (2-MNA) ou 6-hydroxynicotinic 

acid (6-HNA) and N-N = 2,2-bipyridine or 1,10-phenanthroline were characterized by 

elemental analysis, conductivitymeasurements, infrared spectroscopy (FT-IR), ultraviolet-

visible spectroscopy (UV-Vis), electronic paramagnetic resonance (EPR) and high-resolution 

electrospray ionization mass spectrometry (HRESIMS). The results indicate that the 3-HPA 

and QNA ligands coordinate to the copper(II) ion in a bidentate manner via nitrogen and 

oxygen atoms of the carboxylate. In turn, the 2-HNA, 2-MNA and  6-HNA ligands 

coordinates via oxygen atom of carboxylate and oxygen atom of carbonyl, sulfur and oxygen 

atom of the carboxylate, respectively. For copper complexes of type [Cu(L-L)(N-N)ClO4], the 

molar conductivity values of 10−3 M solutions are in the range of 1:1 electrolytes, this 

indicates the labilization of the axial ligands in solution (perchlorate anion) resulting in 

species of the type [Cu(L-L)(N-N)]+. To ascertain their pharmacological potential, the 

cytotoxic activity of the compounds was investigated in three tumor cell lines (A549, K562, 

MDA-MB-231) and two normal cell lines (MRC-5, MCF-10A). For the K562 cell line, the 

[Cu(3-HPA)(phen)ClO4] and [Cu(QNA)(phen)ClO4] complexes with 1,10-phenanthroline 

exhibited good cytotoxic activity with IC50 values of 2.3 and 2.1 µM, respectively, being more 

active than carboplatin (10 µM) and free ligands. In relation to the MDA-MB-231 cell line, 

the  [Cu(QNA)(phen)ClO4], [Cu(2-HNA)(phen)ClO4], [Cu(2-MNA)(phen)ClO4], [Cu(6-

HNA)(phen)ClO4] and [Cu(6-HNA)(bipy)ClO4] complexes were more active than carboplatin 

(> 100 µM) and free ligands. The [Cu(QNA)(phen)ClO4], [Cu(2-HNA)(phen)ClO4], [Cu(2-

MNA)(phen)ClO4] and [Cu(6-HNA)(phen)ClO4] complexes bind to ct-DNA with Kb values 

in the range of 103 M−1. According to data from circular dichroism (CD) and fluorescence 

spectroscopy the complexes appear to bind to the DNA groove. The antituberculose activity 



 
 

of twelve complexes was also evaluated against the sensitive strain MTB H37Rv and the 

[Cu(QNA)(phen)ClO4], [Cu(2-HNA)(phen)ClO4] and [Cu(2-MNA)(phen)ClO4] complexes 

showed good activity with MIC values inferior than 2.7 µg mL−1, values lower than those 

found for the respective free ligands. Thus, the synthesized complexes showed good cytotoxic 

and antimicobacterial activity and are promising candidates for further studies. 

 
Keywords: copper(II) complexes, hydroxypyridinecarboxylics acids, heterocyclic bases, 

cytotoxic activity, antituberculosis activity. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Diversos compostos metálicos são relatados, desde a antiguidade, por serem utilizados 

como fármacos. Porém, o uso racional destas substâncias na medicina moderna foi bastante 

restrito até a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina, que é um quimioterápico 

utilizado no tratamento de diversos tipos de câncer, como os de ovário, garganta e testículo 

(ROSENBERG, et al., 1967; BERALDO, 2005; SILVA, et al., 2011; CUEVAS, et al., 2012; 

MJOS, ORVIG, 2014; TRUDU, et al., 2015, MEDICI, et al., 2015). 

A partir da introdução da cisplatina na clínica médica, deu-se o início a um vigoroso 

desenvolvimento de complexos metálicos com potenciais aplicações no campo 

farmacológico, principalmente como agentes antitumoral, antiinflamatório, antibacteriano, 

antirreumático e antimalárico (HELM, et al., 1995; CABANTCHIK, et al., 1996; 

SCHWIETERT , MCCUE, 1999; FARRELL, 2002; FONTES, CÉSAR, BERALDO, 2005; 

DIAS, et al., 2006; BARRY, SADLER, 2014; MEDICI, et al., 2015; CHEFF, HALL, 2017). 

Como consequência destes esforços, diversos compostos metálicos atualmente são utilizados 

como agentes terapêuticos, de imagem e de diagnóstico. Por exemplo, os radiofármacos de 
99mTc são bastante utilizados em diagnóstico por imagem e em tomografia, enquanto que os 

de Gd3+ são utilizados em ressonância magnética nuclear. Por sua vez, compostos de ouro são 

utilizados no tratamento da artrite reumática; os de antimônio no tratamento da leishmaniose; 

os de bismuto no tratamento de úlceras e os de arsênio no tratamento da leucemia 

promielocítica aguda, dentre outros (Figura 01) (BERMAN, 1997; SCHAEFER, 1997; 

ORVIG, ABRAMS, 1999; SUN, et al., 2001; FARRELL, 2002; THOMPSON; ORVIG, 

2003; ZANG, LIPPARD, 2003; FRICKER, 2006; FRICKER, 2007; CUEVAS, et al., 2012; 

MJOS, ORVIG, 2014; MEDICI, et al., 2015; DILRUBA, KALAYDA, 2016; CHEFF, HALL, 

2017; DEO, et al., 2018; HOONJAN, JADHAV, BHATT, 2018).  

Apesar do sucesso destes compostos na clínica médica, algumas desvantagens, como o 

aparecimento de resistência celular, além de efeitos colaterais graves, ocorrem 

frequentemente. Assim, a busca por medicamentos a base de metais mais seguros e eficazes é 

um desafio para os cientistas, além de novos usos, principalmente em doenças em que não há 

boas opões de tratamento ou cujo arsenal de fármacos está em constante declínio.    
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Figura 01. Compostos utilizados como agentes terapêuticos ou de diagnóstico.  
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1.1. Quimioterapia do câncer 
 

Câncer é o nome dado a um grupo de doenças que têm em comum o crescimento 

desordenado de células que se multiplicam rapidamente, de forma agressiva e incontrolável. 

As células cancerosas invadem os tecidos e órgãos podendo espalhar-se (metástase) para 

outras regiões do corpo, determinando a formação de tumores (acúmulo de células 

cancerosas) ou neoplasias malignas. A metástase é a principal causa de morte por câncer 

(INCA, 2018; WHO, 2018a). 
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O câncer é uma das principais causas de morte em todo o mundo e foi responsável por 

cerca de 9,6 milhões de mortes em 2018. Os tipos de câncer que apresentaram maior taxa de 

incidência foram os de pulmão (2,1 milhões), mama (2,1 milhões), colorretal (1,8 milhões), 

próstata (1,3 milhões) e de estômago (1,0 milhão). Globalmente, cerca de uma em cada seis 

mortes estão relacionadas à doença (WHO, 2018a). No Brasil, em 2017 houve 

aproximadamente 222 mil mortes em decorrências das neoplasias, tornando o câncer a 

segunda causa de morte ficando atrás apenas dos óbitos causados por doenças do aparelho 

circulatório (Tabela 01) (INCA, 2018).  

 

Tabela 01. Principais causas de morte no Brasil em 2017. 

Grupo de causas Total (%) 

Doenças do aparelho circulatório 27,34 

Neoplasias (tumores) 16,90 

Causas externas de morbidade e mortalidade 12,09 

Doenças do aparelho respiratório 11,86 

Doenças endócrinas nutricionais e metabólicas 6,07 

Sintomas, sinais e achados anormais de exames clínicos e laboratoriais 5,47 

Doenças do aparelho digestivo 5,03 

Algumas doenças infecciosas e parasitárias 4,18 

Demais causas 11,06 

Total 100 
Fonte: Sistema de Informações sobre Mortalidade – SIM. 

 
Os principais tratamentos para o câncer são a cirurgia, a radioterapia e a 

quimioterapia. Na maioria das vezes é preciso combinar mais de uma técnica, com a 

finalidade de obter a cura. O intuito da cirurgia é remover permanentemente o tumor, o que é 

difícil na maioria dos casos.  A radioterapia faz uso de radiações para combater o tumor ou 

impedir que suas células aumentem e a quimioterapia utiliza-se de medicamentos para matar 

ou impedir a divisão das células cancerosas que formam um determinado tipo de tumor. O 

tratamento pode ser feito por via oral, intravenosa, intramuscular, subcutânea, intratecal ou 

tópico. (SUDHAKAR, 2009; INCA, 2011). 

Os quimioterápicos podem ser orgânicos, como exemplos, o taxol e a vimblastina 

(Figura 02) ou inorgânicos, como a cisplatina (Figura 04), que é um dos fármacos mais 

utilizados na terapia antineoplásica desde 1978 quando foi aprovada para uso clínico pela 
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FDA (Administração de alimentos e medicamentos dos Estados Unidos). A cisplatina é 

utilizada em cerca de 50% dos tratamentos quimioterápicos, incluindo câncer de bexiga, 

cabeça, pescoço, pulmão, ovário e testículo. É eficaz contra vários tipos de câncer, como 

carcinomas, linfomas e sarcomas (DASARI, TCHOUNWOU, 2014; WEAVER, 2014; 

PETROVIĆ, TODOROVIĆ, 2016; LAZAREVIĆ, RILAK, BUGARČIĆ, 2017; CHEFF, 

HALL, 2017). 

 

Figura 02. Estrutura dos fármacos taxol e vimblastina. 
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A cisplatina é geralmente administrada por via intravenosa, devido a sua baixa 

solubilidade em água. Em razão da alta concentração de íons cloreto (100 mM) no meio 

externo da célula, esta permanece intacta, ou seja, não sofre hidrólise. No meio intracelular 

ocorre à substituição dos íons cloretos da cisplatina por moléculas de água, formando as 

espécies positivamente carregadas [PtCl(H2O)(NH3)2]+ e [Pt(H2O)2(NH3)2]+2. Assim a 

cisplatina sofre hidrólise devido à baixa concentração de íons cloreto (4-20 mM) no interior 

das células (FREZZA, et al., 2010; GÓMEZ-RUIZ et al., 2012). Estas espécies carregadas 

interagem com o ácido desoxirribonucleico (ADN) de diversas formas, mas a principal se da 

por meio dos átomos N7 das bases nitrogenadas (guanina ou adenina) (NEVES, VARGAS, 

2011; ALMEIDA, 2014; DASARI, TCHOUNWOU, 2014; PRANCZK, et al., 2014, 

DILRUBA, KALAYDA, 2016). A representação esquemática do mecanismo de ação da 

cisplatina está ilustrada na Figura 03.  

  Os diferentes tipos de adutos que são gerados entre a cisplatina e o ADN provocam 

distorções significativas na dupla hélice do ADN. Estas distorções são responsáveis pela 

inibição do processo de replicação mais precisamente no processo de transcrição; indução de 
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parada no ciclo celular; reparo do ADN e apoptose (MJOS, ORVIG, 2014; DILRUBA, 

KALAYDA, 2016; JOHNSTONE, SUNTHARALINGAM, LIPPARD, 2016). 

 

Figura 03. Representação esquemática do mecanismo de ação da cisplatina. 
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Fonte: Adaptado NEVES, VARGAS, 2011. 

 

Desde a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina e da sua relevância no 

tratamento do câncer, novos compostos inorgânicos a base de platina foram produzidos e 

introduzidos na clínica médica, como a carboplatina e oxaliplatina (Figura 04) que são de uso 

mundial e possuem efeitos colaterais mais brandos. A carboplatina é um fármaco de segunda 

geração e difere da estrutura da cisplatina pela presença do grupo abandonador dicarboxilato 

no lugar dos ligantes abandonadores cloreto. O mecanismo de ação é semelhante ao da 

cisplatina, mas devido ao ligante dicarboxilato, o fármaco possui menor toxicidade, 

resultando em efeitos colaterais menos pronunciados. Atualmente, a carboplatina é utilizada 

no tratamento de câncer de ovário, pulmão, cabeça e pescoço (DASARI, TCHOUNWOU, 

2014; DILRUIBA, KALAYDA, 2016). A oxaliplatina é considerada um fármaco de terceira 

geração e possui grupo abandonador oxalato e ligante bidentado 1,2-diaminociclohexano 

(DACH), ao invés de duas aminas. A oxaliplatina não apresenta resistência cruzada com a 

cisplatina e pode ser usada como uma terapia combinada com outros agentes 
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Apesar de muito utilizada, a cisplatina e seus derivados não são eficientes no 

tratamento de alguns tipos de câncer, pois há várias adversidades que limitam o uso clínico 

destas substâncias, como a resistência adquirida ou intrínseca apresentada em alguns tipos de 

tumores. Além disso, estes fármacos apresentam diversos efeitos colaterais, como supressão 

da medula óssea, neurotoxicidade e nefrotoxicidade que são associados principalmente à falta 

de seletividade dos mesmos. Devido a essas desvantagens, diversos complexos metálicos têm 

sido estudados com o objetivo de obter novos fármacos para tratar o câncer, como, por 

exemplo, os complexos de rutênio, gálio e paládio. O NAMI-A (Figura 05), complexo de 

rutênio com imidazol e DMSO, foi o primeiro complexo de rutênio a participar de teste 

clínico. Esteve em fase I/II de testes clínicos e é capaz de inibir o processo de metástase no 

câncer de pulmão, colorretal, melanoma, ovário e pancreas. O KP1019 (Figura 05) é um 

complexo de rutênio com indazol que esteve em fase II de teste clínico e é indicado para o 

tratamento de câncer colorretal avançado (BERGAMO, 2012; TRUDU, et al., 2015; NDAGI, 

MHLONGO, SOLIMAN, 2017). Complexos de gálio também são estudados como agente 

anticâncer, como por exemplo, o maltolato de gálio (Figura 05) que está em fase I de testes 

clínicos e é eficaz no tratamento de carcinoma hepatocelular avançado. Outro exemplo 

interessante é o tris(8-quinolinolato)gálio(III), conhecido como  KP46 (Figura 05), um 

composto de gálio desenvolvido para administração oral que está em fase II de testes clínicos 

para o tratamento de câncer renal e por enquanto não apresentou efeitos colaterais graves 

(TIMERBAEV, 2009; BERNSTEIN et al., 2011; DABROWIAK, 2017). O complexo de 

paládio, conhecido como TOOKAD® solúvel (Figura 05) está em fase III de testes clínicos e 

é indicado para o tratamento fotodinâmico do câncer de próstata (AZZOUZI, et al., 2015).  
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Figura 05. Estruturas dos complexos KP46, maltolato de gálio, KP1019, NAMI-A e 

TOOKAD® solúvel. 
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Fonte: A autora. 

 

1.2. Quimioterapia da tuberculose 
 

A tuberculose (TB) é uma doença causada por uma bactéria denominada 

Mycobacterium tuberculosis que pode afetar uma série de órgãos, principalmente os pulmões 

podendo levar à morte. Esta enfermidade pode ser prevenida por meio de medidas de proteção 

individual, como a vacinação com Bacillus Calmette-Guérin (BCG) e tem cura, desde que o 

tratamento seja seguido corretamente (KOUL, et al., 2011; FERRI, et al., 2014).  

A organização mundial da saúde (OMS) estima que cerca de um terço da população 

mundial tem tuberculose latente, o que significa que as pessoas foram infectadas pelas 

bactérias, mas não adoeceram. As pessoas infectadas têm um risco vitalício de 5 a 15% de 

manifestar a doença. No entanto, pessoas com sistemas imunológicos comprometidos, como 
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portadores do HIV (Vírus da Imunodeficiência Humana), desnutrição, diabetes e fumantes 

têm risco muito maior de adoecer (WHO, 2018b). 

 Em 2017, 10 milhões de pessoas adoeceram com tuberculose e 1,6 milhões 

morreram em decorrência da doença (entre elas, 0,3 milhões tinham HIV). Mais de 95% 

dessas mortes ocorreram em países de média e baixa renda. No Brasil foram confirmados em 

2018 mais de 94 mil casos de tuberculose, sendo que as maiores ocorrencias aconteceram nas 

regiões Nordeste e Sudeste, com 25059 e 42668 casos, respectivamente (Figura 06) (WHO, 

2018b; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2018). 

 

Figura 06. Números de casos confirmados de tuberculose por 100 mil habitantes, de acordo 

com as regiões brasileiras em 2018. 

 
Fonte: Ministério da Saúde/SVS - Sistema de Informação de Agravos de Notificação - Sinan Net. 

 

Ainda no Brasil, entre 1996 e 2016, foram registradas mais de 105 mil mortes por 

tuberculose, envolvendo casos pulmonares com confirmação bacteriológica, casos 

pulmonares sem confirmação bacteriológica, casos de tuberculose do sistema nervoso e outras 

formas extrapulmonares. Neste período, o número de óbitos por tuberculose diminuiu 22%, 

contudo a mortalidade por esta doença ainda apresenta números alarmantes (Figura 07). 
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Figura 07. Número de óbitos por tuberculose entre 1996 e 2016, no Brasil. 

 
Fonte: Sistema de Informações sobre Mortalidade (SIM). 

 

1.2.1. Transmissão, manifestações clínicas e sintomas 
 

A tuberculose é transmitida de forma direta, de pessoa a pessoa, principalmente por 

via aérea.  Quando pessoas com tuberculose pulmonar falam, tossem ou espirram, elas 

expelem para o ar bacilos de diversos tamanhos, sendo que os de maior diâmetro caem no 

solo, enquanto que os de menor diâmetro podem ficar suspensos no ar por diversas horas. 

Somente os bacilos com diâmetro de até 5 µm e em suspensão, podem atingir os bronquíolos 

e alvéolos pulmonares e então iniciar a multiplicação. Uma pessoa precisa inalar apenas 

alguns desses bacilos para se infectar (BRASIL, 2011; NOGUEIRA, et al., 2012; WHO, 

2018b).  

A tuberculose pode-se apresentar sob a forma primária (primo-infecção), pós-primária 

(ou secundária) ou miliar. A TB pulmonar primária ocorre em indivíduos que ainda não 

tiveram contato com o bacilo, sendo, portanto, mais comum em crianças. A TB pulmonar pós-

primária desenvolve-se a partir de uma nova infecção ou da reativação de bacilos latentes, 

podendo ocorrer em qualquer idade, embora seja mais frequente em adolescentes e jovens 

adultos. A TB miliar é a forma grave da doença e ocorre quando os bacilos estão 

disseminados na corrente sanguínea, causando lesões em diversos órgãos. Esse tipo de 
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tuberculose é mais comum em pacientes com HIV (BOMBARDA, et al., 2001; BRASIL, 

2011). 

Esta doença é de evolução crônica ou subaguda, sendo assim, os sintomas têm 

intensidade crescente e podem ser indolores; algumas vezes há diminuição destes sinais, 

causando uma sensação de bem-estar. Por conseguinte, os pacientes demoram até três meses 

para procurar auxílio médico. Os sintomas mais frequentes da tuberculose pulmonar são: 

tosse, hemoptise (expectoração de sangue provenientes do pulmão, traqueia e brônquios), dor 

torácica, rouquidão, dispneia (dificuldade para respirar), perda de peso, febre e sudorese 

(VERONESI, FOCACCIA, 2015). 

 

1.2.2. Tratamento da tuberculose 
 

Um dos desafios para a quimioterapia moderna é o desenvolvimento de fármacos 

eficientes contra o Mycobacterium tuberculosis, uma vez que a bactéria desenvolve 

resistência espontânea para praticamente todos os medicamentos em uso, com mais de meio 

milhão de casos de TB resistente por ano (VIGANOR, et al., 2015; WHO, 2018b). O atual 

regime para o tratamento de adultos com TB utilizado no Brasil, consiste de uma fase 

intensiva de 2 meses com o esquema RHZE, que é  uma combinação dos medicamentos 

rifampicina (R), isoniazida (H), pirazinamida (Z) e etambutol (E), seguido por uma fase de 

manutenção de 4 meses com esquema RH, ou seja, uma combinação de rifampicina e 

isoniazida (RABAHI, et al., 2017). Estes medicamentos são classificados como fármacos de 

primeira linha (Figura 08). Quando há resistência a estes medicamentos, são utilizados os 

fármacos de segunda linha, como o amicacina, capreomicina, ciprofloxacina, etionamida, 

ofloxacina, ácido p-aminosalicílico e protionamida (Figura 09). Eles são denominados desta 

forma, porque possuem eficácia limitada em relação aos primeiros, além de apresentarem 

efeitos colaterais severos ou não terem sido avaliados em diversos países (TIBERI, et al., 

2017; OLIVEIRA, 2018). 

O tratamento efetivo da tuberculose depende da combinação de vários fármacos por 

um período adequado. Devido à longa duração do tratamento e aos efeitos colaterais graves, 

muitos pacientes não tomam a medicação durante os seis meses, o que pode levar ao 

surgimento de linhagens de M. tuberculosis resistentes a um ou mais fármacos.  As linhagens 

resistentes podem ser classificadas como tuberculose multirresistente (MDR-TB), tuberculose 

extensivamente resistente a fármacos (XDR-TB) e tuberculose totalmente resistente a 

fármacos (TDR-TB). A MDR-TB é uma forma da tuberculose que é resistente a isoniazida e 
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rifampicina; a XDR-TB é causada pelo Mycobacterium tuberculosis resistente a isoniazida e 

rifampicina e pelo menos um fármaco injetável de segunda linha e a qualquer 

fluoroquinolona; a TDR-TB é ocasionada pelas micobactérias resistentes a todos os fármacos 

de primeira e segunda linha (HOAGLAND, et al., 2016; MISHRA, et al., 2017; TIBERI, et 

al., 2018). 

Recentemente, dois novos medicamentos foram aprovados para o tratamento da 

tuberculose multirresistente, bedaquilina e delamanida (Figura 10). Em 2012, o FDA aprovou 

o uso da bedaquilina. Em 2014, a Agência Europeia de Medicamentos (EMA) aprovou o uso 

do delamanida. No entanto, ambos os medicamentos estão associados a efeitos colaterais 

graves e são recomendados apenas para pacientes que não tem outra opção de tratamento 

(BRIGDEN, HEWISON, VARAINE, 2015; HOAGLAND, et al., 2016; QUAN, et al., 2017). 

 

Figura 08. Fármacos de primeira linha para o tratamento de tuberculose. 
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Figura 09. Fármacos de segunda linha para o tratamento de tuberculose. 
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A atividade antimicobacteriana de complexos de manganês e cobre contendo ligantes 

dicarboxilatos e 1,10-fenantrolina foi avaliada contra as linhagens H37Rv e CDC1551 (Figura 

13). Os estudos in vitro mostraram que os complexos de manganês foram mais ativos do que 

os complexos análogos de cobre(II) e do que os ligantes livres, com valores de CIM entre 

0,19 e 3,41 µM. Os complexos de Mn(II) exibiram um significativo índice de seletividade de 

até 1347. A atividade citotóxica também foi avaliada contra a linhagem celular A549 (câncer 

de pulmão) e os complexos de cobre(II) foram mais ativos do que os complexos análogos de 

mangânes e do que os ligantes livres, com valores de IC50 entre 0,98 e 1,06 µM. Já os 

complexos de Mn(II) apresentaram valores de IC50 maiores que 234 µM. A atividade 

antimicrobial também foi avaliada e estudos in vivo utilizando larvas de Galleria mellonella 

indicaram que os complexos metálicos eram minimamente tóxicos para as larvas. Portanto, 

estes resultados indicam que os complexos de mangânes são candidatos eficazes, seletivos e 

seguros para novos medicamentos para o tratamento da tuberculose (McCARRON, et al., 

2018). 

 

Figura 13. Complexos de manganês e cobre contendo ligantes dicarboxilatos e 1,10-

fenantrolina. 

 

 
Fonte: McCARRON, et al., 2018.  
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1.3. Cobre 

 
O cobre é um metal de transição dúctil, maleável, cuja configuração eletrônica é 

[Ar]3d104s1. Quando combinado com outros elementos, apresenta número de oxidação +1, + 2 

e +3, sendo que o estado de oxidação +2 é o mais comum e o +3 bastante raro, ocorrendo em 

poucos compostos que geralmente são fortes agentes oxidantes. Em geral, sais de cobre +1 

são insolúveis, diamagnéticos e de cor branca, enquanto que os sais de cobre +2 tendem a ser 

solúveis, paramagnéticos e coloridos (TISATO, et al., 2010; RODRIGUES, SILVA, 

GUERRA, 2012; SANTINI, et al., 2014). Complexos de cobre(II) podem apresentar 

geometrias bastante variadas, devido a configuração eletrônica do íon cobre(II), visto que a 

camada d incompleta possibilita a hibridização. As mais comuns são quadrado planar (NC = 

4), bipirâmide trigonal ou pirâmide de base quadrada (NC = 5) e octaédrica distorcida ou 

tetragonal (NC = 6) (TISATO, et al., 2010; SANTINI, et al., 2014; PAIXÃO, 2019). 

O cobre é um micronutriente essencial para a maioria dos organismos aeróbios e 

importante para a função de várias enzimas e proteínas envolvidas no metabolismo 

energético, respiração celular e síntese do ADN. É também um cofator em processos 

catalíticos mediados por enzimas como a citocromo oxidase, lisil oxidase, superóxido 

dismutase, tirosinase, dopamina β-monooxigenase, que são enzimas necessárias para a 

respiração mitocondrial, transporte de elétrons, síntese de colágeno, elastina, formação de 

melanina, biossíntese de catecolamina e sinalização celular. Além das funções essenciais do 

elemento nos meios biológicos, o íon cobre(II) também possui um papel importante na 

prevenção de anemia, doenças ósseas, danos celulares, entre outros.  (MARZANO, et al., 

2009; DENOYER, et al., 2015; NDAGI, MHLONGO, SOLIMAN, 2017). 

O íon cobre(II) tem sido amplamente utilizado em compostos de coordenação, por ser 

bastante reativo, solúvel em solventes comuns e de fácil manuseio, além do baixo custo e 

grande disponibilidade e variedade de sais metálicos. Apesar disso, se não eficientemente 

coordenado, íons de cobre podem sofrer processo redox e provocar danos oxidativos a muitas 

biomoléculas, incluindo lipídeos, proteínas-chave e ADN (LOPES, et al., 2013, ALMEIDA, 

2014).  

 

1.3.1. Complexos de cobre(II) e a química medicinal  
 

Devido à toxicidade apresentada por alguns fármacos atuais, uma alternativa seria o 

desenvolvimento de novos compostos baseados em metais essenciais encontrados 
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naturalmente no organismo, supondo serem menos tóxicos para células normais em relação às 

células cancerígenas. Portanto, o cobre é uma alternativa e os complexos de cobre estão sendo 

amplamente investigados.  Efetivamente, estes compostos apresentam uma grande variedade 

de atividades biológicas, como antibacteriana, antifúngica, antiviral, anticancerígena e anti-

inflamatória. Além disso, pesquisas mostram que a coordenação ao íon cobre(II) aumenta 

consideravelmente a atividade biológica de vários tipos de fármacos, tais como agentes 

antitumorais e antiinflamatórios (GZIUT et al., 2013; CHANDRALEKA et al., 2014; 

DHAVEETHU et al., 2014; KONARIKOVA, et al., 2016; LIAN, et al., 2016; 

CHYLEWSKA, et al., 2018). 

Complexos de cobre(II) com tiossemicarbazona derivada da glioxal-bis(4-metil-4-

fenil-3-tiosemicarbazona) foram ativos em várias linhagens celulares tumorais e in vivo. 

Dentre estes, [Cu(GTSC)] e [Cu(GTSCHCl)] (Figura 14) apresentaram atividade citotóxica 

potente (IC50 ≤ 0,2 µM) nas linhagens MCF-7 (câncer de mama), A-2780 (câncer de ovário) e 

HepG2 (câncer de fígado). Por fim, o complexo [Cu(GTSC)] exibiu uma excelente atividade 

antitumoral in vivo, em camundongos inoculados com células tumorais HCT116 (câncer 

colorretal) e foi obtido 95 ± 3,9% de inibição do crescimento do tumor (PALANIMUTHU, et 

al., 2013). 

Três complexos de cobre(II) contendo N'-(di(piridin-2-il)metileno)piperidina-1-

carbotiohidrazida, N'-((2-hidroxinaftalen-1-il)metileno)piperidina-1-carbotiohidrazida e N'-(1-

(pirazin-2-il)etilideno)piperidina-1-carbotiohidrazida foram sintetizados (Figura 15). Estes 

compostos induziram a apoptose significativamente, promovendo atividade em concentrações 

nanomolares, nas linhagens celulares de câncer de bexiga (T-24), câncer cervical (HeLa), 

câncer de pulmão (NCI-H460) e  câncer de fígado (BEL-7404). O complexo 1 (C1) 

apresentou valores de IC50 de 9,0 nM, 1,3 nM, 11,0 nM e 12,0 nM nas linhagens celulares 

HeLa, T-24, BEL-7404 e NCI-H460, respectivamente. Os complexos C2 e C3 obtiveram 

valores de IC50 menores que 0,1 µM para todas as linhagens analisadas. Em particular, a 

atividade antitumoral de C1 aumentou em mais de 150 vezes em relação ao ligante, o que 

mostra que os complexos de cobre têm vantagens significativas sobre os ligantes orgânicos 

(QI, et al., 2018). 
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Figura 14. Estrutura dos complexos [Cu(GTSC)] e [Cu(GTSCHCl)]. 
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Figura 15. Estrutura dos complexos C1, C2 e C3. 
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Complexos de cobre contendo derivados de hidroxiflavona exibiram boa atividade 

antimicobacteriana. Os complexos [Cu(L9)(H2O)], [Cu(L12)(H2O)], [Cu(L16)(Cl)(H2O)], 

[Cu(L29)(H2O)] e [Cu(L36)(Cl)(H2O)] (Figura 16) apresentaram valores de CIM de 0,75 µmol 

L−1, 070 µmol L−1, 0,55 µmol L−1, 0,60 µmol L−1, 0,68 µmol L−1, respectivamente  (JOSEPH, 

NAGASHRI, SUMAN, 2016). Complexos de cobre(II) contendo as hidrazonas 2-

piridinacarboxaldeido-isonicotinoil hidrazona (HPCIH) e 2-acetilpiridina-isonicotinoil 

hidrazona (HAPIH) foram testados nas linhagens celulares OVCAR-8 (câncer do ovário), SF-

295 (glioblastoma multiforme) e HCT-116 (adenocarcinoma do cólon) e também contra 
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Mycobacterium tuberculosis. Os complexos [Cu(HPCIH)Cl2].0,4H2O e 

[Cu(HAPIH)Cl2].1,25H2O (Figura 17) apresentaram CIM de 0,85 μM e 1,58 μM 

respectivamente, menor que o da isoniazida (2,27 μM) e dos ligantes livres. O complexo 

[Cu(HAPIH)Cl2].1,25H2O também apresentou boa atividade citotóxica, com valores de IC50 

de 0,39 μM, 0,48 μM, 0,86 μM  para as linhagens HCT-116, OVCAR-8 e SF-295, 

respectivamente. Este complexo possui atividade antitumoral semelhante à doxorrubicina, 

fármaco utilizado no tratamento de câncer (FIRMINO, et al., 2016).  

 

Figura 16. Complexos de cobre com derivados de hidroxiflavona. 
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Figura 17. Complexos de cobre(II) contendo hidrazonas derivadas de isoniazida. 
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Complexos de cobre(II) contendo 1,10 fenantrolina também apresentam interessantes 

atividades farmacológicas, incluindo atividade antitumoral, antimicobacteriana, 

antimicrobiana e tripanocida (DEEGAN, et al., 2006; GARCÍA-GIMÉNEZ, et al., 2009; 

MANIKANDAMATHAVAN, et al., 2011; SILVA, et al., 2014; ALMEIDA, et al., 2015; 

FERREIRA, et al., 2016; KOSTELIDOU, et al., 2016;  PAIXÃO, et al. 2017; OLIVEIRA, et 

al., 2017; McCARRON, et al., 2018; EREMINA, et al., 2019; PAIXÃO, et al., 2019). O 

grande número de complexos com fenantrolina se devem ao complexo [Cu(phen)2]+2 (Figura 

18) que apresenta atividade nuclease, ou seja, é um composto capaz de clivar eficientemente o 

ADN (SIGMAN, et al., 1979). A atividade nuclease foi descoberta acidentalmente quando 

estudavam inibidores da polimerase I do ADN de Escherichia coli utilizando 1,10-

fenantrolina, mas em vez disso observaram que o ADN foi clivado na presença de Cu(II) e 

então, os produtos da clivagem inibiram a enzima. Para exercer a atividade nuclease, o 

composto [Cu(phen)2]2+ é reduzido in situ originando a espécie [Cu(phen)2]+, que liga-se ao 

sulco menor do ADN, combina-se com o oxigênio molecular, levando à formação de espécies 

oxidantes que induzem a clivagem da fita do ADN pela abstração de um hidrogênio da 

desoxirribose (SILVA, et al., 2011;  SILVA, 2013; WENDE, LÜDTKE, KULAK, 2014). 
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Figura 18. Estrutura do complexo [Cu(phen)2]2+. 
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Portanto, complexos metálicos com o ligante 1,10-fenantrolina e derivados podem ser 

bons agentes antitumorais. Nesse aspecto, complexos de cobre foram sintetizados e avaliados 

quanto à atividade citotóxica e apresentaram resultados promissores na inibição do 

crescimento das células tumorais. Por exemplo, complexo de cobre do tipo [Cu(O-O)(N-

N)ClO4], no qual O-O = 4,4,4-trifluoro-1-fenil-1,3-butanodiona (Hbta) e N-N = 1,10-

fenantrolina (phen), cujo nome genérico é CBP-01 (Figura 19) apresentou atividade 

antitumoral contra as linhagens celulares sarcoma 180 e C2C12 (células de mioblastos de 

murino), com valores de IC50 de 7,4 μM e 26,4 μM, respectivamente. Esse composto exibiu 

seletividade para a célula tumoral testada in vitro (IS > 3). Além disso, o CBP-01 apresentou 

maior citotoxicidade contra células do sarcoma 180 que a mitomicina C (IC50 = 20  μM), um 

composto antitumoral conhecido (ALMEIDA, et al., 2015; POLLONI, et al., 2019). 

O mecanismo de ação (Figura 20) desse composto pode ser atribuído ao seu estado 

redox que provocou um aumento significativo dos níveis intracelulares de espécies reativas de 

oxigênio (ROS). O excesso de ROS gerado pode estar associado à capacidade do CBP-01 de 

induzir danos ao ADN, causando a parada do ciclo celular, portanto, as células se acumularam 

no ponto de controle G0/G1 com consequente diminuição do número de células nas fases S e 

G2/M. Em resposta ao estresse oxidativo, a autofagia foi induzida para reduzir os níveis 

intracelulares de ROS a fim de proteger as células. Contudo, as espécies reativas de oxigênio 

atingiram níveis que não poderiam ser neutralizados por mecanismos de proteção celular e 

isso pode ter acarretado em uma disfunção autofágica resultando em apoptose ou morte 

celular autofágica (POLLONI, et al., 2019). 
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Figura 19. Estrutura do composto CBP-01. 
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Fonte: A autora. 
 

Figura 20. Mecanismo de ação do complexo CBP-01. 

 
Fonte: Adaptado de POLLONI, et al., 2019. 

 

Uma das classes mais promissores de complexos de Cu(II) são as Casiopeínas®, que 

são uma mistura de quelatos de cobre (II) de fórmula geral [Cu(N-N)(O-O)]NO3 ou [Cu(N-N) 

(N-O)]NO3, onde N-N = 1,10-fenantrolina, 2,2’-bipiridina e derivados, N-O = α-aminoácido 

ou peptídeo e O-O = acetilacetonato ou o salicilaldeído (Figura 21). As Casiopeínas® foram 

avaliadas in vitro e in vivo e apresentaram atividades antiproliferativas, citotóxicas, 

citostáticas, genotóxicas e antitumorais, com resultados promissores. O mecanismo de ação 
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dessa classe ainda não foi completamente esclarecido, mas evidências sugerem que esses 

compostos são capazes de inibir a proliferação celular causando morte celular por apoptose 

através de espécies reativas do oxigênio (ROS), toxicidade mitocondrial ou interação direta 

com o ADN (KACHADOURIAN, et al., 2010; RUIZ-AZUARA, BRAVO-GÓMEZ, 2010; 

SERMENT-GUERRERO, et al., 2017). 

 

Figura 21. Estruturas das Casiopeínas®. 
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Fonte: A autora. 

 

O complexo de cobre(II) contendo N-(1,10-fenantrolin-5-il)-nonanamida e aspirina 

possui potente atividade citotóxica. O composto CuLA (Figura 22) inibiu as células 

cancerígenas e apresentou excelente citotoxicidade, capacidade anti-inflamatória e de 

clivagem do ADN.  Este composto promove a apoptose precoce nas células SKOV-3 (câncer 

de ovário). Os resultados demonstram que CuLA inibiu a proliferação das células 

cancerígenas envolvendo danos no ADN e disfunção mitocondrial. Particularmente, o CuLA é 

altamente citotóxico contra as células SKOV-3, apresentando IC50 igual a 1,1 μM, valor 

menor que o da cisplatina ( IC50 = 7,08 μM)  (SHI, et al., 2019). 
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Figura 22. Estrutura do complexo CuLA. 
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Fonte: A autora. 

 

Complexos de cobre(II) com derivados nitroaromáticos de bases Schiff, imidazol e 

1,10-fenantrolina do tipo [CuL(o-phen)] 1 e [CuL(Imz)] 2 (Figura 23), onde o-phen = 1,10-

fenantrolina e  Imz = imidazol foram sintetizados e possuem atividade antitumoral com 

resultados promissores. Os complexos 1 e 2 foram avaliados contra as linhagens celulares 

A549 (câncer de pulmão) com valores de IC50 iguais a 0,67 e 0,59 µM, respectivamente e 

MCF7 (câncer de mama) com valores de IC50 iguais a 6,30 e 8,88 µM, respectivamente. Para 

a linha celular A549, ambos os complexos apresentaram boa atividade em relação à cisplatina 

(IC50 = 4,13 µM). Por outro lado, para a linha celular MCF7 os valores de IC50 para os 

complexos são ligeiramente superiores ao relatado para a cisplatina (IC50 = 3,92 µM) e muito 

inferiores ao relatado para a carboplatina (IC50 = 36,65 µM). Os complexos 1 e 2 

apresentaram baixa toxicidade quando testados na linhagem L132 (células normais do 

pulmão), com valores de IS igual a 11,3 e 15,2, respectivamente (KOLEY, et al., 2018). 

Dois complexos de cobre(II) solúveis em água contendo 4-aminoantipirina e ligantes 

N,N-doadores (1,10-fenantrolina ou 2,2’-bipiridina) foram sintetizados e avaliados contra uma 

linhagem celular tumoral de leucemia mielóide crônica (K562) (Figura 24). A capacidade dos 

complexos de clivar o ADN através de um mecanismo oxidativo está relacionada com o 

ligante N,N-doador presente. Os compostos induzem dano oxidativo ao ADN pela geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS). Ambos os complexos inibem o crescimento de células 

K562 com valores de IC50 inferiores aos ligantes livres correspondentes. O complexo com 

1,10-fenantrolina possui um valor de IC50 de 1,8 µM. Por outro lado, o complexo contendo 

2,2’-bipiridina teve um efeito significativamente menor na mesma linha celular (IC50 = 26 

µM). Significativamente, o complexo mais citotóxico (com 1,10-fenantrolina) apresentou alta 
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atividade nucleolítica in vitro por gerar quebras de fitas simples e duplas, além de inibir 

fortemente a atividade enzimática da topoisomerase I em concentração micromolar. (SOUZA, 

et al., 2019). 

 

Figura 23. Estruturas dos [CuL(o-phen)] 1 e [CuL(Imz)] 2.  
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Figura 24. Complexos de Cu(II) contendo 4-aminoantipirina e ligantes N,N-doadores. 

N

N

Cu

N
H2

ON

N

OClO3

OClO3

N

N

Cu

N
H2

ON

N

OClO3

OClO3
 

Fonte: A autora. 

 

1.4.Ácidos hidroxipiridinacarboxílicos 
 

Os ácidos hidroxipiridinacarboxílicos e seus derivados estão presentes em muitos 

produtos naturais e muitas vezes são interessantes para a química medicinal, devido à grande 

variedade de propriedades biológicas (KISS, et al., 2000; BARBOSA, et al., 2015). Por 

exemplo, o ácido picolínico (Figura 25) é um metabólito do aminoácido triptofano e auxilia 

na absorção de íons zinco(II) através da membrana intestinal. Este ácido também é um 

suplemento alimentar aprovado. Além disso, Chromax® é o nome comercial do complexo 
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Cr(pic)3, que atualmente está sendo usado como aditivo alimentar e tem demonstrado auxiliar 

os pacientes diabéticos na manutenção do controle glicêmico (FENG, TSANGARIS, 

BARTON, 1990; ROSAS, et al., 2010).  

Outro exemplo é o ácido nicotínico (Figura 25), também conhecido como Niacina ou 

vitamina B3 que é um fármaco modulador lipídico de amplo espectro que aumenta os níveis 

das lipoproteínas de alta densidade (HDL) e diminui os níveis de triglicérides, diminuindo 

assim as lipoproteínas de baixa densidade (LDL). Por conseguinte, o ácido nicotínico foi o 

primeiro fármaco redutor de colesterol que também demonstrou diminuir os eventos 

cardiovasculares e a mortalidade cardiovascular. Estes efeitos modificadores de lipídeos são 

acompanhados por efeitos antiateroscleróticos, e, portanto o ácido nicotínico também tem sido 

usado há décadas para prevenir e tratar a aterosclerose (LUKASOVA, et al., 2011; JULIUS, 

FISCHER, 2013). 

 

Figura 25. Ácido nicotínico e ácido picolínico. 
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Os complexos [Ru(2-OHnic)(dppb)(bipy)]PF6 (1) , [Ru(6-OHnic)(dppb)(bipy)]PF6 (2) 

e [Ru(3-OHpic)(dppb)(bipy)]PF6 (3) (Figura 26) com os ligantes desprotonados ácido 2-

hidroxinicotínico (2-OHnicH), ácido 6-hidroxinicotínico (6-OHnicH) e ácido 3-

hidroxipicolínico (3-OHpicH) foram avaliados contra Mycobacterium tuberculosis e contra a 

linhagem celular VERO CCL-81. Todos os compostos sintetizados exibiram boa atividade 

antimicobacteriana e ausência de toxicidade, indicando um bom índice de seletividade. Os 

compostos exibiram valores de CIM igual a 0,4 µM, 6,4 µM e 3,2 µM para os complexos 1, 2 

e 3, respectivamente. Todos os compostos foram mais ativos que os ligantes livres. Os 

complexos 1 e 3 apresentaram atividade in vitro mais potente que o etambutol (CIM = 5,6 

µM), sendo o complexo 1 mais ativo que a gatifloxacina (CIM = 0,9 µM). O complexo 1 

também mostrou atividade bastante semelhante ao medicamento isoniazida (CIM = 0,4 µM), 

fármaco de primeira linha no tratamento da tuberculose (BARBOSA, et al., 2015). 
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Figura 26. Complexos de rutênio(II) com 2-OHnicH, 6-OHnicH e 3-OHpicH. 
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Estes ácidos foram considerados agentes quelantes úteis no tratamento de vários 

distúrbios, incluindo a doença de Alzheimer. Além disso, parecem apresentar baixa 

toxicidade. Devido a estas propriedades promissoras, é cabível o estudo de derivados de 

ácidos hidroxipiridinacarboxílicos. Por exemplo, o ácido 3-hidroxi-4-piridinocarboxílico, foi 

relatado como antiinflamatório não tóxico, aliás, alguns derivados exibem efeitos tóxicos 

insignificantes (IC50 > 0,1 mM) para linhagens de células de câncer e células humanas 

primárias, após uma exposição por três dias (DI MARCO, et al., 2004; DI MARCO, et al., 

2006; DEAN, et al., 2011; BRUN, et al., 2013; DEAN, et al., 2014). 

Os ligantes multidentados, hidroxipiridinacarboxílicos, contém três grupos funcionais: 

átomo de nitrogênio piridínico, dois átomos de oxigênio do grupo carboxila e um átomo de 

oxigênio do grupo hidroxila, levando à formação de complexos com várias possibilidades de 

estruturas, devido aos diferentes modos de coordenação. Os ligantes 2-hidroxinicotínico (2-

HNA) e 6-hidroxinicotínico (6-HNA) apresentam tautomerismo (Figura 27), tanto no estado 

sólido quanto em solução, devido à mobilidade do átomo de hidrogênio do grupo OH, que 

está próximo do átomo de nitrogênio básico. Portanto pode ser facilmente transferido. Um 

tautomerismo semelhante ocorre também no ácido 2-mercaptonicotínico (2-MNA) (Figura 

27). Os diferentes modos de coordenação destas moléculas incluindo monodentado, em ponte, 

quelatos N,O e O,O, além de quelatos O,S e N,S referente ao ligante 2-MNA, podem resultar 

em uma grande diversidade de compostos de coordenação (QUINTAL, et al., 2002; YUE, et 

al., 2007; MIKLOVIC, et al., 2008; BARBOSA, et al., 2015; SINGH, et al., 2017). 
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2. OBJETIVOS  
 

2.1. Objetivo geral 
 

Este trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade citotóxica 

e antimicobacteriana de novos complexos de cobre(II) contendo ácidos 

hidroxipiridinacarboxílicos e ligantes N,N-doadores. 

 

2.2. Objetivos específicos 
 

i) Sintetizar e caracterizar novos complexos de cobre(II) contendo os ácidos 2-

mercaptonicotínico, 3-hidroxipicolínico, 6-hidroxipicolínico, 2-hidroxinicotínico, 6-

hidroxinicotínico, quináldico e ligantes N,N-doadores, a saber, 1,10-fenantrolina e 2,2-

bipiridina.  

ii) Caracterizar os complexos sintetizados por  análise elementar e condutimétrica, 

espectroscopia  de absorção na região do ultravioleta-visível (UV-Vis) e na região do 

infravermelho (IV), reflectância difusa, espectroscopia de ressonância paramagnética 

eletrônica (RPE),  e espectrometria de massas em alta resolução com ionização por 

electrospray (HRESIMS). 

iii) Avaliar a estabilidade por espectrofotometria de absorção na região do UV-Vis. 

iv) Avaliar a atividade citotóxica in vitro (IC50) destes complexos e de seus respectivos 

ligantes, em células tumorais e normais. 

v) Realizar estudos de interação com o ADN para alguns compostos selecionados. 

vi) Avaliar a atividade biológica contra Mycobacterium tuberculosis destes complexos e de 

seus respectivos ligantes. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 
 

3.1. Reagentes e solventes 
 

Todos os sais metálicos e ligantes empregados neste trabalho foram obtidos 

comercialmente (Sigma-Aldrich). Os solventes utilizados foram adquiridos de diferentes 

fontes e possuíam grau de pureza analítico sendo utilizados sem tratamento prévio.  

 

3.2. Métodos Instrumentais 
 

3.2.1. Análise Elementar (CHNS) 
 

As porcentagens de carbono, hidrogênio, nitrogênio e enxofre presentes nas amostras 

foram determinadas utilizando um analisador CHNS/O, modelo 2400 (serie 2) da Perkin-

Elmer. 

 

3.2.2. Análise Condutimétrica 
 

As medidas de condutividade molar dos complexos foram realizadas à temperatura 

ambiente utilizando-se um condutivímetro modelo Tec-4MP da Tecnal com constante de 

célula igual a 1,196 cm–1. As soluções (1,0 × 10–3 M) foram preparadas em dimetilformamida, 

dimetilsulfóxido e etanol, grau espectroscópico. A condutividade dos solventes puros foi de 

6,49, 1,49 e 0,92 S cm2 mol−1, respectivamente.  

 
3.2.3. Espectrofotometria de absorção na região do UV-Vis e reflectância difusa 

 

Para analisar a absorção dos compostos na região do ultravioleta-visível foi utilizado 

um espectrofotômetro Shimadzu UV-2501 PC. As análises no estado sólido foram realizadas 

utilizando o acessório de reflectância difusa e o sulfato de bário como referência. Os espectros 

em solução foram realizados em concentração 1,0 × 10−5 M e 1,0 × 10−3 M utilizando os 

solventes acetonitrila e DMF. 
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3.2.4. Espectroscopia de absorção na região do infravermelho (IV)  
 

Os espectros de absorção na região do infravermelho para os compostos foram obtidos 

em um espectrofotômetro FT-IR Frontier Single Range-MIR da Perkin-Elmer. Esta análise foi 

realizada no estado sólido dos complexos e ligantes e com o uso do acessório de Reflectância 

Total Atenuada (ATR) com cristal de diamante, na região entre 4000 e 220 cm−1, com 

resolução de 4 cm−1. 

 

3.2.5. Espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica (RPE) 
 

Os espectros de RPE foram realizados no Instituto de Química da Universidade de São 

Paulo, em parceria com a Profa Dra Ana Maria da Costa Ferreira. O equipamento utilizado foi 

o espectrômetro da Bruker, modelo EMX, operando na banda X (ν = 9,50 GHz) com potência 

de 20 mW e modulação de frequência de 100 kHz a baixa temperatura (77K).  Esta análise foi 

realizada no estado sólido e em soluções de acetonitrila congeladas em tubos de quartzo da 

marca Wilmad. DPPH (α,α’-difenil-β-picrilhidrazil; g = 2,0036) foi usado como calibrador de 

frequência para todas as amostras. Os espectros foram usualmente interpretados através de 

simulações utilizando o pacote EasySpin (STOLL, SCHWEIGER, 2006), do software Matlab 

R2015a. 

 

3.2.6. Espectrometria de massas em alta resolução com ionização por electrospray 

(HRESIMS)  
 

Os espectros de massas foram realizados na Faculdade de Ciências Farmacêuticas de 

Ribeirão Preto, na Universidade de São Paulo, em colaboração com o Prof. Dr. Norberto 

Peporine Lopes e o Prof. Dr. Marcos Pivatto (IQ-UFU). O equipamento utilizado foi um 

espectrômetro de massas de alta resolução micrOTOF-Q II (Bruker Daltonics) com ionização 

por electrospray (ESI). Os compostos foram solubilizados em metanol e injetados utilizando 

seringa (100 μL), adaptada a uma bomba de infusão direta com fluxo de 5 μL min−1. Os 

espectros foram obtidos no modo positivo e os valores de m/z teóricos para os complexos 

carregados foram calculados no software ChemDraw Ultra 12.0. 
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3.3. Estudos biológicos 
 

3.3.1. Estudo de atividade citotóxica  
 

Os testes para as células MDA-MB-231, MCF-10A foram realizados no Instituto de 

Biotecnologia da UFU, em colaboração com a Profa Dra. Veridiana de Melo Rodrigues. 

Linhagem celular de adenocarcinoma de mama humano metastático (MDA-MB-231) e 

células de mama não tumorigênica (MCF-10A) obtidas do “American Type Culture 

Collection” (ATCC, Manassas, VA, EUA), foram cultivadas em garrafas de cultura e 

mantidas em estufa à 37 ᵒC e 5% CO2. As células MDA-MB-231 foram cultivadas em meio 

de cultura IMDM (Sigma, Brasil) suplementado com 10% SFB, 25mM de HEPES e 

gentamicina. Células MCF-10A foram mantidas em meio F12 DMEM (Sigma, Brasil), 

suplementado com 50 µL de EGF a (200 µg mL−1), 250 µL de hidrocortisona a (1 mg mL−1), 

insulina 10 ug mL−1 (Invitrogen, Brasil), 0,1% de penicilina/estreptomicina, 50 µL de toxina 

colérica a (1 mg mL−1) e 10% de SFB. A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT 

conforme proposto por Mosmann (1983), com as devidas modificações efetuadas por 

Sieuwerst et al. (1995). Para verificar a citotoxicidade dos complexos de cobre(II) foram 

utilizadas as linhagens MCF-10A e MDA-MB-231, onde 3 × 104 células mL−1 foram 

adicionadas em placas de 96 poços e mantidas em estufa à 37 ºC e 5% CO2. Após 24 h de 

incubação, as células foram tratadas com diferentes concentrações dos complexos IV-XIV e 

seus ligantes (diluição seriada de 100 µM a 1,5625 µM) por 24 h à 37 ºC e 5% CO2.  Ao 

término do tempo de tratamento foi adicionado 10 µL do reagente colorimétrico MTT (5 mg 

mL−1), e após 4 h de incubação foi adicionado 100 µL de SDS 10% HCl por poço. Após 18 h, 

foi realizada a leitura das absorbâncias a 570 nm. 

Os testes para a célula K562 foram realizados no Departamento de Química da 

UFMG, em colaboração com a Profa Dra. Elene Cristina Pereira Maia. As células tumorais 

foram adquiridas em um Banco de células do Rio de Janeiro (número CR083 do acervo do 

BCRJ). Para realizar este teste as células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma 

Chemical Co.) suplementado com 10% de soro fetal bovino (CULTILAB, São Paulo, Brasil) 

a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. As culturas cresceram 

exponencialmente de 105 células mL–1 para cerca de 8 × 105 células mL–1 em três dias. A 

viabilidade celular foi verificada por exclusão, utilizando corante azul de tripan (que cora 

somente as células mortas), e o número de células viáveis foram determinadas em um 

contador de partículas (modelo 22, série AK32252 da BECKMAN COULTER). Para o estudo 
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citotóxico, 1 × 105 células mL–1 foram incubadas por 72h na ausência e presença de diferentes 

concentrações dos compostos testados (complexos e ligantes livres). A sensibilidade para os 

compostos foi avaliada pela concentração necessária para inibir o crescimento celular em 

50%, (IC50). Soluções estoque foram preparadas em DMSO e diluídas com o intuito de obter 

a concentração ideal para ser utilizada nos ensaios citotóxicos. A concentração final de 

DMSO nos experimentos foi inferior a 0,5% e foi verificado que nessas condições o solvente 

não tem nenhum efeito sobre a viabilidade ou o crescimento celular. 

Os testes para as células MRC-5 e A549 foram realizados no Departamento de 

Ciências Biológicas da UNESP, em colaboração com o Prof Dr. Fernando Rogério Pavan. 

Linhagem celular de fibroblastos pulmonares normais (MRC-5) e células de adenocarcinoma 

de pulmão (A549) obtidas do “American Type Culture Collection” (Manassas, VA, EUA), 

foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina (100 

U/mL)-estreptomicina (100 µg/mL). As celulas foram mantidas num ambiente umidificado à 

37 °C contendo 5% de CO2 e sub-cultivadas duas vezes por semana. Um ensaio de redução da 

resazurina foi usado para investigar a citotoxicidade de vários complexos para as linhagens 

celulares MRC-5 e A549. O ensaio baseia-se na redução do corante indicador, resazurina, 

para a resorufina que é altamente fluorescente para células viáveis. Células não viáveis 

perdem rapidamente a capacidade metabólica para reduzir a resazurina e, portanto, não 

produzem sinal fluorescente. Resumidamente, as células foram destacadas por tratamento 

com 0,25% tripsina/EDTA (VitroCell, Brasil) e 2,5 × 104 células foram adicionadas em placas 

de 96  poços em um volume total de 100 µL. As células foram tratadas com diferentes 

concentrações de complexos. Após 24 h ou 72 h de incubação na presença dos compostos, o 

meio foi removido e adicionou-se 50 µL de resazurina 0,01 % m/v em meio DMEM por poço 

a 37 °C por 3 h. A fluorescência foi medida no leitor de placas Biotek Synergy H1 (Biotek, 

Winooski, VT) usando um comprimento de onda de excitação de 530 nm e um comprimento 

de onda de emissão de 590 nm. As células não tratadas constituíram o controle negativo 

(células viáveis), e células tratadas com doxorrubicina a 100 nmol constituíram o controle 

positivo (controle de morte). Todos os testes foram realizados em três ensaios independentes. 

Foi feito um teste em placas sem células para verificar se a reação não pode ocorrer entre os 

compostos e o reagente para evitar resultados falso-positivos (dados não mostrados). Os 

valores de IC50 representam as concentrações de amostras necessárias para inibir 50% da 

proliferação celular e foram calculados a partir de uma curva de calibração por curvas de 

regressão utilizando o Microsoft Excel. 
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3.3.2. Estudo de atividade antituberculose  
 

Os estudos de atividade antituberculose foram realizados na Universidade Estadual 

Paulista (UNESP), campus Araraquara, em colaboração com o Prof. Dr. Fernando R. Pavan.  

A atividade antituberculose dos compostos foi determinada pelo método REMA 

(ensaio de microplaca com resazurina) (PALOMINO, et al., 2002). As soluções estoque dos 

compostos testados foram preparadas em dimetilsulfóxido (DMSO) e diluídas em meio de 

cultura Middlebrook 7H9 (Difco®), suplementado com ácido oleico, albumina, dextrose e 

catalase (OADC) para obtenção de concentrações finais de 0,098-25 µg mL−1. A rifampicina 

(Sigma-Aldrich®) é um antibiótico utilizado no tratamento da tuberculose e foi utilizada 

como controle no experimento (concentração inicial de 1µg mL-1). Posteriormente, 100 µL da 

solução bacteriana previamente ajustada em 5 × 105 unidades de formação de colônias por mL 

em caldo Middlebrook 7H9 (Difco®) suplementado com (OADC) foram adicionados em 100 

µL da solução dos compostos em placas de 96 poços (Kasvi®). As culturas foram incubadas 

durante 7 dias a 37 °C e foram adicionados 30 µL de solução de resazurina (Sigma-Aldrich) 

(0,01% em água) em cada poço. Após 24 h foi feita a leitura para alteração de cor e de 

fluorescência (excitação/emissão de 530 e 590 nm respectivamente) utilizando o equipamento 

Cytation 3 (Biotek®). A CIM (concentração inibitória mínima) foi definida como a menor 

concentração resultando em 90% de inibição do crescimento de M. tuberculosis. 

 

3.3.3. Interação com ADN 
 

Os estudos de interação com ADN foram realizados na Universidade Estadual Paulista 

(UNESP), campus Araraquara, em colaboração com o Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy 

Netto e Dra. Mariete Barbosa Moreira. 

A solução de ADN de timo de bezerro (ct-ADN) usada no experimento foi preparada 

em tampão Tris-HCl 5,0 x 10−3 M e NaCl 5,0 x 10−2 M em pH = 7,3. A razão entre as bandas 

de absorção de 260 e 280 nm foi encontrada na faixa de 1,8-1,9 indicando que o ct-ADN 

estava livre de proteínas. A concentração de ADN foi determinada espectrofotometricamente 

usando o coeficiente de absorção molar de 6600 mol−1 L cm−1 em 260 nm (RIBEIRO, et al., 

2019). 

Os espectros de dicroísmo circular (DC) foram obtidos para amostras de ADN na 

presença de quantidades crescentes de complexo. As medidas foram registradas usando uma 

célula de quartzo padrão de 10 mm de comprimento em um espectropolarímetro JASCO (J-
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815) de 235 a 320 nm, com acúmulo de 5 varreduras no modo de varredura contínua e 

velocidade de varredura de 100 nm/min a 298 K. A concentração da solução de ADN no 

tampão Tris-HCl foi mantida constante em todas as amostras (5,0 x 10−5 M), enquanto que a 

solução dos complexos, preparada recentemente em DMSO (1,0 x 10−3 M), variou de 0 a 2,0 

x 10−5 M para atingir a razão molar complexo/ADN de 0 a 0,4. A porcentagem de solvente foi 

mantida abaixo de 2%. Todas as amostras foram incubadas a 310 K por 24 h antes da coleta 

dos espectros de DC (VILLARREAL, et al., 2017). 

A interação entre os complexos e o ADN foi observada por análise 

espectrofotométrica de absorção utilizando um espectrofotômetro Thermo Scientific 

Evolution Array UV-Visible. Os experimentos foram realizados em uma célula de quartzo 

com 10 mm de comprimento com tampão Tris-HCl e 2% de DMSO. A concentração do 

complexo fixada em 2,0 x 10−5 M, enquanto a concentração de ADN aumentou de 0 para 6,0 

x 10−5 M. Os espectros de UV-vis foram obtidos após adição de ct-ADN, tanto na solução do 

composto quanto na referência. A constante de ligação intrínseca (Kb) dos complexos ao ct-

ADN foi obtida pela equação de Benesi-Hildebrand (SIRAJUDDIN, ALI, BADSHAH, 2013). 

 A଴A − A଴ =  εୋεୌିୋ − εୋ + εୋεୌିୋ − εୋ × 1Kୠ[ADN] 
 

Nesta equação, A e A0 são absorbância da solução do complexo na presença e 

ausência de ct-ADN, respectivamente. Os coeficientes ƐG e ƐH−G são os coeficientes de 

absorção molar do complexo livre e do complexo com ct-ADN, respectivamente. A partir do 

gráfico de A0/(A−A0) versus 1/[ADN], a constante Kb foi calculada pela razão entre o 

coeficiente linear e angular. Para uma melhor compreensão de como funciona a interação 

ADN-complexo, o ensaio Hoeschst 33258 de deslocamento competitivo foi realizado em um 

espectropolarímetro JASCO (J-815), usando uma célula de quartzo de 10 mm de 

comprimento, de 358 a 660 nm, com comprimento de onda de excitação de 338 nm e largura 

da banda de 5,0 nm. No experimento, as concentrações de ADN e Hoechst 33258 foram 

fixadas em 6,0 x 10−5 M e 6,0 x 10−6 M, respectivamente. A solução do complexo foi 

preparada recentemente em DMSO (2,0 x 10−3 M) e depois adicionada à solução ADN-

Hoechst 33258, a fim de obter concentrações de 0 a 6,0 x 10−5 M, mantendo a porcentagem de 

DMSO abaixo de 3%. Todos os espectros foram registrados após 5 minutos entre cada adição 

do complexo (RUIZ, et al., 2013; İNCI, et al., 2019). Para avaliar a extinção da fluorescência 

Hoechst 33258 ligada ao ADN pelos complexos foi aplicada a equação de Stern-Volmer: 
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F଴ F⁄ = 1 + Kୱ୴[Q] 
 

Onde F0 e F são a intensidade de fluorescência do aduto Hoechst-ADN antes e depois 

da adição do complexo, respectivamente. A constante de extinção de Stern-Volmer é o KSV 

enquanto [Q] é a concentração do agente extintor. O valor da constante foi obtido através da 

inclinação do gráfico linear de F0/F versus [Q]. 

 

3.4. Síntese dos complexos  
 

3.4.1. Complexos do tipo [Cu(L-L)(N-N)ClO4]  
 

Os complexos de cobre(II) foram preparados pela reação de Cu(ClO4)2∙6H2O (0,0926 

g, 0,25 mmol) com 0,25 mmol do ácido, ambos dissolvidos em 5 mL de metanol, sob agitação 

constante por 30 minutos. Para os ligantes 2-HNA, 2-MNA e 6-HNA foi necessária a adição 

da trietilamina para favorecer a dissolução. Em seguida foi adicionado lentamente (gota a 

gota) 2 mL de uma solução metanólica do ligante N,N-doador (0,25 mmol). A mistura foi 

mantida em agitação durante 24 horas, a temperatura ambiente. O sólido formado foi separado 

por filtração, lavado com éter e seco em dessecador sob pressão reduzida. A Figura 28 (A) 

representa a rota sintética do complexo [Cu(3-HPA)(phen)ClO4] I. 

 

3.4.2. Complexos do tipo [Cu(L-L)2]  
 

Os complexos de cobre(II) foram preparados pela reação de Cu(ClO4)2∙6H2O (0,0926 

g, 0,25 mmol) com 0,50 mmol do ácido, ambos dissolvidos em 5 mL de metanol, sob agitação 

constante por 24 horas, a temperatura ambiente. Para os ligantes 2-HNA, 2-MNA e 6-HNA 

foi necessária a adição da trietilamina para favorecer a desprotonação. O sólido formado foi 

separado por filtração, lavado com éter e seco em dessecador sob pressão reduzida. A Figura 

28 (B) representa a rota sintética do complexo [Cu(3-HPA)2] III. 
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c)  [Cu(3-HPA)2] III 

 

M.M.: 339,22 g mol−1. Rendimento: 51 %. Cor: Azul. Análise Elementar para 

(CuC12H8N2O6): C, 42,45; H, 2,36; N, 8,25 %. Encontrado: C, 42,84; H, 2,51; N, 8,13 %. 

HRESIMS (metanol), m/z: 361,9571 [M + Na]+. IV (ATR)  (cm-1): 3453, 3100, 3069, 2376, 

2344, 1653, 1647, 1608, 1576, 1570, 1559, 1508, 1456, 1394, 1388, 1321, 1309, 1275, 1240, 

1217, 1153, 1128, 1058, 903, 833, 819, 810, 765, 691, 588, 452. UV-Vis (etanol), λmax (nm) = 

302, 653. UV-Vis (sólido), λmax (nm) = 599. ΛM (etanol) = 0,69 S cm2 mol−1.  

 

d) [Cu(QNA)(phen)ClO4]·0,5H2O IV 

 

M.M.: 533,38 g mol−1. Rendimento: 61%. Cor: Azul. Análise Elementar para 

(CuC22H15N3O6,5Cl): C, 50,39; H, 2,88; N, 8,01 %. Encontrado: C, 50,23; H, 3,01; N, 7,86 %. 

HRESIMS (metanol), m/z: 415,0379 [M – ClO4
-]+.  IV (ATR)  (cm-1): 3069, 2971, 1739, 

1674, 1660, 1605, 1593, 1562, 1521, 1497, 1473, 1463, 1428, 1416, 1372, 1366, 1352, 1342, 

1327, 1271, 1227, 1217, 1183, 1172, 1149, 1070, 995, 976, 931, 900, 893, 974, 845, 827, 806, 

787, 777, 769, 737, 718, 651, 621, 601, 561, 540, 524, 510, 498, 457, 436, 413, 399, 378, 356, 

323, 311, 284, 274, 261, 250, 235. UV-Vis (ACN), λmax (nm) = 294 (ombro), 270, 234. UV-

Vis (sólido), λmax (nm) = 699. ΛM (etanol) = 35,36 S cm2 mol−1. 

 

e) [Cu(QNA)(bipy)ClO4]·H2O V 

 

M.M.: 509,36 g mol−1. Rendimento: 60 %. Cor: Azul. Análise Elementar para 

(CuC20H16N3O7Cl): C, 47,16; H, 3,17; N, 8,25 %. Encontrado: C, 47,17; H, 2,66; N, 8,05 %. 

HRESIMS (metanol), m/z: 391,0377 [M – ClO4
-]+. IV (ATR)  (cm-1): 3246, 3120, 3088, 

3030, 2970, 2162, 1738, 1632, 1611, 1603, 1568, 1514, 1498, 1476, 1462, 1448, 1376, 1346, 

1320, 1270, 1253, 1218, 1179, 1159, 1080, 1063, 1034, 1022, 979, 931, 903, 884, 856, 848, 

806, 768, 730, 665, 645, 620, 606, 569, 525, 508, 494, 469, 443, 424, 411, 381, 368, 318, 301, 

282, 254, 229, 223. UV-Vis (etanol), λmax (nm) = 310, 299, 238. UV-Vis (sólido), λmax (nm) = 

717. ΛM (etanol) = 42,79 S cm2 mol−1. 

 

f) [Cu(QNA)2]·H2O VI 
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M.M.: 425,88 g mol−1. Rendimento: 63%. Cor: Verde. Análise Elementar para 

(CuC20H14N2O5): C, 56,40; H, 3,31; N, 6,58 %. Encontrado: C, 56,18; H, 3,42; N, 6,29 %. 

HRESIMS (metanol), m/z: 429,9984 [M + Na]+. IV (ATR)  (cm-1): 3251, 3061, 3029, 2971, 

1980, 1739, 1630, 1618, 1567, 1513, 1461, 1437, 1374, 1345, 1306, 126900, 1219, 1210, 

1189, 1183, 1155, 1138, 1124, 1003, 995, 987, 977, 963, 955, 903, 885, 856, 847, 806, 798, 

770, 741, 645, 628, 606, 569, 525, 507, 494, 403, 382, 367, 321, 280, 261, 230. UV-Vis 

(etanol), λmax (nm) = 311, 240. UV-Vis (sólido), λmax (nm) = 689. ΛM (etanol) = 0,43 S cm2 

mol−1. 

 

g) [Cu(phen)(2-HNA)ClO4]·1,5H2O VII 
 

M.M.: 481,30 g mol−1. Rendimento: 82%. Cor: Verde. Análise Elementar para 

(CuC18H15N3O8,5Cl): C, 42,53; H, 2,97; N, 8,27 %. Encontrado: C, 42,28; H, 2,55; N, 8,21 %. 

HRESIMS (metanol), m/z: 381,0170 [M – ClO4
-]+. IV (ATR)  (cm-1): 3393, 3068, 1602, 

1555, 1515, 1474, 1458, 1445, 1426, 1364, 1343, 1329, 1249, 1207, 1143, 1105, 1073, 915, 

872, 843, 829, 809, 786, 754, 722, 703,, 693, 653, 639, 599, 545, 504, 489, 467, 450, 438, 

425, 314, 305, 268, 245. UV-Vis (metanol), λmax (nm) = 315( ombro), 293, 272, 222, 631. 

UV-Vis (sólido), λmax (nm) = 660. ΛM (DMF) = 75,62 S cm2 mol−1. 

 

h) [Cu(bipy)(2-HNA)ClO4] VIII 
 

M.M.: 457,28 g mol−1. Rendimento: 71%. Cor: Azul. Análise Elementar para 

(CuC16H12N3O7Cl): C, 42,02; H, 2,65; N, 9,19 %. Encontrado: C, 42,38; H, 2,42; N, 9,18 %. 

HRESIMS (metanol), m/z: 357,0177 [M – ClO4
-]+. IV (ATR)  (cm-1): 3079, 2992, 2922, 

2604, 2471, 1705, 1633, 1605, 1591, 1555, 1522,1496, 1471, 1430, 1414, 1340, 1315, 1281, 

1260, 1227, 1150, 1066, 1003, 977, 930, 909, 873, 845, 778, 737, 718, 653, 643, 620, 554, 

503, 474, 436, 383, 311, 289, 265. UV-Vis (metanol), λmax (nm) = 309, 300, 228, 615. UV-Vis 

(sólido), λmax (nm) = 622. ΛM (DMF) = 65,06 S cm2 mol−1. 

 

i) [Cu(2-HNA)2]·H2O IX 

 

M.M.: 357,76 g mol−1. Rendimento: 75%. Cor: Azul. Análise Elementar para 

(CuC12H10N2O7): C, 41,33; H, 2,60; N, 8,03 %. Encontrado: C, 40,85; H, 1,89; N, 7,74 %. IV 
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(ATR)  (cm-1): 3071, 1636, 1612, 1577, 1571, 1523, 1459, 1421, 1351, 1313, 1228, 1206, 

1142, 1090, 1058, 996, 908, 837, 770, 734, 667, 641, 584, 574, 542, 484, 427, 362, 331, 327, 

318, 310, 295, 278, 264, 249, 227. UV-Vis (sólido), λmax (nm) = 657. ΛM (DMF) = 7,59 S 

cm2 mol−1. 

 

j) [Cu(phen)(2-MNA)ClO4]·0,5H2O X 

 
M.M.: 515,38 g mol−1. Rendimento: 68%. Cor: Verde. Análise Elementar para 

(CuC18H13N3O6,5SCl): C, 42,69; H, 2,59; N, 8,30 %. Encontrado: C, 42,50; H, 2,88; N, 8,28 

%. HRESIMS (metanol), m/z: 396,9942 [M – ClO4
-]+. IV (ATR)  (cm-1): 3515, 3290, 3201, 

3131, 3092, 3040, 3004, 2908, 1688, 1631, 1594, 1578, 1519, 1496, 1428, 1404, 1373, 1347, 

1321, 1249, 1226, 1207, 1149, 1123, 1107, 1100, 1084, 1043, 986, 958, 922, 906, 871, 855, 

825, 781, 769, 758, 738, 723, 649, 622, 617, 578, 546, 504, 485, 457, 445, 429, 411, 385, 362, 

339, 307, 264, 255, 238, 227. UV-Vis (metanol), λmax (nm) = 351, 292 (ombro), 271. ΛM 

(DMF) = 101,41 S cm2 mol−1. 

 

k) [Cu(bipy)(2-MNA)ClO4] XI 
 
M.M.: 473,35 g mol−1. Rendimento: 70%. Cor: Verde. Análise Elementar para 

(CuC16H12N3O6SCl): C, 40,60; H, 2,56; N, 8,88 %. Encontrado: C, 41,35; H, 2,66; N, 9,11 %. 

HRESIMS (metanol), m/z: 372,9942 [M – ClO4
-]+. IV (ATR)  (cm-1): 3115, 3088, 1639, 

1626, 1602, 1557, 1497, 1474, 1445, 1439, 1409, 1384, 1331, 1318, 1313, 1286, 1269, 1243, 

1198, 1172, 1156, 1118, 1099, 1046, 1029, 1018, 981, 943, 931, 924, 906, 869, 816, 776, 757, 

729, 663, 640, 627, 618, 557, 542, 496, 442, 420, 413, 397, 372, 345, 319, 285, 272, 255, 244, 

230, 225. UV-Vis (metanol), λmax (nm) = 347, 309 (ombro), 298, 243. UV-Vis (sólido), λmax 

(nm) = 603. ΛM (DMF) = 117,72 S cm2 mol−1. 

 

l) [Cu(2-MNA)2]·0,5H2O XII 

 
M.M.: 370,87 g mol−1. Rendimento: 58%. Cor: Marrom. Análise Elementar para 

(CuC12H9N2O4,5S2): C, 37,84; H, 2,38; N, 7,35 %. Encontrado: C, 37,83; H, 1,92; N, 7,33 %. 

IV (ATR)  (cm-1): 3088, 2597, 2161, 2093, 2003, 1897, 1700, 1597, 1548, 1502, 1433, 1408, 

1369, 1342, 1235, 1200, 1151, 1138, 1074, 1065, 946, 869, 820, 757, 705, 664, 638, 556, 541, 
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495, 419, 405, 383, 344, 279, 250, 244, 237, 229, 226. UV-Vis (metanol), λmax (nm) = 399, 

300, 266. ΛM (DMF) = 11,77 S cm2 mol−1. 

 

m)  [Cu(phen)(6-HNA)ClO4]·H2O XIII 

 
M.M.: 499,32 g mol−1. Rendimento: 78%. Cor: Verde. Análise Elementar para 

(CuC18H14N3O8Cl): C, 43,30; H, 2,83; N, 8,42 %. Encontrado: C, 42,95; H, 2,92; N, 8,28 %. 

IV (ATR)  (cm-1): 3488, 3076, 1651, 1616, 1571, 1540, 1520, 1494, 1428, 1397, 1342, 1280, 

1254, 1225, 1212, 1146, 1081, 930, 874, 845, 795, 789, 740, 719, 691, 662, 650, 621, 544, 

493, 442, 430, 320, 308, 297, 268, 253, 243, 223. UV-Vis (ACN), λmax (nm) = 293 (ombro), 

271, 224. UV-Vis (sólido), λmax (nm) = 643. ΛM (DMF) = 83,51 S cm2 mol−1. 

 

n) [Cu(bipy)(6-HNA)ClO4]·1,5H2O XIV 

 

M.M.: 457,28 g mol−1. Rendimento: 49%. Cor: Verde. Análise Elementar para 

(CuC16H15N3O8,5Cl): C, 39,68; H, 3,12; N, 8,68 %. Encontrado: C, 39,88; H, 3,05; N, 8,78 %. 

IV (ATR)  (cm-1): 3614, 3126, 3085, 1651, 1612, 1603, 1575, 1568, 1497, 1474, 1444, 1377, 

1320, 1283, 1252, 1218, 1173, 1161, 1120, 1069, 1031, 1019, 1007, 981, 930, 899, 872, 849, 

794, 769, 729, 692, 662, 649, 643, 619, 548, 512, 460, 436, 413, 371, 291, 286, 276, 263, 254, 

242, 232, 222. UV-Vis (etanol), λmax (nm) = 299, 245, 229. UV-Vis (sólido), λmax (nm) = 626. 

ΛM (DMF) = 86,62 S cm2 mol−1. 

 

o) [Cu(6-HNA)2]·3,5H2O XV 
 

M.M.: 457,21 g mol−1. Rendimento: 75%. Cor: Verde. Análise Elementar para 

(CuC12H15N2O9,5): C, 35,78; H, 3,75; N, 6,95 %. Encontrado: C, 35,90; H, 3,57; N, 6,90 %. 

IV (ATR)  (cm-1): 3301,379, 1288, 1222, 1127, 1031, 868, 844, 792, 743, 687, 653, 441, 

283, 276, 243, 234, 227. UV-Vis (sólido), λmax (nm) = 651. ΛM (DMF) = 36,06 S cm2 mol−1. 

 

 

 

 

 

 







45 
 

Figura 31. Estruturas cristalinas dos complexos III (A) e IX (B).  

 
Fonte: GIRGINOVA, et al. 2005 e SINGH, et al. 2017. 
 

Os complexos foram sintetizados a partir do precursor CuClO4·6H2O previamente 

dissolvido em metanol. Após a adição dos respectivos ligantes e agitação por 24 horas, os 

sólidos formados foram isolados por filtração e devidamente secos sob pressão reduzida. Os 

novos compostos de Cu(II) são coloridos, estáveis ao ar, à luz, solúveis em solventes polares 

como o DMSO, DMF, etanol e metanol.  As propostas estruturais foram feitas tendo como 

base os resultados de análise elementar, condutividade molar, de espectrometria de massas em 

alta resolução com ionização por electrospray e por técnicas espectroscópicas, tais como UV-

Vis, infravermelho e RPE. A atividade citotóxica dos complexos I-VIII, X, XI, XIII e XIV e 

seus respectivos ligantes foi avaliada contra células tumorais e normais. A atividade 

antimicobacteriana contra Mycobacterium tuberculosis dos complexos I-XII e seus 

respectivos ligantes também foi avaliada contra a linhagem sensível MTB H37Rv. 
 

4.1.Análise elementar  
 

Os dados de análise elementar (CHN) para os complexos sintetizados (Tabela 02) 

corroboram com as estruturas propostas e indicam que os compostos estão puros.   

 

Tabela 02. Dados de análise elementar (CHN) para os complexos sintetizados obtidos. 

Complexos %Cteór %Cexp %Hteór %Hexp %Nteór %Nexp 

[Cu(3-HPA)(phen)ClO4] I 44,92 44,98 2,51 2,37 8,73 8,69 

[Cu(3-HPA)(bipy)ClO4] II 42,02 41,77 2,65 2,37 9,19 9,01 

[Cu(3-HPA)2] III 42,42 42,84 2,37 2,51 8,25 8,13 

[Cu(QNA)(phen)ClO4]·0,5H2O IV 50,39 50,23 2,88 3,01 8,01 7,86 

[Cu(QNA)(bipy)ClO4]·H2O V 47,16 47,17 3,17 2,66 8,25 8,05 
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[Cu(QNA)2]·H2O VI 56,40 56,18 3,31 3,42 6,58 6,29 

[Cu(2-HNA)(phen)ClO4]·1,5H2O VII 42,53 42,28 2,97 2,55 8,27 8,21 

[Cu(2-HNA)(bipy)ClO4] VIII 42,02 42,38 2,65 2,42 9,19 9,18 

[Cu(2-HNA)2]·H2O IX 40,29 40,69 2,82 2,53 7,83 7,82 

[Cu(2-MNA)(phen)ClO4]·0,5H2O X 42,69 42,50 2,59 2,88 8,30 8,28 

[Cu(2-MNA)(bipy)ClO4] XI 40,60 41,35 2,56 2,66 8,88 9,11 

[Cu(2-MNA)2]·0,5H2O XII 37,84 37,83 2,38 1,92 7,35 7,33 

[Cu(6-HNA)(phen)ClO4]·H2O XIII 43,30 42,95 2,83 2,92 8,42 8,28 

[Cu(6-HNA)(bipy)ClO4]·1,5H2O XIV 39,68 39,88 3,12 3,05 8,68 8,78 

[Cu(6-HNA)2]·3,5H2O XV 35,78 35,90 3,75 3,57 6,95 6,90 
Fonte: Dados da pesquisa. 

 

4.2. Análise condutimétrica 
 

As medidas de condutividade molar dos complexos foram realizadas logo após o 

preparo de soluções 1,0 × 10−3 M, utilizando etanol, DMSO ou DMF como solventes. Para 

determinar se os complexos são eletrólitos ou não, foram utilizadas faixas de valores de 

condutividade relatadas na literatura, conforme Tabela 03 (GEARY, 1971; VELHO, 2006).  

 

Tabela 03. Faixa de valores de condutividade molar.  

Solvente Eletrólito (S cm2 mol−1)a (S cm2 mol−1)b 

DMF 1:1 65 – 90 37 – 122 

DMSO 1:1 50 – 70 20 – 62 

ETANOL 1:1 35 – 45 - 
Fonte: Adaptado de aGEARY (1971) e bVELHO (2006). 

 

Os valores de condutividade molar (Tabela 04) para os complexos III, VI, IX, XII, 

XV e XVIII foram inferiores a 36,06 S cm2 mol−1, o que indica que eles são neutros e que os 

ligantes bidentados não sofrem reação de troca com o solvente. Comparando os resultados 

obtidos para os demais complexos com dados da literatura, foi possível classificá-los como 

eletrólitos 1:1. Portanto, em solução, os complexos ternários perdem um perclorato gerando 

compostos do tipo [Cu(L-L)(N-N)] +, comportamento bastante comum para complexos deste 

tipo (ALMEIDA, et al., 2015).  
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Tabela 04. Valores de condutividade molar para os complexos sintetizados obtidos.  

Complexos Solvente Condutividade (S cm2 mol−1) 

[Cu(3-HPA)(phen)ClO4] I etanol 39,12 

[Cu(3-HPA)(bipy)ClO4] II etanol 35,93 

[Cu(3-HPA)2] III etanol 0,39 

[Cu(QNA)(phen)ClO4]·0,5H2O IV etanol 35,37 

[Cu(QNA)(bipy)ClO4]·H2O V etanol 42,78 

[Cu(QNA)2]·H2O VI etanol 0,42 

[Cu(2HNA)(phen)ClO4]·H2O VII DMF 75,62 

[Cu(2HNA)(bipy)ClO4] VIII DMF 65,06 

[Cu(2HNA)2]·0,5H2O IX DMF 7,59 

[Cu(2MNA)(phen)ClO4]·0,5H2O X DMSO 28,01 

[Cu(2MNA)(bipy)ClO4] XI DMSO 34,99 

[Cu(2MNA)2]·0,5H2O XII DMSO 3,22 

[Cu(6HNA)(phen)ClO4]·H2O XIII DMF 83,51 

[Cu(6HNA)(bipy)ClO4]·1,5H2O XIV DMF 86,62 

[Cu(6HNA)2]·3,5H2O XIV DMF 36,06 
Fonte: Dados da pesquisa. 

 

4.3.Espectrofotometria de absorção na região do UV-Vis e reflectância difusa 

 

Os espectros na região do UV-Visível foram analisados no intervalo compreendido 

entre 200 e 800 nm, utilizando-se os solventes metanol ou acetonitrila grau espectroscópico 

no preparo de soluções 1,0 × 10−5 M. Os valores de comprimentos de onda (λmáx) e 

absortividade molar (εmáx) para os ligantes livres e respectivos complexos estão descritos na 

Tabela 05.  

As principais bandas de absorção envolvendo complexos metálicos são atribuíveis a 

três tipos de transições eletrônicas. As absorções na região do ultravioleta, de alta energia, 

frequentemente estão relacionadas com as transições intraligantes (IL), transições do tipo n → 

π* e π → π*. Novas bandas na região do ultravioleta próximo/visível podem estar 

relacionadas às transições de transferência de carga, TC, que são sensíveis a variação da 

polaridade do solvente. Por fim, as transições observadas na região do visível estão 

relacionadas com as transições d-d, que são de menor intensidade (ε ≈ 10 a 102 mol–1 L cm–1) 
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e são características de metais com subcamada d não totalmente preenchida (SHRIVER; 

ATKINS, 2008; ALMEIDA et al., 2015). 

Para os ligantes phen e bipy, transições do tipo n → π* e π → π* relacionadas aos 

grupos cromóforos C=N e C=C ocorrem na região entre 230 e 281 nm com altos coeficientes 

de absortividade molar (ε > 104 mol–1 L cm–1), o que indica transições completamente 

permitidas pelas regras de seleção (SHRIVER; ATKINS, 2008; ALMEIDA et al., 2015; 

PAIXÃO, 2017). Os ligantes derivados dos ácidos picolínico e nicotínico utilizados 

apresentam bandas entre 225 e 378 nm com valores de absortividade molar entre 103 e 104 

mol–1 L cm–1. Estas bandas são referentes às transições próprias dos ligantes, chamadas 

intraligantes (n-π e π-π*). 

 

Tabela 05.  Atribuição das bandas observadas (λmáx) e respectivos valores de absortividade 

molar (εmáx) dos ligantes e dos seus respectivos complexos.  

Composto λmáx (nm) ε (mol−1 L cm−1) Transição 

Phen 230 5,9 × 104 
IL 

 263 3,8 × 104 

Bipy 235 5,5 × 104 
IL 

 281 7,2 × 104 

3-HPA 226 (ombro) 5,0 × 103 
IL 

 303 6,2 × 103 

[Cu(3-HPA)(phen)ClO4] I 227 7,8 × 103 

 

IL 

 265 5,0 × 103 

 272 4,6 × 103 

 294 1,9 × 103 

 342 4,8 × 102 

 670 3,0 × 101 d-d 

[Cu(3-HPA)(bipy)ClO4] II 224 

243 (ombro) 

2,6 × 104 

1,6 × 104 

 

 

 

IL 

 

TCML 

d-d 

 288 (ombro) 

297 

1,4 × 104 

1,5 × 104 

 309 1,3 × 104 

 345 2,6 × 103 

 661 3,1 × 101 
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[Cu(3-HPA)2] III 302 1,2 × 104 IL 

 653 3,5 × 101 d-d 

QNA 238 4,1 × 104 
IL 

 291 4,0 × 103 

[Cu(QNA)(phen)ClO4]·0,5H2O IV 234 9,3 × 104 
 

IL 
 270 5,5 × 104 

 294 (ombro) 2,3 × 104 

[Cu(QNA)(bipy)ClO4]·H2O V 238 3,1 × 104 
 

IL 
 299 1,5 × 104 

 310 1,3 × 104 

[Cu(QNA)2]·H2O VI 240 1,8 × 104 
IL 

 311 2,2 × 103 

2-HNA 225 2,6 × 103 

IL  295 2,2 × 103 

 319 1,6 × 103 

[Cu(2-HNA)(phen)ClO4]·1,5H2O VII 222 9,8 × 103  

 272 9,2 × 103  

 293 4,2 × 103 IL 

 315 (ombro) 2,8 × 103  

 631 6,3 × 101 d-d 

[Cu(2-HNA)(bipy)ClO4] VIII 228 2,4 × 104 
 

IL 
 300 2,5 × 104 

 309 2,7 × 104 

 615 6,7 × 101 d-d 

2-MNA 300 4,3 × 104 
IL 

 378 8,6 × 103 

[Cu(2-MNA)(phen)ClO4]·0,5H2O X 271 3,5 × 104  

 292 (ombro) 1,6 × 104 IL 

 351 8,8 × 103  

[Cu(2-MNA)(bipy)ClO4] XI 243 2,4 × 104 

IL 
 298 2,8 × 104 

 309 (ombro) 2,5 × 104 

 347 1,6 × 104 
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[Cu(2-MNA)2]·0,5H2O XII 266 2,9 × 104  

 300 2,6 × 104 IL 

 399 1,9 × 104  

6-HNA 251 2,2 × 104 

IL 
 299 8,1 × 103 

[Cu(6-HNA)(phen)ClO4]·H2O XIII 224 7,0 × 104  

 271 8,2 × 104 IL 

 293 (ombro) 3,0 × 104  

[Cu(6-HNA)(bipy)ClO4]·1,5H2O XIV 229 2,2 × 104  

 245 2,3 × 104 IL 

 299 2,4 × 104  
Fonte: Dados da pesquisa. 

 

A Figura 32 corresponde aos espectros de absorção do complexo II e seus respectivos 

ligantes, em soluções etanólicas de concentrações 1,0 × 10−4 M. O complexo II possui bandas 

em 224, 243, 288, 297, 309 e 345 nm. As bandas em 235 e 281 nm, encontradas para o ligante 

livre bipy, também foram observadas no complexo, porém deslocadas para 224 nm e 297 nm, 

respectivamente. Por sua vez, a banda em 303 nm encontrada para o ligante livre 3-HPA está 

deslocada para 309 nm. O complexo apresenta uma banda em 345 nm atribuída à 

transferência de carga TCML. Quando correlacionamos os espectros do complexo com os dos 

ligantes correspondentes, foram observados deslocamentos para maior e menor comprimento 

de onda, ou seja, deslocamentos batocrômico e hipsocrômico, respectivamente, confirmando a 

presença do complexo em solução. 

A Figura 33 corresponde aos espectros de absorção do complexo VI e seu respectivo 

ligante, em soluções etanólicas de concentrações 1,0 × 10−4 M. O complexo VI possui bandas 

em 240 e 311 nm e no ligante livre QNA, estas bandas foram observados em 238 e 291 nm. 

Os deslocamentos para maior comprimento de onda, ou seja, deslocamentos batocrômico, 

indicam a presença do complexo em solução. 

A Figura 34 corresponde aos espectros de absorção do complexo VII e seus 

respectivos ligantes, em soluções metanólicas de concentrações 5,0 × 10−5 M. O complexo 
VII possui bandas em 222, 272, 293 e 315 nm. A banda encontrada em 222 nm para o 

complexo pode ser considerada uma sobreposição das bandas em 230 nm para o ligante livre 

phen e 225 nm para o ligante livre 2-HNA. A banda em 263 nm, encontrada para o ligante 

livre phen, também foi observada no complexo, porém deslocada para 272 nm. Por sua vez, as 
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bandas em 295 e 319 nm encontradas para o ligante livre 3-HNA estão deslocadas para 293 e 

315 nm. Quando correlacionamos os espectros do complexo com os dos ligantes 

correspondentes, foram observados deslocamentos para maior e menor comprimento de onda, 

ou seja, deslocamentos batocrômico e hipsocrômico, respectivamente, confirmando a 

presença do complexo em solução. 

 

Figura 32. Espectros de absorção na região do UV-Vis do complexo II e seus respectivos 

ligantes, em solução etanólica (1,0 × 10−4 M). 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 33. Espectros de absorção na região do UV-Vis do complexo VI e seu respectivo 

ligante, em solução etanólica (1,0 × 10–4 M). 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
 
Figura 34. Espectros de absorção na região do UV-Vis do complexo VII e seus respectivos 

ligantes, em solução metanólica (5,0 × 10–5 M). 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Os complexos também foram caracterizados no estado sólido utilizando acessório para 

medidas de reflectância difusa de modo a observar as transições d-d. O íon cobre(II) livre, 
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Figura 36. Espectro de absorção na região do UV-Vis do complexo I em solução metanólica 

(1,0 × 10−3 M) e no estado sólido.  
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

4.4. Espectroscopia de absorção na região do infravermelho 

 

Os espectros de infravermelho dos ligantes livres foram realizados para posterior 

comparação com os correspondentes complexos isolados, a fim de se obter informações a 

respeito do modo de coordenação dos ligantes ao metal.  Para o ligante 1,10-fenantrolina, as 

bandas presentes na região entre 1504 e 1421 cm−1 compreendem os modos vibracionais 

νassC=C ou νsC=C e  νC-N do anel aromático. As absorções características na região de 3062 

e 3033 cm−1 são atribuídas aos estiramentos assimétrico e simétrico da ligação C-H, 

respectivamente. Para o ligante 2,2-bipiridina, as bandas presentes na região entre 1628-1465 

cm−1 são devidos aos estiramentos dos grupos C=C e C-N do anel aromático, enquanto que as 

absorções na região de 3136 e 3105 cm−1 são atribuíveis aos estiramentos assimétrico e 

simétrico da ligação C-H, respectivamente. 

Os ácidos utilizados neste trabalho apresentam bandas relacionadas ao grupo 

carboxilato, O-Hfenólico, S-H, como também vibrações relacionadas ao átomo de nitrogênio do 

anel piridínico. Os ligantes 3-HPA e QNA apresentam uma banda próximo de 1610 cm−1 que 

é atribuível ao estiramento da ligação C=N. Bandas fracas em 3100 e 3000 cm-1 são atribuídas 

aos estiramentos C-H do anel aromático (ZUROWSKA, et al., 2004; GIRIGINOVA, et al., 
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2005). Para o ligante 2-HNA, bandas características dos estiramentos N-H e C=O de cetona 

aparecem em 3230 e 1737/1711 cm−1, respectivamente.  Para o ligante 2-MNA, bandas 

presentes na região entre 1800 e 2400 cm–1 são atribuídas aos estiramentos S-H. As absorções 

características na região de 3188 cm−1 são atribuídas ao estiramento N-H e a banda próxima a 

1140 cm−1 é característica do estiramento C=S. Estas observações sugerem que há a presença 

de ambos os tautômeros, representados na Figura 27 (YANG, CHEN, GAO, 2007). Para o 

ligante 6-HNA, a banda próxima a 3450 cm−1 indica presença de um grupo OH e as bandas 

em 3229 e 1738/1726 cm−1 são características dos estiramentos N-H e C=O de cetona, 

respectivamente, sugerindo também uma mistura de tautômeros (NAKAMOTO, 1997; 

QUINTAL, et al.; 2002; SILVA, 2017). A Tabela 06 ilustra as principais atribuições 

observadas para os complexos e seus respectivos ligantes.  

 

Tabela 06. Atribuições dos principais modos vibracionais no infravermelho, para o ligante e 

os seus respectivos complexos. 

Composto νNH 

(cm−1) 

νC=O  

(cm−1) 

νasCOO− 

(cm−1) 

νC=N 

(cm−1) 

νsCOO− 

(cm−1) 

ΔνasCOO−- 

νsCOO−  

(cm−1) 

Outras 

bandas 

(cm−1) 

3-HPA - 1680 1697 1606 1323 374  

I - - 1648 1609 1321 327  

II - - 1649 1610 1320 329  

III - - 1645 1609 1326 319  

QNA - 1692 1584 1619 1372 212  

IV - 1633 1590 1568 1345 245  

V - 1634 1611 1569 1377 234  

VI - 1632 1599 1568 1375 224  

2-HNA 3230 1737/1711 1623 1605 1396 227  

VII n.d. 1645 1581 1603 1364 217  

VIII 3232 1704 1633 1607 1340 293  

IX n.d. 1634 1574 - 1313 261  

2-MNA 3188 1677 1621 1598 1419 202 ν(C=S) 

1141 

X 3177 1687 1610 1578 1405 205 1149 

XI 3205 1691 1626 1602 1409 217 1155 



56 
 

XII 3147 1707 1619 - 1409 210 1151 

6-HNA 3229 1705 1602 1555 1228 374  

XIII n.d. 1656/1651 1457 1540 1316 141  

XIV 3148 1650 1569 1575 1422 147  

XV 3224 1704 1469 - 1330 139  
n.d. = não determinado. Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Para entender o modo de coordenação dos ligantes é de conhecimento que o grupo 

carboxilato pode coordernar-se aos íons metálicos de modo monodentado, bidentado ou em 

ponte (Figura 37). A diferença das frequências entre os modos vibracionais simétrico e 

assimétrico desse grupo [Δν = νass(COO−) – νs(COO−)] pode ser usada para distinguir os 

diferentes modos de coordenação. Quando o valor de Δν do complexo for maior do que      

200 cm−1, o grupo carboxilato se coordena de modo monodentado. Quando o modo de 

coordenação ao grupo carboxilato for bidentando, o valor de Δν do complexo será menor do 

que 200 cm−1 e quando o valor de Δν do complexo for próximo a 200 cm−1 tem-se grupo 

carboxilato em ponte (NAKAMOTO, 1997). 

 

Figura 37. Diferentes modos de coordenação de metais ao grupo carboxilato. 
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Fonte: A autora. 

 

Para os complexos com o ligante 3-HPA e QNA, o modo de coordenação ao íon 

cobre(II) ocorre por meio do grupo carboxilato e nitrogênio. Foi observado que os valores de 

Δ(νas − νs) acima de 200 cm−1 indicam a presença do grupo carboxilato monodentado.  Por 

exemplo, no espectro de infravermelho do complexo II (Figura 38) as bandas correspondentes 

aos modos vibracionais νas(COO−) e νs(COO−) apareceram perto de 1649 (1697 cm−1 no 

ligante livre) e 1320 cm−1 (1323 cm−1 no ligante livre), respectivamente. O valor de Δ(νas − νs) 

= 329 cm−1 indica a presença do grupo carboxilato monodentado (MARTINS, et al., 2008). 

Para os complexos com o ligante 2-HNA, o modo de coordenação ao íon cobre(II) 

ocorre por meio dos oxigênios da carbonila do anel e do carboxilato, ou seja, o ligante estará 

na forma ceto. Novamente os valores de Δ(νas − νs) acima de 200 cm−1 indicam a presença do 

grupo carboxilato monodentado. Além disso, a banda na região de 3232 cm−1 foi atribuída aos 
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estiramentos N-H, indicando a presença do ligante na forma ceto. O espectro do complexo 

VIII ilustra a banda característica do νNH (Figura 39) (YUE, et al.; 2007; KUKOVEC, et al., 

2008; CHEN, 2008; XU, et al.; 2012; SINGH, et al.; 2017). 

Para os complexos com o ligante 2-MNA, foi proposto que o modo de coordenação ao 

íon cobre(II) ocorre por meio do grupo carboxilato e enxofre. Foi observado que os valores de 

Δ(νas − νs) acima de 200 cm−1 indicam a presença do grupo carboxilato monodentado, assim 

como as bandas na região de 3205-3147 cm−1 foram atribuídas aos estiramentos N-H, 

sugerindo a coordenação ao ligante pelo grupo tiol. A ausência de bandas entre 1800 e 2400 

cm−1 é indicativo do envolvimento do enxofre na coordenação ao centro metálico (Figura 40). 

 

Figura 38. Espectros na região do infravermelho (1800-1600 cm−1) do complexo II e seus 

respectivos ligantes.  
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Figura 39. Espectros na região do infravermelho (3600-2600 cm−1) do complexo VIII e seus 

respectivos ligantes. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Figura 40. Espectros na região do infravermelho (2600-1800 cm−1) do complexo X e seus 

respectivos ligantes. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
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Para os complexos com o ligante 6-HNA, o modo de coordenação ao íon cobre(II) 

ocorre por meio dos dois oxigênios do grupo carboxilato, pois os valores de Δ(νas − νs) abaixo 

de 200 cm−1 indicam a presença do grupo carboxilato bidentado. Picos de intensidade média 

em torno de 1700-1650 cm−1 são atribuídos ao ν(C=O) do ligante coordenado, enquanto que 

as bandas na região de 3224-3148 cm−1 são atribuídas aos estiramentos N-H, indicando a 

presença do ligante na forma ceto (KUKOVEC, et al., 2008; ZOU, et al., 2011; XU, et al., 

2012; SINGH, et al., 2017).  

O íon perclorato apresenta estrutura tetraédrica com simetria pertencente ao grupo de 

ponto Td. Este íon pode coordenar-se ao metal de modo monodentado ou bidentado. Se o íon 

perclorato coordena-se de maneira monodentada, a sua simetria original Td é baixada para C3ν 

e duas bandas são ativas no infravermelho e se o íon coordena-se de maneira bidentada a 

simetria do grupo perclorato é baixada para C2ν e três bandas são ativas no infravermelho, 

com isso as vibrações antes degeneradas são desdobradas (HATHAWAY, UNDERHILL, 

1961; LEWIS, ESTES, DEREK, 1975; NAKAMOTO, 1997). Assim, o comportamento do 

íon perclorato nos complexos pode ser inferido pelos modos vibracionais dos estiramentos Cl-

O. Quando coordenado de modo monodentado, cada um destes estiramentos é desdobrado em 

duas bandas no infravermelho, que são encontrados em duas regiões, 1100 e 620 cm−1. Assim, 

complexos contendo perclorato coordenado podem ser distinguidos daqueles não 

coordenados. A Figura 41 representa o espectro de infravermelho do complexo X, que 

apresenta duas bandas na região próxima a 1100 cm−1 (1107 e 1099 cm−1) e duas bandas na 

região próxima a 620 cm−1 (623 e 617 cm−1) sugerindo um comportamento monodentado do 

grupo perclorato. Em alguns complexos, bandas fracas encontradas no intervalo de 500-400 

cm−1, podem ser atribuídas aos estiramentos Cu-O e Cu-N (NAKAMOTO, 1997). 

 
Figura 41. Espectros na região do infravermelho (1100 e 620 cm−1) do complexo X.
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Figura 43. Espectro de massas para o complexo VII. 

 
Fonte: Dados da pesquisa. 

 
Figura 44. Espectro de massas para o complexo VI. 

 
Fonte: Dados da pesquisa. 
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Tabela 07. Dados das análises por espectrometria de massas dos complexos I-VIII, X e XI. 

Complexo Espécie 

carregada 

m/z 

experimental 

m/z teórico Erro (ppm) 

I [M – ClO4
-]+ 381,0184 381,0170 3,67 

II [M – ClO4
-]+ 357,0176 357,0175 0,28 

III [M + Na]+ 361,9571 361,9571 0,00 

IV [M – ClO4
-]+ 415,0379 415,0377 0,48 

V [M – ClO4
-]+ 391,0377 391,0377 0,00 

VI [M + Na]+ 429,9984 429,9986 0,47 

VII [M – ClO4
-]+ 381,0170 381,0170 0,00 

VIII [M – ClO4
-]+ 357,0177 357,0170 1,96 

X [M – ClO4
-]+ 396,9942 396,9941 0,25 

XI [M – ClO4
-]+ 372,9942 372,9941 0,27 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

4.6. Espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica 
 

A espectroscopia de ressonância paramagnética eletrônica (RPE) é uma técnica 

bastante empregada no estudo de amostras sintéticas ou de origem natural, desde que 

contenham espécies paramagnéticas tais como radicais livres, birradicais. É útil também para 

analisar compostos de coordenação contendo metais paramagnéticos como o cobre(II), como 

exemplo. No que se refere aos complexos de cobre(II), uma análise criteriosa da forma do 

espectro, número e posições das linhas RPE, suas intensidades e larguras permitem inferir 

informações importantes sobre o centro metálico, como, por exemplo, a composição da sua 

esfera de coordenação ou a presença de múltiplos centros metálicos (HOUSECROFT, 

SHARPE, 2013). Reações de óxido-redução podem também ser prontamente inferidas, uma 

vez que cobre(I) não apresenta sinal no espectro de RPE. 

Diante do exposto acima, os espectros de RPE dos complexos I, IV, V, VI, IX, XIII e 

XIV foram realizados no estado sólido (temperatura ambiente e 77K) e em solução (77K) e 

podem ser prontamente visualizados junto aos seus espectros simulados (Figuras 45, 46 e 47). 

Os parâmetros espectroscópicos oriundos destes espectros podem ser encontrados na Tabela 

08. A presença de quatro linhas no espectro de RPE é característica do íon Cu(II), pois o sinal 

hiperfino sofre um desdobramento em n=4, (n= 2I +1), devido ao spin nuclear I = 3/2. O 

desdobramento hiperfino pode ser observado nos espectros de RPE com valores de A entre 
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140 e 167 G. Nos espectros de RPE para os complexos I, IV, V, VI, IX, XIII e XIV os 

valores de g seguem a ordem g// > g ┴ > 2,0023 que são coerentes com as geometrias 

octaédrica alongada segundo o eixo z, piramidal quadrática ou quadrática (GARRIBBA, 

MICERA, 2006). Nesses casos ocorre a simetria axial típica de configuração d9 no estado 

fundamental, com um elétron desemparelhado ocupando o orbial dx2-y2. 

A ausência de sinais na região em torno de 1500G para os complexos I, IV, V, VI e 

IX indica que não ocorrem interações magnéticas entre átomos de cobre (Cu∙∙∙Cu), o que 

sugere a presença de espécies monoméricas (GARRIBBA, MICERA, 2006). Por outro lado, 

os complexos XIII e XIV apresentam um sinal a 1500G em baixa temperatura, o que indica 

uma interação magnética entre dois centros de cobre no estado sólido, que pode ser devida a 

um interação π-π entre anéis aromáticos. Este sinal não apareceu em solução para ambos os 

complexos, o que evidencia que em solução, estas espécies ocorrem como monômeros. 

Os espectros de RPE no estado sólido dos complexos I, IV, V, XIII e XIV 

corroboram com a presença de um ânion perclorato ligado na posição apical, proporcionando 

um ambiente penta-coordenado ao redor do íon metálico. Por outro lado, os complexos VI e 

IX apresentam geometria quadrado planar. Para os complexos de cobre(II), a razão empírica 

g///A// é frequentemente utilizada para avaliar a extensão da distorção tetraédrica em 

compostos em um ambiente tetragonal ao redor do metal. Se esta razão estiver na faixa entre 

105 e 135 cm, a geometria observada será provavelmente quadrado planar, se a relação for 

>250 cm indica uma geometria tetraédrica. Em solução, os complexos I, XIII e XIV exibiram 

uma razão g///A// igual a 128, 138 e 144 cm, respectivamente, indicando uma geometria 

tetragonal dos ligantes em torno do íon Cu(II), com uma pequena distorção tetraédrica. Os 

complexos IV, V e VI apresentaram uma razão g///A// igual a 140, 138 e 153 cm, 

respectivamente, sugerindo uma geometria tetragonal distorcida dos ligantes em torno do íon 

Cu(II). O complexo IX não apresentou solubilidade o suficiente para determinar todos os 

parâmetros espectroscópicos RPE, mas provavelmente possui geometria tetraédrica dos 

ligantes em torno do íon Cu(II). 
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Figura 45. Espectro de RPE para o complexo I no estado sólido e em solução de acetonitrila 

congelada (77 K). 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 
Figura 46. Espectros de RPE para os complexos VI e IX no estado sólido em temperatura 

ambiente (A), no estado sólido a 77K (B) e em soluções de DMSO congeladas a 77 K (C). 
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  Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 47. Espectros de RPE para os complexos IV, V, XIII e XIV no estado sólido em 

temperatura ambiente (A), no estado sólido a 77K (B) e em soluções de DMSO congeladas a 

77 K (C). 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
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Tabela 08. Parâmetros espectroscópicos RPE. 

Complexo giso g ┴a g//
a A ┴

a 

(G) 

A//
a 

(G) 

g ┴ g// A ┴ 

(G) 

A// 

(G) 

g///A// 

(cm) 

I ─ 2,050 2,162 ─ ─ 2,079 2,271 ─ 167 128 

IV ─ 2,057 2,219 3,47 3,22 2,070 2,293 3,45 152 140 

V ─ 2,068 2,213 10,4 3,20 2,068 2,302 ─ 155 138 

VI ─ 2,105 2,205 57,7 61,6 2,089 2,296 23,9 140 153 

IX ─ 2,067 2,257 20,7 19,0 2,082 2,337 24,0 15,3 ─ 

XIII 2,123 ─ ─ ─ ─ 2,093 2,298 34,1 155 138 

XIV ─ 2,058 2,275 24,3 157 2,068 2,310 6,91 148 144 
aEstado sólido 

Fonte: Dados da pesquisa.  

 

4.7. Estudos biológicos 

  
4.7.1. Atividade citotóxica 

 

A atividade citotóxica dos complexos I-VIII, X, XI, XIII, XIV e de seus respectivos 

ligantes foi avaliada contra as células de adenocarcinoma de mama humano metastático 

(MDA-MB-231) e células de mama não tumorigênica (MCF-10A). Além disso, os complexos 

I-VI e seus respectivos ligantes, também foram avaliados contra as células de leucemia 

mielóide crônica (K562) e os complexos I-III em células de adenocarcinoma de pulmão 

(A549) e células de pulmão não tumorigênica (MRC-5). Nas Tabelas 09 e 10 estão 

representados os valores de IC50 que são referentes à concentração necessária para inibir 50% 

do crescimento celular, CC50 que são referentes à concentração requerida para causar a morte 

de 50% das células viáveis e os valores do índice de seletividade (IS). O IS é obtido a partir 

da razão entre o valor de CC50 e o valor de IC50 e quanto maior for o resultado menor a 

toxicidade do composto analisado. Para fins de comparação e para avaliar o potencial 

citotóxico destes complexos, os resultados obtidos foram comparados com dois fármacos de 

referência (cisplatina e carboplatina), quando possível.  
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Tabela 09. Valores de IC50 (µM) e CC50 (µM) dos complexos e seus respectivos ligantes, 

para a linha celular A549 (câncer de pulmão), K562 (leucemia mielóide crônica) e MRC-5 

(células de fibroblastos pulmonares normais). 

Compostos IC50 A549  

(24 h) 

CC50 MRC-5 

 (24 h) 

IS  

(A549) 

IC50 K562 

(72 h)  

CC50 MRC-5 

(72 h) 

IS  

(K562) 

Phen 77,6 305,0 3,9 3,2 166,4 52 

Bipy > 2560,9 320,1 < 0,12 30,0 > 2560,9 > 85,4 

3-HPA 2264,4 2228,4 0,9 130,0 2767,6 21,3 

I 8,3 4,8 0,6 2,3 0,4 0,17 

II 52,5 43,7 0,8 21,8 32,8 1,5 

III 82,4 53,0 0,6 20,8 70,6 3,4 

QNA - - - 126,0 - - 

IV - - - 2,1 - - 

V - - - 30,5 - - 

VI - - - 109,0 - - 

Carboplatina - - - 10 - - 

Cisplatina - - - 1,1 - - 
Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Para a linha celular A549, os ligantes 3-HPA, phen e bipy exibiram baixa atividade 

citotóxica. Os complexos inibiram o crescimento de células com valores de IC50 entre 8,3 e 

82,4 µmol L-1, sendo que a ordem decrescente de atividade é I> II> III. De acordo com os 

resultados encontrados, o complexo de cobre com 1,10-fenantrolina (phen) foi mais ativo do 

que aquele com ácido 3-hidroxipicolínico (3-HPA) e 2,2-bipiridina (bipy).  O complexo I foi 

9,3 vezes mais ativo do que a phen e 273 vezes mais ativo do que o 3-HPA. 

Quanto à linha celular K562, os ligantes 3-HPA, QNA e bipy exibiram baixa a 

moderada atividade citotóxica. Por sua vez, a phen é mais ativa do que a carboplatina e os 

demais ligantes livres. Os complexos inibiram o crescimento de células com valores de IC50 

entre 2,1 e 109,0 µmol L-1, sendo que a ordem decrescente de atividade é IV> I> III> II> V> 

VI. De acordo com os resultados encontrados, os complexos de cobre com 1,10-fenantrolina 

(phen) foram mais ativos do que aqueles com ácido 3-hidroxipicolínico (3-HPA), ácido 

quináldico (QNA) e 2,2-bipiridina (bipy).  Os complexos I e IV foram 1,4 e 1,5 vezes mais 

ativos do que a phen, 56,5 e 60 vezes mais ativos do que os seus respectivos ácidos, além de 

serem 4,3 e 4,8 vezes mais ativos do que a carboplatina, respectivamente. 
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A substituição de uma molécula de 3-HPA por uma molécula de phen aumenta 

significativamente a atividade citotóxica, porém, não melhora o índice de seletividade, que é 

baixo e sugere uma toxicidade genérica. 

 
Tabela 10. Valores de IC50 (µM) e CC50 (µM) dos complexos e seus respectivos ligantes, para 

a linha celular MDA-MB-231 (câncer de mama) e MCF-10A (células de mama não 

tumorigênica). 

Compostos CC50 MCF-10A IC50 MDA-MB-231  IS (MDA-MB-231) 

Phen - > 100a - 

QNA > 100,0 > 100,0 - 

IV 15,1 10,2 1,5 

V 117,1 107,1 1,1 

VI 134,8 n.d. - 

2-HNA > 100,0 > 100,0 - 

VII 14,4 8,5 1,7 

VIII n.d. n.d. - 

2-MNA > 100,0 > 100,0 - 

X 16,9 12,0 1,4 

XI n.d. 132,4 - 

6-HNA > 100,0 > 100,0 - 

XIII 25,8 17,2 1,5 

XIV 127,1 86,1 1,5 

Carboplatina - > 100a - 
n.d. = não determinado. a(PAIXÃO, et al., 2017). 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 

Para a linha celular MDA-MB-231, os ligantes QNA, 2-HNA, 2-MNA, 6-HNA e phen 

exibiram baixa atividade citotóxica. Os complexos inibiram o crescimento de células com 

valores de IC50 entre 8,5 e 132,4 µmol L−1, sendo que a ordem decrescente de atividade é 

VII> IV> X> XIII> XIV> V> XI. Os complexos com 1,10-fenantrolina (phen) foram mais 

ativos do que aqueles com 2,2-bipiridina (bipy) e seus respectivos ligantes. Os complexos IV, 

VII, X e XIII se mostraram promissores, pois foram 10, 12, 8 e 6 vezes mais ativos do que a 

phen, respectivamente, além de serem mais ativos do que a carboplatina.  O motivo dos 

complexos com fenantrolina serem mais ativos pode ser explicado pelo fato que a fenantrolina 
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interagir melhor com o ADN, por ser mais plana (BRAVO-GÓMEZ, et al., 2009). 

Comparando os resultados apresentados nas Tabelas 09 e 10 com compostos semelhantes 

contendo ligantes N,N-doadores já descritos na literatura, conclui-se que os complexos de 

cobre(II) contendo os ácidos 3-HPA, QNA, 2-HNA, 2-MNA e 6-HNA apresentam atividade 

citotóxica similar àqueles contendo β-dicetonas, antibióticos (doxiciclina e tetraciclina), 

casiopeínas e hidrazidas, como mostra a Tabela 11. (PAIXÃO, et al., 2017; ALMEIDA et al., 

2015; SILVA et al., 2011; KACHADOURIAN, et al., 2010). 

 

Tabela 11. Comparação da citotoxicidade de diferentes complexos de cobre do tipo [Cu(N-

N)L]X (onde N-N = 1,10-fenantrolina ou 2,2-bipiridina e X = NO3
− ou ClO4

−). 

Complexos IC50 

(µM) 

Citotoxicidade Referência 

[Cu(3-HPA)(phen)ClO4] 2,3 K562 Este trabalho 

[Cu(3-HPA)(bipy)ClO4] 21,8 K562 Este trabalho 

[Cu(QNA)(phen)ClO4]·0,5H2O 2,1 K562 Este trabalho 

[Cu(2-HNA)(phen)ClO4]·1,5H2O 8,5 MDA-MB-231 Este trabalho 

[Cu(2-MNA)(phen)ClO4]·0,5H2O 12,0 MDA-MB-231 Este trabalho 

[Cu(6-HNA)(phen)ClO4]·H2O 17,2 MDA-MB-231 Este trabalho 

[Cu(4-FH)(phen)(ClO4)2] 1,8 K562 PAIXÃO, et al., 2017 

[Cu(4-NH)(phen)(ClO4)2]·H2O 1,6 K562 PAIXÃO, et al., 2017 

[Cu(4-NH)(bipy)(ClO4)2]·H2O 28 K562 PAIXÃO, et al., 2017 

[Cu(BTA)(phen)NO3] 2,9  K562 ALMEIDA, et al., 2015 

[Cu(BTA)(bipy)NO3] 13,7 K562 ALMEIDA, et al., 2015 

[Cu(BTACl)(phen)NO3] 2,1 K562 ALMEIDA, et al., 2015 

[Cu(BTACl)(bipy)NO3] 9,2 K562 ALMEIDA, et al., 2015 

[Cu(doxiciclina)(phen)(H2O)(ClO4)]ClO4 1,9 K562 SILVA, et al., 2011 

[Cu(tetraciclina)(phen)(H2O)(ClO4)]ClO4 2,6 K562 SILVA, et al., 2011 

Cu(4,7-dimetilphen)(glicinato)]NO3 6 A549 KACHADOURIAN, et 

al., 2010 
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4.7.2. Atividade anti-Mycobacterium Tuberculosis 
 

A atividade anti-MTB dos complexos I-XII e de seus respectivos ligantes foi avaliada 

contra a linhagem sensível MTB H37Rv (ATCC 27294). Esta linhagem é sensível, visto que 

responde mais facilmente aos fármacos utilizados no tratamento da tuberculose (OLIVEIRA, 

2018). Para fins de comparação e para avaliar o potencial antimicobacteriana destes 

complexos, os resultados obtidos foram comparados com um fármaco de referência, 

rifampicina, um dos mais potentes utilizados na clínica médica. Na Tabela 12 estão 

representados os valores de CIM.   

 

Tabela 12. Valores de CIM contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv dos complexos e seus 

respectivos ligantes. 

Compostos CIM (µg/mL) CIM (µM) 

Phen 0,78 ± 0,08 4,33 

Bipy 17,59 ± 0,23 112,64 

3-HPA > 25 > 179 

I 11,9 24,73 

II > 25 > 54,67 

III 24,2 71,23 

QNA > 25 > 144 

IV 2,64 ± 0,70 5,03 

V 22,86 ± 1,54 44,88 

VI > 25 > 58,70 

2-HNA > 25 > 179 

VII 2,06 ± 1,04 4,13 

VIII 13,16 ± 0,07 28,77 

IX > 25 > 69,88 

2-MNA > 25 > 161 

X 1,56 ± 0,01 3,07 

XI 14,66 ± 1,82 30,96 

XII > 25 > 65,64 

Rifampicina 0,047 ± 0,002 0,06 
Fonte: Dados da pesquisa. 
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De acordo com os resultados obtidos foi observado que os ligantes 3-HPA, QNA, 2-

HNA, 2-MNA  e bipy exibiram baixa atividade anti-MTB. Por sua vez, a phen é mais ativa do 

que os demais ligantes livres. Em relação a 1,10-fenantrolina (phen), essa molécula e seus 

derivados foram reconhecidos como potenciais agentes antimicobacterianos (PAVAN, et al., 

2011; DANAC, MANGALAGIU, 2014; DANAC, et al., 2015). Os complexos, por sua vez, 

apresentaram valores de CIM entre 1,56 e 25 µg mL−1 e a ordem de atividade é X> VII> IV> 

I> VIII> XI> V> III> II> VI> XII> IX. Os complexos com 1,10-fenantrolina (phen) foram 

mais ativos do que aqueles com 2,2-bipiridina (bipy) e seus respectivos ligantes. Os 

complexos IV, VII e X apresentaram boa atividade, com valores de CIM menores que 2,7 µg 

mL−1 e foram 9, 12 e 16 vezes mais ativos que os respectivos ligantes livres QNA, 2-HNA e 

2-MNA, respectivamente. Como previsto, a rifampicina sendo um fármaco de referência de 

primeira linha, apresenta excelente atividade anti-MTB e por essa razão é tão utilizada no 

tratamento da tuberculose.  

 

4.8. Teste de estabilidade 
 

A estabilidade é um fator muito importante para o desenvolvimento de complexos 

metálicos para fins medicinais, visto que a maioria dos quimioterápicos é administrada em 

solução por via intravenosa. Assim, a estabilidade dos complexos mais promissores, I, IV, 

VII, X, XIII, foi avaliada por espectrofotometria de absorção na região do UV-Vis em 

diferentes intervalos de tempos utilizando uma mistura contendo DMSO/tampão fosfato (1:99 

v/v) ou DMSO/água (1:99 v/v). Os valores de absorbância e comprimento de onda não 

sofreram alterações (Figuras 48, 49, 50, 51 e 52). Estes resultados indicam que os complexos 

são estáveis em solução por pelo menos 24 h sob as condições do ensaio. 
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Figura 48. Espectros de absorção na região do UV-Vis para o complexo I em diferentes 

intervalos de tempo. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
 
Figura 49. Espectros de absorção na região do UV-Vis para o complexo IV em diferentes 

intervalos de tempo. 

250 300 350 400 450

0,0

0,3

0,6

A

Comprimento de onda (nm)

 0h
 1h
 2h
 4h
 8h
 24h
 48h 

Complexo IV
Solvente: 1% DMSO-tampão fosfato

 
Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 50. Espectros de absorção na região do UV-Vis para o complexo VII em diferentes 

intervalos de tempo. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 
Figura 51. Espectros de absorção na região do UV-Vis para o complexo X em diferentes 

intervalos de tempo. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 52. Espectros de absorção na região do UV-Vis para o complexo XIII em diferentes 

intervalos de tempo. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

 

4.9.  Interação com ADN 
 

A interação entre complexos metálicos com atividade biológica e ADN tem sido alvo 

de vários estudos, com o objetivo de compreender o mecanismo de ação e a eficácia desses 

compostos (BRABEC, KASPARKOVA, 2018). O modo de ligação envolvido na interação 

entre um complexo metálico e o ADN pode ser covalente, através da ligação direta do 

complexo ao ADN, por meio de suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fostato, ou não 

covalente, através de interações eletrostática, intercalação e ligação ao sulco menor do ADN 

(SIRAJUDDIN, ALI, BADSHAH, 2013). A interação entre complexos metálicos e ct-ADN 

tem sido estudada com freqüência utilizando espectroscopia na região UV-Vis. Durante a 

interação entre um complexo metálico e o ADN, são observadas alterações no perfil do 

espectro de absorção na região do UV-Vis, o que pode dar indícios importantes sobre o modo 

de ligação. De acordo com a literatura, quando a interação do complexo com o ADN ocorre 

por intercalação, envolve interação π-π* entre um cromóforo aromático do ligante e o par de 

bases nitrogenadas do ADN, causando uma diminuição na energia da transição π-π*, que 

resulta em um efeito hipocrômico frequentemente acompanhado de um desvio para o 
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vermelho (batocromismo) (SIRAJUDDIN, ALI, BADSHAH, 2013; KAZEMI, et al., 2015; 

REHMAN, et al., 2015; BARRA, et al., 2016). O efeito hipercrômico pode ser atribuído ao 

modo de ligação ao sulco, que está associado à desnaturação da estrutura de dupla hélice do 

ADN (KAZEMI, et al., 2015; REHMAN, et al., 2015). Além disso, o hipercromismo também 

pode ser resultado da ligação eletrostática entre compostos catiônicos e grupos fosfato do 

ADN (SIRAJUDDIN, ALI, BADSHAH, 2013). 

As Figuras 53, 54, 55 e 56 mostram os espectros de absorção na região do ultravioleta-

visível dos complexos IV, VII, X e XIII com ct-ADN. O aumento na concentração de ct-

ADN resultou em um efeito hipocrômico na banda intraligante localizada próxima a 270 nm 

para todos os complexos. Os valores da constante de ligação intrínseca (Kb) dos complexos 

foram obtidos por meio da equação de Benesi-Hildebrand (duplo-recíproco) (Tabela 13). 

 
Figura 53. Espectros de absorção na região do UV-Vis de soluções contendo o complexo IV 

(2,0 x 10−5 M) e concentrações crescentes de ct-ADN, variando de 0 a 3,0 x 10−4 M, em 

tampão (pH =7,3). Requadro: A0/A−A0 versus 1/[ADN]. 

240 260 280 300 320 340 360 380 400

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

 A

Comprimento de onda (nm)

A
0/A

-A
0

1/[DNA] x104 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
0

20

40

60

80

 
Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 54. Espectros de absorção na região do UV-Vis de soluções contendo o complexo VII 

(2,0 x 10−5 M) e concentrações crescentes de ct-ADN, variando de 0 a 3,0 x 10−4 M, em 

tampão (pH =7,3). Requadro: A0/A−A0 versus 1/[ADN]. 

240 260 280 300 320 340 360 380 400

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

 A

Comprimento de onda (nm)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
0

20

40

60

80

100

A
0/A

-A
0

1/[DNA] x104

 
Fonte: Dados da pesquisa. 
 

Figura 55. Espectros de absorção na região do UV-Vis de soluções contendo o complexo X 
(2,0 x 10−5 M) e concentrações crescentes de ct-ADN, variando de 0 a 3,0 x 10−4 M, em 

tampão (pH =7,3). Requadro: A0/A−A0 versus 1/[ADN]. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
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Figura 56. Espectros de absorção na região do UV-Vis de soluções contendo o complexo 

XIII (2,0 x 10−5 M) e concentrações crescentes de ct-ADN, variando de 0 a 3,0 x 10−4 M, em 

tampão (pH =7,3). Requadro: A0/A−A0 versus 1/[ADN]. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 
Tabela 13. Constantes de ligação ao ADN (Kb) para os complexos de cobre(II). 

Complexo Kb (M−1) R* 

IV 3,34 x 103 0,9927 

VII 2,17 x 103 0,9892 

X 5,26 x 103 0,9708 

XIII 2,13 x 103 0,9994 
* coeficiente de correlação. 

Fonte: Dados da pesquisa. 

 
De acordo com a literatura, metalointercaladores e intercaladores clássicos apresentam 

valores de Kb na faixa de 105 a 107 M−1 (WHEATE, et al., 2007). Os valores de Kb obtidos 

para os complexos de cobre(II) são inferiores aos valores de Kb relatados. Entretanto, em 

trabalhos anteriores, obtivemos valores semelhantes de Kb para complexos de cobre(II) (103 e 

104 M−1) (PAIXÃO, et al., 2017; PAIXÃO, et al. 2019). Os compostos de Cu(II) descritos 

neste trabalho apresentam natureza catiônica em solução, sendo possível a ocorrência da 
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interação por meio de forças eletrostáticas com o grupo fosfato da estrutura do ADN. Por 

outro lado, não se pode descartar a possibilidade de ocorrer ligação ao sulco do ADN. 

A espectroscopia de dicroísmo circular (DC) é uma técnica altamente sensível para 

investigar alterações na morfologia do ADN causadas por interações com fármacos (CHANG, 

CHEN, HOU, 2012). O espectro de DC do ADN livre é composto por duas bandas 

características na região de 220 a 300 nm, que fornecem informações sobre a estrutura 

secundária do ADN. Uma banda negativa em aproximadamente 245 nm associada à 

helicidade da forma B do ADN e outra banda positiva em torno de 275 nm atribuída ao 

empilhamento π-π* das bases nitrogenadas do ADN (RODGER, NORDÉN, 1997; 

REHMAN, et al., 2015; PAIXÃO, et al., 2019). Geralmente, o efeito hipocrômico na banda 

positiva (~ 275 nm) é observado na intercalação, enquanto pouca ou nenhuma alteração nos 

espectros de DC indica a ocorrência de ligação ao sulco ou interação eletrostática (REHMAN, 

et al., 2015; PAIXÃO, et al., 2017). 

Os espectros obtidos para os complexos VII e XIII (Figuras 57 e 58) na presença de 

concentrações crescentes dos derivados metálicos não resultou em alterações significativas 

nas bandas positiva e negativa. Esse perfil espectral de DC sugere uma interação não 

intercalativa, como interação eletrostática ou simples ligação ao sulco. Além disso, é razoável 

assumir a ocorrência de ligações de hidrogênio na interação com o ADN, uma vez que esses 

compostos possuem grupos OH na estrutura de seus ligantes. No caso dos outros complexos 

foram observados diferentes perfis de DC, em que no espectro do complexo IV (Figura 59) 

foi observado hipercromismo a 275 nm (banda positiva) e no espectro do complexo X (Figura 

60) foi observado o mesmo efeito nas duas bandas (positiva e negativa).  

Na estrutura dos complexos IV e X, a presença dos anéis aromáticos dos ligantes pode 

levar à acomodação no sulco menor da biomolécula, envolvendo interação hidrofóbica e 

causando grandes danos ao ADN, o que justifica o efeito hipercrômico observado. 

Curiosamente, esses compostos apresentam os maiores valores de Kb (Tabela 13). De acordo 

com a literatura, um aumento na absorbância reflete danos à estrutura helicoidal do ADN, 

como desenrolamento parcial da estrutura helicoidal do ADN, que expõe mais bases da 

biomolécula (ALI, et al., 2013; DORRAJI, JALALI, 2013; SIRAJUDDIN, ALI, BADSHAH, 

2013). Além disso, espécies catiônicas, como os complexos investigados neste estudo, podem 

se ligar ao ADN por meio da cadeia do grupo fosfato, causando contração e danos gerais à 

estrutura secundária do ADN (SIRAJUDDIN, ALI, BADSHAH, 2013). Assim, os resultados 

de DC obtidos sugerem uma interação não intercalativa, como interação eletrostática e/ou 
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ligação simples ao sulco para todos os complexos, esse comportamento é consistente com os 

resultados de absorção por UV-Vis previamente relatados. 

 

Figura 57. Espectro de dicroísmo circular de ct-ADN (5,0 x 10−5M) em tampão tris-HCl 5,0 x 

10−3 M/NaCl 5,0 x 10−2 M na presença de concentrações crescentes do complexo VII (1,0 x 

10−3 M, DMSO), r = razão molar entre as concentrações de complexo e ADN 

([complexo]/[ADN]). 
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Figura 58. Espectro de dicroísmo circular de ct-ADN (5,0 x 10−5 M) em tampão tris-HCl 5,0 

x 10−3 M/NaCl 5,0 x 10−2 M na presença de concentrações crescentes do complexo XIII (1,0 

x 10−3 M, DMSO), r = razão molar entre as concentrações de complexo e ADN 

([complexo]/[ADN]). 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
 
Figura 59. Espectro de dicroísmo circular de ct-ADN (5,0 x 10−5 M) em tampão tris-HCl 5,0 

x 10−3 M/NaCl 5,0 x 10−2 M na presença de concentrações crescentes do complexo IV (1,0 x 

10−3 M, DMSO), r = razão molar entre as concentrações de complexo e ADN 

([complexo]/[ADN]). 
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Figura 60. Espectro de dicroísmo circular de ct-ADN (5,0 x 10−5 M) em tampão tris-HCl 5,0 

x 10−3 M/NaCl 5,0 x 10−2 M na presença de concentrações crescentes do complexo X (1,0 x 

10−3 M, DMSO), r = razão molar entre as concentrações de complexo e ADN 

([complexo]/[ADN]). 
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Fonte: Dados da pesquisa. 

 

O modo de ligação entre ct-ADN e os complexos cobre(II) também foi investigado por 

meio do experimento de competição por fluorescência com Hoechst 33258, que é uma sonda 

de fluorescência sensível, que se liga ao sulco menor da hélice de ADN, resultando em um 

aumento significativo da intensidade da fluorescência do sistema Hoechst-ADN (RUIZ, et al., 

2013; REHMAN, et al., 2015).  

A Figura 61 mostra o espectro de fluorescência da solução de Hoechst-ADN com 

concentrações crescentes do complexo IV, o que resultou em extinguir progressivamente a 

fluorescência. Esse comportamento também foi observado para os complexos VII, X e XIII, 

revelando que os complexos de cobre(II) são capazes de se ligar ao sulco menor do ADN, 

liberando Hoechst 33258 da estrutura da biomolécula. Os espectros de fluorescência dos 

complexos VII, X e XIII estão representados nas Figuras 62, 63 e 64. Os valores da constante 

de Stern-Volmer (Ksv) obtidos para os complexos estão entre 103-104 M−1 (Tabela 14) e são 

consistentes com os relatados na literatura (JALALI, RASAEE, 2015). Os resultados obtidos 

neste ensaio estão de acordo com os resultados previamente relatados de absorção por UV-Vis 
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e dicroísmo circular. Embora testes adicionais devam ser realizados, é possível inferir que os 

complexos alteram a estrutura do ADN tendo como efeito a inibição do crescimento celular. 

 

Figura 61. Espectros de fluorescência dos sistemas Hoechst-ADN em tampão aquoso na 

ausência e presença de concentrações crescentes do complexo IV. λex = 338 nm, [Hoechst] = 

6,0 x 10−6 M, [ADN] = 6,0 x 10−5 M, [Complexo] = 0-6,0 x 10−5 M. 
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Figura 62. Espectros de fluorescência dos sistemas Hoechst-ADN em tampão aquoso na 

ausência e presença de concentrações crescentes do complexo VII. λex = 338 nm, [Hoechst] = 

6,0 x 10−6 M, [ADN] = 6,0 x 10−5 M, [Complexo] = 0-6,0 x 10−5 M. 
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Fonte: Dados da pesquisa. 
 

Figura 63. Espectros de fluorescência dos sistemas Hoechst-ADN em tampão aquoso na 

ausência e presença de concentrações crescentes do complexo X. λex = 338 nm, [Hoechst] = 

6,0 x 10−6 M, [ADN] = 6,0 x 10−5 M, [Complexo] = 0-6,0 x 10−5 M. 
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84 
 

Figura 64. Espectros de fluorescência dos sistemas Hoechst-ADN em tampão aquoso na 

ausência e presença de concentrações crescentes do complexo XIII. λex = 338 nm, [Hoechst] 

= 6,0 x 10−6 M, [ADN] = 6,0 x 10−5 M, [Complexo] = 0-6,0 x 10−5 M. 
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Tabela 14. Constante de Stern-Volmer (Ksv) para os complexos de cobre(II). 

Complexo KSV (M-1)  R* 

IV 1,72 x 104 0,9998 

VII 7,84 x 103 0,9985 

X 1,17 x 104 0,9986 

XIII 1,19 x 104 0,9998 

* coeficiente de correlação. 

Fonte: Dados da pesquisa. 
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5. CONCLUSÕES 
 

Quinze complexos de cobre(II) do tipo [Cu(L-L)(N-N)ClO4] e [Cu(L-L)2], onde L-L é 

um derivado dos ácidos picolínico ou nicotínico e N-N é uma base heterocíclica (fenantrolina 

ou bipiridina), foram sintetizados e caracterizados por análise elementar, condutimétrica, IV, 

UV-Vis, RPE e espectrometria de massas em alta resolução com ionização por electrospray 

(HRESIMS). Para os complexos do tipo [Cu(L-L)(N-N)ClO4], os resultados mostraram que o 

íon cobre está coordenado aos dois ligantes de modo bidentado e a esfera de coordenação é 

completada por um grupo perclorato fracamente ligado, no estado sólido, portanto o íon 

metálico tem uma geometria piramidal quadrada distorcida. Para os complexos do tipo [Cu(L-

L)2], os resultados indicaram que o íon cobre está coordenado a dois ligantes de modo 

bidentado, contudo o íon metálico tem uma geometria quadrada planar. O estudo de 

estabilidade por UV-Vis feito em diferentes intervalos de tempo em condições semelhantes às 

utilizadas nos ensaios biológicos indicam que as espécies [Cu(N-O)(N-N)]+ mantém 

inalteradas em solução, mesmo após 24 horas. A atividade citotóxica dos complexos e seus 

respectivos ligantes foi avaliada contra três células tumorais (A549, K562, MDA-MB-231) e 

duas células normais (MRC-5, MCF-10A). Os complexos de cobre(II) contendo fenantrolina 

foram mais eficazes do que os ligantes livres, complexos de cobre contendo bipiridina e 

carboplatina, exibindo atividade citotóxica promissora. Considerando os complexos mais 

promissores (IV, VII, X e XIII), seus mecanismos de interação com o ADN foram analisados 

por dicroísmo circular, UV-Vis e espectroscopia de fluorescência. Os complexos de cobre(II) 

se ligam ao ct-ADN com valores de Kb na faixa de 103 M−1. De acordo com dados do DC e 

espectroscopia de fluorescência, os complexos parecem se ligar ao sulco do ADN, o que 

acarreta o efeito biológico observado. A atividade antimicobacteriana dos complexos e seus 

respectivos ligantes também foi avaliada contra a linhagem sensível MTB H37Rv (ATCC 

27294). Os complexos com fenantrolina foram mais ativos do que os ligantes livres e 

complexos de cobre contendo bipiridina. Considerando nossos estudos, conclui-se que os 

complexos de cobre(II) contendo fenantrolina apresentam boa atividade citotóxica e 

antimicobacteriana e são candidatos promissores para estudos posteriores. 
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ANEXOS 
 

Anexo A: Espectros de UV-Vis dos ligantes e dos complexos de Cu(II) 
 
Figura A1. Espectro de UV-Vis do complexo I e seus respectivos ligantes. 
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Figura A2. Espectro de UV-Vis do complexo III e seus respectivos ligantes. 
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Figura A3. Espectro de UV-Vis do complexo IV e seus respectivos ligantes. 
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Figura A4. Espectro de UV-Vis do complexo V e seus respectivos ligantes. 
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Figura A5. Espectro de UV-Vis do complexo VIII e seus respectivos ligantes. 
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Figura A6. Espectro de UV-Vis do complexo X e seus respectivos ligantes. 
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Figura A7. Espectro de UV-Vis do complexo XI e seus respectivos ligantes. 

250 300 350 400 450 500
0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

Concentração: 5 x 10-5 mol L-1

Solvente: metanol

A

Comprimento de onda (nm)

 Complexo XI
 bipy
 2-MNA

 
 

Figura A8. Espectro de UV-Vis do complexo XII e seus respectivos ligantes. 
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Figura A9. Espectro de UV-Vis do complexo XIII e seus respectivos ligantes. 
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Figura A10. Espectro de UV-Vis do complexo XIV e seus respectivos ligantes. 
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Figura A11. Espectro de UV-Vis do complexo I em solução metanólica. 
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Figura A12. Espectro de UV-Vis do complexo I no estado sólido. 
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Figura A13. Espectro de UV-Vis do complexo II em solução metanólica. 

400 500 600 700 800
-0,04

-0,02

0,00

0,02

0,04

A

Comprimento de onda (nm)

 Complexo II
d-d em solução

 
 
Figura A14. Espectro de UV-Vis do complexo II no estado sólido. 
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Figura A15. Espectro de UV-Vis do complexo III  em solução metanólica. 
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Figura A16. Espectro de UV-Vis do complexo III no estado sólido. 
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Figura A17. Espectro de UV-Vis do complexo IV no estado sólido. 
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Figura A18. Espectro de UV-Vis do complexo V no estado sólido. 
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Figura A19. Espectro de UV-Vis do complexo VI no estado sólido. 
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Figura A20. Espectro de UV-Vis do complexo VII em solução de DMF. 
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Figura A21. Espectro de UV-Vis do complexo VII no estado sólido. 
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 Figura A22. Espectro de UV-Vis do complexo VIII em solução de DMF. 
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Figura A23. Espectro de UV-Vis do complexo VIII no estado sólido. 
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Figura A24. Espectro de UV-Vis do complexo IX no estado sólido. 
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Figura A25. Espectro de UV-Vis do complexo XI no estado sólido. 
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Figura A26. Espectro de UV-Vis do complexo XIII no estado sólido. 
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Figura A27. Espectro de UV-Vis do complexo XIV no estado sólido. 
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Figura A28. Espectro de UV-Vis do complexo XV no estado sólido. 
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Anexo B: Espectros de IV dos ligantes e dos complexos de Cu(II) 
 

Figura B1. Espectros IV sobrepostos do complexo I e seus respectivos ligantes. 
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Figura B2. Espectros IV sobrepostos do complexo II e seus respectivos ligantes. 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
40

50

60

70

80

90

100

110

T 
(%

)

Número de onda (cm-1)

 Complexo II
 3-HPA
 bipy

 
 



123 
 

Figura B3. Espectros IV sobrepostos do complexo III e seus respectivos ligantes. 
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Figura B4. Espectros IV sobrepostos do complexo IV e seus respectivos ligantes. 
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Figura B5. Espectros IV sobrepostos do complexo V e seus respectivos ligantes. 
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Figura B6. Espectros IV sobrepostos do complexo VI e seus respectivos ligantes. 
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Figura B7. Espectros IV sobrepostos do complexo VII e seus respectivos ligantes. 
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Figura B8. Espectros IV sobrepostos do complexo VIII e seus respectivos ligantes. 
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Figura B9. Espectros IV sobrepostos do complexo IX e seus respectivos ligantes. 
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Figura B10. Espectros IV sobrepostos do complexo X e seus respectivos ligantes. 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

T 
(%

)

Número de onda (cm-1)

 Complexo X
 2-MNA
 phen

 
 

 
 

 



127 
 

Figura B11. Espectros IV sobrepostos do complexo XI e seus respectivos ligantes. 
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Figura B12. Espectros IV sobrepostos do complexo XII e seus respectivos ligantes. 
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Figura B13. Espectros IV sobrepostos do complexo XIII e seus respectivos ligantes. 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

T 
(%

)

Número de onda (cm-1)

 Complexo XIII
 6-HNA
 phen

 
 

Figura B14. Espectros IV sobrepostos do complexo XIV e seus respectivos ligantes. 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

T 
(%

)

Número de onda (cm-1)

 Complexo XIV
 6-HNA
 bipy

 
 
 

 
 



129 
 

Figura B15. Espectros IV sobrepostos do complexo XV e seus respectivos ligantes. 
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Anexo C: Espectros de massas dos complexos de Cu(II) 
 

Figura C1. Espectro de massas para o complexo I. 
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a b s t r a c t

Two new copper(II) complexes with the deprotonated ligand 3-hydroxypicolinic acid (3-HPA) and hete-
rocyclic bases (1,10-phenanthroline – phen or 2,20-bipyridine – bpy) were synthesized. [Cu(3-HPA)(phen)
ClO4] I and [Cu(3-HPA)(bpy)ClO4] II were characterized by elemental analyses, conductivity measure-
ments, FT-IR, UV–Vis, EPR and High-resolution Electrospray Ionization Mass Spectrometry (HRESIMS).
The results indicate that the geometry around the copper ion is distorted square-pyramidal, and that
the copper ion is coordinated to 3-HPA via oxygen and nitrogen atoms, and to heterocyclic bases via their
two nitrogen atoms. A perchlorate ion weakly bonded occupies the apical position, completing the metal
coordination sphere. In this work, the compound [Cu(3-HPA)2] III was also synthesized using a new
method, different from that described in the literature. The cytotoxic activity of these compounds against
tumor and normal cell lines was investigated. Complex I exhibited a strong antitumor activity, being the
most active in the series of studied complexes. The compounds were also evaluated for activity against
Mycobacterium tuberculosis, and the complex I displays good antimycobacterial activity, while com-
pounds II and III were only moderately active.

� 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Metal complexes are useful as drugs in the treatment of a series
of diseases, mainly in cancer chemotherapy. Since the discovery of
the antitumoral activity of cisplatin, cis-[PtCl2(NH3)2], in 1965, a
great number of coordination compounds have been synthesized
and tested in order to develop clinically more effective and safe
drugs [1]. Although all approved drugs are based in platinum, hav-
ing a cis-[PtX2(amine)2] chemotype (where X = leaving group,
amine = neutral or carrier group) [2], some ruthenium compounds,
as KP1019 and NAMI-A, have also entered clinical tests [3]. Other
examples of metal complexes as candidates to therapeutic agents
include gold [4] and cobalt [5], showing different mechanisms of
action. Copper is very promising in the development of new

pharmacological agents, because is an essential trace element
important for the function of several enzymes involved in energy
metabolism, respiration and DNA synthesis in the cell, having its
homeostasis strictly regulated [6,7]. Therefore, copper complexes
have been investigated for many therapeutic purposes, such as
antitumoral, antimalarial, antifungal, and antibacterial agents, in
the treatment of Alzheimer’s disease, diabetes, rheumatoid arthri-
tis, skin wounds, cardiovascular diseases, and leishmaniasis and
more recently as potential drugs to combat Parkinson’s disease
[8]. Two copper complexes developed by Ruiz and co-workers, are
already approved for clinical trials as antitumor drugs [9], and
many copper complexes with N-donor heterocyclic ligands, such
as 1,10-phenantroline and 2,20-bipyridine were described to cleave
DNA and inhibit tumoral cell growth [10–13]. We have previously
reported the DNA cleavage ability of copper(II)-phenanthroline
complexes with tetracycline and doxycycline [14]. These com-
pounds inhibit the growth of a chronic myelogenous leukemia cell
line and cleave DNA in mild conditions, in the absence of additional

http://dx.doi.org/10.1016/j.ica.2016.03.005
0020-1693/� 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.
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agents [14]. In other studies, our research group also showed that
copper complexes containing b-diketones or hydrazides and 2,20-
bipyridine or 1,10-phenanthroline are promising antitumoral
agents [15–17]. Indeed, the synthesis of new copper(II) complexes
with potential pharmacological activity is highly desired.

Here, our strategy to obtain new active compounds was to use
the 3-hydroxypicolinic acid (3-HPA) as ligand to synthesize com-
plexes of the type [Cu(3-HPA)(N–N)ClO4], in which N–N = 1,10-
phenantroline or 2,20-bipyridine. The compound [Cu(3-HPA)2]
was also synthesized using a different method from that described
in the literature. The complexes were characterized by elemental
analyses, conductivity measurements, FT-IR, UV–Vis, EPR and
High-resolution Electrospray Ionization Mass Spectrometry (HRE-
SIMS). Regarding the 3-hydroxypicolinic acid, Barbosa et al. [18]
reported a ruthenium(II) complex with 3-HPA that showed a good
activity against Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294.
These findings encourage us to prepare a new series of copper
complexes and to evaluate its potentiality as antitumoral and
antimycobacterial agents.

2. Experimental

2.1. Starting materials

The reagents (ligands and metallic salts) are commercially
available (Aldrich).

2.2. Preparation of the complexes

The complexes with heterocyclic bases were synthesized fol-
lowing the same general procedure. For example, [Cu(3-HPA)
(phen)ClO4] was prepared by the reaction of Cu(ClO4)2�6H2O
(60.4 mg, 0.25 mmol) with 0.25 mmol of 3-hydroxypicolinic acid
(3-HPA) in methanol (5 mL). The mixture was stirred for 20 min
followed by the slow addition of 1,10-phenanthroline (0.25 mmol)
previously dissolved in methanol. After 48 h, the solid formed was
separated by filtration, washed with water and dried under
reduced pressure.

2.2.1. [Cu(3-HPA)(phen)ClO4] I

M.M.: 481.30 g mol�1. Yield: 62%. Color: Blue. Anal. Calc. for
(CuC18H12N3O7Cl): C, 44.92; H, 2.51; N, 8.73. Found: C, 44.98; H,
2.37; N, 8.69%. HRESIMS (methanol), m/z: 381.0184 [M�ClO4]

+.
IR (KBr) m (cm�1): 3447, 3105, 3068, 2374, 2338, 1653, 1646,
1637, 1629, 1608, 1560, 1522, 1508, 1457, 1429, 1397, 1388,
1340, 1320, 1275, 1239, 1219, 1150, 1110, 1087, 900, 872, 847,
832, 820, 809, 777, 767, 736, 720, 692, 623, 588, 453. UV–Vis
(methanol), kmax (nm) = 342 (4.8 � 102 mol�1 L cm�1), 294
(1.9 � 103 mol�1 L cm�1), 272 (4.60 � 103 mol�1 L cm�1), 265
(5.00 � 103 mol�1 L cm�1), 227 (7.80 � 103 mol�1 L cm�1), 670
(3.00 � 101 mol�1 L cm�1), 700 (solid). EPR parameters, in solid:
g\ 2.051, g// 2.164; in frozen acetonitrile solution: g\ 2.079, g//
2.271, A// 167G, or 177�10

�4 cm�1, g///A//, 128 cm. Molar conductiv-
ity, KM (ethanol) = 39.12 lS cm�1.

2.2.2. [Cu(3-HPA)(bpy)ClO4] II

M.M.: 457.2814 g mol�1. Yield: 50%. Color: Blue. Anal. Calc. for
(CuC16H12N3O7Cl): C, 42.02; H, 2.65; N, 9.19. Found: C, 41.77; H,
2.37; N, 9.01%. HRESIMS (ethanol), m/z: 357.0176 [M�ClO4]

+. IR
(KBr) m (cm�1): 3450, 2375, 2344, 1653, 1647, 1637, 1629, 1624,
1616, 1608, 1473, 1465, 1458, 1448, 1319, 1276, 1240, 1217, 1152,
1122, 1089, 899, 832, 819, 809, 769, 729, 691, 621, 590, 452.
UV–Vis (ethanol), kmax (nm) = 309 (1.30 � 104 mol�1 L cm�1), 297
(1.50 � 104 mol�1 L cm�1), 224 (2.63 � 104 mol�1 L cm�1), 661
(3.10 � 101 mol�1 L cm�1), 633 (solid). KM (ethanol)
= 35.93 lS cm�1.

2.2.3. [Cu(3-HPA)2] III

This complex was synthesized by Girginova et al. using a differ-
ent method [19]. In this work, [Cu(3-HPA)2] was prepared by the
reaction of Cu(ClO4)2�6H2O (60.4 g, 0.25 mmol) with 0.50 mmol
of 3-hydroxypicolinic acid (3-HPA) in methanol (5 mL). The mix-
ture was stirred for 48 h and the crystalline solid formed was sep-
arated by filtration, washed with water and dried under reduced
pressure.

M.M.: 339.7477 g mol�1. Yield: 51%. Color: Dark blue. Anal. Calc.
for (CuC12H8N2O6): C, 42.42; H, 2.37; N, 8.25. Found: C, 42.84; H,
2.51; N, 8.13%. IR (KBr) m (cm�1): 3453, 3100, 3069, 2376, 2344,
1653, 1647, 1608, 1576, 1570, 1559, 1508, 1456, 1394, 1388,
1321, 1309, 1275, 1240, 1217, 1153, 1128, 1058, 903, 833, 819,
810, 765, 691, 588, 452. UV–Vis (ethanol), kmax (nm) = 302
(1.21 � 104 mol�1 L cm�1), 653 (3.5 � 101 mol�1 L cm�1), 598
(solid). KM (ethanol) = 0.69 lS cm�1.

2.3. Physical measurements

Conductivity studies were carried out with a Digimed DM 31
conductivity meter using a cell of constant 0.95 cm�1, and spectro-
scopic grade ethanol (KM = 0.93 lS cm�1) as solvent.

Elemental analyses were performed using a Perkin-Elmer 2400
CHN Elemental Analyser.

IR spectra were registered in KBr pellets on a Shimadzu
FTIR-Irprestige-21 spectrometer.

Diffuse reflectance spectra and UV–Vis were obtained on a
Shimadzu UV-2501 PC spectrophotometer.

High-resolution Electrospray Ionization Mass Spectrometry
(HRESIMS) were measured on an ultrOTOF (Bruker Daltonics)
spectrometer, operating in the positive mode. Methanol–water
(1:1, v/v) was used as solvent system and the samples were infused
into the ESI source at a flow rate of 5 lL/min. The calculated values
for the charged complex ions were made using ChemDraw Ultra
14.0.

For the EPR spectra registration, a Bruker instrument
(Karlsruhe, Germany), model EMX, operating at X-band (9.50 GHz
frequency, 20 mW power, 100 kHz modulation frequency) was
used. Measurements were performed at 77 K, with samples in solid
state or in frozen acetonitrile solution, using Wilmad quartz tubes.
DPPH (a,a0-diphenyl-b-picrylhydrazyl) was used for frequency
calibration (g = 2.0036).

2.4. Cells and culture

2.4.1. K562 cells

The K562 cell line was purchased from the Rio de Janeiro Cell
Bank (number CR083 of the RJCB collection). This cell line was
established from pleural effusion of a 53 year-old female with
chronic myelogenous leukemia in terminal blast crisis. Cells were
cultured in RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.) medium supple-
mented with 10% fetal calf serum (CULTILAB, São Paulo, Brazil) at
37 �C in a humidified 5% CO2 atmosphere. Cultures grow exponen-
tially from 105 cells mL�1 to about 8 � 105 cells mL�1 in three days.
Cell viability was checked by Trypan Blue exclusion. The cell num-
ber was determined by coulter counter analysis.

For cytotoxicity assessment, 1 � 105 cells mL�1 was cultured for
72 h in the absence and presence of a range of concentrations of
tested compounds. The sensitivity to compound was evaluated
by the concentration that inhibits cell growth by 50% (IC50). Stock
solutions were prepared in DMSO and diluted accordingly to
obtain the concentrations used in the cytotoxic assays. The final
concentration of DMSO in the experiments was below 0.5% and
we have checked that the solvent has no effect on cell growth at
this concentration.
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2.4.2. MRC-5 and A549 cells

MRC-5 (normal fibroblast pulmonary cells) and A549 (human
lung adenocarcinoma epithelial) cells line were obtained from
the American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA), and
incubated in DMEM medium with supplemented with 10% FBS
and 1% penicillin (100 U/ml)–streptomycin (100 lg/ml). Cells were
maintained in a humidified environment at 37 �C with 5% CO2 and
sub-cultured twice per week.

A resazurin reduction assay was used to investigate cytotoxicity
of several drugs toward MRC-5 and A549 cells. The assay is based
on reduction of the indicator dye, resazurin, to the highly fluores-
cent resorufin by viable cells. Nonviable cells rapidly lose the meta-
bolic capacity to reduce resazurin and thus do not produce a
fluorescent signal.

Briefly, the cells were detached by treatment with 0.25% tryp-
sin/EDTA (VitroCell, Brazil) and 2.5 � 104 cells were placed in each
well of a 96-well cell culture plate (Costar, USA) in a total volume
of 100 ll. Cells were allowed to adhere overnight and then were
treated with different concentrations of drugs. After 24 h or 72 h
incubation in the presence of the compounds, the medium was
removed and 50 ll resazurin (Sigma–Aldrich, Germany) 0.01%w/
v in DMEM, was added to each well and the plates were incubated
at 37 �C for 3 h.

The fluorescence was measured on Biotek Synergy H1 plate
reader (Biotek, Winooski, VT) using an excitation wavelength of
530 nm and an emission wavelength of 590 nm. Untreated cells
constituted the negative control (viable cells), and cells treated
with doxorubicin at 100 nmol (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO,
USA) constituted the positive control (death control, DC). All the
tests were performed in three independents assays. A test was
done on plates without cells to verify that the reaction cannot
occur between the compounds and the reagent to avoid false-pos-
itive results (data not shown).

The IC50 values represent the samples concentrations required
to inhibit 50% of cell proliferation and were calculated from a cal-
ibration curve by regression curves using Microsoft Excel.

2.5. Anti-Mycobacterium tuberculosis activity assay

The anti-MTB activity of the compounds was determined by the
REMA (Resazurin Microtiter Assay) method [20]. Stock solutions of
the tested compounds were prepared in DMSO and diluted in Mid-
dlebrook 7H9 broth (Difco) supplemented with oleic acid, albumin,
dextrose and catalase (OADC), performed by Precision XS (Biotek�)
to obtain the final drug concentration range of 0.09–25 lg/mL. Iso-
niazid was dissolved in distilled water and rifampicin in DMSO,
and both were used as standard drugs. A suspension of MTB
H37Rv ATCC 27294 was cultured in Middlebrook 7H9 broth supple-
mented with OADC and 0.05% Tween 80. The cultures were frozen
at�80 �C in aliquots. After two days the CFU per mL (colony forma-
tion unit per mL) of an aliquot was determined. The concentrations
were adjusted by 5 � 105 CFU per mL and 100 lL of the inoculum
were added to each well of a 96-well microplate (Kasvi�) together
with 100 lL of the compounds. Samples were set up in triplicate.
The plates were incubated for 7 days at 37 �C. Resazurin (solubi-
lized in water) was added (30 lL of 0.01%). The fluorescence of
the wells was read after 24 h with a Cytation 3 (Biotek�). The
MIC was defined as the lowest concentration resulting in 90% inhi-
bition of growth of MTB.

3. Results and discussion

Copper(II) complexes with the deprotonated ligand 3-hydrox-
ypicolinic acid (3-HPA) were synthesized and characterized by
elemental analyses, conductivity measurements, FT-IR, UV–Vis,

High-resolution Electrospray Ionization Mass Spectrometry
(HRESIMS) and EPR. All the copper complexes are colourful, non
hygroscopic, stable to air and light and soluble in organic solvents
such as DMSO, ethanol and acetonitrile. The chemical structures of
the complexes with 3-HPA are presented in Fig. 1.

The results of the elemental analyses are in good agreement
with the proposed structures. The molar conductivity values of
solutions (10�3 M; ethanol) for all complexes with heterocyclic
bases fall in the range observed for 1:1 electrolytes [21]. The labi-
lization of the axial ligands in solution (perchlorate anion) results
in the generation of compounds of type [Cu(3-HPA)(N–N)]+. On
the other hand, as expected, the molar conductivity value for III

indicates that this compound is nonelectrolyte. The crystal struc-
ture of the complex III has been described in the literature [19]
and it will not be discussed further here. Nevertheless, for this
complex, the metal ion is coordinated to two N,O-chelating anionic
ligands and exhibits a distorted square planar coordination geom-
etry [19].

The high-resolution mass spectra of the synthesized complexes
were performed and the obtained data are according to the pro-
posed structures. In this work, the m/z values listed in the text
(see Section 2) refer to the peak containing the most abundant iso-
tope (63Cu). For example, mass spectrum of the complex II (Fig. S1)
exhibited the charged ion at m/z 357.0176 [M�ClO4]

+ (calcd.
357.0175). The experimental isotopic patterns for [Cu(3-HPA)
(bpy)]+ and [Cu(3-HPA)(phen)]+ ions match the theoretical isotopic
patterns considering the proposed compositions.

The UV–Vis spectra of the complexes were recorded in ethanol
(10�4 M) in the range of 200–900 nm. A bathochromic shift in rela-
tion to free ligands confirms the presence of the complexes in solu-
tion. The absorption spectra of the complex II and of the
corresponding ligands are shown in Fig. 2. The splitting observed
in the spectrum of the complex is also consistent with the coordi-
nation of the ligand to metal. Complexes I and II exhibit only one
broad and asymmetric d–d band centered at �660 nm. For exam-
ple, the complex II exhibits a d–d band (Fig. S2) centered at
661 nm (e = 31 mol�1 L cm�1). These observations are consistent
with a distortion from the square-pyramidal geometry, due to
the Jahn–Teller effect [15]. In the solid state (diffuse reflectance),
the complexes I and II exhibit the d–d band centered at 633 and
700 nm, respectively, indicating that the geometry of the com-
plexes in solution differs from that in solid state [17].

The IR spectra of the new complexes are in accordance with the
presence of 3-HPA coordinated to the copper(II) ions via the car-
boxylate group and nitrogen. The carboxylate group may coordi-
nate to a metal atom in one of the unidentate, bidentate or
bridging modes. For all complexes, bands corresponding to the
mas(COO�) and ms(COO�) vibrational modes appeared close to
1654 (1703 cm�1 in the uncoordinated ligand) and 1320 cm�1

(1295 cm�1 in the uncoordinated ligand), respectively. The value
of D(mas � ms) = 331 cm�1 indicates the presence of monodentate
carboxylate group. Peaks of medium intensity around 1580 cm�1

are assigned to m(C@N) of the coordinated ligand, in good agree-
ment with the N,O-chelation [19,22]. The same coordination mode
was observed in previous works for some complexes containing 3-
HPA as ligands [18,19,22–24]. The stretching vibrations of the
uncoordinated hydroxyl group of ligand appear in the range
3448–3455 cm�1. The weak bands at 3100 and 3000 cm�1 are
attributed to the stretching vibrations of aromatic C–H bonds.
Infrared spectroscopy is very useful to determine the mode of
coordination of the ClO4 ligand. The behavior of the weakly
coordinating perchlorate ion can be distinguished by the Cl–O
stretching frequencies [14]. The infrared spectra of I and II indicate
the presence of one unidentate perchlorate ion. Bands in the
region 578–559 and 443–437 cm�1 were assigned to mCu–N and
mCu–O.
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EPR spectra for complex I (Fig. 3) in solid state and in frozen
acetonitrile solution corroborate the change of geometry observed
in electronic spectra. In the solid, a perchlorate anion is bound at
the apical position, providing a penta-coordinate environment
around the metal ion, while in solution a tetragonal geometry with
little tetrahedral distortion is observed, as indicated by the
spectroscopic parameters ratio obtained, g///A// (128 cm) [17,25]
(see Table 1).

3.1. Stability of complexes

Stability is a very important factor for the development of clin-
ical metal complexes [13]. Thus, the stability of the complex I was
evaluated by UV–Vis spectral analysis at different times in a mix-
ture containing H2O/DMSO (1:99 v/v). According to the Fig. 4, the
values of absorbance and wavelength were not affected. These
observations indicate that the complex is stable in solution for at
least 8 h under the test conditions [26].

3.2. Cytotoxic studies

The cytotoxic activity of compounds is depicted in Table 2. IC50

values obtained for two platinum complexes used in chemother-
apy, cisplatin and carboplatin, are also shown for the sake of
comparison.

As it can be seen in Table 2, phenanthroline (phen) displays high
activity and selectivity index (SI) against the K562 cell line.

2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800

Magnetic Field, G

 in solid state
 in frozen acetonitrile solution

Fig. 3. EPR spectra of the complex I (solution and in solid-state).

Table 1

EPR spectroscopic parameters.

Compound g\ g// A//

(G)
A//

(10�4 cm�1)
g///A//

(cm)

[Cu(3-HPA)(Phen)ClO4] I
In frozen acetonitrile

solution
2.079 2.271 167 177 128

In solid state 2.050 2.162
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1

A

λ (nm)

 1 h
 2 h
 3 h
 4 h
 5 h
 6 h
 7 h
 8 h

Fig. 4. Ultraviolet spectra of complex I as a function of time.
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However, in the literature, for the phenanthroline and its deriva-
tives, it is assumed that the sequestering of trace metals in situ is
involved and that the resulting metallic complexes are the active
species [27]. All organic compounds exhibited low activity against
A549 and MRC-5.

The copper complexes inhibit the growth of K562 and A549
cells with IC50 values between 2.3 and 82.4 lM. The results showed
that activity of the complexes follows the order I > II = III. Copper
coordination improves the cytotoxic activity: all complexes are
more potent than the corresponding free ligands. The substitution
of one molecule of 3-HPA by one molecule of phen significantly
increases the cytotoxic activity; though, it does not improve the
selectivity index, which is low and suggests a generic toxicity.
Regarding the complexes I and II, compared to similar compounds
containing aromatic diimine ligands (N–N) already described, they
show very similar results, as shown in Table 3. In the complexes
with heterocyclic bases, the substitution of bpy by phen increases
the activity. As a general behaviour of those aromatic diamine
ligands, copper complexes with phenanthroline are more reactive
than similar ones with bipyridine ligands [8c,14]. An accepted
explanation for this order of reactivity is that the planar polycyclic
phen ring interacts better with DNA [28]. However, the mode of
action of these complexes can be quite different. Casiopeines [Cu
(N–N)L]X, for example, have been described as interacting with
mitochondria, inhibiting oxidative phosphorylation and, eventu-
ally, also cellular ATP depletion, in addition to DNA binding [30].

3.3. Anti-M. tuberculosis activity

The antimycobacterial activity of compounds was evaluated
in vitro against M. tuberculosis H37Rv strains by the REMA (Resa-
zurin Microtiter Assay) method. As can be seen in Table 4, phen
shows good activity against the M. tuberculosis H37Rv strain with
MIC value equal to 22.7 lM. Regarding the phenanthroline (phen),
this molecule and its derivatives have been identified as new agents
with antimycobacterial activity [24,31,32]. Concerning the com-
plexes, the results showed that the activity of the complex I was
higher than that of free 3-HPA, displaying good antimycobacterial
activity, while compounds II and III were only moderately active.
Regarding the activity of compound I, this should bemore lipophilic
than complex II, consequently it has a higher ability to diffuse into
the cell membrane and reach their biological target [33].

4. Concluding remarks

Two new copper(II) complexes containing 3-hydroxypicolinic
acid and heterocyclic bases were prepared and characterized. For
these complexes, the results indicate a distorted square-pyramidal
geometry around the copper ion in the solid, where the copper ion
is penta-coordinated to 3-HPA ligand via their oxygen and nitrogen
atoms, and to the heterocyclic bases by its nitrogen atoms. The
axial position is occupied by a perchlorate ion. However, in solu-
tion this anion acts only as counter-ion, and the geometry around
copper becomes tetragonal, as attested by UV–Vis and EPR spectra
(in the case of [Cu(3-HPA)(Phen)]ClO4 species). The biological
activities of the copper complexes make them good candidates
for further studies, once small structural modifications may result
in an increase of the selectivity index. Indeed, these complexes can
be useful for the design of new antitumoral and antibacterial
agents.
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A B S T R A C T

This work reports the biological evaluation of a copper complex of the type [Cu(O–O)(N–N)ClO4], in which
O–O=4,4,4-trifluoro-1-phenyl-1,3-butanedione (Hbta) and N–N=1,10-phenanthroline (phen), whose generic
name is CBP-01. The cytotoxic effect of CBP-01 was evaluated by resazurin assay and cell proliferation was
determined by MTT assay. DNA fragmentation was analyzed by gel electrophoresis. Cell cycle progression was
detected through propidium iodide (PI) staining. Apoptosis and autophagy were determined by, respectively,
Annexin V and 7-AAD staining and monodansylcadaverine (MDC) staining. The changes in intracellular reactive
oxygen species levels were detected by DCFDA analysis. The copper complex CBP-01 showed in vitro antitumor
activity with IC50s values of 7.4 μM against Sarcoma 180 and 26.4 against murine myoblast cells, displaying
selectivity toward the tumor cell tested in vitro (SI > 3). An increase in reactive oxygen species (ROS) gen-
eration was observed, which may be related to the action mechanism of the complex. The complex CBP-01 may
induce DNA damage leading cells to accumulate at G0/G1 checkpoint where, apparently, cells that are not able
to recover from the damage are driven to cell death. Evidence has shown that cell death is initiated by autophagy
dysfunction, culminating in apoptosis induction. The search for new metal-based drugs is focused on overcoming
the drawbacks of already used agents such as acquired resistance and non-specificity; thus, the results obtained
with CBP-01 show promising effects on cancer cells.

1. Introduction

Copper complexes have attracted a great deal of attention as che-
motherapeutic agents, especially after the spectacular discovery that
the [Cu(phen)2]

+ complex cleaves deoxyribonucleic acid (DNA). Since
then, many copper complexes have been proposed as promising antic-
ancer agents [1,2]. For instance, copper(II) complexes known as Ca-
siopeins®, developed by L. Ruiz and colleagues, are already approved
for clinical trials as antitumor drugs [2]. It is interesting to note that
casiopeins present the general formula [Cu(N–N)(N–O)]NO3 and [Cu
(N–N)(O–O)]NO3, in which N–N indicates a substituted bipyridine or
phenanthroline, N–O denotes an α-aminoacidate or peptide and O–O

represents acetylacetonate or salicylaldehyde [3].
In fact, there are many reasons to conduct research to investigate

the use of copper complexes in cancer chemotherapy, especially those
containing N,N-heterocyclic ligands, such as 1,10-phenanthroline, 2,2′-
bipyridine and derivatives that facilitate intercalation into DNA [2]. It
is noteworthy that copper is an essential trace element important for
the functioning of several enzymes involved in energy metabolism,
respiration and DNA synthesis in the cell [4]. Furthermore, copper
plays a central role in angiogenesis, a process critical for tumor growth,
invasion, and metastasis, which makes it interesting for the develop-
ment of anticancer drugs [1]. Considering the abovementioned reasons,
our research group has a great interest in the synthesis and biological
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studies of ternary complexes of copper [5–9]. In previous works, we
showed that copper complexes bearing heterocyclic bases and β-dike-
tones as ligands are promising anticancer agents, display IC50 values in
a low concentration range, and inhibit the growth of K562 cells [8,9].
Indeed, the very promising results obtained by employing the copper
(II) complexes with 1,10-phenanthroline has positioned them as can-
didates for further mechanistic and cytotoxicity studies of other cell
lines. Thus, we report, for the first time, the anticancer potential of the
[Cu(bta)(1,10-phenanthroline)(ClO4)] complex, whose generic name is
CBP-01, by demonstrating its cytotoxicity and cell death pathways.

2. Material and methods

2.1. Procedure for synthesis of compound CBP-01

The copper(II) complex with 1,10-phenanthroline (CBP-01) was
synthesized according to the methodology described by Almeida
(2015). Elemental analysis was employed to verify the compound’s
purity [9]. The complex synthesis resulting in the chemical structure is
shown in the Supplementary Figure.

2.2. Cell lines and culture conditions

The cell line C2C12 (murine myoblast) was cultivated in a 25cm²
flask in complete RPMI-1640 medium (Cultilab®, Brazil), which was
supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum
(FBS) (Gibco®, Paisley, UK) and antibiotics (100 U mL−1 penicillin,
100 μgmL−1 streptomycin) (Sigma®, Brazil), in a humidified atmo-
sphere of 5% CO2 at 37 °C. The sarcoma 180 (murine sarcoma) was
maintained in mice by intraperitoneal inoculation (i.p.). All mice were
kept under specific pathogen-free conditions with free access to auto-
claved food and water. All procedures for the handling, use and eu-
thanasia of these animals were approved by the Animal Research Ethics
Committee of the Federal University of Uberlândia, Brazil (CEUA/UFU
N. 141/16), and every effort was made to minimize suffering.

2.3. Viability assay

The viability was evaluated by the resazurin assay [10]. Cells were
seeded into a 96-well microplate at a density of 1×105 cells per well.
After incubation, cells were exposed to medium supplemented with FBS
in the presence of CBP-01 at different concentrations (1 μM, 5 μM, 10
μM; 12.5 μM; 25 μM and 50 μM) for 24 h at 37 °C in 5% CO2. Negative
control group cells were incubated in medium supplemented with 10%
FBS and positive control group cells were treated with Mytomicin C (20
μM). After exposure, cells were incubated with resasurin solution
(0.1 mgmL−1, 20 μL/well) at 37 °C for 4 h. To obtain the cellular via-
bility, the resazurin reduction was measured in a microplate reader at
570 and 600 nm. All experiments were carried out in triplicate. Cell
viability was determined according to the product protocol described in
the following equation: viability (%) = ((80,586 x Abs570 sample) –

(117,216 x Abs600 sample)) / ((80,586 x Abs570 control) – (117,216 x Abs600
control)) x 100. The same assay procedure was carried out for the ligands
bta and phen.

2.4. Selectivity index (SI)

The selectivity degree of the CBP-01 was evaluated as previously
reported [11], as shown in the equation: SI= IC50 non-tumorigenic cell
/ IC50 tumor cell, where IC50 corresponds to the half maximal inhibitory
concentration induced by the CBP-01 in the cells. The SI demonstrates
the differential activity of CBP-01, in which an SI value equal to or
greater than 2 is considered selective toward tumor cells [11].

2.5. MTT cell proliferation assay

The proliferation of CBP-01-treated sarcoma 180 cells was eval-
uated by the MTT assay [12,13]. Cells (1× 105 cells/well) were seeded
on a 96-well plate with RPMI medium supplemented with 10% FBS in
the presence of different CBP-01 concentrations (1 μM, 5 μM, 10 μM; 25
μM and 50 μM) for 24 h and 48 h at 37 °C in 5% CO2. Positive control
group cells were incubated in medium supplemented with 10% FBS
whereas the negative control group cells were incubated in medium
without FBS. After treatment, the cells were incubated with MTT re-
agent (5 mg/mL, 20 μL/well) for 3 h. The formazan crystals were dis-
solved by 100 μL of phosphate buffered saline (PBS) containing 10%
SDS and 0.01 N HCl for 18 h until complete dissolution of crystals was
achieved. The optical density was determined at 570 nm in a plate
reader (Multiskan GO Thermo Scientific, USA).

2.6. DNA fragmentation assessment by gel electrophoresis

Sarcoma 180 cells were seeded at the density of 2×106 cells/well
in 6-well plates and then incubated with CBP-01 at concentrations of 1
μM, 10 μM and 50 μM for 24 h in RPMI medium supplemented with
10% SFB under 5% CO2 at 37 °C. Control group cells were incubated in
medium supplemented with 10% FBS. After treatment, cells were col-
lected and DNA extraction was performed using a cells/tissue genomic
DNA isolation kit (Quiagen), with some modifications. DNA fragmen-
tation was analyzed by 1% agarose gel electrophoresis for 2 h at 100 V.
The DNA was stained with ethidium bromide then bands were visua-
lized by UV transilluminator and photographed.

2.7. Cell cycle analysis

Sarcoma 180 cells were plated at a density of 2×105 cells/well in
24-well microplates. Next, the cells were treated with CBP-01 at con-
centrations of 1, 10 and 50 μM for 24 h at 37 °C under 5% CO2. Control
group cells were incubated in medium supplemented with 10% FBS.
Then the cells were harvested and fixed in 70% (v/v) ethanol and kept
overnight at 4 °C. Cells were collected and washed with PBS. To ensure
that only DNA was stained, cells were incubated with RNase A (100 μg
mL−1) and propidium iodide (PI) (10 μg mL−1) for 45min at 37 °C. Cell
distribution across the cell cycle was determined immediately by uti-
lizing the flow cytometer FACSCantoII (BD, USA).

2.8. Apoptosis measurement by annexin V-PE staining

Sarcoma 180 cells (106 cells per well) were seeded in a 6-well mi-
croplate. Next, cells were incubated for 24 h with complete medium in
the absence (control group) or presence of CBP-01 (1, 10 and 50 μM).
At the end of incubation, cells were harvested and washed with PBS,
and resuspended in 100 μL of binding buffer containing 5 μL 7-
Aminoctinomycin D (7-AAD) and 5 μL Annexin VePE for 15min under
darkness. Then, all of the samples were analyzed immediately using an
Accure flow cytometer (BD, United States) and the data were obtained
via the software FlowJo (version 10). The CBP-01-triggered apoptosis of
sarcoma 180 cells was also observed under an EVOS fluorescence mi-
croscope (Thermo Fisher Scientific®, United States).

2.9. Autophagy assay - Acidic vesicular organelles labeled by

Monodansylcadaverine (MDC)

Sarcoma 180 cells were plated into 24-well plates at a density of
2× 105 cells/well and then exposed to CBP-01 (1, 10 and 50 μM) or
culture medium (control group) for 24 h at 37 °C and 5% CO2. The cells
were then incubated with 0.05mmol L−1 MDC at 37 °C for 10min.
Next, the cells were harvested by centrifugation and the pellet was
washed with PBS (2 times). After removing the monodansylcadaverine,
the cells were washed with glycine 0.1 M/PBS and the samples were
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observed using fluorescence microscopy (Zeiss LSM510, Germany).
Four randomly selected microscopic fields at 200 × magnification were
employed to quantify the fluorescence intensity with the software
Image J.

2.10. Determination of intracellular reactive oxygen species (ROS)

All reactive oxygen species (ROS) were measured with the non-
fluorescent probe 2, 7-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA).
Briefly, sarcoma 180 cells (0.5× 105) were seeded in a 12-well mi-
croplate. Then, cells were treated with CBP-01 (1, 10 and 50 μM) or
culture medium (control group) for 24 h in a CO2 incubator at 37 °C.
After treatment, cells were harvested and washed with PBS; the pellet
was resuspended in 100 μL of PBS containing DCFH-DA probe (20 μM)
and incubated for 45min at 37 °C under darkness. To verify whether the
cells that were producing ROS were dead or alive, 2 μL of 7-AAD was
added to the same samples stained with DCFH-DA probe, at 15min
before the end of incubation. Finally, DCF fluorescence intensity was
detected immediately by a Cytoflex flow cytometer (Backman Coulter,
United States) and the data were obtained using the software Kaluza
(version 1.5). The CBP-01-induction of ROS of sarcoma 180 cells was
also observed through an EVOS fluorescence microscope (Thermo
Fisher Scientific®, United States).

2.11. Statistical analysis

Data are expressed as mean ± standard error (SEM) of experiments
performed at least two times in triplicate. Significance differences were
determined by one-way ANOVA, Bonferroni’s multiple comparisons test
(GraphPad Prism Software version 6.0). Data were considered statisti-
cally significant at p < 0.05.

3. Results and discussion

3.1. CBP-01 induced cytotoxicity and inhibited cell proliferation

The CBP-01 complex was previously synthetized and characterized
(Supplementary Figure) [9]. To verify the bioactivity effect of CBP-01
and its ligands (bta and phen) on the cell viability, we treated sarcoma
180 cell line and a non-tumor cell line (C2C12) with different con-
centrations for 24 h, prior to performing the resazurin assay.

It was observed that CBP-01 clearly decreased cell viability of
cancerous cells in a concentration-dependent manner in comparison
with the control (Fig. 2). The half-maximal inhibitory concentrations
(IC50) for Sarcoma 180 was 7.4 μM (Table 1). Interestingly, the capacity
for reducing the cell viability of CBP-01 was significantly lower against
C2C12, a non-tumorigenic murine myoblast cell line. The IC50 for
C2C12 was 26.4 μM, indicating that CBP-01 exhibits cytotoxic se-
lectivity (Table 1). Indeed, we obtained a selectivity index higher than
3, which is considered selective [14]. On the other hand, the ligands bta
and phen did not significantly reduce growth viability in comparison
with the control (Fig. 1). Thus, the complexation of copper(II) with li-
gands (bta and phen) has provided the CBP-01 cytotoxic activity.
Moreover, the CBP-01 showed higher cytotoxicity than Mytomicin C
(positive control, a known antitumor compound) against sarcoma 180
cells (Supplementary Fig. 2). These findings showed the effect of CBP-
01 on cell viability; therefore, we performed other assays in order to

elucidate its action mechanism.
The proliferation of CBP-01-treated sarcoma 180 cells, evaluated by

the MTT assay, and the concentration- and time-response curves are
shown in Fig. 2. A reduction was detected in the number of proliferating
cells after receiving different treatment concentrations of CBP-01 (1, 5,
10, 25 and 50 μM), compared to the positive control at 24 and 48 h.
However, a similar profile was observed between CBP-01 treatments (1,
5, 10, 25 and 50 μM) and negative control. Taken together, according to
cellular metabolic activity, these findings suggest that CBP-01 inhibited
the proliferation of sarcoma 180 cells, since MTT reduction only occurs
in metabolically active cells [15,16].

3.2. CBP-01 induced DNA fragmentation

In order to evaluate whether CBP-01 induces DNA damage in sar-
coma 180 cells, a DNA gel electrophoresis was conducted since this
assay has been widely used to study DNA fragmentation [17–19]. Fig. 3
shows that the highest CBP-01 concentration (50 μM) in sarcoma 180
cells was the only one that led to DNA fragmentation compared to the
control. The DNA degradation was not observed in the untreated cells
(control) confirming the efficiency of this experiment. This result in-
dicates that the copper complex herein studied may cause DNA damage,
which is a prerequisite for a genotoxic agent. The DNA is considered an
important target of multiple pathologies due to its role in controlling
cellular functions [20].

The evidence that CBP-01 may cause DNA damage could be due to
the presence of 1,10-phenanthroline in the structure of this compound,
which is considered an intercalating agent of DNA and an artificial
nuclease when associated with copper(II). It is widely shown that bis-
(1,10-phenanthroline) copper(II) performs an efficient DNA cleavage
activity in the presence of some molecules, such as thiol and hydrogen
peroxide [21], corroborating our data that demonstrated an induction
of intracellular reactive oxygen species (ROS) formation after CBP-01
treatment, as shown in Section 3.5.

3.3. CBP-01 induced G0/G1 cycle arrest

The effect of CBP-01 on cell cycle progression was evaluated.
Sarcoma 180 cells were treated with CBP-01 for 24 h, stained with
propidium iodide (PI) and analyzed by flow cytometry. As shown in
Fig. 4, 24 h after CBP-01 exposure we identified an accumulation of the
cell population in the G0/G1 phase from 32.1% in the control to 35.1%
and 36.3% at 1 and 10 μM of CBP-01, respectively. It is well known that
cell cycle progression is strictly regulated by surveillance mechanisms
called checkpoints, which monitor the integrity and fidelity of the main
events during the cell cycle [22]. The inhibition of cell cycle progres-
sion can be elicited by DNA damage, such as single- or double-strand
DNA breaks, which induces cell cycle arrest at the G1 or G2 checkpoint
[23]. Our data demonstrate that CBP-01 treatment induces DNA frag-
mentation (Fig. 3) and consequently cell cycle arrest in the G0/G1
phase (Fig. 6), which corroborates other studies where the G0/G1
checkpoint is caused by DNA breaks [24–26].

After the CBP-01 50 μM treatment for 24 h, it was possible to detect
a subG1 cell population, probably derived from DNA fragmentation
observed in apoptosis, which explains the decrease in G0/G1 rates to
30.2%. It is known that when irreversible damage is detected the cell
undergoes apoptosis, resulting in the accumulation of cells in the subG1
phase [27]. The subG1 cell population observed after CBP-01 treatment
at 50 μM for 24 h is in agreement with the increased apoptosis rates
observed in these same conditions, as shown in Section 3.4. Taken to-
gether, these findings suggest an anti-proliferative activity of CBP-01,
since we observed a significant inhibition of DNA synthesis, due to the
decrease in the number of cells in S and G2/M phases.

Table 1

Half maximal inhibitory concentration (IC50) and selectivity index of CBP-01.

Cell line IC50 (95% CI*) Selectivy Index

C2C12 26.4 (17.63 to 39.50) 3.7
Sarcoma 180 7.4 (6.21 to 8.92)

* Confidence Intervals.
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3.4. CBP-01 induced autophagy and apoptosis

To identify which cell-death pathway was triggered by CBP-01,
sarcoma 180 cells were treated with different concentrations of this
copper complex prior to performing the autophagy and apoptotic as-
says. We analyzed autophagic vacuoles by monodansylcadaverine
(MDC) staining, for autophagy detection. As shown in Fig. 5, CBP-01
stimulated autophagic processes in sarcoma 180 cells as evidenced by
the fluorescent density (Fig. 5A) and the presence of more MDC-labeled
particles inside the cells after CBP-01 treatment (1, 10 and 50 μM),
whereas no fluorescence was observed in the control group (non-
treated cells) (Fig. 5B). This experiment indicated that CBP-01 in-
creased MDC recruitment to autophagosomes in the cytoplasm in a
concentration-dependent manner. In fact, autophagy is generally con-
sidered a protective response that occurs at a basal level in all cells. It is
well known that autophagy maintains cellular homeostasis by reg-
ulating the catabolic process that eliminates cytoplasmic contents, or-
ganelles and proteins to generate nutrients and macromolecular pre-
cursors [28]. However, autophagy can be associated with cell death,
representing a general cellular and tissue response to oxidative stress. In
response to oxidative stress, autophagy is induced to reduce the in-
tracellular reactive oxygen species (ROS) levels in order to protect cells
from ROS-induced damage. Nevertheless, when ROS reaches levels that

cannot be neutralized by cellular protective mechanisms, an autophagy
dysfunction occurs by means of excessive autophagy induction or the
inhibition of autophagy flux, resulting in either apoptosis or autophagic
cell death [29].

In order to verify the possibility of cell death by apoptosis, sarcoma
180 cells were stained with PE-labeled Annexin V and 7-AAD. As shown
in Fig. 6, CBP-01 triggered cell apoptosis in a concentration-dependent
manner, since apoptosis rates were significantly increased from 1.11%
in the control to 1.63%, 90.5% and 96.7% at 1, 10 and 50 μM treat-
ments of CBP-01, respectively (Fig. 6A). We also identified apoptotic
bodies after CBP-01 50 μM treatment of sarcoma 180 cells for 24 h
(Fig. 6B), reinforcing our result that CBP-01 triggered apoptosis cell
death.

Autophagy and apoptosis have been considered two major pathways
activated in response to metabolic stress [30]. Substantial evidence has
shown that autophagy and apoptosis occur in the same cell, where
autophagy is induced as an attempt by the cell to mitigate the stress
before ultimately leading to apoptosis [31,32]. In general, apoptosis is
an essential programmed cell death employed in response to cell da-
mage or stress defense, and also during normal development and
morphogenesis [30]. Cells undergoing apoptosis show typical mor-
phological and biochemical changes such as chromatin condensation,
formation of apoptotic bodies, changes in the kinetics of

Fig. 1. Viability assay of CBP-01. Concentration-response curve depicting cell viability after treatment with CBP-01 and ligands (bta and phen) in myoblast murine
cells (C2C12) and in sarcoma 180 cells. The results represent the mean ± standard error of experiments performed in triplicate.

Fig. 2. Anti-proliferative effect of CBP-01 on sarcoma 180 cells. CBP-01 (1, 5, 10, 25 and 50 μM) inhibited proliferation of sarcoma 180 cells at 24 and 48 h. ns:
not significant, **p<0.01 and ****p< 0.0001.
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phosphatidylserine (PS) and alterations in mitochondrial membrane
permeability [33]. Studies suggest that apoptosis is an important in-
dicator for detecting the ability of antitumor drugs to inhibit tumor
growth [34]. Our data suggest that autophagy plays an important role
in the initiation of sarcoma 180 cell death by CBP-01, whereas the
switch from autophagy to apoptosis may be ROS-mediated since our

compound induced ROS formation, as detailed in the next section.

3.5. CBP-01 induced reactive oxygen species (ROS) formation

Many studies have shown that cytotoxic activity of copper(II)
complexes can be mediated by ROS formation. To investigate whether
CBP-01 is able to induce changes at intracellular ROS levels, we de-
tected the fluorescence of DCF in CBP-01-treated sarcoma 180 cells by
flow cytometry. In addition, we also stained sarcoma 180 cells with 7-
AAD to verify whether the cells that were producing ROS were dead or
alive. The result showed that ROS formation was increased along with
the CBP-01 concentration as detected by high fluorescence intensity
compared to the control. Furthermore, the high inductions of ROS at 1
and 10 μM of CBP-01 were associated with viable cells (7-AAD nega-
tive) whereas at 50 μM we observed an exacerbating increase in ROS
formation in unviable cells (7-AAD positive), as shown in Fig. 7A. In
Fig. 7B, we can observe fluorescence microscopy images of untreated
(control) and the treated cells (CBP-01 1, 1 and 50 μM), stained with 7-
AAD (red) and ROS probe (green), that corroborate fluorescence in-
tensity results.

ROS are small and highly reactive particles that at low levels are
correlated with maintenance of cellular homeostasis by regulating not
only cell cycle progression but also the proliferation, differentiation,
migration and death of cells [35,36]. However, excessive cellular levels
of ROS can cause damage to proteins, lipids, nucleic acids and orga-
nelles [37], through oxidative stress. In summary, low ROS levels are
correlated with cell survival, but high levels can lead to activation of
cell death processes such as apoptosis [35]. As noted, the CBP-01 in-
duced significant intracellular ROS formation, observed in viable cells
at low concentrations of the compound (1 and 10 μM), whereas the
continuous generation of ROS led to cell death after treatment with 50
μM of CBP-01. These findings suggest that oxidative stress may be in-
volved in the entire process of CBP-01 cytotoxicity.

4. Conclusions

The copper complex (CBP-01) showed in vitro antitumor activity
and cytotoxic selectivity toward the sarcoma 180 cells. According to
our data, we propose that the action mechanism of this compound may

Fig. 3. CBP-01 induced DNA fragmentation in sarcoma 180 cells. CBP-01 at
50 μM lead to DNA degradation compared to control (untreated cells) analyzed
by agarosis gel electrophoresis.

Fig. 4. CBP-01 interferes in sarcoma 180 cell cycle. A) Cell cycle histograms profile of sarcoma 180 cells in the presence of different concentrations of CBP-01 (1,
10 and 50 μM) for 24 h. B) CBP-01 promoted a significant augmentation in the G0/G1 phase after treatment with CBP-01 1 and 10 μM for 24 h. Data are expressed as
mean ± standard error of experiments performed in triplicate. Significant differences were determined using one way ANOVA and Bonferroni’s multiple com-
parisons test. *p < 0.05, (compared to control).
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Fig. 5. Autophagic vacuoles evidenced by Monodansylcadaverine (MDC) staining after CBP-01 exposure in sarcoma 180 cells. A) Graph representing the
fluorescence intensity of MDC at autophagic vacuoles measured post-treatment by the software Image J. The data are represented as the mean of fluorescence ±
standard error. Significant differences were determined using one-way ANOVA and Bonferroni’s multiple comparisons test. **p<0.01 and ****p< 0.0001
(compared to the control). B) Photomicrography of sarcoma 180 cells treated with CBP-01 (1 μM, 10 and 50 μM) and untreated cells (control), stained with MDC
(blue) (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article).

Fig. 6. Sarcoma 180 cell death induced by CBP-01. A) Analysis of apoptosis by flow cytometry: representative plot cytograms of sarcoma 180 cells stained with
Annexine V and 7-Amino-Actinomycin (7 AAD) after treated with CBP-01 (1, 10 and 50 μM) or medium (control). B) Photomicrography of sarcoma 180 cells treated
with CBP-01 (1 μM, 10 and 50 μM) and untreated cells (control), stained with Annexine V (red) and 7 AAD (green). The zoomed view shows the apoptotic bodies, a
typical morphological change in cell undergoing apoptosis (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web
version of this article).
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be attributable to its redox state that induces an intracellular ROS
augmentation. The excess of ROS generated may be associated with the
ability of CBP-01 to induce DNA damage leading cells to accumulate at
the G0/G1 checkpoint where, apparently, cells that are not able to re-
cover from the damage are driven to cell death. Our data suggest that
the cell death pathway is initiated by an autophagy dysfunction that
leads to apoptosis. Finally, these findings obtained are very promising
and should instigate further molecular and mechanistic studies.
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A B S T R A C T

Three novel copper(II) complexes were synthesized: [Cu(tfa)2] (I), [Cu(tfa)(dmb)(NO3)]
.1.5H2O (II) and [Cu(tfa)

(nphen)(NO3)] (III), where tfa= 4,4,4-trifluoro-1-(2-furyl)-1,3-butanedione, nphen= 5-nitro-1,10-phenan-
throline and dmb=4,4-dimethoxy-2,2-bipyridine. They were characterized by elemental analysis, conductivity
measurements, FT-IR, UV–Vis and single-crystal X-ray diffraction. The X-ray crystal structures of I, II and III

reveal that the β-diketone coordinates via the oxygen atoms, while the heterocyclic bases coordinate via their
two nitrogen atoms. The cytotoxic activity of I, II and III was investigated in two tumor cell lines (Ehrlich tumor
and sarcoma 180) and in a non-tumor cell line (myoblast C2C12). Complex III exhibited good activity (IC50

Ehrlich=15.75 μM and IC50 sarcoma 180=16.90 μM) and selectivity (SI > 4) in both tumor cell lines.
Subsequently, it was found that III also present good activity against Trypanosoma cruzi.

1. Introduction

Nowadays, many copper complexes are being developed as poten-
tial anticancer agents [1]. An interesting example is the family of
complexes known as Casiopeínas®, recently approved for clinical trials
[2,3]. As to the metal ion, copper is an essential trace element im-
portant for the function of various biologically important enzymes [4].
It is also involved in the development and progression of cancer, which
makes it very interesting in the design and development of safe and
effective chemotherapeutic agents [1]. In view of these facts, we have
designed and carried out biological studies with Cu(II) complexes
[2,5–9]. For instance, we showed that Cu(II) complexes bearing α-dii-
mines and β-diketones as chelating ligands are very active against the
K562 cell line, displaying IC50 values in the micromolar range [8,9].
One of them, [Cu(bta)(phen)ClO4], [(bta= 4,4,4-trifluoro-1-phenyl-
1,3-butanedione) and (phen=1,10-phenanthroline)], was selected for
further studies due to its potential to induce DNA-damage and lead to

G0/G1 checkpoint arrest, with consequent induction of cell death. This
phenomena might be a result of autophagy dysfunction, culminating in
apoptosis induction [10] and would indicate that ternary copper com-
plexes containing β-diketones are promising anticancer agents. Indeed,
in recent years, other research groups have also evaluated the antic-
ancer potential of Cu(II) complexes with β-diketones and obtained good
results [11–13].

Considering other possibilities, we have verified that copper com-
plexes containing α-diimine ligands showed potent activity against
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), the etiologic agent of Chagas disease
[14,15]. For example, a copper complex containing 4-4′-dimethoxy-2-
2′-bipyridine and 4-methoxybenzhydrazide as co-ligand was able to
reduce parasitemia by 64% at the peak of infection, which indicates
that such compounds can be useful for the design of new antichagasic
drugs [15]. Previously, we demonstrated that analogous complexes are
promising anticancer agents [2,7]. In the literature, it is speculated that
metabolic pathways of kinetoplastid parasites are supposed to be
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similar to those present in tumor cells, which suggests a possible cor-
relation between anti-chagasic and antitumor activities [16]. Con-
sidering these facts, we report herein not only the crystal structure, but
also the anti-Trypanosoma cruzi and anti-tumoral activities of novel Cu
(II) complexes bearing 4,4,4-trifluoro-1-(2-furyl)-1,3-butanedione (tfa)
and α-diimine ligands (Fig. 1).

2. Experimental section

2.1. Starting materials

All reagents and solvents were purchased from Merck and used
without prior purification.

2.2. Preparation of the Cu(II) complexes

2.2.1. Complex I – [Cu(tfa)2]

0.25mmol (0.0604 g) of Cu(NO3)2·3H2O was added to 0.5 mmol
(70 μL) of 4,4,4-trifluoro-1- (2-furyl)-1,3-butanedione (tfa) in methanol
(4 mL). The solution was stirred at room temperature for 48 h. After
several days, green crystals were removed by filtration, washed with
methanol and dried under reduced pressure.

MM: 473.77 gmol−1. Yield: 71%. Anal. Calc. for (CuC16H8F6O6): C,
40.56; H, 1.70. Found: C, 40.60; H, 1.59%. ATR-FTIR, ν (cm−1): 3165,
3143, 1598, 1572, 1541, 1520, 1465, 1443, 1398, 1385, 1311, 1259,
1231, 1186, 1137, 1099, 1015, 949, 916, 895, 884, 848, 806, 785, 768,
689, 594, 518. UV–Vis (methanol), λmax (ε)= 229 (7.8×103M−1

cm−1), 306 (2.2×104M−1 cm−1), 335 (4.6×104M−1 cm−1), 350
(3.5×104M−1 cm−1), 674 (2.9× 101M−1 cm−1), 710 (solid state)
nm. ΛM (acetonitrile) = 4.90 S cm2mol−1.

2.2.2. Complex II – [Cu(tfa)(dmb)(NO3)]
.1.5H2O

0.25mmol of Cu(NO3)2·3H2O was added to 0.25mmol (37 μL) of

4,4,4-trifluoro-1-(2-furyl)-1,3-butanedione (tfa) in acetonitrile (4 mL).
The solution was stirred for 4 h at room temperature. Next, 0.25mmol
(0.0540 g) of 4,4-dimethoxy-2,2-bipyridine (dmb) previously dissolved
in acetonitrile was added dropwise. This new mixture was stirred for
another 24 h. After some days at room temperature, a green precipitate
was removed by filtration, washed with acetonitrile and dried under
reduced pressure.

MM: 573.92 gmol−1. Yield: 85%. Anal. Calc. for (CuC20H16F3N3O8)
∙1.5H2O: C, 41.85; H, 3.34; N, 7.32%. Found: C, 41.89; H, 2.91; N,
8.08%. ATR-FTIR, ν (cm−1): 3128, 3083, 1589, 1567, 1519, 1503,
1474, 1442, 1421, 1375, 1320, 1287, 1265, 1230, 1191, 1132, 1103,
1078, 1040, 955, 912, 879, 843, 835, 780, 687, 591, 578, 434. UV–Vis
(methanol), λmax (ε)= 228 (4.7×104M−1 cm−1), 287
(1.9× 104M−1 cm−1), 298 (1.9×104M−1 cm−1), 341
(1.8× 104M−1 cm−1), 354 (1.9×104M−1 cm−1), 626
(4.3× 101M−1 cm−1), 639 (solid state) nm. ΛM (methanol)= 106.20
S cm2mol−1.

2.2.3. Complex III – [Cu(tfa)(nphen)(NO3)]

0.25mmol of Cu(NO3)2·3H2O was added to 0.25mmol (37 μL) of
4,4,4-trifluoro-1-(2-furyl)-1,3-butanedione (tfa) in methanol (4 mL).
The solution was stirred for 4 h at room temperature when 0.25mmol
(0.0540 g) of 5-nitro-1,10-phenanthroline (nphen) dissolved in me-
thanol was added dropwise. After 24 h, a green precipitate was re-
moved by filtration, washed with methanol and dried under reduced
pressure.

MM: 555.86 gmol−1. Yield: 88%. Anal. Calc. for
(CuC20H11F3N4O8): C, 43.21; H, 1.99; N, 10.08%. Found: C, 43.55; H,
1.82; N, 10.13%. ATR-FTIR, ν (cm−1): 3126, 3099, 1599, 1571, 1535,
1518, 1460, 1418, 1388, 1367, 1348, 1297, 1259, 1194, 1138, 1101,
1025, 947, 913, 883, 840, 824, 807, 772, 753, 735, 720, 686, 615, 591,
538, 436. UV–Vis (methanol), λmax (ε)= 277 (1.3× 105M−1 cm−1),
341 (19.1×104M−1 cm−1), 354 (9.3× 104M−1 cm−1), 641

Fig. 1. Organic compounds used in this work.
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(3.7× 101M−1 cm−1), 618 (solid state) nm. ΛM (methanol)= 91.80 S
cm2mol−1.

2.3. Physical measurements

The UV–Vis spectra were obtained in a UV-2501 PC Shimadzu
spectrophotometer. The IR spectra were registered on an FTIR
Spectrum Two spectrometer in the region between 4000 and 400 cm−1.
Elemental analyses (CHN) were measured using a Perkin-Elmer 2400
analyzer. Conductivity studies were carried out with a Tecnopon mCA-
150 conductivity meter using a cell of constant 1.03 cm−1, spectro-
scopic grade methanol (ɅM=0.95 S cm2mol−1) or acetonitrile
(ɅM=0.64 S cm2mol−1).

2.4. Crystal structure

Single crystals of I were obtained during the synthesis process by
slow evaporation of its methanol solvent, whereas single crystals of II
and III suitable for X-ray study, were grown upon recrystallization from
methanol/toluene solution at room temperature. The crystals thereby
formed were collected, washed with water and dried. The best crystals
of copper complexes were selected for data collection. The data col-
lection was performed at room temperature using Mo-Kα radiation
(λ=0.71073 Å) on a Bruker APEX-II diffractometer (complexes I and
II). The data were corrected for Lorentz and polarization. Absorption
correction (multi-scan) was applied using the program SORTAV [17].
For complex III the X-ray intensity data were collected on a Bruker AXS
Proteum X8 diffractometer using ϕ and ω scans. The diffractometer was
equipped with a Bruker FR591 Cu Rotating Anode and multilayer X-ray
optics. An Oxford Cryosystems 700 controller was utilized to keep the
temperature at 100 K during data collection. The software APEX2 [18]
was employed to operate the diffractometer and plan the data collection
strategy. The data were integrated using the program SAINT [19],
corrected for absorption effects using Gaussian numerical integration
and scaled with the program SADABS [20]. The crystal structures were
solved by direct methods and refined by the full-matrix least-squares
methods against F2 with SHELXL-2014 [21]. The non-hydrogen atoms
were refined anisotropically while the hydrogen atoms were placed
geometrically and refined with isotropic thermal parameters. The CF3
group in complex III contained two fluorine atoms disordered over
three different orientations with occupancies of 40%, 40% and 20%,
and one fluorine atom disordered over two different orientations, each
with 50% occupancy. The crystallographic illustrations were prepared
using ORTEP-3 [22] and MERCURY [23]. The corresponding crystal-
lographic and refinement data for complexes I-III are summarized in
Table 1. The CIF file of all structures was deposited in the Cambridge
Structural Data Base under the code numbers 1900219, 1900220 and
1900221 for I-III, respectively. The supplementary crystallographic
data can be obtained, free of charge, via www.ccdc.cam.ac.uk.

2.5. Cells and culture

Two tumor cell lines (Ehrlich tumor and sarcoma 180) and a non-
tumor cell line (myoblast C2C12) were used in this study. Cell lines
were grown in vitro using RPMI-1640 medium, with 10% fetal calf
serum (FCS), 25mM HEPES, 1% penicillin–streptomycin, and 2mM L-
glutamine kept in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37 °C.

2.5.1. In vitro anti-tumoral activity using resazurin assay

Cultured cells were seeded in 96-well plates (1× 105 cells/well)
and incubated with different concentrations of complexes I, II and III,
their free ligands (ranging from 50 μM to 1 μM) and cisplatin for 24 h at
37 °C and 5% CO2. After treatment, cells were incubated with resazurin
solution (0.1 mgmL−1, 20 μL/well) at 37 °C for 6 h, and the absorbance
was read at 570 nm and 600 nm. All experiments were carried out in
triplicate. Cell viability was determined according to the product

protocol described in the following equation: viability
(%)= ((80586×Abs570 sample) – (117216×Abs600 sample))/
((80586×Abs570 control) – (117216×Abs600 control))× 100. The
selectivity index (SI) was obtained using the formula SI= IC50 of non-
tumor cells/IC50 of tumor cells [24].

2.6. Trypanocidal activity and selectivity of ligands and complexes

Trypanocidal activity of the free ligands, their respective complexes
(I, II and III) and benznidazole (BZN) was evaluated against amastigote
forms of the CL Brener strain as previously described [25]. Briefly, L929
cells (2.5× 104 cells. mL−1) were ressuspended in RPMI-1640 medium
without phenol red (Sigma-Aldrich), supplemented with 5% bovine
fetal serum (GIBCO, Grand Island, NY, USA), 100 IUmL−1 penicillin G,
and 100mgmL−1 streptomycin (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)
and seeded in 96-well microplates. After 3 h, the cells were infected
with 5.0× 105 trypomastigote forms of T. cruzi CL Brener strain stably
expressing the β-galactosidase gene from Escherichia coli (clone B5 from
CL Brener strain) and incubated for 48 h. After the infection period, the
plates were washed to remove the free trypomastigote forms of T. cruzi.
The infected cells with the intracellular amastigote forms were in-
cubated with the compounds or benznidazole (BZN), in serial con-
centrations from 500 to 3.9 μM. After 72 h, 50 µL of PBS (phosphate
buffered saline) containing 0.3% of Triton X-100 and 400 μM chlor-
ophenol Red-β-D-galactoside (CPRG) were added. Plates were incubated
at 37 °C for 4 h and the absorbance was read at 570 nm. The BZN was
used as positive control and the culture media as negative control. The
concentration of the compound corresponding to 50% trypanocidal
activity in amastigote forms was expressed as the IC50amastigote.

The L929 cell viability was assessed using the classical [3-(4,5-di-
methylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] (MTT) colori-
metric assay [26] in order to determine selectivity against T cruzi. For
this propose, the same protocol established for trypanocidal activity
was maintained. Briefly, 2.5× 104 cells were incubated for 48 h in a
96-well microplate for cell culture. After this incubation period, the
compounds or BZN was added (concentrations 500 to 3.9 μM in serial
dilution/compounds solubilized in DMSO 0.5%) in a final volume of
200 μL. Cells were incubated for 72 h at 37 °C. After incubation with the
ligands and their complexes, the medium was removed and supple-
mented with 50 μL of MTT (5.0 mgmL−1) diluted in phosphate buffered
saline (PBS). The precipitated blue MTT formazan was then dissolved in
50 μL of DMSO, and the absorbance was measured at 570 nm in a
VARIAN CARY-50 plate reader MPR multiwell. Cell viability was ex-
pressed as the percentage of absorption values in treated cells compared
with untreated (control) cells. CC50 (cytotoxic concentration of 50% of
the cells) was also calculated. Thus, SI is defined by the ratio of CC50 to
IC50.

2.7. Statistical analysis

The IC50 or Half Maximal Inhibitory Concentration (concentration
that inhibits 50% of cell growth) was determined using the program
GraphPad Prism 6.0, from a non-linear regression, where the percen-
tage of cell viability was determined as a logarithmic function of tested
concentrations, assuming a 95% confidence interval (p less than 0.05).

3. Results and discussion

Three new copper(II) complexes, [Cu(tfa)2] (I), [Cu(tfa)(dmb)
(NO3)].1.5H2O (II) and [Cu(tfa)(nphen)(NO3)] (III), in which
tfa= 4,4,4-trifluoro-1-(2-furyl)-1,3-butanedione, nphen= 5-nitro-
1,10-phenanthroline and dmb=4,4-dimethoxy-2,2-bipyridine were
prepared. All copper complexes (powder, non-crystalline samples) were
characterized by elemental analysis, conductivity measurements, FT-IR
and UV–Vis spectroscopy.

As to the molar conductivity values (10−3M; methanol), I is non-
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Table 1

Crystal data, data collection and structure refinement details for complexes I-III.

Complex I II III

Empirical formula C16 H8 Cu F6 O6 C20 H16 Cu F3 N3 O8 C20 H11 Cu F3 N4 O8

Formula weight (g.mol−1) 473.76 546.90 555.87
Crystal system Triclinic Monoclinic Monoclinic
Space group P1̄ P 21/n P 21/n
Unit cell dimensions (Å, °) a= 5.7732(2) a= 9.3200(3) a= 7.5070(15)

b= 7.4917(2) b= 13.2950(5) b= 20.558(4)
c= 10.6689(3) c= 17.1150(7) c= 13.459(3)
α=86.390(2) α=90 α=90
β=75.814(1) β=92.980(1) β=102.742(3)
γ=76.908(1) γ=90 γ=90

Volume (Å3) 435.73(2) 2117.84(14) 2025.9(7)
Z 1 4 4
Calculated density (mg/m3) 1.805 1.715 1.822
μ (mm−1) 1.348 1.113 1.167
F(0 0 0) 235 1108 1116
Crystal size (mm3) 0.25× 0.10× 0.02 0.24× 0.18×0.15 0.28× 0.08×0.06
θ range for data collection (°) 1.969–26.453 3.504–25.694 2.517–33.364
Index ranges −6≤ h≤ 7 −11≤ h≤ 10 −11≤ h≤ 10

−9≤ k≤ 9 −16≤ k≤ 16 −31≤ k≤ 31
−13≤ l≤ 13 −20≤ l≤ 20 −20≤ l≤ 20

Reflections collected 6691 21,250 62,191
Reflections unique [Rint] 1801 [0.0246] 3995 [0.1201] 7821 [0.0576]
Reflexões Observadas [I > 2σ(I)] 1703 1919 6106
Parameters 133 316 330
S 1.114 1.028 1.160
R [I > 2σ(I)]; wR2 0.0394; 0.1102 0.0658; 0.1544 0.0741; 0.1753
R(all data); wR2 0.0413; 0.1118 0.1686; 0.2035 0.0959; 0.1859
Δρmáx; Δρmin (e Å−3) 0.463; −0.354 0.527; −0.431 1.209; −0.835

Fig. 2. UV–Vis spectra of complexes I (A) and II (B) and their respective ligands
(MeOH, 10−5M).

Table 2

Selected bond lengths [Å] and angles [°] for complexes I, II and III.

Complex I Complex II Complex III

Cu–O1 1.917(2) 1.932(4) 1.921(3)
Cu–O2 1.912(2) 1.923(4) 1.927(2)
Cu–N1 – 1.980(5) 2.007(3)
Cu–N2 – 1.978(5) 1.991(3)
Cu–O4 – 2.342(5) 2.231(3)
O1–Cu–O2 93.49(9) 93.4(2) 93.05(10)
N1–Cu–N2 – 81.9(2) 82.22(11)
O1-Cu–O1i 180.0 – –

O1–Cu–O2i 86.51(9) – –

O1–Cu–N1 – 92.5(2) 89.86(10)
O1–Cu–N2 – 168.3(2) 167.21(11)
O2–Cu–N1 – 171.6(2) 171.89(11)
O2–Cu–N2 – 91.2(2) 93.54(11)

Symmetry code:(i) −x+ 1, −y+ 1, −z+ 1.

Fig. 3. ORTEP drawing of the complex I showing atom labeling scheme and
displacement ellipsoids at the 25% probability level. Symmetry code: (i)
−x+ 1, −y+ 1, −z+ 1.
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electrolyte [27]. In turn, II and III are 1:1 electrolytes, which suggest a
labilization of the nitrate group in solution [8,9].

In the IR spectra of the complexes, the C]O stretching frequency of
the tfa ligand is shifted to lower frequencies (> 15 cm−1), which in-
dicates a coordination via oxygen atoms [8,9,28]. Two absorptions

around 1416 and 1300 cm−1 confirm the presence of a coordinated
monodentate nitrate group in complexes II and III. Considering the CF3
group, the symmetric and asymmetric stretching frequencies are ob-
served at ≈1135 and ≈ 1310 cm−1, respectively [9,11]. The absorp-
tion around 1025 cm−1 should be assigned to νs(CeOeC). In addition,
absorption bands between 3082 and 3165 are assigned to the ν(CeH).

As to the UV–Vis spectra performed in methanol (10−5M), all or-
ganic compounds display two or three bands in the region below
400 nm, which are assignable to π→ π* or n→ π* transitions [8,9,28].
For all the Cu(II) compounds, a red shift in relation to free organic
compounds reveals the presence of the complexes in solution (Fig. 2).
Lastly, the complexes exhibited only one broad and asymmetric d_d
band between 626 and 674 nm, which are accordance with geometries
suggested [9,29]. These observations are consistent with the degree of
distortion from geometries found in the X-ray structural analysis (see
Section 3.1).

Fig. 4. A packing diagram of complex I viewed along the [1 0 0] direction, where the molecules are linked by π–π interactions (dashed lines), leading to a bidi-
mensional chains.

Table 3

Intramolecular interactions [Å and °] present in complex I.

D–H···A d(D–H) d(H···A) d(D···A) < (DHA)

C3–H3⋯F3 0.93 2.36 2.718(4) 102.5
C3–H3⋯O3 0.93 2.48 2.823(4) 102

Fig. 5. ORTEP diagram of complex II with thermal ellipsoids at 30% prob-
ability.

Fig. 6. ORTEP diagram of complex III, with displacement ellipsoids drawn at
the 30% probability level.

Table 4

Hydrogen bonds and selected short contacts geometry [Å and °] for complex II.

D–H···A d(D–H) d(H···A) d(D···A) < (DHA)

C12–H12⋯O6(ii) 0.96 2.54 3.494(9) 169.7
C18–H18⋯O6 (ii) 0.96 2.45 3.412(8) 176.1
C8–H8⋯O4(iii) 0.96 2.51 3.261(9) 134.8
C10–H10⋯O5(iii) 0.96 2.54 3.435(9) 155
C20–H203⋯F2 (iv) 0.96 2.46 3.406(9) 167.4
C3–H3⋯O3 0.96 2.49 2.817(9) 99.8
C9–H9⋯O1 0.96 2.48 2.999(8) 113.8
C15–H15⋯O2 0.96 2.46 2.964(8) 112.7

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms: (ii) 3/2−x, −1/
2+ y, ½−z; (iii)2−x, −y, 1−z ; (iv) 1/2−x, −1/2+ y,1/2−z.

Table 5

Hydrogen bonds and selected short contacts geometry [Å and °] for complex III.

D–H···A d(D–H) d(H···A) d(D···A) < (DHA)

C6–H6⋯O4(v) 0.93 2.34 3.238 (4) 161.1
C7–H7⋯F1B(vi) 0.93 2.35 3.112(9) 139.4
C9–H9⋯O4(v) 0.93 2.39 3.043(4) 127
C16–H16⋯O7(vii) 0.93 2.47 3.280(5) 145.8
C17–H17⋯O5 (viii) 0.93 2.38 3.208(5) 147.5
C19–H19⋯O5 (viii) 0.93 2.57 3.344(5) 140.7
C11–H11⋯O8 0.93 2.35 2.876 (5) 115.7
C3–H3⋯O3 0.93 2.52 2.849 (5) 101.2
C9–H9⋯O1 0.93 2.48 2.964(4) 112.5
C15–H15⋯O2 0.93 2.60 3.075(5) 112.6

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms: (v)
−x, −y+ 1,

−z+ 1; (vi)
−x+1/2, y+1/2, −z+3/2; (vii) x+ 1/2, −y+1/2, z+ 1/2;

(viii) x+1/2, −y+1/2, z−1/2.
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3.1. Crystal structure

The copper(II) complexes I, II and III were characterized by X-ray
single crystal analysis and the data results showed that the complex I

crystallizes in the space group P1̄ (triclinic crystal system) whereas the
complexes II and III crystallize in the monoclinic system, space group
P21/n. Selected bond lengths and bond angles of complexes I–III are
presented in Table 2.

The asymmetric unit of complex I, consists of one copper(II) atom

and one 4,4,4-trifluoro-1-(2-furyl)-1,3-butanedione (tfa) ligand. In this
complex, the Cu(II) ion is located on a crystallographic inversion center
while two tfa ligands coordinate the metal center via the oxygen atoms
(O1 and O2) in a trans-square-planar configuration as imposed by the
crystal symmetry. The oxygen atoms of the tfa ligand coordinate the
copper(II) atom with Cu–O distances of 1.917(2) and 1.912(2) Å. The
coordination environment of the Cu(II) atom for complex I is shown in
Fig. 3.

In the complex I, the tfa ligand exhibits bidentate chelating co-
ordination via two oxygen atoms, O1 and O2, and forms a six-mem-
bered chelate ring, Cu/O2/C2/C3/C4/O1, with a root mean square
(r.m.s) deviation of 0.0120 Å from the corresponding least-squares
plane defined by the six constituent atoms. The deviation from the
mean plane through the furyl ring (C5/C6/C7/C8/O3) is 0.0025 Å
while the angle between the mean planes formed by chelate and furyl
ring is 8.9(2)°. The O1–Cu–O2 angle is 93.49(9)° whereas the trans

angles are 180°. These values reflect that the coordination geometry
around the copper(II) atom adopts a distorted square planar config-
uration.

The crystal packing of the complex I does not present classical hy-
drogen bonds, but it was possible to verify the existence of π–π stacking
interactions. These interactions link the molecules into a bidimensional
network along the [1 0 0] direction, with centroid–centroid distance
(Cg1–Cg2) of 3.4193(1) Å for Cg1 (generated by the ring C5/C6/C7/
C8/O3) and Cg2 (generated by ring Cu/O2/C2/C3/C4/O1), as shown
in Fig. 4. There are also C3–H3⋯O3 and C3–H3⋯F3 intramolecular
interactions, as shown in Table 3.

The coordination sphere of the Cu(II) ion in complexes II and III is
observed to be penta-coordinated by one nitrate group (apical position)
and two bidentate ligands (equatorial plane), which are the O1 and O2
atoms from the tfa ligand and two nitrogen atoms (N1 and N2) from the
neutral ligand dmb (for complex II) or nphen (for complex III). The
copper(II) atom is situated in a distorted square-pyramidal environ-
ment, defined by the bidentate coordination of the chelate ligands and
O4 atom from the nitrate group in the apical position, as indicated by
the τ descriptor value of 0.057 (II) and 0.078 (III) [30]. The respective
molecular structures of complexes II and III are shown in Figs. 5 and 6.

In complexes II and III, the bidentate chelate of the tfa ligand also
leads to formation of six-membered planar rings and the r.m.s devia-
tions to the fitted atoms are 0.0622 and 0.0528 Å, respectively. In both
complexes, the furyl ring of the tfa ligand are planar and the dihedral
angle between them and the chelate ring is almost 7.0°. The nphen li-
gand of complex III, with exception of the nitro substituent, is nearly
planar and the r.m.s deviation from the mean plane of non-hydrogen

Table 6

IC50 values for free ligands and complexes I-III on tumor (Ehrlich and Sarcoma
180) and non-tumor (C2C12) cell lines.

Compound IC50
a (μM) SI

Ehrlich Sarcoma 180 C2C12

tfa > 50.00 >50.00 >50.00 n.d.
nphen > 50.00 10.42 ± 2.30 6.26 ± 2.30 n.d
dmb >50.00 >50.00 >50.00 n.d
[Cu(tfa)2] I >50.00 >50.00 >50.00 n.d
[Cu(tfa)(dmb)

(NO3)]
0.1.5H2O II

36.96 ± 0.14 14.12 ± 0.05 15.52 ± 2.18 0.42b 1.10c

[Cu(tfa)(nphen)
(NO3) III

15.75 ± 2.68 16.90 ± 2.42 76.69 ± 7.30 4.87b 4.54c

cisplatin 6.40 ± 1.45* 2.44 ± 0.47 18.31 ± 1.95 2.86b 7.50c

n.d. Not determined value.
a Concentration required to inhibit 50% of cell growth ± SD.
b SI (Selectivity Index)= IC50C2C12/IC50Ehrlich.
c SI (Selectivity Index)= IC50C2C12/IC50Sarcoma 180.
* Devegowda et al. [37].

Table 7

Trypanocidal activity (IC50amastigote) against the amastigote form of the clone B5
from CL Brener strain of Trypanosoma cruzi and cytotoxicity (CC50 L929) of the
free ligands, their respective complexes and benznidazole (BZN).

Compound IC50amastigote (μM) CC50L929 (μM) SI

tfa 107.9 ± 3.3 169.4 ± 3.7 1.5
nphen 5.9 ± 0.45 75.2 ± 2.9 12.7
dmb 11.6 ± 0.5 102.3 ± 9.6 8.8
[Cu(tfa)2] I 29.9 ± 1.16 184.7 ± 3.2 6.1
[Cu(tfa)(dmb)(NO3)]0.1.5H2O II 13.0 ± 0.7 27.9 ± 1.6 2.1
[Cu(tfa)(nphen)(NO3)] III 6.3 ± 0.07 34.7 ± 1.4 5.5
BZN 9.8 367.3 37.5

Fig. 7. Anti-trypanocidal activity and cytotoxicity of ligands and copper complexes. (A) Ligands and complexes of copper(II) were evaluated against intracellular
amastigotes forms of CL Brener β-galactosidase of T. cruzi. The IC50amastigote was determined based on dose–response regression curve within a concentration range of
500 μM to 3.75 μM. (B) The same trypanocidal protocol was followed for the cytotoxicity assay while the CC50L929 was calculated according the regression curve
generated by dose–response. The IC50amastigote and CC50L929 data are displayed in Table 7.
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atoms is 0.0279 Å. The copper ion is displaced about −0.271(2) Å in
relation to this plane.

In both complexes, the bite angle N1–Cu–N2 of the chelating ligands
is significantly less than 90° and the bond angles around the copper ion
range from 81.9(2) to 171.89 (11)° in the basal plane. The O1–Cu–O2
angles are 93.4(2)° for II and 93.05(10)° for III. The bond lengths in-
volving the Cu(II) atom range from 1.978(5) to 2.007(3) Å for the Cu–N
and from 1.921(3) to 1.932(4) Å for the equatorial Cu–O bonds, re-
spectively. The apical position in the pyramid is occupied by the O4
atom and, due to the Jahn–Teller effect, a significantly longer distance
compared to other Cu–O1 and Cu–O2 distances is observed. The Cu–O4
bond lengths are 2.342(5) and 2.231(3) Å for complexes II and III,
respectively. In all cases, the bond lengths and angles fall within the
normal range for known analogous complexes [8,9,31,32].

The crystal packing of complexes II and III are respectively stabi-
lized by three or four intramolecular interactions and several inter-
molecular interactions (listed in Tables 4 and 5) of the type CeH⋯O
and CeH⋯F.

In the complex II, the O6 oxygen atom of the nitrate group is an
acceptor in two intermolecular interactions of the type CeH⋯O, in-
volving the C12 and C18 carbon atoms from the dmb ligand, resulting
in chains that extend along the ac plane as depicted in Fig. S1
(Supplementary Material). These interactions generate R2

1(7) ring mo-
tifs [33] and the chains connect into a three-dimensional architecture
by two intermolecular interactions of the type CeH⋯O and one of the
type CeH⋯F.

In the crystal of complex III, the molecules are linked by inter-
molecular C17–H17···O5 and C19–H19···O5 interactions into a layered
network extending parallel to the ac plane (Fig. S2, Supplementary
Materials). These interactions generate R2

1(6) ring motifs [33]. The
C9–H9···O4 and C6–H6···O4 interactions connecting two molecules re-
lated by inversion of different networks form graph-set motifs, R2

2(10)
and R2

2(14), respectively [33]. The C16–H16···O7 and C7–H7···F1B in-
teractions consolidate the crystal packing.

3.2. Cytotoxic studies

Cell viability was measured by resazurin metabolization capacity
using two tumor cell lines (Ehrlich tumor and sarcoma 180) and a non-
tumor cell line (myoblast C2C12). Cells were treated with complexes I,
II, and III, their free ligands and cisplatin. Our results indicated that Cu
(II) complexes induced different cytotoxicity levels in the tested cell
lines (Table 6). Complex I showed low cytotoxicity and it was not
possible to define its exact IC50 values, being defined as > 50 μM.
Complex II presented moderated cytotoxicity to Ehrlich tumor (IC50

Ehrlich=36.96 μM) and high cytotoxicity to sarcoma 180 cell line (IC50

Sarcoma 180=14.12 μM), but was not selective. Complex III was highly
cytotoxic against tumor cell lines (IC50 Ehrlich=15.75 μM and IC50 Sar-

coma 180=16.90 μM). Interestingly, the cytotoxic effect of complex III

was significantly lower against C2C12 (IC50=76.69 μM), suggesting
that complex III exhibits selective cytotoxicity. Indeed, we obtained a
selectivity index of 4.87 for Ehrlich and 4.54 for Sarcoma 180, values
very interesting given that selectivity indices≥ 3 are considered sig-
nificant by some authors [34]. In addition, complex III showed higher
selectivity than cisplatin (positive control, a known antitumor com-
pound) against the Ehrlich cell line, as shown in Table 6. Cytotoxicity
evaluation of the free ligands dmb and tfa found no reduction of cell
viability in the cell lines tested. Therefore, they showed no cytotoxic
activity at the tested concentrations (IC50 > 50 μM) [35,36]. In turn,
the free ligand nphen showed activity against Sarcoma 180 and C2C12
cell lines, but it did not show selectivity to tumor cells.

Lastly, one conclusion we can draw from these results is that among
the analyzed complexes, III is a very promising candidate for further
studies.

3.3. Evaluation of copper complexes and their ligands against amastigote

forms of T. Cruzi

The trypanocidal activity of three free ligands (tfa, dmb and nphen)
and their respective complexes were evaluated against amastigote
forms of the CL Brener strain of T. cruzi. Benznidazole (BZN) was used
as a positive control. Complex I and its free ligand exhibited moderate
or poor activity against intracellular parasite forms, while neither
presented toxicity to mammalian cells (Table 7, Fig. 7A and B). As to
complex II and dmb, both exhibited good activity against intracellular
forms of the parasite, although II showed a low SI value (see Table 7).
Lastly, nphen (IC50=5.9 μM) and its copper complex (Complex III,
IC50=6.3 μM) were 1.5 times more effective against amastigote forms
of T. cruzi than BZN (IC50=9.7 μM) (Table 7, Fig. 7A). However,
complex III was approximately 2 times more toxic to cells than the
ligand, which also reduced its selectivity potential (Table 7, Fig. 7B).
On the other hand, nphen demonstrated a mild cytotoxicity but a se-
lectivity index (SI) higher than 12 (Table 7). Compounds with a se-
lectivity index (SI) above 10 can be selected for further studies and have
potential for in vivo studies according the rules of DNDi (Drugs for
Neglected Disease initiative) [38].
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Appendix A. Supplementary data

Crystallographic data for the structural analysis have been de-
posited with the Cambridge Crystallographic Data Center as supple-
mentary publication. CCDC 1900219 (complex I), CCDC 1900220
(complex II) and CCDC 1900221 (complex III). Copies of the data can
be obtained free of charge on application to CCDC, 12 Union Road,
Cambridge CB2 1EZ, UK (fax: +44-1223-336033; e-mail: deposit@
ccdc.cam.ac.uk or www: http://www.ccdc.cam.ac.uk). Supplementary
data to this article can be found online at https://doi.org/10.1016/j.ica.
2019.119164.
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