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RESUMO 

 

Silveira, V. C. - Investigação da Atividade Biológica de Complexos de Cobre(II) com 
Ligantes Inspirados em Biomoléculas. 2008. (167p). Tese - Programa de Pós-Graduação em 
Química. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 
          
 

Neste trabalho, alguns novos complexos imínicos de cobre(II) com ligantes inspirados em 

biomoléculas como oxindóis, contendo grupos indólicos, imidazólicos ou pirrólicos com diferentes 

características estruturais, foram sintetizados e caracterizados por análise elementar, espectrometria 

ESI-MS e espectroscopias IV, UV/Vis e EPR. As possíveis interações desses complexos de cobre com 

a albumina humana (HSA) e com o plasma sanguíneo foram estudadas através das técnicas EPR, CD e 

SDS-PAGE, indicando que estas ocorrem principalmente no sítio N-terminal da proteína. Suas 

reatividades frente a compostos biológicos relevantes, tais como glutationa, ascorbato e peróxido de 

hidrogênio, também foram verificadas. Alguns dos complexos estudados podem ser ativados por 

glutationa, ascorbato ou peróxido de hidrogênio, sendo capazes de gerar espécies reativas de oxigênio 

em concentrações significativas, na presença desses redutores ou oxidantes biológicos. 

Adicionalmente, as propriedades pró-oxidantes de tais complexos foram investigadas, visando elucidar 

estudos prévios de suas atividades pró-apoptótica e antitumoral. Alguns destes complexos foram mais 

eficientes em causar danos oxidativos à 2-deoxi-D-ribose, enquanto outros foram mais eficientes em 

causar oxidações na proteína HSA, com formação de grupos carbonílicos, principalmente em presença 

de H2O2. Experimentos de CD complementaram estes resultados, indicando que somente alguns 

complexos causaram modificações na α-hélice da proteína. Experimentos de EPR com captador de 

spin, na presença de HSA e H2O2, mostraram a formação de quantidades apreciáveis de radicais 

hidroxil e radicais de carbono, em presença de peróxido de hidrogênio. Além disso, os complexos 

apresentaram notável habilidade de ligação ao DNA e conseqüente atividade nuclease, promovendo 

clivagens nas duas fitas. Experimentos de fluorescência, EPR, gel de eletroforese marcado com α-32P-

UTP e CD foram ainda realizados, visando elucidar o mecanismo de ação destes complexos no meio 

biológico. Estes experimentos indicaram que eles podem se associar ao DNA, através de suas bases ou 

pela interação com a deoxi-ribose, já que promoveram danos oxidativos nestes substratos. Entretanto, 

não catalisam a hidrólise dos grupos fosfato, atuando, portanto, predominantemente por um 

mecanismo oxidativo. Através de CD, poucas perturbações na elipsicidade do DNA foram observadas, 

o que indica que estes complexos provavelmente estão localizadas nas cavidades ou alças do ácido 

nucléico. 

 

Palavras-chaves: complexos de cobre(II); oxindóis; bases de Schiff; danos oxidativos; DNA; 

HSA; espécies reativas de oxigênio. 

 



 

ABSTRACT 

Silveira, V. C. - Investigação da Atividade Biológica de Complexos de Cobre(II) com 
Ligantes Inspirados em Biomoléculas. 2008. (167p). PhD Thesis – Graduate Program in 
Chemistry. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 

 

Some novel imine–copper(II) complexes with ligands inspired in biomolecules such as 

oxindoles, containing indole, pirrole or imidazole moieties with different structural features 

were synthesized, and characterized by elemental analysis, IV, UV/Vis and EPR 

spectroscopies, and ESI-MS spectrommetry. Interactions of these complexes with human 

serum albumin (HSA) and human plasma were verified by EPR, CD and SDS-PAGE 

techniques, showing that they occur mainly at the N-terminal site of the protein. Their 

reactivity towards biological relevant compounds, such as glutathione, ascorbate and 

hydrogen peroxide were also verified; some of them are capable of generating ROS in 

significant concentrations, in the presence of these reducing or oxidant agents. Additionally, 

the activity of such copper(II) complexes in promoting oxidative damage to different 

substrates was investigated, in order to elucidate previous studies on their pro-apoptotic  and 

antitumoral activity. Some of these complexes were much more efficient to cause oxidative 

damage to 2-deoxy-D-ribose, especially in the presence of hydrogen peroxide.  On the 

contrary, others were more active in causing damage to HSA protein, with the formation of 

carbonyl groups. Experiments by CD corroborated these results, since only some of the 

complexes caused modifications in the protein α-helix. EPR spin trapping experiments, in the 

presence of HSA and H2O2, showed significant generation of hydroxyl as well as carbon 

centered radicals. Moreover, all the complexes showed remarkable ability to bind to DNA, 

promoting double-strand cleavage, upon H2O2 activation. In order to investigate their 

mechanism of action, fluorescence, EPR, gel-electrophoresis with labeled α–32P–UTP and CD 

experiments were carried out. The results indicated that these complexes can bind to DNA 

through its bases or can interact with the deoxi-ribose rings, promoting oxidative damage to 

those substrates. On the contrary, they do not catalyze the hydrolysis of phosphate groups. By 

CD spectroscopy, little perturbations on the helicity conformation of the DNA were observed, 

indicating that these complexes are probably located in the grooves. 

 

Keywords: copper complexes; oxindolimines; oxidative damage; DNA; HSA; reactive 

oxygen species. 
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1. INTRODUÇÃO 

O comportamento bioinorgânico do cobre vem despertando grande interesse da 

comunidade científica nas últimas décadas, quando foram esclarecidos os detalhes estruturais 

e as principais funções de proteínas e enzimas dependentes deste metal. Paralelamente, no 

mesmo período, vários compostos de coordenação contendo cobre coordenado a ligantes mais 

simples se mostraram bons miméticos dos sítios ativos destas biomoléculas e auxiliaram a 

elucidar detalhes estruturais desses sítios. Embora, nas disciplinas de bioquímica ou química 

bioinorgânica, sejam amplamente discutidas as funções de proteínas que requerem cobre para 

as suas atividades, como as tirosinases, as redutases ou as oxidases, é muito menos difundido 

o fato de íons de cobre desempenharem um papel importantíssimo no metabolismo humano 

do oxigênio molecular como um todo e o conhecimento de que variações em sua 

concentração podem provocar graves transtornos e enfermidades [1,2]. 

O cobre é um metal essencial no meio biológico, encontrado em uma grande variedade 

de plantas, organismos e microorganismos. É o terceiro metal de transição ou metal-traço 

mais abundante nos seres humanos, após o ferro e o zinco, e desempenha funções importantes 

no sistema biológico [3]. Encontra-se distribuído praticamente em todo o organismo, mas em 

diferentes concentrações, o que indica seus vários papéis funcionais [1]. A importância 

biológica, funcional e/ou estrutural do cobre em animais e humanos está relacionada com as 

enzimas cobre-dependentes - as tradicionalmente denominadas cuproenzimas, como, por 

exemplo, no transporte de elétrons pelas proteínas azuis, como a plastocianina e a azurina [4]. 

Está também presente no sítio ativo de inúmeras proteínas e enzimas participantes do 

metabolismo do oxigênio, como na proteína carregadora de oxigênio, hemocianina [5]; na 

proteína envolvida na sua redução até água, citocromo c oxidase [5,6]; nas proteínas 

responsáveis pela ativação de oxigênio para oxidações de substratos como aminas, 

carboidratos, fenóis e catecóis levando à formação de produtos carbonílicos (aldeídos, 

quinonas, etc.) e de peróxido de hidrogênio, como amina oxidase, galactose oxidase, 

tirosinase ou catecol oxidase [7]. 

Com tantas funções diferentes, não é de se admirar que centros de cobre em 

biomoléculas apresentem as mais variadas estruturas: há centros mononucleares, dinucleares e 

até clusters polinucleares, permitindo a coordenação de diferentes substratos e envolvendo 

mecanismos com etapas monoeletrônicas e dieletrônicas. 

Algumas metaloproteínas protegem os sistemas biológicos de danos causados por 

espécies reativas de oxigênio, como o ânion radical superóxido ou o peróxido de hidrogênio, 
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sendo muito estudadas devido à sua implicação com a saúde humana. Nestas incluem-se 

enzimas de cobre, ferro ou manganês como as superóxido dismutases, e de ferro e manganês 

como as catalases e pseudo-catalases, respectivamente [8]. Particularmente, na enzima 

Cu,Zn-SOD, o cobre tem papel antioxidante, catalisando a dismutação de radicais superóxido 

a oxigênio molecular e peróxido de hidrogênio, enquanto o zinco exerce um papel estrutural, 

mantendo a proteína numa conformação adequada. Entretanto, mutações nesta proteína levam 

a mudanças drásticas em suas propriedades redox agregando, a esta proteína 

predominantemente antioxidante, uma atividade oxidante [9]. 

Em todas essas enzimas citadas, o íon cobre participa de ciclos catalíticos envolvendo 

os estados de oxidação Cu(I) e Cu(II), em que o arcabouço protéico ao redor do íon metálico 

tem forte influência em suas propriedades (redox, espectroscópicas, magnéticas, etc.) e 

determina sua reatividade. Deste modo, têm grande interesse o planejamento e o estudo de 

sistemas-modelos, que apresentem uma modulação nas propriedades estruturais e funcionais 

do cobre, através de variações nos ligantes. 

 Em particular, tem-se grande interesse em compostos que apresentem alta reatividade 

frente a espécies paramagnéticas radicalares, como íons superóxido O2
•-,  •NO, radical 

fenoxil, semiquinonas, etc. [10], isto é, reatividade em transferências monoeletrônicas.    As 

proteínas azuis estão envolvidas em processos de transferência de elétrons, exemplo, azurina e 

plastocianina. Elas receberam esse nome devido a sua intensa coloração, atribuída a uma 

banda de transferência de carga, TCLM, entre o ligante sulfurado e o íon metálico. Estas 

proteínas impõem uma geometria peculiar ao metal no sítio de ligação, que é mais próxima de 

Cu(I), mais tetraédrica, do que de Cu(II), quadrado planar, de tal modo que o cobre não tem a 

possibilidade de se rearranjar na sua geometria preferida, dependendo do estado de oxidação 

[11]. Entretanto, esta geometria é adequada para ambos os estados redox do metal, impedindo 

sua perda ou mobilização, durante o ciclo catalítico. 

As galactoses oxidases são encontradas em vários animais e também no homem, cuja 

função é a de catalisar a oxidação de alcoóis a aldeídos, através da redução de oxigênio a 

peróxido de hidrogênio. Suas massas molares são de aproximadamente 68  kDa e seu centro 

ativo possui apenas um átomo de cobre. Há controvérsias quanto ao papel do cobre no 

mecanismo de ação dessa enzima. Alguns autores acreditam na redução do metal pelo 

substrato e posterior oxidação pelo oxigênio, outros sugerem que a função do cobre é apenas a 

de estruturar adequadamente o substrato que reage diretamente com o oxigênio [2]. 

As aminas oxidases são também encontradas no organismo humano e catalisam a 

desaminação oxidativa de aminas e di-aminas biológicas a aldeídos. Possuem massa molar de 
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aproximadamente 100 kDa e geralmente são compostas de duas sub-unidades, cada uma 

contendo um átomo de cobre. Alguns estudos mostram que somente um sítio de cobre(II) é 

imprescindível para a catálise. Isso evidencia que o mecanismo de ação da enzima envolve a 

coordenação da amina de uma forma muito similar àquela que ocorre nos complexos 

inorgânicos de cobre(II) binucleares com aminas bidentadas [12].      

As enzimas superóxido dismutases (SOD) controlam a concentração do ânion 

superóxido in vivo, catalisando a transformação de dois íons superóxidos em oxigênio e 

H2O2. A CuZnSOD é distribuída tanto no citosol quanto no espaço da intermembrana 

mitocondrial em células eucarióticas. A reação ocorre em um processo de duas etapas, na qual 

a molécula de superóxido reduz a forma oxidade Cu(II) da enzima formando O2 e a enzima 

reduzida. A enzima reduzida subsequentemente reduz a segunda molécula de superóxido, 

formando H2O2 e restaurando a forma oxidada da enzima [13].   

 

1.1. O metabolismo do cobre 

O cobre é encontrado em carnes, frutos-do-mar, em muitos vegetais, cereais e nozes. 

Estima-se que, numa dieta balanceada e adequada ao ser humano, são necessários de 2 a 5 mg 

de cobre por dia [14]. A Figura 1 mostra um esquema simplificado da circulação geral desse 

metal no corpo humano.  

 

 
Figura 1. Esquema da circulação geral do cobre no corpo humano. (V. Sargentelli, A. 

E. Mauro, A. C. Massabni, Química Nova 19 (1996) 290). 

 

O alimento que contém cobre é digerido no aparelho digestivo do indivíduo e o cobre 

assimilado é, então, distribuído para os tecidos, soro, glóbulos e fígado. Esse processo é 
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chamado de fluxo normal de cobre. A absorção do cobre inicia-se no intestino delgado, 

entrando através das membranas das células por difusão facilitada. No interior das células 

intestinais, capazes de absorver o cobre, os íons Cu(II) estão ligados à proteína 

metalotioneína.   

Aproximadamente 90% do cobre absorvido são incorporados à ceruloplasmina 

plasmática, uma proteína que contém 6 (seis) átomos de cobre, cada qual com uma vizinhança 

diferente, capaz de desempenhar diferentes funções, incluindo transportar o metal até outras 

proteínas. O restante do cobre absorvido se liga à albumina, transcuproína e outras proteínas 

plasmáticas. O cobre é então transportado até o fígado, através da veia porta. Nos hepatócitos, 

o cobre é captado pelas metalotioneínas para seu armazenamento ou se incorpora a várias 

cuproenzimas. As metalotioneinas carregadas de cobre são armazenadas nos lisossomas dos 

hepatócitos, evitando desta maneira a toxicidade causada pelo metal ionizado “livre”. Quando 

necessário, o cobre é novamente incorporado à ceruloplasmina e excretado ao plasma. A 

ceruloplasmina é sintetizada no fígado e secretada no soro. O transporte do cobre em todos 

esses processos se realiza através de proteínas especializadas denominadas chaperonas 

cúpricas e por várias ATP-ases cuprodependentes ou proteínas de Menkes. O cobre em 

excesso é posteriormente eliminado por via biliar e excretado nas fezes. 

Pequenas mudanças no metabolismo podem ser desprezíveis e não levar a maiores 

complicações. Todavia, grandes alterações podem provocar graves distúrbios e até doenças. 

Apesar da grande importância do cobre no corpo humano, certas anomalias relacionadas ao 

metabolismo e ao transporte do cobre podem levar esse metal essencial a se tornar nocivo ao 

organismo, pela interferência nas atividades catalíticas normais de algumas enzimas [15]. O 

cobre possui grande afinidade por grupos S-H e muitas enzimas contêm esse grupo que é 

essencial para suas atividades catalíticas normais. O cobre pode então provocar a inativação 

destas enzimas [2].   

Além disso, sua atividade redox pode causar vários danos mediados por espécies 

reativas de oxigênio (EROS), através da conversão de H2O2 em radicais hidroxil e da 

consequente oxidação catalisada de muitos substratos presentes nas células, como a oxidação 

de proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos [16].  Íons de cobre, coordenados a diferentes 

ligantes, podem apresentar reações, denominadas etapas tipo-Fenton, similarmente ao 

verificado com íons de ferro [17]: 

 

LCu+  + H2O2  →  LCu2+ +  •OH  + OH-                                   

LCu2+  + H2O2  →  LCu+ +  O2
•-   + 2H+                                  
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Portanto, o cobre é um metal de transição que, em virtude de sua capacidade redox, atua 

como cofator em inúmeras enzimas e proteínas, tendo um papel fundamental no metabolismo 

celular. Por outro lado, é também responsável por muitos processos de dano celular, que 

podem culminar em inúmeras doenças e até na morte da célula, por necrose ou apoptose [18]. 

Neste contexto, o cobre pode gerar espécies reativas de oxigênio (EROs) durante o processo 

de oxidação de substratos endógenos e, subseqüentemente, pode causar danos a outras 

biomoléculas, iniciando o chamado estresse oxidativo. Este processo, que depende da 

reatividade do íon cobre e é modulada pelos ligantes, pode gerar danos oxidativos em diversas 

biomoléculas como açúcares, lipídeos, proteínas e DNA [16], mas que se bem controlado 

pode constituir um processo útil na cura de doenças degenerativas.   

 

1.2. O processo de apoptose celular e as enzimas quinases  

A morte celular apoptótica é um tipo de morte celular altamente regulada, que tem 

como função principal eliminar células desnecessárias ou danificadas. Ao contrário do que 

ocorre na necrose, não há reação inflamatória e aumento de tamanho das organelas na célula 

apoptótica. A compactação precoce do núcleo celular é observada, seguida de quebra do 

núcleo em fragmentos discretos. As células se rompem através de corpos ou vesículas 

apoptóticos ligados à membrana citoplasmática, nos quais as organelas aparentemente estão 

intactas e muitos desses corpos apoptóticos apresentam um componente nuclear [19].  A falha 

em mecanismos que levem à morte celular apoptótica pode promover o câncer. As 

mitocôndrias, presentes no citosol da célula, têm papel fundamental em etapas essenciais da 

vida e da morte celulares. Estas organelas geram por fosforilação oxidativa 80 a 90% do ATP 

necessário para a respiração e sobrevivência da célula, regulam o fluxo de cálcio e têm a 

habilidade de desencadear a apoptose, liberando proteínas pró-apoptóticas, como citocromo c 

oxidase e o fator indutor de apoptose (IAF), para o citoplasma. Elas são responsáveis pela 

produção de grande parte dos compostos fosfatados de alta energia (ATP, GTP, creatina 

fosfato) e também participam da regulação da morte celular, geração e detoxificação de 

radicais livres ou espécies reativas de oxigênio [20]. Assim, a função adequada das 

mitocôndrias é essencial para a maioria das células de mamíferos. Mutações no DNA 

mitocondrial têm sido associadas a inúmeras desordens no meio biológico, desde doenças 

neurodegenerativas até o câncer. Deste modo, há grande interesse em desenvolver drogas 

terapêuticas que desencadeiem a morte das células cancerígenas explorando as funções das 

mitocôndrias. Como conseqüência, as mitocôndrias aparecem como alvos potenciais para a 
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terapia anti-câncer baseada em moléculas pequenas, que vão atuar direta ou indiretamente 

sobre elas [21]. Adicionalmente, as mitocôndrias também constituem alvos para agentes 

terapêuticos desenvolvidos para o tratamento de outras disfunções, como doenças 

neurodegenerativas e cardiovasculares, diabetes e certas infecções virais.       

Numerosos estudos têm sido feitos no sentido de verificar a ação de certos compostos 

orgânicos na apoptose celular [22,23,24]. A idéia é desenvolver inibidores de enzimas 

envolvidas na divisão celular com o objetivo de influenciar esse processo, visando o 

desenvolvimento de compostos anti-câncer. Um exemplo é o composto SU9516, 3-[1-(3H-

imidazol-4–il)-met–(Z)-ilideno]-5-metoxi-1,3-dihidro-indol-2-(ona), que se mostrou capaz de 

induzir apoptose em células de carcinoma de colon [25].  

Esse composto SU9516 é um inibidor de CDK1/ciclinaB, CDK2/ciclinaA ou 

CDK2/ciclinaE, que são enzimas quinases dependentes de ciclinas e que governam o ciclo 

normal de divisão celular.  O inibidor SU9516 é preparado a partir de 5-metoxi-oxindol e 

imidazol-4-carboxaldeído, apresentando em sua estrutura um grupo imidazol e um esqueleto 

de isatina [25], conforme mostrado na Figura 2. Isatina é um oxindol derivado de metabólitos 

de aminoácidos, como o triptofano, obtida pela oxidação do grupo indol e excretada na urina 

humana.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Inibidor de CDK - SU9516. 

 

Dentre as várias abordagens no estudo das moléculas-alvo para agentes 

quimioterapêuticos contra o câncer, destaca-se o desenvolvimento de inibidores de quinases 

dependentes de ciclina, as chamadas CDK (cyclin-dependent kinases) [26]. Estas quinases 

são enzimas da família serina/treonina, que governam o ciclo normal de divisão celular. A 

progressão deste ciclo é determinada por eventos de fosforilação sequencial através de uma 

cascata de holoenzimas, específicas para cada fase do ciclo celular, envolvendo ciclinas e suas 

parceiras catalíticas, as quinases CDKs [27, 28]. O ciclo celular é composto de uma 

seqüência ordenada de fases. A célula diferenciada se encontra em G0, onde ela atingiu sua 
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diferenciação terminal e está quiescente. Nos adultos, a maioria das células não se divide 

constantemente e a maior parte permanece nesta fase, fora do ciclo. Se a célula recebe fatores 

de estímulo, por exemplo, uma lesão na pele, ela entra em G1, período em que aumenta de 

tamanho e prepara as proteínas de que necessita para a síntese de DNA. Durante esta fase, a 

célula é sensível às condições ambientais. Se elas não forem favoráveis, a divisão celular pára 

em G1. No entanto, se ultrapassar o ponto R (ponto de restrição), a divisão celular ocorrerá 

independente de condições ambientais. Na fase S sintetiza-se o DNA que será replicado 

durante a fase G2. No início de G2 existe outro ponto de controle importante, onde se 

verificará a qualidade do DNA replicado. Finalmente, na fase mitótica (M), o DNA duplicado 

será dividido entre as duas células filhas. A mitose será impedida se, na checagem da mitose, 

forem constatadas anormalidades na divisão dos cromossomos [29]. A Figura 3 mostra o 

ciclo normal de divisão celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Ciclo de Divisão Celular. (L.S. Ward, Arq. Bras. Endocrinol. Metab., vol 46, nº 4 

Agosto 2002). 

 

  Todas as etapas ao longo do ciclo de divisão celular, como quiescência (Go), 

comprometimento da síntese do DNA (fase S) e a transição de G2 para mitose, são 

dependentes de complexos específicos CDK/ciclinas. Vários grupos de proteínas atuam na 

ativação do ciclo, por exemplo, as ciclinas que determinam quais proteínas devem ser 

fosforiladas. Por outro lado, um grupo de inibidores do ciclo atua impedindo ou regulando a 
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progressão do ciclo de divisão celular, e um deles é a proteína p53. O gene p53 foi 

denominado o guardião do genoma e codifica um fator de transcrição protéico, a proteína 

p53. Nas células sadias, a concentração da proteína p53 é baixa, entretanto quando ocorre 

lesão no DNA, a proteína acumula-se e ativa vários genes, um dos quais codifica a proteína 

p21. A proteína p21, por outro lado, inativa complexos de ciclinas/CDK impedindo a 

fosforilação da Rb, interrompendo o ciclo no ponto de controle 1. Isto permite o reparo do 

DNA. Se o reparo for bem sucedido, o ciclo prossegue passando para a fase S. Se o reparo 

não for bem sucedido, o gene p53 desencadeia o processo de apoptose, ou suicídio da célula. 

A desregulação deste processo pode resultar em um crescimento celular desordenado e 

incontrolável, que caracteriza o estado neoplástico ou cancerígeno [29]. A Figura 4 mostra o 

mecanismo de controle do avanço celular e a Figura 5 mostra os fatores de estímulo e 

bloqueio do ciclo celular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Mecanismo de Controle do Ciclo Celular. (L.S. Ward, Arq. Bras. Endocrinol. 

Metab., vol 46, nº 4 Agosto 2002) 
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Figura 5. Fatores de Estímulo e Bloqueio do Ciclo Celular. (L.S. Ward, Arq. Bras. 

Endocrinol. Metab., vol 46, nº 4 Agosto 2002). 

 

Não é surpreendente que a atividade destas quinases seja o motivo principal para a 

desregulação observada no câncer. O conhecimento desta atividade da CDK no processo 

cancerígeno levou ao desenvolvimento de pequenas moléculas inibidoras das CDKs, visando 

o tratamento desta doença. Esta estratégia terapêutica é, no entanto, bastante complicada, uma 

vez que há quinases que não desempenham diretamente um papel no ciclo celular [24]. No 

entanto, o complexo SU9516 é um potente inibidor de CDK1/ciclinaB, CDK2/ciclinaA ou 

CDK2/ciclinaE [25], o que pode ser explicado pelas suas fortes interações através de ligações 

de hidrogênio [30] com grupos presentes na enzima. Além disso, o SU9516 diminui a 

fosforilação da proteína pRb [31] e induz o processo de apoptose em células de carcinoma de 

colon [25].  

 

1.3 Complexos de cobre como potenciais metalofármacos 

Nos últimos anos, as interações de íons metálicos com vários ligantes que apresentam 

alguma atividade biológica têm sido bastante estudadas, já que geralmente ocorre um aumento 

da atividade fisiológica de muitos compostos orgânicos [32,33] quando coordenados a um 

centro metálico, particularmente aqueles que apresentam atividade redox. As atividades 

farmacológicas dos complexos metálicos dependem do íon metálico, do seu ligante e da 
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estrutura desses compostos. Estes fatores são responsáveis por interações específicas em sítios 

alvos do organismo, como proteínas, DNA, lipídeos, carboidratos, membranas, etc. [34]. 

Vários complexos metálicos têm sido estudados como drogas e agentes de diagnósticos 

para o tratamento de várias doenças [35,36]. Este interesse farmacológico tem sido 

responsável por um grande avanço na área. Entretanto, geralmente o mecanismo de ação ou 

mesmo o principal alvo biológico destes compostos ainda não foram bem elucidados. Os 

compostos de platina, como a cisplatina (cis-[Pt(NH3)2Cl2]), a carboplatina e a oxaliplatina 

são os mais usados até agora como agentes terapêuticos contra o câncer [37]. Por outro lado, 

estudos mais recentes têm sido desenvolvidos com metais essenciais, como o cobre, já que se 

espera que o nível de toxicidade dos compostos derivados desses metais seja menor que o de 

metais não-essenciais [38,39], como a platina ou o ródio, já utilizados com sucesso, mas que 

ainda apresentam problemas. Devido à habilidade deste íon metálico de gerar espécies de 

radicais livres, muitos complexos de cobre com diferentes tipos de ligantes têm sido testados 

como potentes drogas apoptóticas [39,40]. São vários os exemplos de complexos metálicos, 

com ligantes naturais, sintéticos ou semi-sintéticos, que têm sido estudados com o objetivo de 

melhorar a atividade biológica desses ligantes, incluindo atividade antiácida, anti-

inflamatória, antifungicida, antimicrobial, antiviral e antitumoral [35,41]. Interessantemente, 

alguns complexos de cobre têm apresentado atividade tóxica seletiva frente a células 

malignas.  

Alguns compostos de cobre com diversos ligantes foram sintetizados em nosso 

laboratório e têm sido estudados com a finalidade de desenvolver potenciais agentes 

terapêuticos. Alguns desses compostos derivados de isatina, um indol endógeno, mostraram 

atividade apoptótica significativa em células humanas tumorais [39], além de apresentarem 

atividade catalítica apreciável na oxidação de carboidratos e capacidade de gerar quantidade 

significativa de espécies reativas de oxigênio (ROS) [42]. A isatina (1H-indol-2,3-diona; 2,3- 

dioxoindolina; ou indolina-2,3-diona) está presente no cérebro e em outros tecidos nos 

humanos, porém seu metabolismo não foi ainda bem elucidado. A isatina e seus derivados 

vêm demonstrando uma grande variedade de efeitos no meio biológico, incluindo a inibição 

de monoamina oxidase, atividade bactericida, fungicida, antiviral e antiproliferativa [43]. As 

bases de Schiff derivadas da isatina também possuem várias atividades farmacológicas, dentre 

as quais destacam-se suas atividades anticonvulsivantes, antidepressivas, analgésica e 

antiinflamatória [44]. Alguns compostos sintéticos de isatina foram desenvolvidos como 

potentes inibidores de proliferação celular [45], e alguns derivados foram propostos como 

agentes anticâncer ou antimicrobianos [46].  
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Compostos derivados de oxindóis, como SU5416 e SU6668, também têm sido descritos 

como antitumorais e gerando interesse clínico, pela sua atuação como inibidores de 

angiogênese, isto é, dificultando a vascularização de tumores, através da inibição de etapas de 

sinalização envolvendo receptores do fator de crescimento VEGF [47]. 

A isatina apresenta formas tautoméricas, em um equilíbrio ceto-enólico, como é 

mostrado na Figura 6. 
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Figura 6. Formas tautoméricas da isatina. 

 

Baseado então nestes estudos anteriores, preparou-se e investigou-se alguns novos 

complexos de cobre com ligantes nitrogenados do tipo imina como possíveis agentes 

farmacológicos, seja promovendo processos oxidativos ou desempenhando papel 

antioxidante, em condições fisiológicas. Foram estudados compostos derivados do imidazol, 

por apresentar atividades biológicas interessantes, como propriedades farmacêuticas, biocidas 

e fungicidas [48], além de estar presente como grupo coordenante de íons de cobre no sítio 

ativo de muitas enzimas em resíduos de histidinas; derivados com estrutura semelhante ao 

deste composto e, finalmente, derivados da própria isatina.  

Compostos de cobre com ligantes do tipo base de Schiff, obtidos a partir da 

condensação de compostos carbonílicos com aminocompostos, têm sido estudados 

extensivamente nos últimos anos, com relação à sua reatividade frente ao oxigênio molecular 

e seus derivados reduzidos [49]. Alguns destes compostos são conhecidos por causar 

toxicidade às células, através da geração de espécies reativas de oxigênio, capazes de 

promover danos a diferentes biomoléculas [50,51]. Outros têm sido utilizados como 

eficientes catalisadores para a oxidação de diferentes substratos [52,53]. Alguns destes 

compostos têm sido investigados também quanto à sua atividade antioxidante, isto é, como 

eficientes catalisadores da dismutação (ou desproporcionamento) de radicais superóxidos 

[54,55].  

Estes compostos de cobre com ligantes do tipo base de Schiff são também modelos 

potenciais do sítio ativo de diversas proteínas e enzimas de cobre, que desempenham um 
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papel xigênio e suas espécies reativas 

[53].  

vocados por agentes oxidantes devido à ação catalítica dos metais, 

especialm

ico ou 

γ-ami

iários decorrentes do processo de 

oxidação d

o ácidos graxos, aminoácidos, esteróides, xenobióticos, etc. A ligação do 

cobre 

 fundamental, especialmente em reações envolvendo o o

1.4 Interações de complexos de cobre com proteínas 

Estudos de possíveis interações entre complexos metálicos e proteínas são 

extremamente úteis, visando o desenvolvimento de novas drogas terapêuticas, baseado nas 

propriedades desses sistemas. Estes complexos, com íons com atividade redox, podem gerar 

danos oxidativos pro

ente no sítio em que se coordenam. A oxidação de proteínas pode resultar em 

modificações em aminoácidos específicos, ligações cruzadas e clivagem das ligações 

polipeptídicas [56].  

Os metais de transição promovem modificação oxidativa tanto em aminoácidos livres 

como em resíduos de aminoácidos em proteínas [57]. De maneira geral, os resíduos de Cys, 

His, Arg, Lys e Pro são os alvos principais. As sulfidrilas são comumente oxidadas a 

dissulfetos, que podem se transformar em sulfenos ou sulfonas. O imidazol da histidina pode 

ser oxidado a ácido aspártico, asparagina ou 2′-OH-His. A Arg é convertida em γ-semialdeído 

glutâmico; Lys em semialdeído-2-amino-adípico e Pro em ácido glutâmico, piroglutâm

nobutírico e  γ-semialdeído glutâmico [58]. De acordo com Requena e colaboradores, os 

semialdeídos glutâmico e aminoadípico são os principais produtos carbonílicos da oxidação 

das proteínas glutamina sintase, BSA, RNase e lisozima, catalisada por metais [59]. 

A formação e os rearranjos de radicais intermed

e moléculas de proteínas também resultam em fragmentação das ligações 

polipeptídicas e formação de ligações cruzadas intra- e inter-proteínas. Por causa disso, a 

proteína pode formar ligações cruzadas com o DNA [60]. 

A albumina é uma das proteínas mais estudadas, devido à sua utilidade, baixo custo, 

estabilidade e propriedades de ligação peculiares. A albumina humana (HSA) é a proteína 

mais abundante no plasma sanguíneo, com concentração entre 0,5-0,8 mM, e é responsável 

por inúmeros papéis importantes no sistema biológico, incluindo a ligação e o transporte de 

metais essenciais, terapêuticos e tóxicos [61, 62]. A albumina possui uma alta afinidade por 

vários ligantes, com

na albumina tem sido bastante estudada devido ao seu papel no transporte de cobre e à 

característica da coordenação quadrado planar ou tetragonal do Cu(II) ao sítio N-terminal da 

proteína [62]. 
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As albuminas são caracterizadas por conterem um número pequeno de resíduos de 

triptofano e metionina e um alto número de resíduos de cistina e de aminoácidos carregados, 

ácidos aspártico e glutâmico, lisina e arginina. O conteúdo de glicina e isoleucina é menor que 

a média encontrada em proteínas. Tanto a albumina bovina (BSA) quanto a humana (HSA) 

possuem apenas um resíduo de cisteína livre, a Cys34. Os outros formam 17 pontes dissulfeto 

ajudando a manter a estrutura terciária da proteína. A albumina bovina (BSA) possui 2 

resídu , Trp212 [63].  A 

diferença entre a BSA e a HSA no sítio N-terminal resume-se a um aminoácido, sendo Asp-

Thr-His para a BSA e Asp-Ala-His ente existe entre as albuminas 

bovina e humana um

Figura 7 mostra uma representação da estrutura da proteína HSA. 
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a seqüência homóloga de 76% da estrutura [63].  
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Figura 7. Representação da estrutura da albumina humana (HSA). 

 

Ao incorporar íons metálicos, como o cobre, em sua estr

tante de reações redox que podem levar à sua oxidação e/ou degradação, através de 

espécies reativas de oxigênio, com formação de grupos carbonílicos ou outros produtos 

provenientes da modificação oxidativa de resíduos de aminoácidos, clivagem de ligações 

específicas, ou ainda com formação de ligações cruzadas [64]. 

No caso de complexos de cobre estáveis, como as imina-cobre(II), seria interessante 

verificar c

 se o ligante compete eficientemente pelo metal frente à proteína; se há sítios 

preferenciais na proteína para essa interação com o metal; se o ligante auxilia a degradação 

oxidativa da proteína ou, ao contrário, inibe a atividade redox do metal, protegendo a 
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Estudos anteriores na literatura mostram que tanto a albumina bovina quanto a humana 

apresentam uma seqüência N-terminal X-Y-His que constitui um forte sítio fisiológico de 

coord

Zn(II), Ni(II) e Cd(II), também são capazes de se coordenarem a ele. Outros 

estudos mostraram que em pH alto (~9,0) um segundo íon de cobre(II) se liga à proteína numa 

conformação tetragonal, através de uma ligação tiolato, provavelmente pela desprotonação da 

Cys-3

cos em nucleases naturais e para o desenvolvimento de agentes de diagnóstico ou 

terapê

“grooves”) são denominadas 

cavidade maior e cavidade menor. Nessas cavidades, especialmente na maior, as bases estão 

expostas ao meio ou ao solvente e são quimicamente distinguíveis [70].  A Figura 8 mostra a 

estrutura da dupla-hélice do DNA, identificando as cavidades.  

enação, específico para íons cobre(II). Esse sítio é estável, pois os 4 nitrogênios do tri-

peptídeo amino-terminal formam uma forte coordenação quadrado planar com o metal 

[51,65].  

Além do sítio N-terminal, estudos indicam que existe um segundo sítio não específico 

de coordenação para íons cobre(II) [66]. Esse segundo sítio foi descrito como sendo multi-

metal, já que 

4 [67]. 

 

1.5 Interações de complexos de cobre com DNA 

A interação de complexos de metais de transição com DNA tornou-se muito importante, 

pois serve como modelo para o estudo de enzimas de restrição, para elucidar o papel de íons 

metáli

uticos em sistemas biológicos.  Estes estudos estão relacionados com a replicação do 

DNA in vivo, mutação dos genes e mecanismos de ação de drogas cujo alvo seja o DNA [68, 

69].  

O DNA apresenta estrutura de dupla-hélice e as duas fitas do DNA se enrolam em torno 

do eixo das hélices. As deoxi-riboses ficam na parte externa em relação às bases nitrogenadas, 

e expostas ao meio aquoso. As bases estão pareadas entre as duas fitas, sendo responsáveis 

por manter a sua estrutura de dupla fita. As ligações glicosídicas no DNA, entre as deoxi-

riboses e as bases nitrogenadas, não estão diretamente opostas na dupla-hélice, gerando duas 

cavidades desiguais em seu contorno. As duas cavidades (
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Figura 8. Estrutura da dupla-hélice do DNA. 

A molécula de DNA, como possui grande quantidade de ânions fosfato e grupos 

doadores contendo oxigênio e nitrogênio, apresenta-se como uma molécula ideal para a 

ligação de cátions metálicos.  

Os complexos de metais de transição caracterizados pela sua alta estabilidade, 

versatilidade estrutural e com propriedades espectroscópicas e redox únicas, têm sido 

amplamente explorados em estudos de ligação ao DNA, com o objetivo de desenvolver novas 

drogas com propriedades farmacológicas significativas, ou atuar como novos agentes de 

diagnóstico. Na maioria dos complexos estudados, os íons metálicos servem usualmente 

como um centro redox e os ligantes são responsáveis pelo reconhecimento do DNA. Os 

modos de reconhecimento são baseados nas interações eletrostáticas, por intercalação, por 

ligação às cavidades do DNA e/ou por ligações de hidrogênio [71].  

Os complexos testados são geralmente compostos contendo grupos aromáticos 

condensados e com a presença de um resíduo hidrofóbico planar, que é um requisito essencial 

para a intercalação. Além disso, a capacidade dos complexos metálicos de formar ligações 

não-c

es cruzadas e mutação nas bases [58]. A depurinização ocorre 

quand

ovalentes com polinucleotídeos também é considerada. A intercalação ocorre quando 

existe ligação dos compostos ao DNA através da inserção entre os pares de bases do 

polinucleotídeo, tornando-se estáveis por interações não-covalentes. O processo de 

intercalação pode produzir alterações profundas na estrutura secundária na cadeia dos 

nucleotídeos, com maiores conseqüências para a replicação e a transcrição do DNA. Em 

alguns casos de intercalação pode ocorrer um caminho seletivo, isto é, a intercalação ocorrer 

preferencialmente numa seqüência particular de bases [72]. Identificar esses sítios 

preferenciais tem sido um desafio para os químicos bioinorgânicos. 

Os maiores efeitos oxidativos gerados por metais de transição no DNA são quebra das 

fitas, depurinização, ligaçõ

o há liberação das bases. Neste mecanismo, estão envolvidas espécies reativas de 

oxigênio. Por exemplo, íons Cr(VI) e Cu(II) são capazes de liberar guanina e adenina, 
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respectivamente, da molécula de DNA. Na verdade, a depurinização ocorre simultaneamente 

com a quebra da fita do DNA e ambos os efeitos podem resultar do ataque do radical hidroxil 

ao aç

NA gera uma variedade de 

produ

ados ocorrem exatamente no sítio de coordenação do cobre à 

biomo stos de cobre, existem dois processos 

princi

a 

forma

ausam a quebra das fitas do DNA [80]. No mecanismo 

hidrol  cobre apresenta habilidade em gerar espécies nucleofílicas em pH 

eutro, que são capazes de atacar os grupos fosfatos das fitas do DNA, promovendo sua 

hidrólise ou clivagem [81]. 

 do DNA plasmidial superenrolado ( 

9a) pode ocorrer apenas em uma única fita do DNA. Como conseqüência, o 

DNA superenrolado (Forma I) abre formando u  círculo aberto (Forma II), como mostra a  

m 

adicional da segunda fita de DNA

úcar do DNA [73]. As ligações cruzadas entre proteína e DNA são comuns de acontecer. 

Geralmente, os metais podem causar estas ligações por duas maneiras: através de interações 

de seus ligantes com as biomoléculas ou induzindo a formação de fortes ligações covalentes 

entre o DNA e a proteína. 

A presença de H2O2 e de íons metálicos próximos ao D

tos devido ao ataque às quatro bases do DNA pelo radical hidroxil formado. 

Normalmente, a base mais atacada é a guanina, embora também sejam observados produtos 

de mutação resultantes de outras bases [74].     

Existe um grande interesse no desenvolvimento de complexos que tenham alta afinidade 

pelo DNA e que sejam capazes de clivar sua dupla fita, servindo como potenciais agentes 

terapêuticos contra o câncer, doenças virais e ferramentas para a biologia molecular [75]. As 

clivagens causadas na dupla fita do DNA são mais letais para as células, pois são mais difíceis 

de serem refeitas pelos processos de reparação enzimática [76]. 

Muitos complexos metálicos com diferentes tipos de ligantes têm sido testados como 

potentes “nucleases químicas”, isto é, compostos capazes de clivar eficientemente o DNA 

[77, 78]. O cobre é um dos metais mais usados para este objetivo. Embora o ferro seja 

conhecido por catalisar danos oxidativos ao DNA, o cobre apresenta maior potencial já que 

sua reatividade frente a oxidantes como o peróxido de hidrogênio parece ser sítio-específica. 

Em geral os danos observ

lécula [74,79]. Em casos específicos de compo

pais associados à clivagem do DNA: (i) processo oxidativo e (ii) processo hidrolítico. 

No mecanismo oxidativo, o íon cobre cicla entre as espécies Cu(II) e Cu(I) promovendo 

ção de espécies radicalares, particularmente o radical hidroxil gerado pela interação 

com peróxido de hidrogênio, que c

ítico, o átomo de

n

A clivagem

Figura 

m

Figura 9b. A forma linear (Forma III) será observada apenas se houver a clivage

 ( 
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Figura 9c).    

ear. 

 mecanismo oxidativo. Um 

comp

 mostrado ser capazes de clivar o DNA. O primeiro a 

ser es

 

 

 

 

 

Figura 9. Diferentes formas de DNA: A) Forma I, superenrolado; B) Forma II, circular 

aberto; C) Forma III, lin

 

 

Muitos complexos metálicos que clivam o DNA empregam o

osto comumente usado é o [Fe(edta)] [82,83]. Na presença de H2O2 ou O2 e um agente 

redutor, o [Fe(edta)] cliva eficientemente tanto fita simples quanto fita dupla do DNA. Neste 

processo, os radicais hidroxil são produzidos através da reação de Fenton, onde a abstração de 

um átomo de hidrogênio do anel da deoxi-ribose e um rearranjo do anel do açúcar resultam na 

quebra da fita e na conseqüente liberação de uma base.  

A bleomicina (blm), um antibiótico antitumoral, é um segundo agente de clivagem que 

requer Fe2+ e H2O2 ou O2 na presença de um agente redutor para essa atividade nuclease, 

embora a bleomicina não produza radicais livres hidroxil [84,85].  

Diversos complexos de cobre têm

tudado e que mostrou eficiente atividade de clivagem do DNA foi o complexo [Cu(o-

phen)2]2+, sendo o-phen a 1,10-fenantrolina [86], através de um mecanismo muito similar aos 

dos compostos anteriormente citados. Como os compostos [Fe(edta)] e Fe(blm), o [Cu(o-

phen)2]2+ inicia a clivagem do DNA pela abstração do átomo de hidrogênio e requer H2O2 ou 

O2 na presença de um agente redutor. Posteriormente, a química dos complexos metálicos 

com a 1,10-fenantrolina ou com ligantes derivados da fenantrolina tornou-se um atrativo para 

o desenvolvimento de novos agentes de diagnóstico ou terapêuticos, que pudessem 

reconhecer e clivar o DNA [87,88,89].  

Numerosos outros ligantes têm sido complexados com íons cobre para promover a 

degradação oxidativa do DNA. Estes ligantes incluem 2,2’- bipiridina (bpy) [90] e vários 

ácidos hidroxâmicos [91]. Existem ainda outros tipos de ligantes, como por exemplo, ligantes 

do tipo imínicos [92,93]. Os quimioterápicos bases de Schiff continuam sendo de grande 

interesse para bioquímicos e farmacólogos [94].  As atividades antimicrobiana e 

antiproliferativa de complexos com cobre(II) com ligantes bases de Schiff não são atribuídas 
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somente ao centro metálico ou somente ao ligante coordenado [95], mas também às 

propriedades físico-químicas, estruturais e eletrônicas devido à coordenação.   

contêm o 

esque

oxacina [104] e ofloxacina [105] também têm sido estudados. Psomas e 

colab

x [113], como drogas 

antitu

As tiosemicarbazonas constituem também outro tipo de ligantes bastante estudados, 

formando complexos de cobre que interagem eficientemente com o DNA [96, 97, 98, 99]. 

Compostos deste tipo apresentam uma variedade de propriedades biológicas, dependendo do 

grupo aldeído ou cetona envolvidos. Nas últimas décadas, complexos de Cu(II) com piridina-

2-carboxaldeído tiosemicarbazona têm atraído bastante atenção devido à suas propriedades 

biológicas relevantes, relacionadas aos efeitos citotóxicos contra células tumorais [100] e 

também devido à sua habilidade de se adsorver em eletrodos de ouro, que aumentam as 

reações redox do citocromo c [101].  

As quinolonas são um grupo de agentes sintéticos antibacterianos, que 

leto de 4-oxo-1,4-dihidroquinolina. Em geral, as quinolonas podem atuar como drogas 

antibacterinas que inibem efetivamente a replicação do DNA e são comumente usadas para o 

tratamento de muitas infecções [102]. Na literatura, complexos de cobre(II) de ciprofloxacina 

[103], cin

oradores [106] sintetizaram complexos de cobre mononucleares com ácido oxolínico 

(quinolona antibacteriana), na presença ou na ausência de ligantes heterocíclicos, como a 

1,10-fenantrolina, 2,2’-bipiridina ou 2,2’-dipiridilamina. Entretanto, a atividade microbiana 

dos complexos foi menor em comparação com a atividade do ácido oxolínico livre. 

Exemplos mais recentes incluem ligantes macrocíclicos simples [107], resíduos de 

aminoácidos [108,109] e até mesmo compostos dinucleares [110]. Vários compostos com 

dipeptídeos têm se mostrado potentes nucleases, apresentando ainda atividade antitumoral 

[108].      

A habilidade de forte coordenação dos ligantes macrocíclicos e sua alta seletividade 

pelos metais de transição sempre gerou grande interesse nos químicos, devido à sua variedade 

de aplicações, tanto na área de catálise [111,112], em reações redo

morais [114], como compostos modelos que mimetizam metaloproteínas [115] e 

metaloenzimas usadas como fotossensibilizadoras em terapia fotodinâmica [116]. 

Recentemente, a investigação da interação entre DNA e complexos macrocíclicos teve uma 

grande importância para a compreensão do mecanismo de ação de algumas drogas 

antitumorais e antivirais, e também para o desenvolvimento de novas drogas cujo alvo seja o 

DNA [117]. O complexo macrocíclico do tipo [MLX2], onde (M = Co(II) (1), Cu(II) (2), L =  

diquinolineno [1,3,7,9] tetraazaciclododecino-7, 15 (14H, 16H)-dibenzeno X = (Cl), 

apresentaram atividades antibacterial e antifúngica apreciáveis [107].   
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Os compostos di e multinucleares também têm sido bastante utilizados como nucleases 

artificiais, já que os centros multinucleares de metais são freqüentemente encontrados em 

nucleases naturais e os centros metálicos podem demonstrar efeito na ativação do O2 e no 

reconhecimento do DNA [118,119,120,121,122]. Muitas enzimas que hidrolisam ligações 

fosfato e clivam seqüências de ácidos nucléicos possuem centros multinucleares de íons 

metálicos. Rossi e colaboradores sintetizaram um complexo dinuclear de Cu(II) que foi capaz 

de clivar  DNA genômico e plasmidial através da hidrólise da ligação fosfato [123]. Esse 

composto apresentou ainda efeito citotóxico em células de carcinoma de pulmão da linhagem 

GLC4. Li e colaboradores prepararam complexos de cobre mono e dinucleares e verificaram 

que seus compostos dinucleares são mais seletivos na reação de oxidação da guanina do DNA 

[124]. Os complexos multinucleares com platina também interagem com o DNA, mas 

diferentemente dos compostos mononucleares de platina. Eles interagem predominantemente 

através dos átomos de oxigênio dos grupos fostato do DNA [125]. 
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2. OBJETIVOS 

 

O objetivo principal deste trabalho foi estudar a atividade biológica de compostos de 

cobre, modulada por ligantes nitrogenados, especialmente sua possível interação com 

biomoléculas como proteínas e DNA, e suas implicações em processos oxidativos ou 

degradativos.  Para isso, complexos de cobre(II) com ligantes que apresentem similaridade 

estrutural à de compostos naturais com atividade biológica relevante, particularmente 

derivados imínicos de indóis e oxindóis, foram sintetizados.  

Os estudos também visaram a caracterização dos complexos isolados, através de 

diferentes técnicas: análise elementar, espectrometria ESI-MS e, especialmente, técnicas 

espectroscópicas (UV/Vis, IV, EPR), e a investigação de suas propriedades redox, 

verificando-se sua possível atividade catalítica em reações com peróxido de hidrogênio, 

glutationa e ascorbato, agentes oxidantes ou redutores presentes no meio biológico. Além 

disso, foram feitos estudos da interação desses compostos com a proteína HSA (albumina 

humana), a 2-deoxi-D-ribose, o DNA e o RNA, visando detectar possíveis sítios de ligação e 

possíveis danos e/ou modificações causados nestas biomoléculas por este tipo de composto, 

importantes para compreender melhor sua reatividade pró-apoptótica e antitumoral, já 

verificadas.  
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3. PARTE EXPERIMENTAL   

PARTE I - Síntese, Caracterização e Estudos de Equilíbrio 

I - 3.1. Reagentes e Soluções 

Os reagentes: isatina (98%, grau de pureza), 2–(2–aminoetil)piridina (95%), perclorato 

de cobre(II) hexahidratado (98%), 4(5)imidazolcarboxialdeído foram de procedência da 

Aldrich Chemical Co.  O reagente 2-pirrolcarboxialdeído foi obtido da Alfa Aesar, enquanto a 

amina etilenodiamina (99%) e os solventes etanol (96 %), etanol absoluto (99%), metanol 

absoluto (99%), diclorometano (99%) e o ácido clorídrico foram obtidos da Merck Chemical 

Co. O DNA “Calf thymus” (CT-DNA) na forma de sal de sódio e a albumina humana (HSA) 

foram obtidos da Sigma-Aldrich. Os nucleotídeos utilizados foram de procedência da Across. 

A água para preparo de todas as soluções foi deionizada, purificada em aparelho 

Barnstead, modelo D470. O sistema deionizador é formado por um conjunto em circuito de 4 

filtros cilíndricos, contendo resina de troca iônica para captura de íons e carvão ativado para 

captura de material orgânico. 

 

I – 3.2. Sínteses 

As sínteses dos complexos imínicos foram desenvolvidas a partir de metodologias já 

conhecidas, baseadas em reações de condensação para a formação de iminas descritas na 

literatura [126]. Em todos os casos foram feitas modificações adequadas, de acordo com as 

sínteses realizadas anteriormente em nosso laboratório [42,127].  

 

I – 3.2.1. Composto [Cu(isaepy)H2O]ClO4; Composto 1  

Dissolveu-se isatina (736 mg, 5 mmol) em etanol e diclorometano (25 mL de cada). 

Adicionou-se lentamente 2–(2–aminoetil)piridina (598 μL, 5 mmol) dissolvida em etanol à 

solução de isatina. Em seguida, ajustou-se o pH em 5,5 com gotas de HCl concentrado, 

mantendo-se sob agitação constante por 24 horas. Após isso, adicionou-se lentamente 

perclorato de cobre(II) (1,85 g, 5 mmol) dissolvido em 5 mL de etanol , ajustando o pH para 

7,5 – 8,0 com solução de NaOH concentrado. Um fino precipitado marrom foi obtido e a 

reação foi então mantida por 12 horas. A seguir a solução foi concentrada no rotoevaporador. 
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O precipitado foi filtrado e lavado com etanol e éter etílico gelados. Secou-se o composto de 

cobre(II) obtido em dessecador, sob pressão reduzida. 

I – 3.2.2. Composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2; Composto 3 

Adicionou-se 4(5)-imidazolcarboxialdeído (192 mg, 2 mmol) dissolvido em 15 mL de 

metanol e etilenodiamina (134 μL, 2 mmol) destilada, também dissolvida em 15 mL de 

metanol. A reação foi mantida sob agitação constante, à temperatura de 55ºC e o pH aparente 

medido foi de 10. Após 4 horas, adicionou-se 2 mmol (741 mg) de perclorato de cobre (II). A 

solução ficou azul intensa e a reação foi mantida por mais 2 horas à temperatura ambiente. 

Resfriou-se o sistema em banho de gelo, filtrou-se e lavou-se o precipitado formado com 

metanol e éter etílico gelados.     

 

I – 3.2.3. Composto [Cu(isaenim)](ClO4)2; Composto 4  

Primeiramente o composto (3) [Cu(enim)H2O](ClO4)2  foi sintetizado, em metanol sob 

aquecimento, como descrito anteriormente. Após 4 horas de reação, adicionou-se 2 mmol 

(294 mg) de isatina dissolvida em 15 mL de metanol. O pH medido após adição da isatina foi 

de 5,5, sendo que a solução ficou verde e a reação foi mantida por 24 horas, à temperatura 

ambiente. Resfriou-se o sistema em banho de gelo, filtrou-se e lavou-se o precipitado marrom 

esverdeado formado com metanol e éter etílico gelados. Em outras tentativas de síntese, a 

adição da isatina também foi feita em etanol, obtendo-se o mesmo valor de pH durante a 

reação e a mesma coloração da solução; no entanto, neste caso o produto obtido foi marrom 

alaranjado. 

 

I – 3.2.4. Composto [Cu(pyrpn)]; Composto 5 

Adicionou-se 2-pirrolcarboxaldeído (190 mg, 2 mmol) dissolvido em 15 mL de metanol 

e 1,3 diaminopropano (83 μL, 1 mmol) destilado, também dissolvido em 15 mL de metanol. 

A reação foi mantida sob agitação constante à temperatura de 55ºC, durante 2 horas. Após 1 

hora de reação, a solução tornou-se amarela escura e o pH aparente era 8,5. Após a adição de 

1 mmol (370 mg) de perclorato de cobre(II), também em metanol, obteve-se um precipitado 

marrom avermelhado. Resfriou-se o sistema em banho de gelo, filtrou-se e lavou-se o 

precipitado com metanol e éter etílico gelados.  
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O composto 2 [Cu(isaepy)2](ClO4)2 e o composto 6 [Cu(isapn)] já haviam sido 

sintetizados anteriormente em nosso laboratório e agora apenas repetimos suas sínteses, 

constatando tratar-se dos mesmos compostos [42]. Esses compostos foram utilizados, pois 

causaram mais danos biológicos, afetando a viabilidade celular [39]. O composto 7 [Cu(o-

phen)2](ClO4)2 já havia sido sintetizado em nosso laboratório, segundo método da literatura 

[128].   

 

I – 3.3. Instrumentação e Métodos de Caracterização 

I – 3.3.1. Análise Elementar 

As análises elementares CNH foram feitas na Central Analítica do Instituto de Química, 

usando um Analisador Elementar CNH Perkin-Elmer 2400, que permite a determinação de   

porcentagens de carbono, hidrogênio e nitrogênio com precisão de 0,01%. Resultados com 

reprodutibilidade dentro de 0,5 a 1% são aceitáveis. 

 

I – 3.3.2. Espectroscopia na Região do Ultravioleta/Visível (UV/Vis) 

Os espectros eletrônicos na região de Ultravioleta/Visível (UV/Vis) foram registrados 

em espectrofotômetro UV-1650PC da Shimadzu, a partir de soluções em água ou DMSO: 

água (1:9) dos compostos, em concentração de 10-5 a 10-3 mol.L-1, utilizando cubetas de 

quartzo de caminho ótico de 1,00 cm. 

A absortividade molar (ε, mol-1 L cm-1) característica dos compostos, a cada 

comprimento de onda máximo, foi obtida a partir dos coeficientes angulares dos gráficos de 

absorção versus concentração da espécie (em faixas de comprimentos de onda onde havia 

absorção dos complexos). Foram empregadas soluções com concentração inicial de 1,5 mM, 

fazendo-se as devidas diluições, de modo a obter pontos onde a absorção variasse de 0,1 a ~1, 

para o valor máximo das bandas existentes. Este mesmo procedimento também foi realizado 

com os espectros obtidos para alguns reagentes utilizados nas sínteses. 

 

I – 3.3.3. Espectroscopia na região do Infravermelho 

Os espectros vibracionais na região do infravermelho foram obtidos em 

espectrofotômetro ABB BOMEM, modelo MB com transformada de Fourier, por reflectância 
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difusa, na faixa de 400 – 4000 cm-1. As amostras foram maceradas em KBr, previamente seco 

a 120°C. 

 

I – 3.3.4. Espectroscopia de Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR) 

Os espectros de EPR foram registrados no espectrômetro da BRUKER, modelo EMX, 

operando na banda X (ν = 9,33 GHz) com potência de 20 mW, equipado com uma cavidade 

Dewar para baixas temperaturas (77 K), usando tubos de quartzo, da marca Wilmad, de 4 mm 

de diâmetro interno. As medidas dos compostos de cobre foram feitas a baixas temperaturas 

(77 K) no estado sólido e em soluções, com concentrações de 1 –3 mM em etanol, metanol ou 

em solução metanol:H2O (1:1). DPPH (α, α’–difenil-β-picrilhidrazil) foi usado como 

calibrador de freqüência para todas as amostras.   

 

I – 3.3.5. Espectrometria de Massa 

Os espectros de espectrometria de massa com ionização por electrospray, ESI-MS, 

foram obtidos na Central Analítica do IQ-USP, em equipamento Squire 3000 Plus da Bruker 

Daltonics. Todos os espectros foram obtidos por electrospray de modo positivo. 

 

I – 3.4. Estudos de Equilíbrio 

Foram feitos estudos de equilíbrio para o composto [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4) através de 

espectroscopia EPR e UV/Vis.  Durante estes experimentos, onde os valores de pH foram 

ajustados, foram usadas quantidades apropriadas de soluções de HCl 0,1 M ou NaOH 0,1 M, 

e o valor de pH foi monitorado com pHmetro Digimed, acoplado a eletrodo de vidro. O pH 

foi calibrado em valores baixos (soluções ácidas) e em valores altos (soluções básicas), de 

acordo com o uso, utilizando soluções tampões da Synth, pH (7,0 ± 0,05), (4,0 ± 0,05) e (10,0 

± 0,05). 

 

I – 3.4.1. Estudos de Equilíbrio através de Espectroscopia EPR  

 Os espectros de EPR do complexo (4) em solução de metanol:água (1:1, v:v), com 

concentração de 1,70 mM, foram registrados após cada adição de 1 μL de HCl 0,1 M ou 1 M, 
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ou  1 μL de NaOH 0,1 M ou 1 M. Os espectros foram obtidos a baixa temperatura (77K), com 

soluções congeladas. 

 

I – 3.4.2. Estudos de Equilíbrio através de Espectroscopia UV/Vis 

As mudanças no espectro eletrônico a diferentes valores de pHs foram também 

monitoradas espectroscopicamente, a 25ºC, baseado no método de Patterson [129]. Preparou-

se uma solução 0,15 mM (3 mL) do composto (4) em água e na cubeta da amostra foram 

adicionados 1 μL de HCl 0,1 M ou 1 M, ou  1 μL de NaOH 0,1 M ou 1 M. Após cada adição 

de ácido ou base, um espectro UV/Vis foi registrado na região de 190 – 1100 nm. Os valores 

de pKa foram determinados através do gráfico do log ((A – Af)/(A0 – A)) versus pH, como 

descrito anteriormente [129].  

 

 

 

 



 42

3. PARTE EXPERIMENTAL 

PARTE II - Implicações em Processos Biológicos 

II – 3.1. Espectros EPR dos Complexos de Cobre em presença de Albumina 

Humana ou Plasma Humano 

Medidas de EPR foram feitas para verificar a interação dos complexos de cobre(II) com 

albumina e com plasma sanguíneo. As condições experimentais utilizadas foram: [HSA] = 

0,60 mM; [CuL] = 600 μM; tampão fosfato 50 mM pH = 7,4; plasma sanguíneo isolado de 

sangue coletado após 12 horas de jejum; T = 77K. O plasma sanguíneo usado foi doado pela 

própria orientadora.  

Todas as medidas foram feitas seguindo o mesmo procedimento, a mistura reacional foi 

agitada e uma alíquota foi retirada e imediatamente congelada com nitrogênio líquido para a 

realização da primeira medida. O restante da mistura reacional foi incubado a 37,0°C. As 

medidas foram repetidas a cada 15 minutos até completar 2 horas, tanto para o plasma 

sanguíneo como para albumina (HSA). Porém, após 30 min não foram mais observadas 

modificações. 

Além dessa proporção (1:1), também foram feitas medidas de EPR na presença de 

maior concentração de compostos de cobre, com proporção [HSA]:[CuL] de 1:3. As 

condições experimentais utilizadas foram: [HSA] = 300 μM; [CuL] = 900 μM; tampão 

fosfato 50 mM pH = 7,4. Neste caso, a mistura reacional foi incubado a 37,0°C por 30 

minutos. 

 

II – 3.2. Interação dos Complexos de Cobre(II) com Proteína através de SDS-

PAGE 

Estes experimentos foram realizados para verificar a possível interação dos complexos 

de cobre(II) com outras proteínas do plasma, além da albumina. As concentrações iniciais 

foram: [CuL] = 1,5 mM; [HSA] no plasma = 0,60-0,70 mM. Utilizou-se (Vfinal = 10μL) no 

eppendorff : plasma = 1,0 μL; CuL = 7,0 μL; azul de bromofenol = 1,0 μL; SDS = 1,0 μL. O 

marcador de peso molecular utilizado foi o SDS-PAGE standards – Broad Rage da Bio-Rad, 

com faixa de 7 a 201 KDa. Este experimento SDS-PAGE foi realizado de acordo com o 

método de Laemmli [130]. 
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No eppendorff adicionou-se plasma + solução de CuL e incubou-se as amostras em 

banho-maria por 30 minutos, a 37,0°C. Adicionou-se azul de bromofenol e SDS (10%), 

agitou-se e aplicaram-se as amostras no gel de poliacrilamida (12%). Deixou-se correr o gel 

por 3 horas, a 100 mV e 25 mA. Após a corrida, o gel foi cuidadosamente transferido para um 

recipiente e corado com uma solução de corante Comassie Brilliant Blue R-250, por 30 

minutos. O gel foi então descorado com solução de metanol:ácido acético (30%:10%) e seco 

para determinação das bandas. 

 

II – 3.3. Estabilidade Termodinâmica dos complexos de cobre: Medidas de 

Dicroísmo Circular  

As medidas foram efetuadas em um espectropolarímetro JASCO J-720, no intervalo de 

300 a 650 nm, utilizando-se uma cubeta de quartzo esférica de 1,00 cm de caminho óptico. 

Todas as medidas foram feitas a 25ºC, com velocidade de leitura de 200 nm/min e tempo de 

resposta de 1s. Foram adicionadas alíquotas sucessivas de solução de cada um dos complexos 

de cobre(II) (0 a 1,2 mM) a uma solução de albumina 0,70 mM, em tampão fosfato 50 mM e 

pH =7,4. Após cada adição do complexo de cobre(II) o respectivo espectro de CD foi 

registrado. Utilizou-se como controle uma solução do aqua-complexo [Cu(H2O)4]2+. 

 

II – 3.4. Modificação na Estrutura Secundária da HSA monitorada por medidas de 

Dicroísmo Circular  

Neste estudo, utilizou-se novamente a espectroscopia de dicroísmo circular. Entretanto, 

neste caso utilizou-se uma cubeta de quartzo esférica de 0,10 cm e o espectro foi registrado no 

intervalo de 190 a 300 nm, à temperatura ambiente. Os espectros foram coletados com 

velocidade de leitura de 200 nm/min e tempo de resposta de 1s. Cada espectro foi feito com 

acúmulo de 3 varreduras. As reações foram feitas em eppendorff, utilizando concentrações de 

8,0 x 10-7 a 4,5 x 10-5 M dos complexos de cobre(II) em solução de albumina 1,5 x 10-5 M, em 

tampão fosfato: NaCl (50 mM:0,1M) e pH = 7,4. Os resultados são expressos em elipsicidade 

residual (θ), em deg cm2 dmol-1 que é definido como: 

θ = CD (mdeg)            

   10 x n x l x Cp 
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onde CD é o valor obtido em miligraus, n é o número de resíduos de aminoácidos que 

no caso da albumina humana é 585, l é caminho ótico da cubeta e Cp é a concentração da 

proteína [131].  

 

II – 3.5. Fluorescência dos Complexos de Cobre(II) na Presença de Glutationa 

(GSH) 

As medidas de fluorescência foram realizadas utilizando-se um espectrofluorímetro 

(SPEX-fluorolog 2), com cubetas de caminho óptico igual a 1,000 cm, com todas as faces de 

quartzo transparentes. 

As medidas de fluorescência foram feitas para verificar a estabilidade dos complexos de 

cobre frente a um agente redutor como a glutationa, presente em grandes concentrações nas 

células (~3 mM). 

As soluções dos complexos de cobre(II) [Cu(enim)H2O]2+, [Cu(isaenim)]2+ e 

[Cu(H2O)4]2+  foram preparadas em água e o composto [Cu(isaepy)H2O]+ foi preparado em 

solução de DMSO:água (1:9, v/v). As condições experimentais foram: [CuL] = 0,50 mM; 

[GSH] = 10 mM, em tampão fosfato 50 mM e pH = 7,4. 

As amostras contendo os complexos de cobre(II) na presença e na ausência de 

glutationa (GSH) foram excitadas utilizando-se o comprimento de onda 336 nm. As amostras 

foram excitadas após 5 minutos da adição da glutationa. Os espectros foram registrados na 

faixa de 500 a 750 nm, monitorando-se a emissão característica de complexos de cobre(I)-

tiolato, em torno de 650 nm [132]. 

 

II – 3.6. Geração de Radicais Livres e Detecção por EPR 

Neste estudo, utilizou-se novamente a técnica de EPR, com captação de spin, buscando-

se alguma diferença nas características intrínsecas dos complexos que influísse na geração dos 

radicais hidroxil e radicais de carbono, em presença de peróxido de hidrogênio, e de radical 

ascorbil, em presença de íons ascorbato.  

Utilizou-se o radical estável TEMPOL (ou 4-hidroxi-2, 2, 6, 6-tetrametil-1-piperidiloxi) 

como padrão para se avaliar quantitativamente a produção de radicais, à temperatura 

ambiente. Para este cálculo utilizou-se o programa WinEPR, da Bruker, usando integração 

dupla.  
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Para captação de radicais de oxigênio e de carbono, utilizou-se o DMPO (5,5-dimetil-1-

pirrolina-N-óxido), e os compostos foram comparados na sua capacidade de geração de 

espécies radicalares, quando submetidos a um meio com peróxido de hidrogênio. O 

experimento foi realizado em duas condições experimentais diferentes: [DMPO] = 100 mM, 

[H2O2] = 5 mM, [CuL] = 375 μM e [DMPO] = 100 mM, [H2O2] = 2,5 mM, [CuL] = 100 

μM, todas em tampão fosfato 50 mM e pH = 7,4.  

O experimento com ascorbato foi realizado na proporção 1:1 de [CuL]:[ascorbato], 

sendo: [CuL] = [ascorbato] = 1,50 mM, em tampão fosfato 50 mM e pH = 7,4.  

 

II – 3.7. Geração de Radicais Livres e Detecção por EPR em Presença de HSA 

O experimento anterior foi novamente realizado, no entanto, agora na presença de HSA 

para avaliar danos radicalares que provavelmente ocorram com a proteína. As condições 

experimentais utilizadas foram: 

1) [DMPO] = 100 mM, [H2O2] = 5 mM, [CuL] = 0,375 mM, [HSA] = 0,625 mM;  

2) [DMPO] = 100 mM, [H2O2] = 5 mM, [CuL] = 0,375 mM, [HSA] = 0,25 mM e 

3) [DMPO] = 100 mM, [H2O2] = 5 mM, [CuL] = 0,375 mM, [HSA] = 0,125 mM. 

Também utilizou-se o radical estável TEMPOL de concentração 36 μM (4-hidroxi-2, 

2,6,6-tetrametil-1-piperidiloxi) como padrão, para quantificar a produção de radicais, à 

temperatura ambiente. Também neste caso utilizou-se integração dupla, no programa 

WinEPR da Bruker. 

   

II – 3.8. Danos Carbonílicos à Albumina na Presença de Complexos de Cobre(II) 

O procedimento experimental foi baseado em protocolo descrito na literatura e utilizado 

em diversos artigos [133,134]. As condições experimentais utilizadas para este estudo foram: 

[H2O2] = 750 μM; [HSA] = 75 μM; [CuL] = 75 μM  (concentração estequiométrica de 

cobre); [H2O2] = 30 μM; [HSA] = 75 μM; [CuL] = 10 μM  (concentração catalítica de cobre). 

Ambas as condições foram realizadas em tampão fosfato 50 mM e pH = 7,4. As amostras 

foram incubadas a 37°C, por 30 minutos. Adicionou-se então a todas as amostras 1 mL de 

solução DNPH (dinitrofenil-hidrazina) (0,1 M em HCl 1 M) e incubou-se por mais 30 

minutos, à mesma temperatura. As amostras foram retiradas do banho e, depois de resfriadas, 

foram adicionados 1,5 mL de NaOH 1 M. Após 5 minutos mediu-se a absorbância em 370 

nm, correspondente ao máximo de absorção de uma possível dinitrofenil-hidrazona formada. 
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II – 3.9. Experimentos de clivagem com a proteína HSA 

Estes experimentos foram realizados para verificar possíveis clivagens na proteína 

causadas pelos diferentes complexos de cobre(II), tanto em presença como na ausência de 

peróxido de hidrogênio. As concentrações finais utilizadas foram: [CuL] = 45 μM; [HSA] = 

45 μM ou  [CuL] = 75 μM; [HSA] = 75 μM; [H2O2] = 750 μM. Ambas as condições foram 

realizadas em tampão fosfato 50 mM e pH = 7,4. As amostras foram incubadas por 30 min, a 

37 ºC, em cada caso. Após a incubação, adicionou-se 1,0 μL SDS (10%) e 1,0 μL de azul de 

bromofenol. O marcador de peso molecular utilizado foi o SDS-PAGE standards – Broad 

Rage da Bio-Rad com padrões na faixa de 7 a 201 KDa. As amostras foram analisadas por 

SDS-PAGE, de acordo com o método de Laemmli [130]. 

 

II – 3.10. Danos oxidativos à 2-deoxi-D-ribose em presença de complexos de cobre 

Os danos oxidativos à 2-deoxi-D-ribose foram avaliados através do método TBARS 

(espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico), monitorando-se a formação de um cromóforo 

vermelho resultante, análogo ao formado com malonaldeído [135]. As reações foram 

realizadas em tampão fosfato 50 mM e pH 7,4, contendo 2,50 mM de 2-deoxi-D-ribose, 1 ou 

2 mM de H2O2 e  complexos de cobre(II) na faixa de 25 a 100 μM,  em um volume final de 1 

mL.  As reações utilizadas como controle foram realizadas: A) sem a presença dos compostos 

de cobre ou B) sem adição do peróxido de hidrogênio. A seguir, as soluções finais foram 

incubadas por 1 hora, a 37ºC. Após a incubação, procedeu-se à segunda etapa que é a análise 

do processo, onde se adicionou 1 mL de ácido tiobarbitúrico 1% (w/v) à solução de reação, 

seguida de aquecimento a 100ºC, por 15 min. Após o resfriamento à temperatura ambiente, 

mediu-se a absorbância a 532 nm (ε = 1,36 x105 M-1cm-1). Todos os experimentos foram 

realizados pelo menos em duplicata [136]. 

 

II – 3.11. Clivagem do DNA em presença de complexos de cobre 

Primeiramente realizou-se a transformação das bactérias com o plasmídeo   pBluescript 

II de 2961 pares de bases (Stratagene). Após esta etapa, o DNA plasmidial foi extraído e 

purificado usando um “kit” de purificação da Qiagen. A concentração de DNA plasmidial 

obtida foi de 76 ng/μL, que foi determinada pela intensidade de absorção em 260 nm, com 

valor de coeficiente de absortividade molar conhecida de 6600 M-1 cm-1 [137]. As amostras 

reacionais (20 μL volume total) contendo 240 ng de DNA superenrolado (Forma I), 50 mM 
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tampão fostato (pH 7.4), em presença ou ausência de 120 μM de H2O2 e com diferentes 

concentrações de complexos de cobre(II), na faixa de 1 a 50 μM, foram incubadas a 37 ºC, 

variando-se o tempo de incubação. Após a incubação, adicionaram-se 4 μL de tampão de 

amostra para DNA e as amostras foram então submetidas à eletroforese em gel de agarose 

(1%), em tampão TAE 1X à 100 V, por 2 h. 

 

II – 3.12. Monitoramento de interações dos complexos com DNA, através de 

espectroscopia UV/Vis 

As soluções dos complexos de cobre(II) (20 μM) foram tituladas com quantidades 

crescentes de DNA (0 a 0.15 μM) na ausência e na presença de H2O2 (80 μM), em tampão 

fosfato 50 mM (pH 7,4). Os correspondentes espectros UV/Vis foram registrados, na faixa de 

200 a 600 nm, com o objetivo de verificar possíveis interações com o DNA, especialmente 

intercalação entre as fitas.  

 

II – 3.13. Monitoramento de interações dos complexos com DNA, através de 

medidas de Fluorescência 

As medidas de fluorescência foram realizadas utilizando-se um espectrofluorímetro 

(SPEX-Fluorolog 2), com cubetas de caminho óptico igual a 1,000 cm, com todas as faces de 

quartzo transparentes. O comprimento de onda de excitação utilizado foi λex = 492 nm e a 

fluorescência emitida foi medida em aproximadamente 620 nm. Todos os experimentos foram 

realizados em tampão fosfato 50 mM contendo 0,1 M de cloreto de sódio, em pH = 7,4. O 

NaCl é utilizado para evitar uma segunda fixação do brometo de etídeo (EB) aos sítios do 

DNA [138]. 

O DNA plasmidial foi extraído e purificado usando um “kit” de purificação da Qiagen, 

após a transformação das bactérias com o plasmídeo   pBluescript II de 2961 pares de bases 

(Stratagene). A concentração de DNA plasmidial obtida foi de 100 ng/μL, que foi 

determinada pela intensidade de absorção em 260 nm. 

A concentração de DNA no experimento foi de 0,001 mg/mL. O espectro de emissão do 

brometo de etídeo (EB), na ausência e na presença de DNA, foi registrado variando-se a 

concentração na faixa de 0,4 a 22 µM. Esta variação de concentração do EB foi realizada para 

verificar o ponto de saturação de moléculas de brometo de etídeo nos sítios do DNA. A 

concentração de saturação utilizada foi de 2 µM ou 0,79 µg/mL. Após as concentrações de 
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DNA e EB terem sido estabelecidas, o estudo de fluorescência foi realizado com o aumento 

das concentrações dos compostos de (1) a (4), variando de 0,6 a 60 µM. Os espectros foram 

registrados à temperatura ambiente, após 10 minutos da adição dos compostos. 

Nestes experimentos foi utilizado como controle o composto de cobre [Cu(phen2)2+] 

que é muito usado na literatura, pois foi o primeiro composto de cobre a ser estudado que 

mostrou eficiente atividade nuclease, isto é, de clivagem do DNA [86]. 

A pureza do DNA “Calf thymus” (CT-DNA) foi verificada através da razão da 

absorbância em 260 e 280 nm, onde foi encontrado um valor de 1,86, em tampão fosfato 50 

mM e pH = 7,4. Como o valor encontrado foi maior que 1,8; isto indica que o DNA está 

suficientemente livre de proteína [137].   

Experimentos com o CT-DNA foram também realizados com o composto 

[Cu(enim)H2O]2+ para comparar com os dados obtidos com o DNA plasmidial. A 

concentração de DNA nestes experimentos foi de 3,2 µM. O espectro de emissão do EB, na 

ausência e na presença de DNA, foi registrado variando-se a concentração na faixa de 10 a 

127 µM. Esta variação de concentração do EB foi realizada para verificar o ponto de 

saturação de moléculas de brometo de etídeo nos sítios do DNA. A concentração de saturação 

utilizada foi de 51 µM. Após as concentrações de DNA e EB terem sido estabelecidas, o 

estudo de fluorescência foi realizado com o aumento das concentrações do composto (3), 

variando de 2 a 120 µM. Os espectros foram registrados à temperatura ambiente, após 10 

minutos da adição dos compostos. 

 

II – 3.14. Monitoramento de interações dos complexos com o DNA, através de 

Dicroísmo Circular 

 Os espectros de dicroísmo circular foram obtidos à temperatura ambiente com 

uma cubeta de 0,1 cm. A concentração de DNA Calf-Thymus utilizada foi de 800 µM e os 

espectros foram registrados na ausência e na presença de 10 a 120 µM dos complexos 

[Cu(enim)H2O]2+ e [Cu(isaepy)2]2+ na região entre 220 e 300 nm.    

 

II – 3.15. Cromatografia de camada fina (TLC) com nucleotídeo marcado com *PP

32 

A placa de cromatografia de camada fina ou delgada (TLC) utilizada neste experimento 

foi a de polietilenoimina e o eluente utilizado foi uma solução contendo 0,8 M de cloreto de 

lítio e 0,8 M de ácido acético. As imagens foram obtidas em instrumento “phosphoimager”, 
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no laboratório da Profa. Carla Columbano de Oliveira, em colaboração com a Dra. Juliana da 

Silva Luz.  

As amostras reacionais (10 μL volume total) contendo 50 μM de CuL, 120 μM de 

H2O2, 50 mM tampão fostato (pH 7.4), em presença fósforo marcado (radioativo), α – 32P – 

UTP (1 μCi), foram incubadas a 37 ºC, por 30 min. As concentrações utilizadas e o tempo de 

incubação foram os mesmos utilizados no experimento de clivagem do DNA. 

 

II – 3.16. Gel de Poliacrilamida com oligômeros de RNA ou DNA 

O gel utilizado nestes experimentos foi o de poliacrilamida 8%, desnaturante ou nativo, 

com oligômeros de RNA contendo 21 nucleotídeos ou de DNA, ambos marcados no fósforo 

5’ com γ – 32P – dATP através da enzima kinase. Todas as imagens foram obtidas em 

instrumento “phosphoimager”. 

As amostras reacionais (20 μL volume total), nestes experimentos com oligômeros de 

RNA, em gel nativo, contendo 25 ou 50 μM de CuL, 120 μM de H2O2, 50 mM tampão 

fosfato (pH 7,4) e em presença de oligo de RNA marcado, foram incubadas a 37ºC, por 30 

min. 

 7,4), em presença de oligômeros de DNA marcado,  e também foram 

incub

, em presença de oligo de RNA marcado, também foram 

incubadas a 37ºC, por 30 min. 

 

’-monofosfato, citidina 5’-monofosfato, adenosina 

5’-mo

condições experimentais utilizadas no experimento foram: [DNA] = 300 μM; [CuL] = 300 

As amostras reacionais (20 μL volume total), nos experimentos com oligômeros de 

DNA em gel desnaturante, continham 25 ou 50 μM de CuL, 120 μM de H2O2, 50 mM 

tampão fosfato (pH

adas a 37 ºC, por 30 min. 

No experimento com oligômeros de RNA em gel desnaturante, as amostras reacionais 

(20 μL volume total) contendo 25, 50, 100 ou 200 μM de [Cu(isapn)]2+, 120 μM de H2O2, 50 

mM tampão fosfato (pH 7,4)

II – 3.17. Espectros EPR de soluções de complexos de cobre com DNA e suas Bases  

Medidas de EPR foram feitas para verificar se ocorre a interação dos complexos de 

cobre(II) com DNA. Nestes experimentos utilizou-se o DNA Calf-Thymus e os nucleotídeos 

(base+ açúcar + monofosfato): guanosina 5

nofosfato e uridina 5’-monofosfato. 

As proporções DNA e CuL utilizadas nos experimentos foram de 1:1  e 3:1. As 
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μM; tampão fosfato 50 mM e pH = 7,4. Para a proporção de 3:1, foram utilizadas as seguintes 

concentrações: [DNA] = 1,20 mM; [CuL] = 300 μM; tampão fosfato 50 mM e pH = 7,4. 

As proporções de nucleotídeo e CuL utilizadas no experimento também foram de 1:1  e 

1:3. Na proporção de 1:1, foram utilizadas as seguintes concentrações: [Base] = 600 μM; 

[CuL] = 600 μM; tampão fosfato 50 mM e pH = 7,4. Para a proporção de 1:3, foram 

utilizadas as seguintes concentrações: [Base] = 600 μM; [CuL] = 3 mM; tampão fosfato 50 

mM e pH = 7,4. 

Em todos esses experimentos adicionou-se etilenoglicol (na proporção 1:1 v/v), que é 

usado para melhorar o sinal do EPR em amostras aquosas. As misturas reacionais foram 

incubadas por 12 horas, à temperatura ambiente, antes das medidas espectroscópicas. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO   

PARTE I - Síntese, Caracterização e Estudos de Equilíbrio 

I - 4.1. Síntese e Caracterização 

Todos os complexos de cobre em estudo foram preparados com pureza adequada, 

conforme os dados analíticos e espectroscópicos obtidos. 

A análise elementar para o composto [Cu(isaepy)H2O]ClO4 (1) mostrou o percentual 

experimental de 40,82 %C; 3,25 %H e 8,82 %N, enquanto que o percentual calculado para 

carbono, hidrogênio e nitrogênio foi de 41,78 %C; 3,25 %H e 9,70 %N. Este resultado está 

dentro do intervalo de precisão aceitável (≤ 1%).  

A síntese do composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2 (3) foi acompanhada por cromatografia 

em camada delgada CCD (ou TLC = thin layer chromatography), com placas de vidro 

recoberto com sílica gel, usando etanol como eluente; e além disso, um espectro eletrônico foi 

obtido antes da adição do cobre para comprovar a condensação dos precursores, formando o 

ligante. O percentual calculado para carbono, hidrogênio e nitrogênio foi de 17,20 %C; 2,87 

%H e 13,38 %N, enquanto os valores experimentais foram de 18,11 %C; 2,32 %H e 13,38 

%N. 

A síntese do composto [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4) foi efetuada a partir da preparação do 

composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2, seguida da condensação com o oxindol. Após a adição da 

isatina, o pH baixou para 5,5, sendo portanto uma boa indicação que a imina estava se 

formando devido à liberação de íons H+ durante a formação da ligação C=N entre o grupo 

carbonílico do oxindol e o grupo amina ainda livre do ligante já coordenado ao cobre.   O 

percentual calculado para carbono, hidrogênio e nitrogênio foi de 31,70 %C; 2,45 %H e 13,20 

%N. E o percentual experimental foi de 31,73 %C; 2,54 %H e 12,75 %N. Os resultados 

obtidos para o produto marrom alaranjado obtido com a mesma síntese, porém utilizando o 

etanol como solvente, também foram coerentes com os valores esperados. 

A análise elementar para o composto [Cu(pyrpn)] (5) mostrou os percentuais 

experimentais de 53,83 %C; 5,02 %H e 18,21 %N, enquanto que os respectivos valores 

calculados para carbono, hidrogênio e nitrogênio foram de 53,89 %C; 4,87 %H e 19,34 %N, 

considerando a fórmula mínima C13H14N4Cu.  

A análise elementar para o composto [Cu(isaepy)2](ClO4)2 (2) mostrou os percentuais 

experimentais de 45,73 %C; 3,48 %H e 10,21 %N, enquanto que os respectivos valores 

calculados para carbono, hidrogênio e nitrogênio foram de 44,98 %C; 3,76 %H e 10,45 %N, 
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considerando a fórmula mínima C30H26N6O2Cu(ClO4)2. O percentual calculado para 

carbono, hidrogênio e nitrogênio do composto [Cu(isapn)](ClO4)2 foi de 38,55 %C; 2,63 %H 

e 9,52 %N. E o percentual experimental foi de 38,37 %C; 2,75 %H e 9,42 %N, considerando 

a fórmula mínima C19H16N4O2Cu(ClO4)2.    

Nos espectros UV/Vis de complexos metálicos, as principais bandas de absorção 

registradas são atribuídas basicamente a três tipos de transições eletrônicas [139]. As 

absorções na região do ultravioleta, de alta energia, estão relacionadas com as transições 

internas dos ligantes, IL (n → π e π → π*), onde n é o orbital não ligante, π é o orbital ligante 

e π* é orbital anti-ligante. As bandas que aparecem na região do ultravioleta próximo/visível 

estão relacionadas às transições de transferência de carga, TC. Em uma transição, um elétron 

é movido entre orbitais que são predominantemente dos ligantes e orbitais que são 

predominantemente do metal. A transição é classificada como transição de transferência de 

carga do ligante para o metal, TCLM (π → dπ) ou como transferência de carga do metal para 

o ligante, TCML (dπ → π*). Este tipo de transição é normalmente mais comumente 

observado em complexos com ligantes que possuem orbitais π* semipreenchidos, 

especialmente ligantes aromáticos. O outro tipo de transição observada na região do visível é 

a transições d-d, de menor intensidade (ε ≈ 10 a 102 mol-1 L cm-1), característica de metais 

com camada d não totalmente preenchida. 

Para os ligantes orgânicos do tipo bases de Schiff, as transições IL π → π*, referentes 

aos grupos cromóforos C=N, C=C, são registradas na literatura [140] na região entre 196 – 

313 nm, com coeficiente de absortividade molar (ε) maior que 104 M-1cm-1, indicando 

transições completamente permitidas pelas regras de seleção (Laporte e spin). Nos complexos, 

estas bandas podem sofrer deslocamentos devido à presença do íon metálico, indicando o 

grupo coordenante. 

As bandas referentes às transições TCLM (π → dπ) aparecem na região de 320 – 450 

nm, com ε característicos em torno de 103 M-1cm-1. Estas bandas também são permitidas pelas 

regras de seleção e se caracterizam por intensas absorções na região do visível e UV próximo 

[139]. A  

Figura 10 refere-se aos espectros eletrônicos obtidos para os compostos de cobre 

sintetizados e os dados respectivos de λ  e ε estão na max Tabela 1.  
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Figura 10. Espectros eletrônicos no UV/Vis dos complexos. A) [Cu(isaepy)H2O]ClO4 (1), 

em DMSO:H2O (1:9); B) [Cu(enim)H2O](ClO4)2 (3) em solução aquosa; C) região do visível 

para o composto (3); D) [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4) em solução aquosa; E) região do visível 

para o composto (4); F) [Cu(pyrpn)2] (5) em etanol; G) região do visível para o composto.  

 

Como esperado, para todos os complexos as bandas de IL (internas do ligante) 

apareceram na região do UV distante, de 200 a ~ 300 nm e as transições TCLM apareceram a 

partir de 300 nm.   

 

Tabela 1. Caracterização das bandas observadas (λmáx) e respectivos valores de absortividade 

molar (ε) dos complexos. 

λ máx 

(nm) 
ε (mol-1L cm-1) Transição 

242 1,64 x 104
   IL (π → π*) 

247 (om) 1,47 x 104
 IL (π → π*) 

260 (om) 9,67 x 103
 IL (π → π*) 

[Cu(isaepy)H2O]ClO4 

(1) 

301 4,83 x 103
 TCLM (π → dπ)   

om = ombro  

λ máx (nm) ε (mol-1L cm-1) Transição 

264 1,07 x 104
 IL (π → π*) 

344 (om) 1,15 x 102
 TCLM (π → dπ)   

[Cu(enim)H2O](ClO4)2  

(3)  

 
639 61,1 d - d 

om = ombro  
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λ máx (nm) ε (mol-1L cm-1) Transição 

238 2,01 x 104
 IL (π → π*) 

268 1,93 x 104
 IL (π → π*) 

347 1,11 x 104
 TCLM (π → dπ)  

[Cu(isaenim)](ClO4)2 

(4) 

 

545 (om) 101 d – d 
om = ombro  

 

λ máx (nm) ε (mol-1L cm-1) Transição 

203 1,63 x 104
 IL (π → π*) 

237  1,07 x 104
 IL (π → π*) 

286  8,76 x 103
 IL (π → π*) 

354 1,20 x 104
 IL (π → dπ)   

[Cu(pyrpn)2]  

(5) 

568 (om) 86,7 d - d 
om = ombro  

 

Também foram obtidos os espectros dos reagentes utilizados na preparação dos 

compostos. Os espectros eletrônicos destes reagentes foram obtidos em água. A Figura 11 

mostra os espectros comparando os valores de ε (mol-1L cm-1) dos compostos obtidos com os 

dos reagentes utilizados na síntese. 
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Figura 11.  Espectros eletrônicos no UV/Vis dos reagentes, comparando-se os valores de ε 

(mol-1L cm-1) dos compostos obtidos com os dos reagentes utilizados na síntese. A) (2-

aminoetil) piridina, isatina, composto (1); B) isatina, composto (3), composto (4); C) isatina, 

composto (3), composto (4) na região do visível. 
 

A Tabela 2 mostra os valores obtidos para a isatina e para o 2–(2-aminoetil)piridina.  

 

Tabela 2. Caracterização das bandas observadas (λmax) e valores de absortividade molar (ε) 

dos reagentes.  

λ max (nm) ε (mol-1L cm-1) Transição 

208 1,45 x 104
 π → π* 

242 2,19 x 104
 π → π* 

302 3,44 x 103
 π → π* 

Isatina 

421 604,2 n → π* 

λ max (nm) ε (mol-1L cm-1) Transição 

200 1,74 x 104
 π → π* 

2-(2-aminoetil)  

piridina 

 260 5,33 x 103
 π → π* 

 

O espectro UV/Vis do composto (1) apresentou bandas em 242 e 301 nm e ombros em 

247 e 260 nm, e a banda d-d não foi observada. O complexo (1) apresentou as mesmas bandas 

dos reagentes, que praticamente não sofreram nenhum deslocamento; portanto, estas são 

bandas intraligantes. O ε calculado para o composto, correspondente à banda em 242 nm, foi 

menor quando comparado com o da isatina. Os valores de ε referentes a outras bandas foram 

maiores no complexo, quando comparados a aqueles com os reagentes.  



 57

O espectro eletrônico do ligante enim, obtido antes da adição do cobre durante a síntese 

do composto (3), apresentou uma única banda em λmax = 262 nm (Figura 12). Esta banda 

também foi observada para o composto de cobre do respectivo ligante composto (3).  
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Figura 12. Espectros eletrônicos no UV/Vis dos reagentes, comparando-se os valores de ε 

(mol-1L cm-1) dos compostos obtidos com os dos reagentes utilizados na síntese. 

parados com 

aos valores dos reagentes utilizados e com o ligante enim. A banda em 262 nm, encontrada 

para 

os no 

comp

os [141]. Os espectros obtidos podem 

ser ob

 

As bandas e os valores de ε encontrados para o complexo (3) foram com

o ligante enim, também foi observada no composto (3), porém foi deslocada para 268 

nm. Houve deslocamento da banda em 264 nm do composto (3) para um comprimento de 

onda maior, 268 nm. O composto (4) apresentou uma banda em 238 nm, referente à banda da 

isatina em 242 nm (π → π*), que foi deslocada para um comprimento de onda menor, 

indicando coordenação ao metal, e também uma banda em 268 nm, referente à banda do 

composto (3). Isto indica que o composto apresenta tanto a isatina como o ligante enim. 

 Além disso, os espectros eletrônicos dos complexos (3) e (4) apresentaram novas 

bandas em 344 e 347 nm, respectivamente, que indicam a presença de metais coordenad

osto. As bandas 545 e 639 nm, de elevado comprimento de onda e de baixa 

absortividade molar, correspondem a transições d – d.   

As freqüências das vibrações obtidas através de espectros no infravermelho permitiram 

caracterizar os grupos presentes nos compostos estudad

servados na Figura 13, de A a D, respectivamente para os compostos (1), (3), (4) e (5).   
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Figura 13. Espectros na região do infravermelho. A) [Cu(isaepy)H2O]ClO4; B) 

[Cu(enim)H2O](ClO4)2; C) [Cu(isaenim)](ClO4)2; D) [Cu(pyrpn)]. 

f ao metal 

[142]. 

 

Através do espectro de infravermelho do composto [Cu(isaepy)H2O]ClO4 (1), podem-

se observar bandas em 1694 cm-1 do grupo enol coordenado ao cobre, em 1460 cm-1 

indicando a presença de grupamentos C=N e C=C do anel da piridina e, em 1120 cm-1, 

relacionada ao estiramento do ânion perclorato não coordenado (Figura 13a). A banda em 

1614 cm-1 refere-se ao estiramento C=N, indicando a coordenação da Base de Schif
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O espectro de infravermelho do composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2 (3) apresentou a 

banda em 1440 cm-1 indicando a presença de C=N e C=C do anel do imidazol, e as bandas em 

1637 e 1570 cm-1 correspondem ao estiramento C=N da base de Schiff e ao estiramento N-H 

da etilenodiamina, respectivamente (Figura 13b).  

O espectro de infravermelho obtido para o composto [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4) 

corresponde ao espectro do composto (3) com mais algumas bandas da isatina (Figura 13c). A 

banda em 1608 cm-1 está mais intensa, pois provavelmente está superposta com as bandas do 

estiramento C=N da base de Schiff e C=O da amida que aparecem na mesma região (≅ 1640 

cm-1). Algumas das bandas do ligante estão deslocadas, pois os máximos de absorção 

diminuem de 4 a 15 cm-1 quando coordenado ao cobre [142]. 

No espectro infravermelho do composto (5), pode-se observar uma banda intensa em 

1596 cm-1 que é referente à formação da imina (estiramento C=N). A banda em 1140 – 1060 

cm-1 relacionada ao estiramento do ânion perclorato não foi observada, indicando que este 

complexo não possui contra-íon. A carga positiva do íon cobre(II) está sendo compensada 

pela saída dos hidrogênios ligados ao nitrogênio do anel pirrólico, conforme reação abaixo: 

H

2
N

C
O

H
+

H2N NH2

MeOH/ 4h/ 60ºC 

Cu(ClO4)2  2h 

 

N

HC

N

N

CH
N

Cu

[Cu(pyrpn)2]
           5

 

   

A Ressonância Paramagnética Eletrônica (EPR) é uma técnica poderosa para estudar 

complexos com elétrons desemparelhados. Há várias técnicas de EPR, cada uma com 

vantagens distintas. A mais popular, devido à sua viabilidade, é a espectroscopia EPR de onda 

contínua, onde a radiação de microondas (GHz) é aplicada à amostra continuamente [143]. O 

EPR baseia-se no fato de que um spin eletrônico pode adotar duas orientações ao longo da 

direção definida por um campo magnético aplicado β. A diferença de energia entre os estados 

ms = + 1/2 e -1/2 é: 

                           ΔE = g μ β       

onde o valor de g, chamada constante giromagnética, depende da identidade da partícula 

e μ é o momento magnético [139]. Para o elétron livre, ge é 2,0023. O fator g em um 
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complexo difere de ge por uma quantidade que depende da habilidade do campo aplicado de 

induzir campos magnéticos locais no complexo. Se g > ge, o campo local é maior do que o 

aplicado; se g < ge, o campo local é menor. O sinal e a magnitude dos campos locais 

induzidos dependem da separação dos níveis de energia do complexo. Quanto mais próximos 

eles estão, mais fácil é para o campo aplicado induzir a circulação dos elétrons e 

conseqüentemente produzir um campo magnético local. O valor de g indica a simetria do 

ambiente ligante e dá uma indicação da disponibilidade quanto aos níveis de energia do 

complexo. As linhas observadas em um espectro de EPR podem ser desdobradas pela 

interação do spin eletrônico com o spin nuclear de átomos vizinhos que apresentem momento 

magnético. Em íons metálicos paramagnéticos, o desdobramento dominante vem do próprio 

íon metálico chamado estrutura hiperfina (A). O espectro apresenta-se usualmente com muitas 

linhas, porque os valores de g e as constantes hiperfinas são anisotrópicas, isto é, possuem 

valores diferentes dependendo do eixo de simetria. Por exemplo, para o íon cobre com 

momento nuclear l = 3/2 o sinal hiperfino será desdobrado em n = 2l + 1 = 4 linhas. A 

absorção de energia gera um espectro que normalmente é registrado na forma de 1ª derivada. 

A anisotropia espectral é muito importante na interpretação dos espectros de íons dos 

metais de transição e usualmente é especificada por três valores de g e de A: Azz, Axx e Ayy, 

gzz, gxx e gyy. Em alguns casos o sistema molecular apresenta simetria axial e os valores são 

designados: A// = Azz e A⊥ = Axx = Ayy, e analogamente, g// = gzz e g⊥ = gxx = gyy.    

Deste modo, a interpretação dos espectros de EPR permite obter informações sobre a 

configuração eletrônica de íons metálicos paramagnéticos, seu estado de oxidação e suas 

características estruturais, como por exemplo, distorções ao redor do íon [144]. 

Primeiramente foram obtidos espectros de EPR dos complexos preparados no estado 

sólido (Figura 14).  
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Figura 14. Espectros de EPR dos complexos no estado sólido, a 77K. A) 

[Cu(isaepy)H2O]ClO4; B) [Cu(enim)H2O](ClO4)2; C) [Cu(isaenim)](ClO4)2; D) 

[Cu(pyrpn)]. Todos os espectros foram registrados com ganho de 3,56 x 103, amplitude de 

modulação de 15G, constante de tempo de 20,48 s e 1 varredura. 

 

Os valores correspondentes dos parâmetros g⊥ e g// de cada um dos complexos são 

apresentados na Tabela 3. 

. 

 

Tabela 3. Valores dos parâmetros de g⊥ e g// dos compostos sintetizados,  

no estado sólido, a 77K. 

Composto g⊥ g//

1 2,072 2,155 

3 2,055 2,186 

4 2,097 (giso) - 

5 2,103 (giso) - 

 

Como os espectros foram obtidos com amostras de um pó cristalino e não de um 

monocristal, o espectro apresenta todas as direções superpostas e com linhas mais largas e 

distorcidas, mas observou-se que os compostos (1) e (3) apresentaram simetria axial, ou seja, 
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o ambiente ao redor do íon cobre no eixo z é diferente do ambiente no eixo xy, que são iguais, 

e o parâmetro g// tem maior valor do que o g⊥. Já os compostos (4) e (5) apresentaram um 

único valor de g no estado sólido, um g isotrópico, que é o mesmo em todas as direções, não 

permitindo a visualização da estrutura hiperfina.    

Os espectros de EPR dos compostos estudados também foram obtidos em soluções 

congeladas. Esses espectros são apresentados na Figura 15.  
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Figura 15. Espectros de EPR dos complexos em solução, a 77K. A) [Cu(H2O)4]2+ em etanol; 

B) [Cu(isaepy)H2O]ClO4 em etanol; C) [Cu(enim)H2O](ClO4)2 em metanol ; D) 

[Cu(isaenim)](ClO4)2 em MeOH:H2O (1:1); E) [Cu(pyrpn)] em etanol. Todos os espectros 

foram registrados ganho de 3,56 x 102, amplitude de modulação de 15G, constante de tempo 

de 20,48 s e 2 varreduras. 
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A Tabela 4 apresenta os parâmetros correspondentes, medidos nos espectros de EPR 

obtido

abela 4. Valores do parâmetro g e das constantes hiperfinas (A) dos compostos sintetizados, 

g// A// (x 10-4 cm-1) g// / A// (cm) 

s de soluções dos compostos sintetizados e do perclorato de cobre(II), usado como 

controle. 

 

T

em solução congelada a 77K. 

Composto g⊥ 

1 2  2  ,075 ,309 154 150 

3 2,069 2,243 188 119 

2,415 139 174 
4 2,075 

2,202 202 109 

5 2,058 2,215 201 110 

[Cu(H )4]2+
 2O 2,090 2,422 133 182 

  

O spin nuclear do cobre é 3/2, e então se observa um espectro EPR característico de 

íons 

) tem sido usada para caracterizar complexos miméticos 

de div

sentou um valor 

interm

omo 119 cm, sugerindo que a geometria 

ao red

 apresentou dois valores de A// referentes a dois 

conjuntos de quatro linhas de diferentes intensidades. Isto indica que o cobre está ligado a 

cobre, com 4 linhas na região de g//, além da linha mais larga correspondente a g⊥. 

Todos os compostos de cobre apresentaram simetria axial em solução, ou seja, o ambiente ao 

redor do íon cobre no eixo z é diferente do ambiente nos eixos x e y, que são iguais, e o 

parâmetro g// tem maior valor do que o g⊥.   

A relação empírica g// / A// (cm

ersas proteínas de cobre, entre elas a proteína SOD (superóxido dismutase), e fornece 

um indicativo da extensão da distorção tetraédrica num ambiente tetragonal ao redor do metal  

Se esta razão estiver na faixa de 105 – 135 cm, a geometria observada ao redor do íon será 

provavelmente mais corretamente descrita como quadrado planar, e se esta relação for > 250 

cm, a geometria será mais tetraédrica [145]. Portanto, quanto maior o valor desta relação, 

maior a extensão da distorção tetraédrica na esfera de coordenação do metal. 

De acordo com os dados obtidos, observa-se que o composto (1) apre

ediário (150 cm), indicando uma espécie com configuração intermediária entre 

quadrado planar e tetraédrica ao redor do cobre(II).  

O composto (3) apresenta as relações g// / A// c

or do íon metálico é quadrado planar. 

O composto [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4)
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dois s

iliza o movimento de íons em campos 

elétricos e magnéticos para classificá-los de acordo com sua relação massa-carga (m/z). Desta 

forma

orgânicos voláteis e termoestáveis. A volatilidade limitada e a alta 

termo

distintas de investigação e desenvolvimento. A 

prime

ítios diferentes, e provavelmente correspondem a uma mistura de duas espécies. Uma 

das estruturas do composto (4) apresentou valor g// / A// de 109 cm (quadrado planar), 

entretanto a outra estrutura apresentou um valor maior (174 cm), indicando geometria com 

distorções significativas ao redor do íon cobre, possibilitando geometria mais tetraédrica, 

como no perclorato de cobre(II). O composto (4) pode apresentar as formas ceto e enólica, já 

que o grupo isatina coordenado também apresenta o equilíbrio ceto ↔ enólico. 

O composto (5) parece também possuir uma estrutura mais tetragonal ou quadrado 

planar, pois o valor g// / A// encontrado foi de 110 cm. 

 

A Espectrometria de Massa (EM ou MS) ut

, esta técnica é aplicada principalmente à identificação e quantificação dos compostos, 

elucidação estrutural e obtenção de informações relativas às propriedades químicas das 

moléculas. 

Até o início da década de 80, a Espectrometria de Massa era aplicada somente a 

compostos 

estabilidade de compostos de origem biológica, complexos de coordenação e 

organometálicos eram propriedades incompatíveis com os métodos de ionização até então 

disponíveis. O desenvolvimento de técnicas de ionização como FAB (Fast Atom 

Bombardmen) e PD (Plasma Dessorption) permitiram que compostos metálicos, por 

exemplo, pudessem ser vaporizados e ionizados. No entanto, o desenvolvimento de técnicas 

como MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization), introduzida por Karas e 

Hillenkamp [146] e ESI (Electron Spray Ionization) permitiram um grande avanço em EM e 

sua aplicação a uma gama maior de amostras. 

Uma das técnicas de ionização, em maior expansão, é por electrospray (ou 

eletronebulização) que passou por duas fases 

ira ocorreu antes de 1970 e centrou-se mais nos aspectos fundamentais do processo de 

produção de carga, devendo-se salientar o trabalho realizado por Dole et al. [147].  A segunda 

fase deu-se a partir de 1970, com destaque para o trabalho desenvolvido em 1984 por 

Yamashita e Fenn [148], considerado pioneiro da espectrometria de massa de ionização por 

electrospray. A partir deste trabalho, a técnica sofreu um incremento notório com o 

desenvolvimento e construção de fontes iônicas comercializáveis, baseadas no princípio de 

carregar gotas eletricamente. 
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Há essencialmente três características que fazem com que esta seja considerada uma 

técnica distinta das outras técnicas de ionização. A primeira destas características é a 

capac

ara análise de compostos de elevada massa molecular de todos os 

tipos,

se à pressão atmosférica, seguida de condições 

que p

ebulização da solução é em alguns casos facilitada pela 

ajuda

racterização dos compostos preparados, já que 

idade para produzir íons multiplamente carregados, com número de cargas elevado, 

reduzindo assim a razão m/z, de tal modo que seja possível analisar compostos de elevada 

massa molecular, até centenas de kDa, em praticamente todo o tipo de analisadores. Uma 

segunda característica é que as amostras a analisar devem ser introduzidas em solução, o que 

faz com que seja possível seu acoplamento com muitas técnicas de separação. Por último e 

não menos importante, é o fato de ser o electrospray uma técnica de ionização suave, 

permitindo que as interações não covalentes entre moléculas que existem em solução sejam 

preservadas na fase gasosa. 

O desenvolvimento da espectrometria de massa de ionização por electrospray permitiu 

assim novas possibilidades p

 incluindo proteínas, nucleotídeos, polímeros sintéticos, compostos organometálicos e de 

coordenação [149], sendo por isso uma técnica muito usada em investigação biológica, 

bioquímica, farmacêutica, médica e química. 

A produção de íons por ionização electrospray requer essencialmente dois passos: 

dispersão de gotas altamente carregadas qua

ermitam a evaporação da gota. 

As soluções são primeiramente pulverizadas eletrostaticamente, com formação de gotas 

pequenas e altamente carregadas. A n

 de um gás nebulizador. Posteriormente, as moléculas de analito devem de alguma forma 

ser separadas do solvente, na forma de íons. Este passo de formação de íons, como em muitas 

das técnicas de ionização consideradas suaves, é provavelmente o menos compreendido no 

processo global do electrospray. Alguns mecanismos têm sido propostos para a dessorção de 

íons a partir de gotas carregadas sendo que o modelo de resíduo de carga de Dole [147], 

aplicado a macromoléculas, foi talvez o primeiro a servir de base para a atual técnica de 

electrospray. Neste modelo é considerado que à medida que o solvente se evapora, a 

densidade de carga à superfície aumentará até que as forças repulsivas de Coulomb entre as 

cargas superficiais excedam a tensão superficial, levando à divisão da gota inicial. Se este 

processo de divisão continuar e se a solução original for suficientemente diluída será 

alcançado um estado no qual cada gota conterá uma única molécula que reterá parte da carga 

inicial, ou seja, serão formados macro-íons. 

Portanto, utilizou-se a técnica de ionização electrospray (ESI), operando em modo 

positivo, como ferramenta de análise e ca
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algum

563,1 [MM = 566,11 em 

CH3C

as técnicas não puderam ser usadas, como a cristalografia de raios-X, pois não 

obtivemos monocristais apropriados, e a RMN, pois compostos com átomos paramagnéticos 

como Cu(II) distorcem o campo magnético aplicado, gerando espectros com sinais largos ou 

sobrepostos e com as constantes de acoplamento não resolvidas. 

O espectro de massa do complexo [Cu(isaepy)2](ClO4)2 (2) já tinha sido obtido 

anteriormente [42]. Os valores de m/z encontrados foram: 

N/H2O, correspondente ao fragmento monocátion C30H24N6O2Cu]; 565,1 [modelo 

isotópico (Cu63/65) monocátion]; 312,0 [forma enólica, fragmento C15H12N3OCu (composto 

(2)); 314,1 [modelo isotópico (Cu63/65) monocátion]. 

A Figura 16 mostra o espectro de massa do composto (1), registrado em uma solução de 

metanol:água (1:1, v:v).  

 

314.1

565.1

627.1 656.0680.1

+MS, 0.2-0.5min #(13-32)

0

2

4

6

6x10
Intens.

 100 200 300 400 500 600 700 m/z

562.1
563.2

564.1

565.1

566.1
567.1

568.1

+MS, 0.2-0.5min #(13-32)

0

1

2

3

4

5

6x10
Intens.

555.0 557.5 560.0 562.5 565.0 567.5 570.0 572.5 575.0 m/z  
Figura 16. Espectro de massas do composto [Cu(isaepy)H2O]ClO4 (1) em solução de 

metanol:água (1:1, v:v).  

z encontrados foram: 314,1 [MM = 431,29 em CH3OH/H2O, 

correspondente ao fragmento C15H12N3OCu]; 564,1 [forma ceto, fragmento C30H24N6O2Cu 

(comp

 

Os valores de m/

osto (1), MM = 566,11]; 566,2 [modelo isotópico (Cu63/65) monocation].  
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Portanto, as espécies correspondentes à forma ceto do composto (2) e à forma enólica 

do composto (1) estão presentes em solução aquosa, embora em diferentes proporções, como 

observado pelos dados de ESI-MS (Figura 17).   

 

 
Figura 17. Equilíbrio ceto-enólico do composto [Cu(isaepy)H2O]ClO4. 

 

Além disso, os dados de MS(ESI+) mostram que os compostos (1) e (2) podem coexistir 

em solução aquosa, de acordo com o equilíbrio ceto-enólico da Figura 18, apesar de terem 

sido isolados na forma ceto (complexo (1)) ou na forma enólica (complexo (2)), dependendo 

do pH durante suas sínteses. Ambos complexos apresentaram os mesmos fragmentos 

monocátion, correspondendo à forma enólica do CuL (m/z = 314,1) e  à forma ceto do CuL2 

(m/z = 564,1), formado nas condições usadas nas medidas do MS(ESI+). 

 

 

 
Figura 18. Equilíbrio da forma enólica do composto (1) e da forma ceto do composto 

(2) presentes em solução aquosa. 
  

Os valores de m/z encontrados para o composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2 (3)  foram: 

338,05 [MM = 418,63 em CH3OH/H2O, correspondente ao fragmento (C6H10N4)2Cu]; 

340,02 [modelo isotópico (Cu63/65)]; 260,03 [fragmento monocátion C6H10N4Cu(C2H8N2)]; 

262,03 [modelo isotópico (Cu63/65)]; 278,03 [fragmento monocátion C6H12N4OCu(C2H8N2)]; 

280,03 [modelo isotópico (Cu63/65)] (Figura 19).  
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Figura 19. Espectro de massas do composto [Cu(enim)H2O](ClO4)2 (3)  em solução de 

metanol:água (1:9, v:v). 

 

Os valores de m/z encontrados para o composto [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4) foram: 

347,75 [MM = 529,74 em CH3OH/H2O, correspondente ao fragmento C14H13N5O2Cu]; 

349,04 [modelo isotópico (Cu63/65)]; 259,01 [fragmento monocation C6H10N4Cu(C2H8N2)]; 

261,0 [modelo isotópico (Cu63/65)] (Figura 20). Alguns fragmentos observados foram os 

mesmos para o composto (3). 
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Figura 20. Espectro de massas do composto [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4) em solução de 

metanol:água (1:9, v:v).  

  

Os principais valores de m/z encontrados para o composto [Cu(pyrpn)] (5) foram: 290,1 

[MM = 289,82 em CH3OH/H2O, correspondente ao fragmento C13H14N4Cu]; 292,1 [modelo 

isotópico (Cu63/65)] (Figura 21). Os dados de MS(ESI+) são consistentes com a fórmula 

proposta para o composto. 
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Figura 21. Espectro de massas do composto [Cu(pyrpn)] (5) em solução de metanol:água 

(1:1, v:v).  
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I - 4.2. Estudo do Equilíbrio ceto-enólico do Composto [Cu(isaenim)](ClO4)2  

Durante o estudo de equilíbrio do composto (4), [Cu(isaenim)](ClO4)2, por EPR e 

UV/Vis, notou-se que os espectros dele variavam com mudanças de pH, e que em algumas 

faixas de valores, estas mudanças eram bastante pronunciadas. Deste modo, procedeu-se a um 

estudo detalhado desses equilíbrios através das duas técnicas espectroscópicas. 

 

I - 4.2.1. Estudos de Equilíbrio através de Espectroscopia EPR  

O equilíbrio ceto-enólico foi inicialmente estudado por EPR. O pH da solução inicial 

medido foi de 4,20. Como as soluções analisadas por EPR precisam ser mais concentradas, 

foi possível observar que em pH ácido a solução é amarela e em meio alcalino, a cor da 

solução torna-se um verde escuro. Além disso, observou-se que em pH muito alto, a partir de 

9,7, a solução começou a ficar turva e no pH 11,0  houve formação de precipitado. A Tabela 5 

e a Tabela 6 mostram os respectivos parâmetros obtidos após adição de HCl ou NaOH, à uma 

solução do complexo (4).  

 

Tabela 5. Parâmetros observados após adição de HCl 0,1 mol/L a uma solução de 

[Cu(isaenim)](ClO4)2. 

pH G⊥ g// A// (x10-4 cm-1) g// / A// (cm) 

2,437 139 174 
4,20 2,084 

2,203 202 109 

2,436 139 174 
3,80 2,084 

2,205 202 109 

2,437 139 174 
3,40 2,084 

2,205 202 109 

2,436 139 174 
2,50 2,086 

2,205 202 109 

 

Portanto, não houve mudanças significativas nos parâmetros observados com adição de 

ácido.  
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Tabela 6. Parâmetros observados após adição de NaOH 0,1 mol/L a uma solução de 

[Cu(isaenim)](ClO4)2 

pH g⊥ g// A// (10-4 cm-1) g// / A// (cm) 

2,437 139 174 
5,60 2,081 

2,204 202 109 

2,437 139 174 
6,20 2,068 

2,202 202 109 

7,20 2,097 2,202 202 109 

8,10 2,099 2,202 202 109 

9,70 2,102 2,202 202 109 

11,0 2,101 2,202 202 109 

  

Através do EPR foi possível observar que em meio ácido os dois compostos estavam 

presentes na solução. Mas a partir do pH 7,20 somente um dos compostos permaneceu, 

indicando que o equilíbrio foi praticamente todo deslocado para esta espécie. Como já foi 

descrito anteriormente, o composto na forma enólica apresenta uma geometria quadrada 

planar. A Figura 22 mostra o equilíbrio ceto-enólico do composto (4). Assim, os parâmetros 

g// e A// com valores 2,437 e 139, respectivamente, correspondem à espécie ceto, enquanto os 

parâmetros com valores 2,202 e 202 são relativos à espécie enólica. 
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Figura 22. Equilíbrio ceto-enólico do composto [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4). 

 

I - 4.2.2. Estudos de Equilíbrio através de Espectroscopia UV/Vis 

A existência das formas ceto e enólica em solução foi também verificada através do 

espectro eletrônico, através da variação dos valores de pH da solução. A partir dos resultados 

deste estudo, também foi possível determinar o pKa do composto (4). 
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A determinação do pKa foi realizada através da equação: 

                     pH = pKa  +  log [X-]/[HX]                                (1) 

onde [X-] é a concentração da espécie não protonada e [HX] é a concentração da espécie 

protonada.  

Reescrevendo a equação 1 em termos de absorbância, temos: 

                            pH =  pKa +  log ((A – Af)/(A0 – A))          (2) 

onde A é a absorbância da solução contendo uma certa concentração total de espécies 

protonada e não protonada, Af é a absorbância da espécie protonada na mesma concentração e 

A0 é a absorbância da espécie não protonada na mesma concentração. 

O pKa  pode ser então determinado graficamente, que é o valor onde a reta intercepta no 

eixo x do gráfico pH versus log ((A – Af)/(A0 – A)). A reta deve apresentar coeficiente linear 

próximo de 1 [129].     

O pH inicial da solução foi de 6,28. Adicionando-se HCl 0,1 M, o espectro apresentou 

as mesmas bandas até o pH de 3,14. No entanto, a partir deste valor a absorbância das bandas 

em 268 e 238 nm aumentou e a banda em 347 nm começou a diminuir e praticamente 

desapareceu no pH = 1,59 (Figura 23).  
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Figura 23. Espectros eletrônicos no UV/Vis do complexo [Cu(isaenim)]2+ 0,15 mM, em 

solução aquosa, com variação de pH após adição de ácido. 

Com a adição de base, a banda em 238 nm ficou inalterada até o pH de 9,31. No 

entanto, a intensidade da banda em 268 nm diminuiu e a banda em 347 nm deslocou-se para 

386 nm e tornou-se mais intensa até pH de 11,34. Portanto, houve um deslocamento das 

bandas para uma região de menor energia (Figura 24).    
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Figura 24. Espectros eletrônicos no UV/Vis do complexo [Cu(isaenim)]2+ 0,15 mM, em 

solução aquosa, com variação de pH após adição de base. 

 

 

Traçando-se a curva de pH versus log ((A – Af)/(A0 – A)), em λ = 386 nm, do pH 1,59 

até 11,34, foi obtido um gráfico mostrado na Figura 25. 
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Figura 25. Curva do pH versus log ((A – Af)/(A0 – A)), em λ = 386 nm, do pH 1,59 até 

11,34, para o complexo (4). 
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No entanto, percebeu-se que o gráfico obtido não foi uma reta com coeficiente linear 

igual ou próximo a 1 e que durante a adição de ácido e base ocorreram dois eventos 

diferentes, com modificações em bandas de comprimento de onda diferentes, e que portanto o 

composto estudado poderia apresentar dois valores de pKa distintos. Assim, traçou-se a curva 

primeiramente no meio ácido a partir das absorbâncias em 347 nm (Figura 26) e 

posteriormente, do pH 6,10 até 11,34 em 386 nm (Figura 27). Os gráficos foram ajustados 

através do programa Origin 6.0 usando a equação 2. Neste ajuste, os parâmetros Af e o 

coeficiente linear = 1 foram mantidos constantes e o parâmetro A0 foi ajustado 

sucessivamente a partir do valor experimental inicial até que a equação 2 satisfizesse os 

pontos experimentais.   
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Figura 26. Gráfico do pH versus log ((A – Af)/(A0 – A)), em λ = 347 nm, para a 

determinação do pKa1 do complexo (4). 
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Figura 27. Gráfico do pH versus log ((A – Af)/(A0 – A)), em λ = 386 nm, para a 

determinação do pKa2 do complexo (4). 
 

Os dados a 386 nm, que corresponde a uma banda presente no espectro da forma 

enólica, foram mais confiáveis. 

Continuando com a adição de base, a partir do pH de 11,56, a absorbância da banda em 

238 nm começou a aumentar. A banda em 268 nm foi deslocada para 277 nm e tornou-se 

mais intensa. A banda em 386 nm começou a diminuir até pH de 13,82 (Figura 28). O gráfico 

obtido do pH versus log ((A – Af)/(A0 – A)) com os valores de absorbância medidos em 386 

nm é mostrado na Figura 29. Não foi necessário fazer o ajuste iterativo deste gráfico, isto é, a 

reta proposta de ajustou adequadamente aos pontos experimentais. 
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Figura 28. Espectros eletrônicos no UV/Vis do complexo [Cu(isaenim)]2+ 0,15 mM, em 

solução aquosa, com variação de pH após adição de base. 
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Figura 29. Gráfico do pH versus log ((A – Af)/(A0 – A)), em λ = 386 nm, para a 

determinação do pKa3 do complexo (4). 

 

 

A Tabela 7 mostra os valores de pKa determinados para o composto. 
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Tabela 7. Valores de pKa determinados para o composto (4). 

Composto [Cu(isaenim)](ClO4)2  

pKa1 2,09 

pKa2 7,86 

pKa3 12,75 

 

Esses valores de pKa foram calculados a partir da proposição dos seguintes equilíbrios 

(Figura 30): 
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Figura 30. Equilíbrios ácido/base envolvidos no composto (4). 

 

O primeiro equilíbrio refere-se à formação do complexo na forma ceto, a partir do 

ligante protonado e do íon metálico, o segundo é explicado pelo equilíbrio ceto-enólico do 

ligante coordenado, que também foi observado por EPR. A partir do pH = 10 inicia-se a 

formação de um precipitado branco, que se verificou tratar-se de carbonato de sódio, 

Na2CO3. Isso é um indicativo de que está ocorrendo degradação do composto e do anel de 

isatin

u(isaepy)2](ClO4)2, que foram de 8,94 e 7,90, respectivamente 

(Figura 31 e Figura 32).    

a. 

Analogamente, os valores de pKa também foram determinados para os complexos 

[Cu(isaepy)H2O]ClO4 e [C
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Figura 31. A) Espectros eletrônicos no UV/Vis do complexo [Cu(isaepy)H2O]ClO4 0,15 

mM, em solução aquosa, com variação de pH após adição de base. B) Gráfico do pH versus 

log ((A – Af)/(A0 – A)), em λ = 360 nm, para a determinação do pKa do complexo (1). 
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Figura 32. A) Espectros eletrônicos no UV/Vis do complexo [Cu(isaepy)2](ClO4)2 0,15 mM, 

em solução aquosa, com variação de pH após adição de base. B) Gráfico do pH versus log ((A 

– Af)/(A0 – A)), em λ = 301 nm, para a determinação do pKa do complexo (2). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

PARTE II - Implicações em Processos Biológicos 

 

II – 4.1. Espectros EPR com Albumina Humana e Plasma Humano 

Como a albumina é a proteína mais abundante do plasma sanguíneo e os íons de 

cobre(II) interagem facilmente com ela, foi feito um estudo de interação entre os compostos 

sintetizados e a proteína ou plasma. Pretendia-se também comparar se os parâmetros 

observados no plasma correspondiam aos parâmetros obtidos com a albumina humana 

isolada, isto é, se a albumina era a principal proteína, presente no plasma, para interação com 

os complexos de cobre estudados. Além disso, este experimento permitiu verificar se a 

presença dos ligantes ao redor do cobre(II) causava uma modificação na interação do cobre 

com a proteína, pois como comparação foi usado o sal Cu(ClO4)2. 

A concentração da albumina usada foi de 0,6 mM, ou seja, aproximadamente a mesma 

concentração em que é encontrada no plasma sanguíneo. As condições experimentais 

utilizadas foram: [HSA] = 0,60 mM e [CuL] = 600 μM, portanto na proporção 1:1 

metal/proteína. A Figura 33 mostra os espectros de EPR obtidos e a Tabela 8 os parâmetros 

correspondentes medidos.  
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Figura 33. Espectros de EPR da interação entre os complexos e proteínas no plasma, a 77K. 

A) [Cu(H2O)4]2+; B) [Cu(isaepy)H2O]+; C) [Cu(enim)H2O]2+; D) [Cu(isaenim)]2+.   



 84

Tabela 8. Parâmetros medidos nos espectros de EPR da interação entre os complexos e 

proteínas, a 77K. (NO = não observado) 

[Cu(H2O)4]2+
 

 1A// (G) g//  
 

 

2A// (G) g//
3A// (G) g// g⊥

CuL 125 2,421 NO   NO  2,082 
HSA após 1min NO  205 2,170 NO  2,065 

Plasma após 1 min NO  205 2,187 171 2,255 2,065 
Plasma após 15 min NO  205 2,165 171 2,264 2,060 
Plasma após 30 min NO  205 2,173 171 2,249 2,060 

 
 

[Cu(isaepy)H2O]+
 

 1A// (G) 1g//  

2A// (G) 2g// g⊥

CuL 180 2,268 NO   2,061 
HSA após1min 182 2,258 205 2,175 2,055 

Plasma após 1 min 182 2,255 203 2,176 2,055 
Plasma após 15 min 182 2,255 203 2,175 2,055 
Plasma após 30 min 182 2,258 203 2,171 2,055 

 
 

[Cu(enim)H2O]2+
 

 1A// (G) 1g//   
 

 

2A// (G) 2g//
3A// G) 3g// g⊥

CuL 182 2,257 NO   NO   2,075 
HSA após 1min 182 2,257 203 2,166 NO   2,055 

Plasma após 1 min NO   203 2,166 174 2,219 2,055 
Plasma após 15 min NO   203 2,167 174 2,219 2,055 
Plasma após 30 min NO   203 2,166 174 2,219 2,055 

 

[Cu(isaenim)]2+
 

 1A// (G) 1g// g⊥

CuL  196 2,201 2,097 
HSA após 1min 192 2,203 2,054 

Plasma após 1 min 192 2,205 2,054 
Plasma após 15 min 192 2,204 2,055 
Plasma após 30 min 192 2,204 2,055 

  

O primeiro sinal detectado com parâmetro 1A// refere-se à interação do cobre com seus 

respectivos ligantes na presença de tampão fosfato pH = 7,4. De acordo com os dados obtidos 

nesses espectros de EPR, pode-se observar que para alguns compostos dos surge um novo 

sinal com parâmetro 2A// de aproximadamente 206 G quando se adiciona HSA, com 

simultânea modificação do parâmetro g//. Este segundo sinal pode ser atribuído à interação do 

cobre com os sítios da albumina, já que os mesmos parâmetros também foram observados no 
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experimento com [Cu(H2O)4]2+ e HSA. Os valores encontrados estão próximos aos valores da 

literatura de A// = 200 G e g// = 2,18 [150]. Estes parâmetros são típicos de Cu(II)-HSA, onde 

o Cu(II) está ligado aos quatro nitrogênios de resíduos de aminoácidos na região amino 

terminal da proteína em uma geometria aproximadamente quadrado planar [151, 152].  

Além disso, quando o experimento foi realizado em presença do plasma, surgiu um 

novo sinal com 3A// de aproximadamente 171 G e g// = 2,22 - 2,26. Este novo sinal surgiu logo 

após a adição do plasma somente no caso de [Cu(H2O)4]2+ e do composto [Cu(enim)H2O]2+. 

Este terceiro sinal pode indicar que o cobre esteja se ligando em outra proteína do plasma, 

como a ceruloplasmina, ou até mesmo em outro sítio da albumina. 

O composto [Cu(isaepy)H2O]+ apresentou somente o sinal com parâmetro A de 206 G e 

g de 2,055, após adição da HSA ou do plasma, indicando provavelmente interação do cobre 

apenas com a HSA no sítio I. 

No caso do [Cu(isaenim)]2+, praticamente não houve modificação na região de g// do 

espectro EPR, o que indica que não houve mudança drástica na vizinhança do metal, ao se 

adicionar a proteína ou o plasma. Pode ter acontecido de o ligante não ter sido substituído 

neste caso, ou de ter-se formado um complexo misto, com o ligante e um grupo da proteína 

coordenados. 

 

II – 4.2. Interação dos Complexos de Cobre(II) com Proteína através de SDS-

PAGE 

Para verificar se o sinal observado de aproximadamente 174 G e g = 2,22 – 2,26 no EPR 

refere-se à interação dos compostos com outras proteínas do plasma, realizou-se gel de 

proteína unidimensional (Figura 34). Se houver alguma mudança de peso molecular, de outra 

espécie que não a albumina, a interação com uma segunda proteína do plasma pode ser 

confirmada.  
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HSA

Figura 34. SDS-PAGE, com gel separador de poliacrilamida de 12%, dos compostos de 

cobre e plasma, [CuL] = 600 μM, (Cu/HSA 1:1), incubados em banho-maria por 30 minutos, 

a 37,0°C.  

MW: Marcador de massa molecular, Broad Range BioRad. 
Canaleta 1: plasma sanguíneo. 
Canaleta 2: plasma + [Cu(H2O)4]2+. 
Canaleta 3: plasma + [Cu(isaepy)H2O]+. 
Canaleta 4: plasma + [Cu(enim)H2O]2+. 
Canaleta 5: plasma + [Cu(isaenim)]2+. 

 
 

Através do gel de proteínas obtido não foi possível observar nenhuma modificação em 

outras proteínas do plasma, isto é, com diferentes massas molares. Somente foi observada 

uma leve modificação na banda correspondente ao peso molecular da albumina, conforme a 

seta indica no gel acima. Portanto, parece que os complexos de cobre interagem 

preferencialmente com a HSA. Também se percebe na análise deste gel que os compostos 

parecem interagir mais com a proteína (manchas maiores), indicando talvez a presença dos 

respectivos ligantes. 

 

II – 4.3. Interação dos Complexos de cobre (II) com HSA em Função do Tempo 

Como o resultado do SDS-PAGE foi negativo, isto é, indicou que fundamentalmente os 

complexos de cobre estudados interagem preferencialmente com a albumina, resolveu-se 

investigar se o sinal observado no EPR estava relacionado com algum outro sítio da albumina 

e se dependia do tempo de interação dos compostos. As condições experimentais utilizadas 

foram: [HSA] = 600 μM; [CuL] = 600 μM; portanto na proporção 1:1 de metal/proteína. 

Utilizou-se a mesma proporção e temperatura que foi usada anteriormente, porém os espectros 

foram registrados após 20 minutos de incubação. 
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A Figura 35 mostra os espectros de EPR obtidos e a Tabela 9 os respectivos parâmetros 

medidos. 
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Figura 35. Espectros de EPR da interação dos complexos: A) [Cu(H2O)4]2+ e B) 

[Cu(enin)H2O]2+ com a albumina, após 20 min de incubação a 37oC, registrados a 77K.  
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Tabela 9. Parâmetros medidos nos espectros EPR dos complexos [Cu(H2O)4]2+ e 

[Cu(enim)H2O]2+ em presença  da albumina após 20 min de incubação, registrados a 77K. 
 

[Cu(H2O)4]2+
 

 1A// (G) 1g//   

2A// (G) 2g//
3A// (G) 3g// g⊥

CuL 125 2,421 NO   NO  2,082
HSA  após 1min NO  205 2,170 NO  2,065

HSA após 20 min NO  205 2,187 174 2,255 2,060
Plasma após 1 min NO  205 2,165 171 2,264 2,060
Plasma após 20 min NO  205 2,173 171 2,249 2,060

 
 

[Cu(enim)H2O]2+
 

 1A// (G) 1g//   

2A// (G) 2g//
3A// (G) 3g// g⊥

CuL 182 2,257 NO   NO   2,075 
HSA  após 1min 182 2,257 203 2,166 NO   2,055 

HSA após 20 min NO   203 2,258 174 2,219 2,055 
Plasma após 1 min NO   203 2,167 174 2,219 2,055 
Plasma após 20 min NO   203 2,166 174 2,219 2,055 

  

O sinal com parâmetro de 174 G, observado em interações com o plasma, também foi 

observado com a HSA no caso dos dois compostos, após 20 minutos de incubação. Isto indica 

que este parâmetro refere-se à interação ou inserção do cobre em outro sítio da albumina e 

que esta interação é dependente do tempo, e que não se refere provavelmente à interação com 

outra proteína do plasma. Este parâmetro também foi observado por Greenaway e 

colaboradores [61] e foi associado a espécies adicionais de Cu(II)-HSA em sítios não 

específicos da proteína. Entretanto, estes autores observaram este parâmetro quando foi 

adicionado mais de um equivalente molar de cobre(II) à HSA. Em nosso trabalho este sinal 

foi detectado em proporções estequiométricas 1:1, após 20 minutos de incubação com a 

proteína.  

Os parâmetros de EPR com valores aproximados de A// = 205 G e g// = 2,17 são 

consistentes com a coordenação de quatro átomos de nitrogênio ligantes ao cobre, no sítio N-

terminal da proteína, específico para esse íons. Os parâmetros adicionais apresentaram um 

valor de g// maior e um valor de A// menor que o parâmetro anterior, indicando que o cobre 

está coordenado através da combinação de átomos de nitrogênio e oxigênio da proteína [153]. 

Bal e colaboradores [154] obtiveram os parâmetros de EPR com valores aproximados de A// 

= 166 G e g// = 2,29 para o cobre ligado ao segundo sítio da albumina, e sugeriram uma 

coordenação do metal por dois átomos de nitrogênio e quatro de oxigênio, numa geometria 
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tetragonal. Além disso, afirmaram que neste sítio não está envolvido o resíduo de Cys – 34, já 

que os parâmetros continuaram sendo observados após a utilização do complexo de ouro 

Et3PAuCl, sendo que este complexo de ouro é conhecido por bloquear a Cys – 34.      

O estudo de EPR com o composto [Cu(pyrpn)] foi feito somente com a  albumina. A 

proporção utilizada também foi [CuL]:[HSA] 1:1. Posteriormente, além da proporção 1:1 o 

estudo também foi feito na proporção [CuL]:[HSA] 3:1 para verificar se ocorreria interação 

em outro sítio da albumina com excesso de complexo. Com esta proporção, todos os 

complexos foram analisados.  

A Figura 36 mostra os espectros de EPR obtidos com cada um dos complexos e na 

Tabela 10 são listados os respectivos parâmetros medidos.  
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Figura 36. Espectros de EPR da interação entre os complexos e proteínas no plasma, a 77K, 

após 30 minutos de incubação.  
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Tabela 10. Parâmetros medidos dos espectros de EPR da interação entre os complexos e a 

proteína HSA, a 77K, após 30 minutos de incubação. # Valores obtidos da Tese de Doutorado 

de M. P. Abbott [155] 

 

 CuL CuL:HSA 
1:1 

CuL:HSA 
3:1 

 A//(G) 
 

g// 
 

g⊥ A//(G)
 

g// 
 

g⊥ A//(G) 
 

g// 
 

g⊥  

[Cu(H2O)4]2+
 125 2,421 2,082 205 2,187 190 2,321 2,060

    174 2,255 2,060    
[Cu(isaepy) 2]2+ #

 178 2,257 2,059 206 2,248 180 2,281 2,060
    171 2,209

2,054
   

[Cu(isaepy)H2O]+
 180 2,268 2,061 203 2,166 2,055 176 2,264 2,056

[Cu(enim)]2+
 182 2,257 2,055 203 2,258 205 2,262 2,055

    174 2,219 2,055    
[Cu(isaenim)]2+

 196 2,201 2,097 192 2,204 2,055 196 2,221 2,055
[Cu(pyrpn)] 194 2,215 2,058 205 2,198 2,052 205 2,202 2,053

 

De acordo com os dados obtidos nesses espectros de EPR, pode-se observar que para o 

composto [Cu(pyrpn)] também surge um novo sinal com parâmetro A// de aproximadamente 

205 G quando se adiciona HSA, com simultânea modificação do parâmetro g. Este sinal pode 

ser atribuído à interação do cobre provavelmente com o sítio N-terminal da albumina HSA, já 

que os mesmos parâmetros também foram observados no experimento com [Cu(H2O)4]2+  e 

também para outros compostos da mesma série, na proporção 1:1 [metal]/[albumina]. 

O espectro dos compostos [Cu(pyrpn)] e [Cu(enim)]2+ continuam com os mesmos 

parâmetros quando a proporção é de [CuL]:[HSA] 3:1, o que indica que provavelmente a 

interação do cobre é no mesmo sítio I, região N-terminal. No caso de outros compostos da 

série, [Cu(isaepy)H2O] e [Cu(isaepy)2], o sinal com A// de aproximadamente 205 desaparece, 

ao utilizar excesso dos compostos (3:1), predominando um novo sinal, com A// =  180 G e g// 

= 2,281, aproximadamente, que parece ser comum aos compostos estudados. Isto pode ser 

explicado pela formação de uma terceira espécie, correspondente à inserção do cobre em um 

segundo sítio da proteína, além das espécies [CuL] e [Cu-HSA], no equilíbrio: 

                       CuL  + HSA  ⇄ Cu-HSA  +  L 
 
No caso do [Cu(isaenim)]2+, os resultados não apresentaram nenhuma modificação no 

espectro EPR com qualquer proporção [CuL]:[HSA], o que indica que não houve mudança na 
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vizinhança do metal, ao se adicionar a proteína. Pode ter acontecido de o ligante não ser 

substituído, neste caso. 

 

II – 4.4. Estabilidade Termodinâmica: Medidas de Dicroísmo Circular  

A estabilidade termodinâmica dos complexos de cobre(II) pode ser estudada através da 

técnica de Dicroísmo Circular. O dicroísmo circular é uma técnica espectroscópica que 

depende da assimetria estrutural da molécula, e pode ser definido como a interação entre a 

diferença de absorção entre a luz polarizada à esquerda com a luz polarizada à direita por uma 

molécula opticamente ativa, produzindo então um espectro característico. Esta técnica é muito 

empregada no estudo de mudanças conformacionais, vizinhanças locais, interações de ligantes 

com proteínas e também como uma estimativa qualitativa da estrutura secundária da proteína 

[156]. 

Neste experimento, utilizou-se a albumina humana (HSA), um quelante fisiológico 

eficiente para cobre. A ligação do cobre(II) à albumina proporciona uma mudança das 

transições eletrônicas observadas próximas à região de 564 nm. A amplitude dessa banda 

característica negativa de Cotton corresponde à formação de [CuII(HSA)] e é diretamente 

proporcional à sua concentração [145].  

A HSA foi titulada com quantidades crescentes dos compostos de cobre e a estabilidade 

termodinâmica foi deduzida, através das respectivas constantes de estabilidade, a partir da 

regressão linear da amplitude do CD a 564 nm em função da concentração de [CuII(HSA)].    

A capacidade de competição entre as bases de Schiff e a albumina humana na 

coordenação de íons cobre(II) foi comparada, para determinar a correspondente constante de 

estabilidade levando-se em conta os seguintes equilíbrios [145]: 

Cu(II)L    ⇄    Cu(II)    +     L                                    

Cu(II)    +     HSA     ⇄   [Cu(II)HSA]                     

Cu(II)L    +     HSA     ⇄    [Cu(II)HSA]                  

A partir destes equilíbrios foi possível calcular a constante de estabilidade relativa (β) 

para cada complexo de cobre(II), como se segue: 

  

 βrel = KCu(II)HSA    =    [Cu(II)HSA].[L]                           

           KCu(II)L                [HSA].[Cu(II)L] 
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onde: 

[L] = [Cu(II)HSA] 

[Cu(II)L] = [Cu(II)]o – [Cu(II)HSA] 

[HSA] = [HSA]o – [Cu(II)HSA]  

 

Utilizando os espectros CD obtidos com o composto [Cu(H2O)4]2+ como referência, foi 

possível construir um gráfico de equação linear da amplitude dicróica, medida após cada 

adição, em função da concentração do complexo [Cu(H2O)4]2+ em 564 nm, supondo que todo 

o cobre tenha se ligado à proteína. Através da equação da reta foi possível calcular o valor de 

[Cu(II)HSA após cada adição do composto de cobre, pois: 

y = ax + b 

onde: y = [Cu(II)HSA] ≅ L e x = amplitude dicróica 

Para cada ponto teremos um valor de y que fornecerá um valor de βrel, e assumindo que 

log K = 16,2 para [Cu(II)HSA] [145] obteremos um valor médio de log K para cada composto 

de cobre(II). 

Para todos os compostos, observou-se uma amplitude dicróica negativa em 564 nm da 

banda de Cotton característica. Esse conjunto de bandas positivas e negativas na região do 

visível é associada à ligação de íons cobre(II) no sítio N-terminal da albumina (sítio I), 

referente à transição d-d do Cu(II) coordenado ao sítio I da proteína.  

A Figura 37, de A a F mostra os espectros de CD obtidos para os complexos de 

cobre(II) estudados.  

400 450 500 550 600 650
-10

0

10

Comprimento de onda (nm)

Proporção Cu : HSA
 1 : 20
 1:9
 1:6
 1:3
 1:2
 1:1
 2:1
 HSA

C
D

 (m
de

g)

A

 
 



 94

400 450 500 550 600 650
-10

0

10

C
D

 (m
de

g)

Comprimento de onda (nm)

 1 : 20
 1:9
 1:6
 1:3
 1:2
 1:1
 2:1
 HSA

Proporção Cu : HSA

B

 

400 450 500 550 600 650
-10

-5

0

5

10

C
D

 (m
de

g)

Comprimento de Onda (nm)

Proporção Cu : HSA

 1 : 20
 1:9
 1:6
 1:3
 1:2
 1:1
 2:1
 HSA

C

 

400 500 600
-10

0

10 Proporção Cu : HSA
 1 : 20
 1:9
 1:6
 1:3
 1:2
 1:1
 2:1
 HSA

C
D

 (m
de

g)

Comprimento de onda (nm)

D

 



 95

400 450 500 550 600 650
-10

-5

0

5

10

C
D

 (m
de

g)

Comprimento de onda (nm)

 1 : 20
 1:9
 1:6
 1:3
 1:2
 1:1
 2:1
 HSA

Proporção Cu : HSA

E

 

400 450 500 550 600 650
-5

0

5

Proporção Cu : HSA

 1 : 20
 1:9
 1:6
 1:3
 1:2
 1:1
 2:1
 HSA

C
D

 (m
de

g)

Comprimento de Onda (nm)

F

 
Figura 37. Espectro de CD da titulação de HSA (0,6 mM) com os compostos A) 

[Cu(H2O)4]2+; B) [Cu(isaepy)H2O]+; C) [Cu(isaepy)2]+2; D) [Cu(enim)H2O]2+; E) 

[Cu(isaenim)]2+ ; F) [Cu(isapn)]2+ em tampão fosfato/NaCl de pH = 7,4; a temperatura 

ambiente; na região do visível 

  

As bandas atribuídas ao cobre no sítio I da proteína nos experimentos de CD podem ser 

relacionadas às bandas observadas nos espectros EPR quando se estudou a interação do cobre 

com a albumina através desta técnica [154] (Tabela 11). 
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Tabela 11. Bandas de interação do cobre no sítio I da albumina observadas por CD e por 

EPR, na literatura [154]. 

 

SÍTIO I 

CD EPR 

λ ΔΕ g// A//

562 - 0,53 

480 + 0,40 

 

 

 

HSA 

306 + 0,72 

2,18 211 

 

Todos os compostos apresentaram um sinal com parâmetros análogos a estes no 

espectro EPR.  

A curva analítica para [Cu(H2O)4]2+ encontra-se na Figura 38 e a Tabela 12 mostra as 

constantes relativas de estabilidade, calculadas para os demais compostos. 
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Figura 38. Curva analítica da amplitude dicróica, em 564 nm, versus concentração para o 

composto [Cu(H2O)4]2+. 
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Tabela 12. Valores de constantes de estabilidade relativas, determinadas para os compostos 

de cobre em experimentos competitivos com a HSA. 

Composto log K 

[Cu(isaepy)H2O]+
 16,2 

[Cu(isaepy)2]+2
 15,7 

[Cu(enim)H2O]2+
 16,2 

[Cu(isaenim)]2+
 16,7 

[Cu(isapn)]2+
 18,1 

 

Os compostos apresentaram constantes da mesma ordem de grandeza que a constante de 

formação da espécie [Cu(HSA)] indicando que o cobre coordenado aos ligantes imínicos 

possui estabilidade semelhante à da espécie cobre-albumina.  Assim, em meio biológico 

podem ser transportados no plasma, coordenados em parte a seu ligante inicial, apesar de se 

distribuírem parcialmente entre este ligante e a albumina. 

 

II – 4.5. Modificação na Estrutura Secundária da HSA: Medidas de Dicroísmo 

Circular  

Na região de 190 a 250 nm, observa-se a variação conformacional da estrutura 

secundária de proteínas, que pode incluir arranjos de α-hélice, β-folha e conformação 

randômica. Em uma proteína que apresente alta porcentagem da forma α-hélice, a forma β-

folha e a randômica possuem baixa elipsicidade, de aproximadamente - 4000 deg.cm2/dmol, 

em 208 nm. A α-hélice possui máximo em aproximadamente – 33000 deg.cm2/dmol. O 

conteúdo de α-hélice poderia então ser calculado a partir da elipsicidade molecular, em 208 

nm, usando a equação: 

 

                          [θ]208 -  4000                                                                                                                 
    x 100          

% α-hélice  =  

         33000 – 4000 

   

onde  33000 é a elipsidade molecular para 100% de conteúdo α-hélice e 4000 é a 

elipsicidade molecular para 0% de estrutura α-hélice na proteína [157]. No entanto, esta 

equação é muito aproximada e, portanto, para melhor análise dos resultados utilizou-se um 
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algoritmo chamado K2D desenvolvido por Andrade e colaboradores [158]. O experimento foi 

realizado utilizando concentrações mais baixas de albumina e cubeta de 0,10 cm [131]. De 

acordo com alguns autores, é necessário que o tampão possua NaCl para manter a força 

iônica, permitindo que a proteína fique enrolada, isto é, que mantenha sua estrutura 

secundária usual. Portanto, realizou-se o experimento na presença do tampão fosfato 50 mM 

contendo NaCl 0,1M uma vez que este tampão já havia sido utilizado, conforme mostrado na 

Figura 39.  
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Figura 39. Espectro de CD para monitoramento da estrutura secundária da HSA (1,5 x 10-5 

M) em tampão fosfato 50 mM contendo NaCl 0,1M, com várias concentrações dos 

compostos: A) [Cu(H2O)4]2+; B) [Cu(isaepy)H2O]+; C) [Cu(isaepy)2]+2; D) 

[Cu(enim)H2O]2+; E) [Cu(isaenim)]2+ ; F) [Cu(isapn)]2+. 

 

 

Em geral, os compostos não causaram uma mudança muito significativa na 

conformação da proteína. Os compostos (1), (2) e (6) foram os que mais danificaram ou 

modificaram a conformação da albumina. À medida que se aumenta a concentração do 

complexo observa-se uma diminuição acentuada do conteúdo α-hélice e uma diminuição mais 

branda do conteúdo de β-folha. Para os outros complexos o comportamento foi semelhante ao 

do complexo cobre-aqua, isto é, uma variação discreta do conteúdo de ambas as estruturas α-

hélice e β-folha. 

Através dos espectros, pode-se verificar que não houve mudanças na estrutura terciária 

da albumina humana, já que não houve variações na região de 260 a 280 nm.   

A Tabela 13 mostra os percentuais da α-hélice calculados para os compostos, a partir do 

programa K2D. A porcentagem de estrutura α-hélice calculada para a HSA inicial, antes da 

adição dos complexos, foi de 63%.   

 

 

 

 



 101

Tabela 13. Porcentagens estimadas para α - hélice da HSA usando o programa K2D, através 

das curvas de Dicroísmo Circular.   

 α-HÉLICE 

Proporção 

Cu:HSA 
[Cu(H2O)4]2+

 

Composto 

1 

Composto 

2 

Composto

3 

Composto 

4 

Composto

6 

1:19 56 56 58 57 56 57 

1:10 68 62 59 57 56 57 

1:5 56 60 58 58 59 60 

1:3 56 60 60 62 54 60 

1:2 57 60 59 55 59 60 

1:1 57 58 59 57 60 56 

2:1 56 42 46 57 60 47 

3:1 55 39 42 55 57 43 

 

Portanto, através da técnica de dicroísmo circular na região do ultravioleta, foi possível 

ainda verificar as modificações causadas na estrutura secundária da proteína, moduladas pelo 

ligante imínico. Apenas um dos compostos, [Cu(isaepy)H2O]+ (1) em equilíbrio com o 

composto [Cu(isaepy)2]2+ (2) no pH fisiológico, foi capaz de perturbar a conformação da 

proteína. 

 

II – 4.6. Fluorescência dos Complexos de Cobre(II) na Presença de Glutationa 

(GSH) 

A glutationa (GSH, γ-glutamylcysteinylglycine), um tripeptídeo presente em altas 

concentrações nas células, pode reduzir íons de cobre(II), formando complexos cobre-GSH, 

que  facilitam o transporte e a inserção deste metal in vivo [159]. Por outro lado, em 

determinadas condições a GSH pode também induzir estresse oxidativo ao reduzir o cobre, 

iniciando um ciclo redox onde o cobre é re-oxidado pelo oxigênio molecular [136,160].   

Portanto, em estudos sobre a estabilidade de complexos de cobre no meio biológico, é 

interessante verificar se estes podem ser reduzidos por redutores biológicos, como a glutationa 

ou o ácido ascórbico, avaliando-se sua potencialidade em participar de etapas oxidativas 

posteriores. Se o complexo é reduzido e sofre substituição do ligante pela GSH, o efeito final 

é de ação antioxidante, já que espécies como [CuI(GSH)2] são muito estáveis. Porém, se a 



 102

redução do metal ocorre, mesmo parcialmente, e o ligante não é substituído, formam-se 

espécies que em presença de oxigênio têm provavelmente uma ação pró-oxidante, isto é, são 

capazes de induzir danos oxidativos. 

Complexos de cobre(I) com GSH apresentam luminescência característica, com emissão 

em 640 nm, ao sofrerem excitação em 336 nm devido à ligação cobre(I)-tiolato [136].  

Estudos através de medidas de fluorescência dos complexos de cobre(II) estudados, em 

presença de GSH, permitiram avaliar a extensão da redução do cobre nesses complexos e a 

subseqüente substituição dos ligantes pela glutationa. 

Não se observa emissão na faixa de 400 a 750 nm nas soluções dos compostos em 

tampão fosfato; porém, quando se adiciona glutationa à solução de alguns dos complexos 

observa-se uma banda característica, com máximo em torno de 630 – 650 nm, num espectro 

de luminescência típico de cobre(I)-tiolato, indicando uma redução do cobre pela glutationa e 

subsequentemente uma substituição do ligante imínico [136]. 

Os respectivos espectros de emissão dos vários compostos estudados são apresentados 

na Figura 40. Observa-se que os complexos de cobre não emitem em 630 – 650 nm.  
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Figura 40. Espectros de emissão dos complexos de cobre (0,5 mM), a 25 ºC, na presença ou 

ausência de GSH (10 mM). A) [Cu(H2O)4]2+; B) [Cu(isaepy)H2O]+ (1); C) [Cu(enim)H2O]2+ 

(3); D) [Cu(isaenim)]2+ (4).   

 

Quando a glutationa é adicionada ao perclorato de cobre(II), isto é, à espécie cobre-aqua 

[Cu(H2O)4]2+, ocorre emissão em 628 nm, característica de cobre(I)-tiolato (Figura 40a). O 

cobre do composto (3) também foi reduzido pela glutationa gerando emissão nesta região 

(Figura 40c). 

De acordo com o gráfico comparativo, observa-se que a banda em 625 nm do perclorato 

de cobre(II) é mais intensa que a banda do composto (3). Isto indica que esse composto não 

foi totalmente reduzido pela glutationa (Figura 41). 
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Figura 41. Espectros de emissão dos compostos de cobre (0,5 mM) a 25 ºC, após adição de 

GSH (10 mM). 
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A glutationa possui um potencial de oxidação relativamente alto de 0,24 V em pH  = 7,4 

e é capaz de causar redução do composto. 

2 GSH    →    GSSG    +    2e-  +  2 H+    E° oxid.  = 0,24 V  

[CuL]2+    +    GSH     →    [CuL]+    +    GS.    +    H+ 

O composto pode então ser re-oxidado pelo oxigênio molecular: 

[CuL]+    +    O2    →    [CuL]2+    +     O2
._ 

2 GS.      →     GSSG (glutationa oxidada) 

   

Por outro lado, ela pode reagir com o composto reduzido [CuL]+ substituindo o ligante e 

gerando o complexo relativamente estável de Cu(I)–GSH, cuja formação pode ser observada 

pela banda característica no espectro de fluorescência [160].   

   [CuL]+    +    GSH   →    Cu(I) – GSH    +    L 

Dessa maneira podemos concluir que o composto (3), que apresentou a banda em 630 – 

650 nm, foi parcialmente reduzido e teve subseqüentemente o ligante imínico substituído pela 

GSH. No caso dos compostos (1) e (4), eles podem ter sido reduzidos pela GSH, mas sem a 

posterior substituição do ligante, já que a banda do cobre(I)-tiolato em 630 nm não foi 

observada.  

Se os compostos (1) e (4) foram somente reduzidos e não substituídos pela GSH, 

sugere-se que estes compostos possivelmente serão ativos na produção de radicais livres ao 

serem re-oxidados pelo oxigênio molecular ou por outro agente oxidante. No entanto, os que 

foram substituídos pela glutationa, possivelmente gerarão menos danos oxidativos, pois a 

glutationa inibe a formação de radicais livres pelos íons cobre, ao formar complexo estável 

com o metal no estado reduzido. O efeito protetor da GSH é assim atribuído à estabilidade da 

espécie formada ao ligar-se ao cobre(I), dificultando a re-oxidação deste íon e a consequente 

geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) [161]. 

No composto [Cu(isaepy)2]2+ (2) também não apareceu a banda em 630 nm referente ao 

cobre(I)-tiolato, podendo ter sofrido redução, mas não substituição do ligante [155].   

Conclui-se destes experimentos que o complexo [Cu(enim)H2O]2+ (3) pode ser 

parcialmente reduzido e ter seu ligante substituído pela glutationa reduzida (GSH).  

 

II – 4.7. Geração de Radicais Livres e Detecção por EPR 

O ácido ascórbico (vitamina C) pode ser oxidado formando radicais ascorbil (A.- ou 

AH.) [162]. Os radicais livres ascorbil podem ser gerados a partir de ácido ascórbico quer 
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pela reação com radicais livres, tais como ânion superóxido e hidroxil [162,163], quer por 

oxidação na presença de metais de transição, como ferro e muito mais eficientemente, o cobre 

[164]. 

A primeira observação da geração de radicais ascorbil no sangue foi realizada por Dodd 

e Giron-Conland [165]. A hipótese de Lohmann é que no sangue há enzimas que possuem 

atividade de oxidação do ascorbato [166] e Sasaki e colaboradores mostraram que tanto a 

albumina quanto a ceruloplasmina estão envolvidas neste fenômeno [167]. O mecanismo de 

oxidação do ascorbato por íons metálicos coordenados a proteínas (ceruloplasmina, albumina 

e transferrina) foi investigado in vitro e no plasma isolado, através da detecção de radicais 

livres ascorbil através de EPR. Foi demonstrado também que íons ascorbato podem ser 

oxidados pela albumina do soro humano ou pela ceruloplasmina e que o cobre e o ferro 

catalisam essa oxidação [168]. 

O efeito da oxidação do ascorbato pelos complexos de cobre aqui focalizados foi 

estudado através da detecção do radical ascorbil, utilizando a técnica de EPR. Os espectros 

correspondentes são mostrados na Figura 42. 
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Figura 42.  Espectros EPR, mostrando o radical ascorbil formado na presença dos 

complexos: A) [Cu(H2O)4]2+; B) [Cu(enim)H2O]2+; C) [Cu(isaepy)2]2+; D) [Cu(isaenim)]2+; 

E) [Cu(isaepy)H2O]+; bc = controle, sem adição de complexos de cobre. Os espectros foram 

registrados após 1 min, com ganho de 7.00x104, amplitude de modulação de 1 G, constante de 

tempo de 40.96 ms, 1 varredura.  [ascorbato] = 1,5 mM, [CuL] = 1,5 mM, tampão fosfato 50 

mM, pH = 7,4.  
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A partir da integração dupla (no programa WinEPR da Bruker) da área do espectro para 

o sinal de tempol (1,60 x 10-1) e do sinal do ascorbil obtido respectivamente para cada 

composto, foi possível calcular a concentração de radical ascorbil gerada.  Para todos os 

composto de cobre(II) a concentração de ascorbil foi obtida de acordo com a relação: 

[ascorbil] = 51 μM x área do sinal em presença de CuL / área do sinal de Tempol. 

O composto [Cu(enim)H2O]2+ (3) foi mais facilmente reduzido pelo ascorbato, 

produzindo maior quantidade de radical. No entanto, o composto [Cu(isaepy)H2O]+ (1) gerou 

radical ascorbil na mesma extensão que o [Cu(H2O)4]2+ e os outros ([Cu(isaepy)2]2+ e 

[Cu(isaenim)]2+) geraram menor quantidade de radicais. Neste caso, o ligante imínico parece 

ter inibido esta redução do cobre pelo ascorbato. O composto [Cu(enim)H2O]2+ (3) foi o 

único que também foi reduzido e parcialmente substituído pela glutationa.  

Alguns estudos mostram que a oxidação de biomoléculas, tais como o DNA, é mais 

favorecida no sistema cobre(II)-ascorbato, em presença de H2O2 [80,169]. Ou pode-se 

também observar danos oxidativos a biomoléculas em presença de peróxido de hidrogênio, 

catalisados por íons de cobre. Assim, a reatividade dos complexos frente ao peróxido de 

hidrogênio também foi estudada, pois o cobre na presença deste composto pode ser reduzido 

e, analogamente, participar de um ciclo redox, gerando espécies reativas de oxigênio (EROS), 

que podem causar danos a biomoléculas.  

Para verificar a possível geração de EROS na reação dos complexos estudados com o 

peróxido de hidrogênio, realizaram-se experimentos de EPR usando DMPO como captador de 

radicais. Este captador DMPO pode detectar a presença de radicais tanto de oxigênio, como 

de carbono, através das reações: 
 

a) Radical •OH:  

 

 

 

 

 

 

Para este tipo de aduto radicalar formado o espectro característico esperado apresenta 4 

linhas, com parâmetros aH = aN = 14,9 G [170]. 

 

N

O

.OH

N.

H

O

OH



 107

b) Radical •C: 

 

 

 

 

 

Para este tipo de radical formado o espectro característico esperado apresenta 6 linhas, 

com parâmetros aH = aN  que dependem do grupo R.[171]. 

Este experimento foi realizado em duas condições experimentais diferentes: 

N

O

. C

N.

H

O

C

1) [DMPO] = 100 mM, [H2O2] = 5 mM, [CuL] = 0,375 mM e  

2) [DMPO] = 100 mM, [H2O2] = 2,5 mM, [CuL] = 100 μM,  

ambas em tampão fosfato 50 mM, pH = 7,4. O composto tempol (solução 36 μM) foi 

usado como padrão para estimar calibrador para a extensão de formação de radicais. 

Na Figura 43 estão os espectros e suas respectivas concentrações de radicais adutos 

gerados para o composto (1), após 1, 5, 10 e 15 min da adição de H2O2, na primeira condição 

experimental. 
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Figura 43. Espectros EPR, pelo método de captação de spin, mostrando o aduto DMPO-OH 

formado na presença do complexo [Cu(isaepy)H2O]+, com peróxido de hidrogênio, em 

função do tempo. Condições em todos os espectros: ganho: 2,00 x 104, amplitude: 1G, 

constante de tempo 40,96 ms, 1 varredura, temperatura ambiente. [DMPO] = 100 mM, 

[H2O2] = 5 mM, [CuL] = 0,375 mM, tampão fosfato 50 mM, pH =7,4. Controle = sem a 

adição de complexo de cobre.  
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E a Figura 44 mostra a comparação dos espectros e suas respectivas concentrações de 

radicais adutos gerados, para todos os compostos, 15 min após a adição de H2O2, também na 

primeira condição experimental. 
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Figura 44. Espectros de captação de spin por EPR, pelo método de captação de spin, 

mostrando o aduto DMPO-OH formado na presença dos complexos: A) [Cu(isaenim)]2+ (4); 

B) [Cu(isaepy)H2O]+ (1); C) [Cu(enim)H2O]2+ (3) com peróxido de hidrogênio, bc = 

controle, sem adição de complexos de cobre. Os espectros foram registrados após 15 min, 

com ganho de 2.00x104, amplitude de modulação de 1 G, constante de tempo de 40.96 ms, 1 

varredura. [DMPO] = 100 mM, [H2O2] = 5 mM, [CuL] = 0,375 mM, tampão fosfato 50 mM, 

H =7,4.  

 

a relação: [aduto] = 36 μM x área do sinal em presença de CuL / 

área d

 que o complexo [Cu(enim)H2O]2+ foi o 

comp

condição também foram registrados os espectros 

referentes a diversos tempos de reação. 

 

p

A partir da integração dupla (no programa WinEPR da Bruker) da área do espectro 

referente ao sinal para o tempol (36 μM, 1,04 x 10-1) e do sinal do aduto obtido para cada 

composto, foi possível calcular a concentração de radical gerada para todos os composto de 

cobre(II), de acordo com 

o sinal de Tempol.  

Comparando-se os dados obtidos, observa-se

osto que mais gerou radicais nesta condição.  

A Figura 45 mostra a comparação dos espectros e suas respectivas concentrações de 

radicais adutos gerados para todos os compostos, após 15 min da adição de H2O2, na segunda 

condição experimental. Nesta nova 
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Figura 45. Espectros EPR, pelo método do captador de spin, dos adutos DMPO-OH 

formados na presença dos complexos de cobre e peróxido de hidrogênio, (A) [Cu(H2O)4]2+; 

(B) [Cu(enim)H2O]2+ (3); (C) [Cu(isaenim)]2+ (4); D) [Cu(isaepy)H2O]+ (1); bc = controle, 

sem adição de complexos de cobre. Os espectros foram registrados após 15 min, com ganho 

de 2.00x104, amplitude de modulação de 1 G, constante de tempo de 40.96 ms, 1 varredura. 

[DMPO] = 100 mM, [H2O2] = 2,5 mM, [CuL] = 100 μM, tampão fosfato 50 mM, pH =7,4. 

 

Da mesma forma, a partir da integração dupla da área do espectro referente ao sinal para 

o tempol (36 μM, 1,27x 10-1) e ao sinal do aduto para cada complexo, foi possível calcular a 

concentração de radical gerada para todos os composto de cobre(II) de acordo com a relação : 

[aduto] = 36 μM x área do sinal em presença de CuL / área do sinal de Tempol 

Nesta nova condição, o composto (3) continuou gerando bastante radical, mas o 

composto [Cu(isaenim)]2+ (4) também se mostrou bastante eficiente. 

  

II – 4.8. Geração de Radicais Livres e Detecção por EPR na Presença de HSA 

O experimento anterior foi novamente realizado, no entanto, agora na presença de HSA 

para avaliar danos radicalares que provavelmente ocorram com a proteína. Nas três condições 

experimentais utilizadas, as concentrações foram: [DMPO] = 100 mM, [H2O2] = 5,00 mM, 

[CuL] = 0,375 mM; o que variou foi a concentração [HSA]: 0,625 mM; 0,25 mM e 0,125 

mM. 
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A partir da integração dupla da área do espectro correspondente ao sinal para o tempol 

(36 μM, 1,04 x 10-1) e ao sinal dos adutos para cada complexo, foi possível calcular a 

concentração de radical gerada para todos os composto de cobre(II) de acordo com a relação: 

[aduto] = 36 μM x área do sinal em presença de CuL / área do sinal de Tempol.    

Nestes experimentos observou-se a presença de um aduto de carbono, além do aduto de 

radicais hidroxil, nos espectros referentes a cada um dos complexos. Nas duas primeiras 

condições, com concentrações de HSA de 0,625 e 0,25 mM, a relação sinal/ruído estava 

muito baixa porque as concentrações de albumina estavam muito alta e não foi possível 

detectar os sinais de radicais formados e, portanto, estas condições foram desconsideradas. A 

Tabela 14 mostra a concentração de adutos radicalares gerados para os compostos, em 

presença de [HSA] = 0,125 mM e a Figura 46 mostra os respectivos espectros, considerando-

se separadamente os sinais para radicais hidroxil (4 linhas) e os sinais para radicais centrados 

no C (6 linhas). 

Os radicais de carbono devem ser formados pela ação dos radicais hidroxil, 

primariamente formados, sobre grupos da proteína. Verificou-se, aproximadamente, a geração 

de uma quantidade de radicais de carbono equivalente à metade dos radicais hidroxil 

observados. 

 

Tabela 14. Concentração dos adutos radicalares gerados nas soluções de CuL (0,375mM), 

H2O2 (5,00 mM), HSA (0,125  mM), em tampão fosfato 50 mM pH = 7,4, usando DMPO 

(100 mM) como captador de spin, após 15 minutos de reação. 

CuL [DMPO-OH] [DMPO-C] 

 (μM) (μM) 

[Cu(isaepy)H2O]+
 0,36 0,15 

[Cu(enim)H2O]2+
 0,16 0,06 

[Cu(isaenim)]2+
 0,11 0,03 
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Figura 46. Espectros EPR dos adutos DMPO-OH e DMPO-C formados na presença 

dos complexos de cobre, peróxido de hidrogênio e HSA na condição [DMPO] = 100 

mM, [H2O2] = 5 mM, [CuL] = 0,375 mM, [HSA] = 0,125 mM, (A) [Cu(isaepy)H2O]+; 

(B) [Cu(isaenim)]2+; (C) [Cu(enim)H2O]2+; bc = controle, sem adição de complexos de 

cobre. Os espectros foram registrados após 15 min, com ganho de 2.00x104, amplitude 

de modulação de 1 G, constante de tempo de 40.96 ms, 1 varredura. 
 

As concentrações de radicais formados foram menores do que nos experimentos sem a 

albumina, mesmo que neste experimento tenham sido gerados também radicais de carbono. A 

proteína muito provavelmente exerce um papel de ligante extra para o cobre, isto é, compete 

com os ligantes imínicos pelos íons de cobre e formando uma espécie Cu(II)HSA muito 

estável, reage menos com o peróxido, gerando assim menos radicais hidroxil e 

consequentemente menos radicais de carbono.  

O composto [Cu(isaepy)H2O]+ (1) foi o que mais gerou radicais, em comparação com 

os outros compostos, no entanto, este composto foi o que menos gerou radicais no 

experimento na ausência de proteína.  

 

II – 4.9. Danos Carbonílicos à Albumina em Presença de Complexos de Cobre(II)  

Danos oxidativos à albumina humana foram estimados pela formação de grupos 

carbonílicos, após incubação com os complexos de cobre em presença ou não de peróxido de 

hidrogênio, monitorados através da obtenção das correspondentes dinitrofenil-hidrazonas, 

pela reação com dinitrofenilhidrazina (DNPH). Estes derivados hidrazonas são estáveis, 
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apresentando forte coloração amarela ou alaranjada, podendo ser estimados 

espectrofotometricamente em λ = 360-390 nm. O valor de absortividade molar, ε = 2,2x10-4 

M-1cm-1, foi utilizado para determinar a concentração desses grupos carbonílicos formados 

[133, 134]. Para estes experimentos, em geral sugere-se que a concentração de proteína deva 

ser ≤ 5 mg/mL, para se ter dados reprodutíveis e mais confiáveis [172]. 

 

Reação: 

                            H2N–NH–2,4–DNPH  

PROTEÍNA–C=O                                     PROTEÍNA =N–NH–2,4-DNP + H2O     

 

Estes experimentos foram realizados com concentrações catalíticas dos compostos e 

também com concentrações estequiométricas. 

As Figura 47a e b referem-se a grupos carbonílicos formados nos experimentos com 

concentrações catalíticas e estequiométricas, respectivamente, com cada um dos complexos, 

em presença e na ausência de peróxido de hidrogênio.  
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Figura 47. Danos oxidativos à albumina humana induzidos por complexos de cobre(II) na 

presença ou na ausência de peróxido de hidrogênio, verificados após a reação com DNPH, 

através da determinação da absorbância em 370 nm. Incubação por 30 min, a 37ºC e pH = 7,4. 

A) Concentrações catalíticas de CuL; B) Concentrações estequiométricas de CuL. 

 

Através destes experimentos, pode-se verificar que em quantidades catalíticas nenhuma 

diferença significativa foi observada na reatividade dos diferentes complexos frente à proteína 

HSA (Figura 47a). Entretanto, em condições estequiométricas, pode-se observar que os danos 

carbonílicos causados pelo cobre na proteína foram dependentes da presença de peróxido de 

hidrogênio e mostraram ainda ser modulados pelo ligante, pois os compostos estudados 

provocaram moderadamente mais danos do que o controle [Cu(H2O)4]2+ (Figura 47b).  

Na ausência do peróxido, todos os complexos tiveram comportamento semelhante, com 

extensão de danos oxidativos pouco maior que o apresentado pelo controle, isto é, em 

presença da mesma concentração de peróxido, mas na ausência de compostos de cobre. A 

exceção foi o composto [Cu(isaepy)2]2+, que mesmo na ausência de peróxido, foi capaz de 

gerar danos carbonílicos na proteína.  

Em presença do peróxido, nas condições estequiométricas, os compostos 

[Cu(isaepy)H2O]+, [Cu(enim)H2O]2+ e [Cu(isaenim)]2+ apresentaram praticamente a mesma 

eficiência na formação de grupos carbonílicos na proteína. O composto [Cu(pyrpn)] 

apresentou comportamento semelhante ao [Cu(H2O)4]2+. No entanto, o composto 

[Cu(isaepy)2]2+, bastante estudado em nosso grupo e que apresentou propriedades citotóxicas 

acentuadas [155], gerou quase o dobro da concentração de grupos carbonílicos na proteína, 

nas mesmas condições experimentais, em relação a todos os complexos aqui apresentados.  
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II – 4.10. Experimentos de clivagem da proteína HSA em presença de complexos 

de cobre 

Estes experimentos foram realizados com o objetivo de verificar se a clivagem da 

proteína é induzida pelos compostos de cobre em meio aeróbico, na ausência ou em presença 

de peróxido de hidrogênio. Para estes experimentos, utilizou-se a mesma condição 

estequiométrica utilizada no experimento de danos carbonílicos na HSA. O mecanismo 

oxidativo de clivagem de proteínas, na ausência de peróxido de hidrogênio, é causado pelo 

envolvimento do oxigênio molecular [173]. A fragmentação de proteínas ocorre 

especialmente através da formação de EROS, em especial radicais hidroxil [174], que 

produzem modificações oxidativas nas proteínas, tornando-as mais susceptíveis a 

degradações.   

Tanto na ausência quanto na presença de peróxido de hidrogênio, não foi observado 

nenhum perfil de clivagem na proteína, causado pelos complexos de cobre, muito diferente 

daquele observado no controle (Figura 48). 
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Figura 48. SDS-PAGE, com gel separador de poliacrilamida de 12%, dos compostos de 

cobre e albumina, (Cu/HSA 1:1), incubados em banho-maria por 30 minutos, a 37,0°C na 

ausência ou na presença de peróxido de hidrogênio. A seta indica a proteína albumina. 

 

MW: Marcador de massa molecular, Broad Range BioRad. 
Canaleta 1: HSA.  
Canaleta 2: HSA + [Cu(H2O)4]2+. 
Canaleta 3: HSA +  [Cu(isaepy)H2O]+. 
Canaleta 4: HSA + [Cu(enim)H2O]2+. 
Canaleta 5: HSA + [Cu(isaenim)]2+. 
Canaleta 6 : HSA + H2O2. 
Canaleta 7: HSA + H2O2 + [Cu(H2O)4]2+. 
Canaleta 8: HSA + H2O2 + [Cu(isaepy)H2O]+. 
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Canaleta 9: HSA + H2O2 + [Cu(enim)H2O]2+. 
Canaleta 10: HSA + H2O2 + [Cu(isaenim)]2+. 
 

 No entanto, o composto citado anteriormente [Cu(isaepy)2]2+ (2) foi capaz de gerar 

diversos fragmentos na proteína, em presença de peróxido de hidrogênio, nas mesmas 

condições experimentais [155]. Assim, com estes experimentos demonstrou-se que os 

complexos aqui estudados são bem menos reativos que este complexo (2), que já havia 

demonstrado atividade antitumoral frente a diferentes células, sendo capaz de induzir o 

processo de apoptose [175]. 

 

II – 4.11. Danos oxidativos à 2-deoxi-D-ribose causados por complexos de cobre 

O estudo da oxidação do açúcar 2-deoxi-D-ribose catalisada pelos compostos de cobre 

foi realizado na presença e na ausência de peróxido de hidrogênio, através do método de 

TBARS, conforme descrito anteriormente na seção experimental. Nestes experimentos, o 

complexo [Cu(isaepy)2]2+ foi também usado, para comparação. Somente os complexos 

[Cu(enim)H2O](ClO4)2 e [Cu(isaenim)](ClO4)2  foram significantemente mais reativos que o 

aqua-complexo (Figura 49a). 
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Figura 49. Dano oxidativo à 2-deoxi-D-ribose  (2,50 mM) promovido pelos complexos de 

cobre(II) (100 μM), após 1 h de incubação à 37 ºC,  pH = 7,4 em tampão fosfato (50 mM), na 

presença de H2O2: (A) 1 mM; (B) 2 mM. A degradação do açúcar formando produtos como 

malonaldeído foi monitorada através da absorbância a 532 nm, após reação com ácido 2-

tiobarbitúrico. 
  

A adição de mais peróxido de hidrogênio não gerou aumento considerável dos danos 

causados pelos compostos estudados, somente aumentaram os danos causados pelo aqua-

complexo (Figura 49b).  

A influência da concentração do catalisador no processo também foi verificada na faixa 

de 25-100 μM (Figura 50). A variação das concentrações dos complexos 

[Cu(isaepy)H2O]ClO4 e [Cu(isaepy)2](ClO4)2 praticamente não tiveram influência no dano 

oxidativo ao açúcar.   
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Figura 50. Dependência do dano oxidativo à 2-deoxi-D-ribose  (2,50 mM) com a 

concentração dos complexos de cobre(II), em comparação com o aqua-complexo. Incubação 

por 1 h a 37 ºC e pH = 7,4, na presença de H2O2 (1mM). 

 

Por outro lado, os complexos que contêm o grupo imidazol foram os mais reativos 

frente à deoxi-ribose e parecem que são capazes de formar interações adicionais através da 

formação de ligações de hidrogênio entre o NH do anel heterocíclico e os grupos hidroxilas 

do anel da ribose, exibindo assim uma melhor atividade. 

O composto [Cu(pyrpn)], que apresenta somente anéis pirrólicos, não promoveu danos 

ao açúcar do DNA. A extensão da formação de material oxidado foi a mesma, tanto em 

presença quanto na ausência de peróxido de hidrogênio. De acordo com a estrutura do 

complexo, não existe a possibilidade de formação de interações entre grupos do composto 

com os grupos hidroxilas do anel ribose, indicando que talvez este seja um fator determinante 

da reatividade neste caso. 
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II – 4.12.  Clivagens nas fitas do DNA 

A atividade “nuclease” dos complexos de cobre frente ao DNA foi verificada através da 

eletroforese em gel de agarose, utilizando um DNA plasmidial superenrolado. Os cinco 

complexos de cobre(II) foram incubados com DNA, na ausência e na presença de peróxido de 

hidrogênio como agente oxidante [176].  

O peróxido de hidrogênio na ausência de complexos de cobre induziu pouca clivagem 

em uma única fita do DNA, observando-se uma pequena diminuição na concentração da 

espécie superenrolada (Forma I) e um pequeno aumento na concentração da forma relaxada 

(Forma II), como é mostrado na série de figuras a seguir, Figura 51 a Figura 54, nas canaletas 

controle. Após a incubação do DNA com H2O2 em presença dos complexos de cobre(II) 

estudados, os danos causados na biomolécula foram muito maiores quando comparados aos 

danos causados somente pelo  H2O2.  Tanto a Forma II como o DNA linear (Forma III) foram 

detectadas, dependendo da concentração dos complexos e também do tempo de incubação 

(Figura 51 a Figura 54). Em todos os experimentos, a atividade de cada complexo foi 

comparada com a do aqua-complexo na concentração de 50 μM, após 60 min de incubação 

com o DNA (Figura 53a, canaletas I e II).  

Os experimentos com o complexo [Cu(isaepy)2]2+ (2) apresentaram alta atividade no 

DNA, já que após 15 min de incubação e com 50 μM de concentração, a Forma I desapareceu 

completamente, como observado na canaleta 6 da Figura 51a. Além disso, este complexo foi 

capaz de gerar a Forma II do DNA até mesmo na ausência de peróxido de hidrogênio (Figura 

51a, canaleta sem H2O2). Também, nas concentrações de 25 e 50 µM, uma quantidade 

considerável da forma linear de DNA (Forma III) foi observada em presença de peróxido de 

hidrogênio. Este composto foi o complexo mais ativo na indução de apoptose em células 

tumorais de uma série de complexos de cobre testados, todos com ligantes imínicos [175]. 

Resultados similares foram obtidos para o complexo [Cu(isaepy)H2O]+ (1), como 

mostrado na Figura 52. Comparando-se a Figura 51 e a Figura 52, onde os compostos 

apresentam os mesmos ligantes, observa-se praticamente a mesma reatividade, diferenciando-

se apenas em aspectos cinéticos. Isto era de se esperar, já que estes complexos se apresentam 

interrelacionados num equilíbrio em solução aquosa (vide página 70). Entretanto, o complexo 

(2) não causou dano ao DNA na ausência de peróxido de hidrogênio como foi observado para 

o composto (1).  

Na Figura 53a podemos observar que a intensidade da banda da Forma I superenrolada 

do DNA diminui com o tempo, tornando-se não visível após 60 min de incubação com o 
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complexo [Cu(enim)H2O](ClO4)2 (3), em concentrações maiores. A Forma II foi observada 

após tempos maiores de incubação ou com elevada concentração do complexo, enquanto que 

a forma linear (Forma III) apareceu somente após 60 min de incubação, na presença de no 

mínimo 25 μM do complexo (3). O perfil do gel de eletroforese observado para o composto 

[Cu(isaenim)](ClO4)2 (4) foi muito similar ao do composto (3), como mostra a Figura 54. 

Neste caso, a Forma III também foi detectada após tempos maiores de incubação e com alta 

concentração do complexo. Ambos os complexos, não apresentaram clivagem do DNA na 

ausência de peróxido de hidrogênio.  

Estes resultados mostraram que todos os complexos foram capazes de causar clivagens 

no DNA de uma maneira eficiente, com atividade “nuclease” comparável à de outros 

compostos de cobre(II), com ligantes assemelhados, já descritos na literatura [71,177, 178]. 

Macías e colaboradores verificaram que a coordenação de íons cobre com sulfonamida e com 

1,10-fenantrolina geraram clivagens significativas ao DNA ao longo do tempo, apresentando 

maior atividade “nuclease” do que o complexo cobre-fenantrolina [177]. Liu e colaboradores 

verificaram a atividade “nuclease” de complexos imínicos macrocíclicos de cobre(II), no 

entanto estes compostos foram capazes de gerar apenas a Forma II do DNA em 1,5 h de 

incubação e com 50 μM do composto [179].    
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Figura 51. (A) Gel de agarose do plasmídio de DNA pBluescript II KS(+/-), incubado com o 

complexo [Cu(isaepy)2](ClO4)2 (2) por 15, 30 ou 60 min, com e sem peróxido de hidrogênio. 

Canaletas: MW, marcador; DNA, DNA plasmidial; H2O2, DNA + H2O2; sem H2O2, DNA + 

CuL (50 μM) (Tinc = 60 min), sem adição de H2O2. As concentrações de CuL estão indicadas 

no gel. (B) Razão da Forma II/Forma I do DNA determinado das bandas do gel de 

eletroforese na parte (A). (C) Quantificação da Forma III das bandas do gel de eletroforese na 

parte (A). 
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Figura 52. (A) Gel de agarose do plasmídio de DNA pBluescript II KS(+/-), incubado com o 

complexo [Cu(isaepy)H2O]ClO4  (1) por 15, 30 ou 60 min, com e sem peróxido de 

hidrogênio. Canaletas: MW, marcador; DNA, DNA plasmidial; H2O2, DNA + H2O2; sem 

H2O2, DNA + CuL (50 μM) (Tinc = 60 min), sem adição de H2O2. As concentrações de CuL 

estão indicadas no gel. (B) Razão da Forma II/Forma I do DNA determinado das bandas do 

gel de eletroforese na parte (A). (C) Quantificação da Forma III das bandas do gel de 

eletroforese na parte (A). 
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Figura 53. (A) Gel de agarose do plasmídio de DNA pBluescript II KS(+/-), incubado com o 

complexo [Cu(enim)H2O](ClO4)2 (3) por 15, 30 ou 60 min, com e sem peróxido de 

hidrogênio. Canaletas: I, DNA + [Cu(H2O)4]2+  (50 μM) (Tinc = 60 min); II, DNA + 

[Cu(H2O)4]2+  (50 μM) + H2O2 (Tinc = 60 min);  MW, marcador; DNA, DNA plasmidial; 

H2O2, DNA + H2O2; sem H2O2, DNA + CuL (50 μM) (Tinc = 60 min), sem adição de H2O2. 

As concentrações de CuL estão indicadas no gel. (B) Razão da Forma II/Forma I do DNA 

determinado das bandas do gel de eletroforese na parte (A). (C) Quantificação da Forma III 

das bandas do gel de eletroforese na parte (A). 
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Figura 54. (A) Gel de agarose do plasmídio de DNA pBluescript II KS(+/-), incubado com o 

complexo [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4) por 15, 30 ou 60 min, com e sem peróxido de hidrogênio. 

Canaletas: MW, marcador; DNA, DNA plasmidial; H2O2, DNA + H2O2; sem H2O2, DNA + 

CuL (50 μM) (Tinc = 60 min), sem adição de H2O2. As concentrações de CuL estão indicadas 

no gel. (B) Razão da Forma II/Forma I do DNA determinado das bandas do gel de 

eletroforese na parte (A). (C) Quantificação da Forma III das bandas do gel de eletroforese na 

parte (A). 

 

 



 124

A quantidade relativa das formas II e III do DNA foi determinada por medidas de 

densitometria, complementando os resultados obtidos nos experimentos de eletroforese. 

Através destes valores é fácil observar que a ordem decrescente de reatividade dos 

complexos, tendo o DNA como alvo, é [Cu(isaepy)2]2+ (2) > [Cu(isaepy)H2O]+ (1) > 

[Cu(isaenim)]2+ (4) ~ [Cu(enim)H2O]2+ (3), como mostram as Figura 55a e Figura 55b. Em 

todos os casos, existe uma progressiva transformação do plasmídio Forma I em Forma II, e 

posteriormente à Forma III. O complexo [Cu(isaepy)2]2+ transforma o plasmídio 

superenrolado na Forma II mais lentamente que o complexo [Cu(isaepy)H2O]+, apesar de ser 

formada praticamente a mesma quantidade de DNA linear após 60 min de incubação, para 

ambos os complexos. Entretanto, o composto (1) é mais eficiente, já que pode causar dano ao 

DNA até mesmo na ausência de peróxido de hidrogênio. Por outro lado, os complexos 

[Cu(enim)H2O]2+ (3) e [Cu(isaenim)]2+ (4) apresentaram atividade “nuclease” mais baixa que 

os anteriormente citados e muito similar entre si, embora o composto (4) seja um pouco mais 

rápido na clivagem do DNA que o composto (3).  
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Figura 55. Dados referentes à quantificação das bandas dos géis de eletroforese dos 

diferentes complexos. (A) Proporção DNA Form II/Form I; (B) DNA Linear (Forma III). 

Complexos (50 μM): [Cu(isaepy)2](ClO4)2 (1); [Cu(isaepy)H2O]ClO4 (2); 

[Cu(enim)H2O](ClO4)2  (  3); [Cu(isaenim)](ClO4)2   (4). 
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A Figura 56 mostra atividade “nuclease” do complexo [Cu(pyrpn)] (5), cujo ligante é 

derivado de pirrol e não de indol,  frente ao DNA através da eletroforese em gel de agarose, 

utilizando um DNA plasmidial superenrolado. 
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Figura 56. Gel de agarose do plasmídio de DNA pBluescript II KS(+/-), incubado com o 

complexo [Cu(pyrpn)] por 15, 30, 60 ou 120 min, com peróxido de hidrogênio. Canaletas: 

MW, marcador; DNA, DNA plasmidial; H2O2, DNA + H2O2. As concentrações de CuL 

estão indicadas no gel.  

 

Esse composto [Cu(pyrpn)] foi o composto estudado menos ativo, tendo o DNA como 

alvo. O complexo de cobre induziu pouca clivagem em uma única fita do DNA, observando-

se uma pequena diminuição na concentração do superenrolado (Forma I) e um pequeno 

aumento na concentração da forma relaxada (Forma II) somente após 60 min de incubação, na 

presença de no mínimo 25 μM do composto.  A forma linear (Forma III) foi observada 

somente após 120 min de incubação na concentração mais elevada (50 µM). Apesar desse 

complexo apresentar uma estrutura aproximadamente planar, conforme os parâmetros do 

EPR, ele não apresenta grupos que possam formar ligações de hidrogênio com o açúcar do 

DNA. Por esta razão, não deve atuar sobre os sítios da deoxi-ribose ou das bases no DNA, já 

que foi menos reativo e só causou danos oxidativos ao DNA após tempo maior de incubação 

(2 horas). Portanto, não deve favorecer o ataque dos radicais hidroxil em sítios específicos na 

biomolécula. 
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II – 4.13.  Interações dos complexos de cobre com DNA: monitoramento por 

espectroscopia eletrônica 

Com o objetivo de elucidar possíveis interações dos complexos de cobre(II) estudados 

com o DNA, os correspondentes espectros de absorção foram registrados após a adição de 

DNA a soluções dos compostos (1) a (4). Os espectros de UV/Vis para a proporção 

complexo:DNA  (20 μM : 0.03 μM), na presença de peróxido de hidrogênio, são mostrados 

na Figura 57. 
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Figura 57. Espectro de absorção dos complexos na ausência e em presença de DNA. (A) 

[Cu(isaepy)H2O]ClO4 (1); (B) [Cu(isaepy)2](ClO4)2 (2); (C) [Cu(enim)H2O](ClO4)2  (3);  

(D) [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4).  A relação de concentração [CuL]:[DNA] é de 20 μM : 0.03 

μM. Os espectros foram registrados a  25ºC, logo após a adição de H2O2 (80 μM). 

 

Estes experimentos foram realizados para relacionar mudanças espectrais com as 

possíveis interações entre os complexos de cobre e a biomolécula DNA Os resultados podem 

auxiliar na interpretação dos experimentos de clivagem do DNA, uma vez que íons de cobre, 
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ao contrário de íons de ferro, costumam causar danos oxidativos no próprio sítio em se 

coordenam, os chamados danos em sítios específicos [74,79]. 

Na titulação de soluções dos complexos (1) e (4) com DNA, na ausência de peróxido de 

hidrogênio, utilizou-se os compostos na concentração de 20 μM e adicionou-se o DNA com 

concentrações entre 0,03 e 0,15 μM (Figura 58). Os espectros obtidos foram idênticos aos 

obtidos em presença de H2O2. Um hipercromismo, caracterizado por um aumento na 

intensidade de absorção do DNA em 260 nm foi observado, já que os complexos apresentam 

bandas intraligantes nesta região (247 e 260 nm, respectivamente). Experimentos análogos 

com os compostos (2) e (3) apresentaram as mudanças espectrais análogas. Resultados 

similares já foram descritos na literatura para complexos de cobre com geometrias quadrado 

planar ou piramidal [180, 181].  
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Figura 58. Espectro de absorção da titulação dos complexos (A) [Cu(isaepy)2](ClO4)2 (2) e 

(B) [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4) com DNA (adição de alíquotas de 10 µL). O espectro de cada 

complexo (concentração de 20 μM, volume inicial de 100 μL) foi monitorado em função do 

aumento da concentração de DNA (0,03-0,15 μM), como indicada na legenda. 

 

Em todos os casos, houve um aumento considerável na absorbância em torno de 260 

nm. Isto pode ser um indicativo de uma intercalação clássica dos complexos de cobre entre as 

fitas do DNA. Usualmente, após a adição de DNA, observa-se na banda de absorção da 

biomolécula, em 260 nm, um hipercromismo (aumento da absorbância) ou um hipocromismo 

(diminuição da absorbância) devido a distorções na dupla-hélice do DNA, causado por uma 

forte ligação ou intercalação dos complexos metálicos [71,182].   

 

II – 4.14. Estudos de Fluorescência da Intercalação de complexos de cobre no DNA 

A interação dos complexos de cobre com o DNA foi também estudada através de 

espectros de fluorescência. O brometo de etídeo (EB) é uma das mais sensíveis sondas de 

fluorescência que pode se ligar ao DNA [183]. Não existe emissão do DNA sozinho e a 

fluorescência do brometo de etídeo aumenta após sua intercalação no DNA, quando 

comparado ao EB sozinho [184].  Se o complexo metálico se intercalar entre as fitas do DNA, 

isto causará uma diminuição dos sítios de ligação do DNA disponíveis para o brometo de 

etídeo e haverá uma diminuição da intensidade de fluorescência do sistema EB–DNA [185]. 

Por isso, quando os compostos são adicionados, é possível verificar se estes são capazes de 
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remover o EB do DNA, ou seja, se eles interagem com a biomolécula ou se intercalam entre 

as fitas do DNA. 

A Figura 59 mostra a curva saturação da intensidade de fluorescência obtida com a 

adição de EB ao DNA 1 µM, variando-se sua concentração na faixa de 2 a 22 µM, isto é, com 

excesso de EB. 
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Figura 59. Curva de saturação da intensidade de fluorescência obtida com a adição de EB ao 

DNA 1 µM, variando-se a concentração na faixa de 2 a 22 µM. 

   

Com estas concentrações utilizadas, verificamos que a intensidade de fluorescência não 

variou nos primeiros pontos, isto é, só após o quarto ponto (4 µM) é que a intensidade 

começou a aumentar. No entanto, estes valores já correspondem aos valores da intensidade do 

EB sozinho, indicando que o brometo já estava em excesso com relação ao DNA.    

O experimento foi então repetido com concentrações menores de EB, (Figura 60). 
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Figura 60. Curva de saturação da intensidade de fluorescência obtida com a adição de EB ao 

DNA 1 µM, variando-se sua concentração na faixa de 0,4 a 4 µM. 

 

Esta variação de concentração do EB foi realizada para verificar o ponto de saturação de 

moléculas de brometo de etídeo nos sítios do DNA. A concentração de EB utilizada para os 

próximos experimentos foi então de 2 µM, que corresponde ao ponto de saturação do brometo 

de etídeo, sem grande excesso do mesmo. 

Os espectros de emissão do EB ligado ao DNA na ausência e na presença dos 

complexos de cobre estão mostrados na Figura 61. 
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Figura 61. Espectros de emissão do EB ligado ao DNA na ausência e na presença dos 

compostos [Cu(enim)H2O]2+, [Cu(isaenin)]2+, [Cu(isaepy)H2O]+, [Cu(isaepy)2]2+ e 

[Cu(phen)2]2+, respectivamente. [EB] = 2 µM, [DNA] = 1 µM, [CuL] = 0,6 a 60 µM. A seta 

indica que a intensidade diminui com o aumento da concentração dos compostos de cobre. 

 

Verificou-se nos espectros dos compostos [Cu(isaepy)H2O]+ e [Cu(isaepy)2]2+ a 

presença de um ponto isosbéstico, em ~570 e 600 nm, respectivamente. Nos outros casos, este 

ponto não é tão evidente. 

A Figura 62 mostra o decaimento da intensidade de emissão do brometo de etídeo, 

ligado ao DNA, após a adição de cada um dos complexos na solução de DNA. 
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Figura 62. Efeito da adição dos compostos de cobre na intensidade da fluorescência do 

brometo de etídeo ligado ao DNA. [EB] = 2 µM, [DNA] = 1 µM, [CuL] = 0,6 a 60 µM. 
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Os dados sugerem que todos os compostos se intercalam no DNA, provavelmente 

substituindo o EB. Além disso, mostram que a habilidade de intercalação do composto 

[Cu(enim)H2O]2+ compara-se com a do composto [Cu(phen)2]2+, com constante de equilíbrio 

de saturação mais alta que a dos outros complexos. 

         CuL  +  DNA-EB   ⇄   DNA-CuL   +  EB       K 

Ou   CuL  +  DNA-EB    ⇄    EB-DNA-CuL          K’ 

 

A partir dos dados de intensidade obtidos para os compostos e para o brometo de etídeo, 

calculou-se essa constante de saturação de ligação e o número de sítios de ligação para cada 

um dos complexos. Os cálculos foram realizados segundo Rupesh e colaboradores [186].  

Primeiramente, calculou-se a concentração dos complexos metálicos ligados ao DNA 

usando a fórmula: 

  Cl =  IDNA/EB – IDNA/EB/CuL   

               (V-1)K 

onde Cl é a concentração do complexo metálico ligado ao DNA, IDNA/EB é a intensidade 

de fluorescência do DNA e EB na ausência do complexo metálico; IDNA/EB/CuL é a intensidade 

de fluorescência do DNA, EB e complexo metálico em uma dada concentração do complexo 

(0,6 a 60 µM); V é a razão entre a intensidade de fluorescência do brometo de etídeo ligado 

ao DNA e a intensidade de fluorescência do brometo de etídeo livre; e K é o coeficiente 

angular do gráfico intensidade de fluorescência em função da concentração de brometo de 

etídeo sem DNA. 

            A concentração do complexo não ligado (Cnl) ao DNA é escrito como: 

  Cnl = CT - Cl  

onde CT é a concentração total dos complexos metálicos em solução. 

 Para calcular a constante de afinidade de um ligante com uma biomolécula é 

usada a equação de Scatchard [187]: 

  r/Cnl = K(n – r) 

onde r é a razão entre a concentração do complexo ligado e o número dos sítios totais 

disponíveis para a ligação, n é o número de sítios de ligação por mol de DNA e K é a 

constante de ligação intrínsica ao sítio. Neste caso,  

  r = Cl / [DNA]total 

A constante de ligação foi calculada através do gráfico de r em função da concentração 

do metal não ligado (Cnl). A curva no gráfico é uma hipérbole (curva de saturação), onde os 
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valores de K e n são determinados usando um ajuste de regressão não-linear.  Para linearizar 

esta curva, pode-se construir um gráfico de r/Cnl em função de r. O valor de n será dado pelo 

ponto onde a reta intercepta o eixo x, e o valor de K é o coeficiente angular. No entanto, esta 

transformação causa um erro maior do que usar a curva de saturação, isto é, o ajuste não-

linear. 

A curva de saturação e o gráfico de Scatchard para os complexos são mostrados na 

Figura 63. Os valores de K e n dos respectivos complexos são mostrados na Tabela 15.  
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 Figura 63. Gráfico da curva de saturação e gráfico de Scatchard, respectivamente, para os 

complexos. (A) Cu(enim)H2O]2+, (B) [Cu(isaenim)]2+, (C) [Cu(isaepy)H2O]+, (D) 

[Cu(isaepy)2]2+, (E) [Cu(phen)2]2+. [EB] = 2 µM, [DNA] = 1 µM, [CuL] = 0,6 a 60 µM.  
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Tabela 15. Valores de K e n para a série de complexos de cobre (II) obtidos pelo ajuste não-

linear da curva de saturação. 

Compostos Nº de sítios de ligação (n) K (104 M-1) 

[Cu(enim)H2O]2+
 0,78 17,1 

[Cu(isaenim)]2+
 0,75 9,33 

[Cu(isaepy)H2O]+
 1,64 2,97 

[Cu(isaepy)2]2+
 0,75 1,42 

[Cu(phen)2]2+
 1,07 2,95 

 

Pelos valores obtidos, verificou-se que todos os compostos apresentam n ~1, isto é, há 

intercalação de uma molécula para cada mol de DNA, similarmente ao verificado para o 

[Cu(phen)2]2+. O composto [Cu(isaepy)H2O]+ apresentou um valor de K mais elevado 

(1,6x104 M-1) e se compararmos seu análogo [Cu(isaepy)2]2+ (0,75104 M-1), parece que a 

presença do segundo ligante isaepy dificulta a intercalação do cobre no DNA ou que a 

presença da água, um ligante lábil, facilita essa intercalação. Em estudos análogos de 

compostos de Pt, é admitido que a presença de um sítio lábil é necessário para a intercalação 

[188]. Nestes estudos os valores determinados de n para cis-{Pt(NH3)2Cl2], cis-[Pt(en)Cl2 e 

Pt(dien)Cl]Cl  são bem mais baixos ~0,20. 

As diferenças nas constantes de ligação dos complexos de cobre com o DNA podem ser 

explicadas pelos fatores que estabilizam as ligações. A coordenação covalente é uma forte 

interação entre o íon metálico e átomos do ligante. Ao contrário, as ligações por pontes de 

hidrogênio e interações de van der Waals são bem mais fracas.     

O composto [Cu(enim)]2+ apresenta, de acordo com o EPR, uma geometria quase 

quadrado planar, sendo por isso maior sua constante de afinidade entre as fitas do DNA. Os 

experimentos de interação com o DNA através dos espectros de absorção na região do 

UV/Vis também mostraram que este composto é o que mais se intercala ao DNA, já que 

apresentou maior modificação na banda em 260 nm (hipercromismo). Esse hipercromismo 

indica perda das interações de elétrons π entre as bases do DNA, possivelmente entre as bases 

G e C, que é a via usual de intercalação de complexos metálicos ao DNA. Os compostos 

[Cu(isaenim)]2+ e [Cu(enim)]2+ ligam-se ao DNA fortemente e geram bastante radicais 

hidroxil, conforme observado nos experimentos de EPR,  e causam também bastante danos ao 

açúcar do DNA. No entanto, geram menos danos ao DNA conforme observado nos 

experimentos de clivagem. 
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O composto [Cu(isaepy)2]2+ é o que possui um volume maior e uma geometria mais 

tetraédrica ao redor do cobre, por isso apresenta menor constante de afinidade, cerca de 

dezessete vezes menor que o composto [Cu(enim)]2+ (3). No entanto, este composto foi o que 

mais causou danos ao DNA, até mesmo na ausência de peróxido. Este composto pode estar 

associado ao DNA através das “grooves” (cavidades ou fendas), mantendo interações por 

ligações de hidrogênio com as bases. A explicação para o fato de este composto ligar-se ao 

DNA mais fracamente, e mesmo assim causar danos mais eficientemente ao DNA do que os 

outros compostos, pode ser atribuída à sua proximidade às bases do DNA, fazendo com que o 

íon cúprico esteja mais próximo do sítio alvo no DNA do que nos outros compostos. 

Para o composto que apresentou maior intercalação, [Cu(enim)]2+ (3), experimentos 

análogos foram feitos com o DNA de Calf-thymus. A Figura 64 mostra a curva de saturação 

da intensidade de fluorescência obtida com a adição de EB ao DNA Calf-thymus 3,2 µM, 

variando-se sua concentração na faixa de 10 a 127 µM.  
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Figura 64. Curva de saturação da intensidade de fluorescência obtida com a adição de EB ao 

DNA-CT 3,2 µM, variando-se a concentração na faixa de 10 a 127 µM.  

 

Essa variação de concentração do EB foi realizada para verificar o ponto de saturação 

da fluorescência de moléculas de brometo de etídeo aos sítios do DNA. A concentração de EB 

utilizada para os próximos experimentos foi de 51 µM, que corresponde ao ponto de saturação 

do brometo de etídeo, sem excesso do mesmo. 

Os espectros de emissão do EB ligado ao DNA-CT na ausência e na presença do 

complexo [Cu(enim)H2O]2+ está mostrado na Figura 65. 
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Figura 65. Espectros de emissão do EB ligado ao DNA-CT na ausência e na presença do 

composto [Cu(enim)H2O]2+. [EB] = 51 µM, [DNA] = 3,2 µM, [CuL] = 2 a 120 µM. A seta 

indica que a intensidade diminui com o aumento da concentração dos compostos de cobre. 

 

A Figura 66 mostra o decaimento da intensidade de emissão do brometo de etídeo após 

a adição do complexo (3) na solução de DNA. 
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Figura 66. Efeito da adição do composto (3) na intensidade do brometo de etídeo ligado ao 

DNA. [EB] = 51 µM, [DNA] = 3,2 µM, [CuL] = 2 a 120 µM. 
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A partir dos dados de intensidade obtidos para o composto e para o brometo de etídeo, 

calculou-se a constante de saturação de ligação e o número de sítios de ligação para todos os 

complexos da mesma maneira citada anteriormente. 

A curva de saturação e o correspondente gráfico de Scatchard para os complexos são 

mostrados na Figura 67. 
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Figura 67. Gráfico da curva de saturação e gráfico de Scatchard para o complexo 

[Cu(enim)H2O]2+ (3). [EB] = 51 µM, [DNA] = 3,2 µM, [CuL] = 2 a 120 µM. 
 

O valor de n encontrado para o composto [Cu(enim)H2O]2+ na presença de DNA-CT foi 

de 1,08 e o valor de K de 1,49 x 104 M-1. O valor de n é maior que o encontrado para este 

composto na presença de DNA plasmidial; no entanto, o valor de K está muito abaixo do 

encontrado para o DNA plasmidial (17x104 M-1). 

De acordo com dados da literatura, o valor de K para o complexo [Cu(o-phen)2]2+ na 

presença de DNA-CT é de aproximadamente 1,85 x 104 M-1 [189], pois o valor para a espécie 

oxidada é cerca de 2,7 vezes menor que para a espécie reduzida [Cu(o-phen)2]+ (5 x 104 M-1) 

[80].  Portanto, o composto [Cu(enim)H2O]2+ parece intercalar-se ao DNA tão bem quanto o 

[Cu(o-phen)2]2+. 

 

II – 4.15. Estudo de Interação dos Complexos de Cobre ao DNA através de 

Dicroísmo Circular 

A técnica de dicroísmo circular é muito importante para se detectar mudanças de 

conformação que ocorrem na cadeia de DNA em decorrência de interações DNA-droga, pois 

os sinais de CD são muito sensíveis ao modo de interação do DNA com pequenas moléculas 

[190].  
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O espectro de CD do DNA-CT consiste de uma banda positiva em 275 nm, que é 

relacionada à interação do tipo π existente entre os intercalantes e as bases, e uma banda 

negativa em 245 nm, devido à elipsicidade da forma B do DNA [161,177]. As mudanças 

observadas nos sinais dos espectros de CD correspondem assim a mudanças na estrutura do 

DNA. Portanto, uma interação nas fendas do DNA ou uma interação eletrostática de pequenas 

moléculas com o DNA apresentam pouca ou nenhuma perturbação nas bandas de interações π 

e na elipsicidade, enquanto que uma intercalação aumenta as intensidades de ambas as 

bandas, estabilizando a conformação da forma B do DNA-CT, como observado para os 

intercaladores clássicos [191].  

Os espectros de CD foram realizados com os complexos [Cu(enim)]2+ e  

[Cu(isaepy)2]2+, pois foram os compostos que apresentaram as constantes de afinidade pelo 

DNA extremas (Figura 68). Após a adição destes compostos em várias proporções ao DNA-

CT, verificou-se que ambos causaram mudanças não significativas nas intensidades das 

bandas positiva e negativa do espectro de CD. Chen e colaboradores observaram um aumento 

dessas bandas quando adicionaram seus complexos ao DNA, indicando uma intercalação 

típica envolvendo interações π-π* e uma estabilização da elipsicidade do DNA na forma B 

[192].  
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Figura 68. Espectro de CD do DNA-CT (800 µM) em tampão fosfato 50 mM/NaCl-0,1M na 

ausência e na presença dos compostos  [Cu(enim)H2O]2+ e [Cu(isaepy)2]2+, com várias 

concentrações dos compostos. 
 

Portanto, para os nossos complexos estudados, a interação nas fendas é o principal 

modo de interação, ao invés da intercalação clássica. 

Pequenas moléculas, tais como fármacos, corantes orgânicos, etc., geralmente ligam-se 

ao DNA através da fenda ou cavidade menor (minor groove), enquanto que macromoléculas, 

tais como moléculas de muitas proteínas, ligam-se ao DNA através da fenda ou cavidade 

maior (major groove) [193]. 

Alguns agentes antineoplásicos interagem com os pares de bases nitrogenadas 

reversivelmente (por meio de contatos de van der Waals, interações eletrostáticas e, 

sobretudo, ligação de hidrogênio), geralmente através de conformações tipo iso-hélicas e são 

classificadas como moléculas ligantes na fenda menor do B-DNA. A característica iso-hélica 

pode ser definida pela alteração conformacional destas moléculas, para que haja a interação 

com os pares de bases nitrogenadas que compõem a hélice do B-DNA. As moléculas mais 

representativas dessa classe são as amidinas aromáticas e as lexitropsinas [194].    

De fato, foi observado que em tal conformação iso-hélica, deve ocorrer uma possível 

interação com os pares de bases nitrogenadas do DNA, descrita também nas estruturas 

cristalográficas. Os ligantes na fenda menor interagem preferencialmente com os pares de 

bases AT (adenina e timina), pois a guanina possui um substituinte, que é uma amina 

aromática, voltada para o interior da fenda menor, causando impedimento estereoquímico. 
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Diversas modificações nas estruturas das amidinas aromáticas, distamicina e netropsina foram 

elaboradas, visando alterar a seletividade com relação aos pares de base AT para GC (guanina 

e citosina), aumentar o número de bases que irão interagir, além de se tentar aumentar a 

afinidade das moléculas às seqüências AT do DNA [194].  

Sabe-se que o composto tetraédrico [Cu(o-phen)2]2+ é primeiramente reduzido em 

solução, onde grupos tióis ou superóxido são os doadores de elétrons, e o complexo reduzido 

liga-se reversivelmente à fenda menor do DNA e sofre oxidação  pelo peróxido de hidrogênio 

gerando espécies oxo-cobre que são diretamente as responsáveis pela clivagem do DNA. A 

coordenação do complexo pode ocorrer diretamente ou mais acessivelmente ao hidrogênio do 

C-1 da deoxi-ribose. No B-DNA, o hidrogênio do C-1 está localizado na parte inferior da 

fenda menor [195,196]. 

Já complexos metálicos contendo ligantes heterocíclicos aromáticos com cadeias longas 

têm mostrado que se ligam ao DNA não covalentemente, através de intercalação na fenda 

maior, onde o ligante heterocíclico é inserido parcialmente entre os pares de bases 

maximizando interações do tipo π [197].  

Os compostos [Cu(enim)]2+ (3) e [Cu(isaenim)]2+ (4) provavelmente apresentam um 

mecanismo de intercalação semelhante ao [Cu(o-phen)2]2+, onde o ataque oxidativo é iniciado 

no hidrogênio do C-1 da deoxi-ribose, localizado na parte inferior da fenda menor. Os 

complexos de coordenação devem-se ligar e provocar danos ao DNA provavelmente através 

deste domínio estrutural.   

Ao contrário, os compostos [Cu(isaepy)2]2+ (2) e [Cu(isaepy)H2O]+ (1) podem estar 

interagindo com o DNA através da fenda maior, provavelmente entre pares de bases, já que 

são complexos com ligantes grandes e possuem estrutura com distorção tetraédrica maior.  

 

II – 4.16. Experimentos de Cromatografia de Camada Fina (TLC) com DNA 

marcado com * P32 

Uma das possibilidades de danos ao DNA, causados ou induzidos por complexos de 

cobre, é a oxidação das bases purínicas ou pirimidínicas desta biomolécula [86,196,198] e 

outra é a hidrólise de ligações fosfato [81,199,200]. 

Com o objetivo de verificar se os compostos de cobre estavam clivando a ligação do 

fosfato ao nucleosídeo, realizou-se um experimento de incubação do DNA, contendo fosfato 

radioativo, marcado isotopicamente, α – 32P – UTP, com os complexos de cobre estudados, 

analisando-se os produtos através de cromatografia de camada fina ou camada delgada (TLC).  
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 A Figura 69 refere-se ao experimento de clivagem da ligação fosfato do nucleotídeo. 

 

1  2   3  4  5  6  7  8   9   

UTP 

Pi

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 69. Cromatograma TLC dos compostos de cobre (50 µM) e UTP, incubados por 30 

minutos, a 37,0°C na presença de peróxido de hidrogênio (120 µM).  

Canaleta 1: UTP (uracil trifosfato) com fósforo marcado; 
Canaleta 2:  [Cu(H2O)4]2+ + H2O2; 
Canaleta 3: [Cu(isaepy)2]2+ + H2O2; 
Canaleta 4: [Cu(isaepy)H2O]+ +  H2O2; 
Canaleta 5: [Cu(enim)H2O]2+ + H2O2; 
Canaleta 6 : [Cu(isaenim)]2++ H2O2; 
Canaleta 7: [Cu(isapn)]2+ + H2O2; 
Canaleta 8: [Cu(pyrpn)] + H2O2; 
Canaleta 9: sem CuL + H2O2 (controle). 
   

 O fragmento observado em todas as canaletas corresponde ao fósforo inorgânico 

marcado (Pi) ainda ligado, já que também está presente na canaleta do UTP. Além disso, 

observou-se que não houve diminuição da intensidade da banda referente ao UTP em 

nenhuma canaleta. Isto indica que os compostos não clivaram a ligação do fosfato no 

nucleotídeo em nenhuma posição. 
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II – 4.17. Verificação de clivagem da ligação fosfato através de Gel de 

Poliacrilamida com Oligômeros de RNA ou DNA 

Este experimento foi realizado para comprovar se realmente não ocorreu clivagem da 

ligação no fosfato. Pensou-se que seria necessário um fragmento maior para que os compostos 

pudessem interagir, para depois causar a clivagem. Em um nucleotídeo, como o utilizado no 

experimento anterior, são poucos os sítios de ligação já que existe apenas uma base. 

Primeiramente, utilizou-se um oligômero de RNA marcado no fósforo 5’ e a Figura 70 

refere-se a um gel de poliacrilamida com o fragmento de RNA. 
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Figura 70. Gel de poliacrilamida 8% nativo, com oligômeros de RNA marcado no fósforo 5’, 

incubados com complexos de cobre(II). 

Canaleta 1:  oligômero de RNA marcado; 
Canaleta 2:  sem CuL + H2O2 (controle); 
Canaletas 3 e 4:  [Cu(H2O)4]2+ + H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 5 e 6: [Cu(pyrpn)] + H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 7 e 8: [Cu(isapn)]2+ +  H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 9 e 10: [Cu(isaenin)]2++ H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 11 e 12: [Cu(enim)H2O]2+  + H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 13 e 14: [Cu(isaepy)H2O]++ H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 15 e 16: [Cu(isaepy)2]2+ + H2O2; 25  e 50 µM. 
  

Existem duas mudanças que podem ser observadas no gel em caso de clivagem da 

ligação fosfato. A primeira seria a fragmentação abaixo do oligômero de RNA e, neste caso, 
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como o gel é nativo, só serão observados fragmentos grandes. A segunda seria a diminuição 

da intensidade do sinal radioativo do oligômero, indicando perda de fosfato marcado que 

estivesse mais exposto. 

  Em nenhuma canaleta foi observada fragmentação do oligômero. No entanto, observou-

se a diminuição da intensidade do sinal radioativo para os compostos [Cu(pyrpn)]  (7) e 

[Cu(isapn)]2+ (6). Para o composto [Cu(pyrpn)] pode ter ocorrido uma falha ao entrar no gel, 

pois o mesmo foi dissolvido em etanol e este solvente não passa através do gel. 

 Para completar o experimento anterior, também foi feito um gel de poliacrilamida com 

oligômero de DNA. Como o RNA é fita simples e o DNA é fita dupla, é possível que os 

compostos precisem se intercalar para causar quebra da ligação fosfato. Além disso, o gel de 

poliacrilamida utilizado foi desnaturante, o que permite a visualização de fragmentos 

pequenos, ou seja, uma maior definição (Figura 71). 

 Neste caso, o composto [Cu(pyrpn)] foi dissolvido em água contendo 10 % de DMSO 

para garantir sua entrada no gel.  
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Figura 71. Gel de poliacrilamida 8% desnaturante, com oligômero de DNA marcado no 

fósforo 5’. 

Canaleta 1:  oligômero de DNA marcado; 
Canaleta 2:  sem CuL + H2O2 (controle); 
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Canaletas 3 e 4:  [Cu(H2O)4]2+ + H2O2; 25  e 50 µM. 

Oligo RNA 

Canaletas 5 e 6: [Cu(isaepy)2]2+ + H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 7 e 8: [Cu(isaepy)H2O]++  H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 9 e 10: [Cu(enim)H2O]2+  + H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 11 e 12: [Cu(isaenim]2+ + H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 13 e 14: [Cu(isapn)]2+ + H2O2; 25  e 50 µM. 
Canaletas 15 e 16: [Cu(pyrpn)] + H2O2; 25  e 50 µM. 
 

 Em nenhuma canaleta observou-se a formação de fragmentos abaixo do sinal do DNA, 

indicando que realmente o composto [Cu(pyrpn)] não tinha entrado no gel anterior por causa 

do etanol e que o composto [Cu(isapn)]2+ não clivou a ligação fosfato, como também já havia 

sido observado, podendo ter ocorrido alguma falha no momento de aplicação no gel. 

 E, finalmente, o experimento com o oligômero de RNA marcado foi novamente refeito 

para o composto [Cu(isapn)]2+ (6), em quatro concentrações diferentes, para confirmar o 

resultado negativo obtido anteriormente (Figura 72). Porém, desta vez foi utilizado o gel de 

poliacrilamida 8% desnaturante, que permite maior definição. 

 

 1  2  3  4  5 6    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 72. Gel de poliacrilamida 8% desnaturante, com oligômero de RNA marcado no 

fósforo 5’ na presença do composto [Cu(isapn)]2+. 

Canaleta 1:  oligômero de RNA marcado; 
Canaleta 2:  sem CuL + H2O2 (controle); 
Canaleta 3: 25 µM; 



 147

Canaleta 4: 50 µM; 
Canaleta 5: 100 µM; 
Canaleta 6: 200 µM. 

 
Apesar das altas concentrações do composto [Cu(isapn)]2+, não foram detectados 

fragmentos de RNA abaixo do sinal do oligômero, indicando que este composto também não 

cliva a ligação fosfato.    

  

II – 4.18. Espectros EPR de complexos de cobre em presença de DNA ou de suas 

Bases  

Os dois sítios mais importantes e disponíveis para interação covalente entre um íon 

metálico e o DNA correspondem aos grupos doadores de elétrons das bases, 

preferencialmente a guanina, e aos grupos fosfatos do nucleotídeo. Para verificar se ocorre 

interação dos compostos com as bases foi feito um estudo de interação entre os compostos 

sintetizados e o próprio DNA ou suas bases, para comparação através da espectroscopia de 

EPR. Neste estudo foram utilizados os nucleotídeos, pois as bases são pouco solúveis em 

tampão fosfato pH = 7,4. A Figura 73 mostra os espectros de EPR obtidos e a Tabela 16 os 

correspondentes parâmetros medidos. Os parâmetros mostrados nesta tabela referem-se aos 

experimentos com excesso de nucleotídeos, mas que foram os mesmos obtidos para  

experimentos análogos com os nucleotídeos na proporção (1:1). 
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Figura 73. Espectros de EPR da interação entre os complexos e os nucleotídeos do DNA, a 

77K. Todos os espectros foram registrados com: ganho no detector de 7,96 x 103, amplitude 

de modulação de 15G, constante de tempo de 40,96 ms e 2 varreduras. 

 

Os parâmetros obtidos a partir dos espectros das Figuras anteriores são mostrados na 

Tabela 16, a seguir. 

 

 

Tabela 16. Parâmetros medidos nos espectros de EPR da interação entre os complexos e 

bases do DNA, a 77K.    

 [Cu(H2O)4]2+
 

 1A//(G) 1g// 
 

2A//(G) 2g// 
 

g 

CuL 121 2,416   2,085 
Adenosina 121 2,414   2,085 
Citidina 121 2,414 147 2,333 2,085 

Guanosina 121 2,416 145 2,360 2,048 
Uridina 121 2,414   2,085 
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 [Cu(enim)H2O]2+
 

 1A//(G) 1g// 
 

2A//(G) 2g// 
 

g 

CuL 180 2,243   2,063 
Adenosina 180 2,243   2,063 
Citidina 180 2,243 145 2,363 2,063 

Guanosina 180 2,243   2,063 
Uridina 180 2,243   2,063 

 

 [Cu(isaenim)]2+
 

 1A//(G) 1g// 
 

2A//(G) 2g// 
 

g 

CuL 198 2,202   2,075 
Adenosina 198 2,202   2,075 

Citidina 198 2,202   2,075 
Guanosina 198 2,202   2,075 

Uridina 198 2,202   2,075 
 

 [Cu(isaepy)2]2+
 

 1A//(G) 1g// 
 

g 

CuL 180 2,249 2,067 
Adenosina 180 2,249 2,067 

Citidina 180 2,249 2,067 
Guanosina 180 2,249 2,067 

Uridina 180 2,249 2,067 
 

O composto [Cu(H2O)4]2+ usado como controle, apresentou um novo sinal com 

parâmetro A// de 147 x 10-4 cm-1 e g// de 2,333, aproximadamente, após adição da citidina e da 

guanosina, indicando provavelmente uma interação do cobre com estas bases. Estudos 

mostram que as quebras das fitas do DNA na presença de íons Cu(II) ocorrem usualmente 

próximos de resíduos de guanina, sugerindo que esses íons ligam-se ao DNA 

preferencialmente nesses sítios [201,202]. Nosso estudo de EPR com os nucleotídeos 

confirmaram que o [Cu(H2O)4]2+ interage com os pares de base guanina e citosina. 

O composto [Cu(enim)H2O]2+ (3) parece ter interação com a citidina, apresentando o 

mesmo parâmetro que o [Cu(H2O)4]2+ em presença dessa base. 

Os compostos [Cu(isaepy)2]2+ (2) e [Cu(isaenim)]2+ (4) provavelmente interagiram 

somente com a guanina, pois apesar dos parâmetros de EPR obtidos com esses compostos e 

com esta base serem os mesmos, quando comparados com os compostos sozinhos, a adição da 
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guanosina causou modificação no espectro. Provavelmente a guanina ocupa a quarta ou quinta 

posição de coordenação ao redor do cobre. 

A Figura 74 mostra os espectros de EPR obtidos após 12 horas de incubação dos 

complexos com o DNA Calf-Thymus (CT) na proporção 3:1 [DNA]:[CuL].  
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Figura 74. Espectros de EPR visando monitorar a interação entre os complexos de cobre com 

o DNA Calf-thymus, após 12 horas de incubação, a 77K. [DNA]CT = 1,20 mM; [CuL] = 300 

μM; tampão fosfato 50 mM pH = 7,4. Todos os espectros registrados com: ganho no detector 

de 3,56 x 104, amplitude de modulação de 15G, constante de tempo de 40,96 ms e 4 

varreduras. 

 

Os parâmetros obtidos em presença de DNA CT foram os mesmos observados para os 

complexos na ausência da biomolécula, em pH = 7,4. O espectro do complexo [Cu(phen)2]2+ 

na presença do DNA foi o único que apresentou parâmetros diferentes do complexo. O 

complexo apresenta um sinal com parâmetro de A// de 145x10-4 cm-1 e g// de 2,273, enquanto 

que o composto na presença do DNA apresentou um novo sinal com parâmetro de A// de 

178x10-4 cm-1 e g// de 2,233. No entanto, isso não significa obrigatoriamente que os outros 

compostos não estejam interagindo com o DNA, mas sim que não está ocorrendo nenhuma 

variação acentuada na vizinhança do cobre decorrente da interação com o ácido nucléico.  

Estes resultados reforçam a idéia de que essa interação entre os complexos e o DNA ocorre 

nas alças, cavidades ou fendas (major ou minor grooves). 
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5. CONCLUSÕES 

Os experimentos realizados permitiram estudos sistemáticos da atividade biológica de 

compostos imínicos de cobre(II), modulada pelo ligante, e forneceram resultados importantes 

para a compreensão de seus mecanismos de interação com as biomoléculas HSA e DNA, 

induzindo processos oxidativos ou degradativos na biomolécula.  

Para esses estudos, quatro novos complexos imínicos de cobre com ligantes que 

apresentassem similaridade estrutural à de compostos naturais com atividade biológica 

relevante, particularmente derivados imínicos de indóis, oxindóis e pirróis, foram sintetizados: 

[Cu(isaepy)H2O]ClO4 (1), [Cu(enim)H2O](ClO4)2 (3), [Cu(isaenim)](ClO4)2 (4) e 

[Cu(pyrpn)] (5). Estes complexos foram então caracterizados por análise elementar, técnicas 

espectroscópicas (UV/Vis, IV, EPR) e espectrometria ESI-MS.  Os complexos 

[Cu(isaepy)2](ClO4)2 (2), [Cu(isapn)](ClO4)2 (6) e [Cu(phen)2](ClO4)2 (7) já haviam sido 

sintetizados anteriormente em nosso laboratório e foram utilizados para comparação nos 

experimentos. 

Os compostos (1), (2), (4) e (6), derivados de isatina, apresentaram um interessante 

equilíbrio em solução, de acordo com o pH do meio, conforme verificado por espectroscopia 

UV/Vis, sendo possível a determinação dos respectivos valores de pKa. O equilibio ceto-

enólico do composto (4) também foi verificado por EPR.  De maneira análoga, os valores de 

pKa foram determinados para os complexos [Cu(isaepy)H2O]ClO4, [Cu(isaepy)2](ClO4)2 e 

[Cu(isaenim)](ClO4)2, que foram de 8,94; 7,90 e 7,90, respectivamente. O valor de pKa 9,5 

para o composto [Cu(isapn)](ClO4)2 já havia sido previamente determinado [42]. 

Interações dos complexos com a albumina humana (HSA) e com o plasma sanguíneo 

foram estudadas através das técnicas EPR, SDS-PAGE e CD. Os estudos de EPR e SDS-

PAGE mostraram que os compostos interagem no plasma sanguíneo principalmente com a 

albumina. Por EPR, verificou-se que essa interação ocorre preferencialmente no sítio I, isto é, 

no sítio N-terminal. No entanto, os compostos (2) e (3) provavelmente interagem com outro 

sítio da albumina, após certo período de indução. Os experimentos de CD confirmaram a 

interação dos compostos no sítio N-terminal e também permitiram calcular as constantes de 

estabilidade dos compostos, com log K = 15-18, verificando-se que são da mesma ordem de 

grandeza que a da espécie [Cu-HSA], com log K =16,2, e que, portanto, são estáveis no meio 

biológico, podendo competir com a proteína pelos íons de cobre.       

Além disso, estudou-se o comportamento destes complexos frente a agentes redutores 

ou oxidantes usuais no meio biológico, como a glutationa (GSH), o ascorbato (asc) e o 

peróxido de hidrogênio. Através dos experimentos com estes compostos, observou-se que o 
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complexo (3) foi o mais reativo, sendo facilmente reduzido pela glutationa e pelo ascorbato e 

também foi bastante ativo na formação de radicais livres em presença de H2O2, nas duas 

condições experimentais utilizadas.  

Adicionalmente, investigou-se a atividade pró-oxidante de tais complexos, através de 

danos causados em diferentes substratos, visando elucidar estudos prévios de sua atividade 

pró-apoptótica e antitumoral. Experimentos de EPR com captador de spin, na presença de 

HSA e H2O2, mostraram a formação de quantidades significativas de radicais hidroxil e 

radicais de carbono. No experimento de danos carbonílicos à albumina, o composto 

[Cu(isaepy)2]2+ (2) foi capaz de gerar danos carbonílicos na proteína em concentrações 

estequiométricas de composto, mesmo na ausência do oxidante peróxido de hidrogênio. Em 

presença de peróxido de hidrogênio, os danos observados com este composto (2) foram os 

maiores, enquanto para os outros compostos foram apenas um pouco maiores que os 

observados com a aqua-complexo de cobre(II). Experimentos de CD complementaram estes 

resultados, mostrando que somente os complexos (1), (2) e (6) causaram modificações na α-

hélice da proteína. No entanto somente o composto [Cu(isaepy)2]2+ (2) foi capaz de gerar 

diversos fragmentos na proteína, em presença de peróxido de hidrogênio, através do 

experimento de SDS-PAGE [155]. 

Por outro lado, os compostos Cu(enim)H2O]2+ (3) e [Cu(isaenim)]2+ (4) foram os mais 

ativos nos experimentos realizados para degradação do açúcar do DNA, a 2-deoxi-D-ribose, 

monitorados através do método TBARS. De acordo com os dados mostrados nos 

experimentos de danos ao DNA, a maioria dos complexos estudados exibiram uma atividade 

“nuclease” melhor que a apresentada pelo aqua-complexo, que foi usado como controle. A 

exceção foi o composto [Cu(pyrpn)], pouco reativo. Eles também mostraram que esta 

propriedade é modulada pela natureza do ligante imínico, e não só pela presença do íon cobre. 

Além disso, os experimentos demonstraram que a presença de peróxido de hidrogênio é 

necessária para clivar o DNA plasmidial, sugerindo um mecanismo redox [203], 

provavelmente envolvendo EROs. Entretanto, o complexo [Cu(isaepy)2](ClO4)2 (2) foi o 

único capaz de clivar a fita do DNA, mesmo na ausência de H2O2, sugerindo um mecanismo 

adicional. Na presença de H2O2, sua atividade é muito similar à do complexo (1), com o 

mesmo ligante. Os complexos (3) e (4) exibiram uma atividade “nuclease” menor. No 

entanto, todos eles apresentaram elevada eficiência na clivagem do DNA, comparável à de 

outros compostos já descritos na literatura [177]. 

http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/servletartigosquecitaramdoi?doi=10.1016/j.jinorgbio.2007.12.033�
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Experimentos de fluorescência, EPR, gel de eletroforese marcado com α-32P-UTP e CD 

foram ainda realizados, visando elucidar o mecanismo de ação destes complexos no meio 

biológico.  

A intercalação dos complexos nas fitas do DNA foi demonstrada através de 

experimentos de fluorescência, monitorando-se a substituição do brometo de etídeo (EB) no 

DNA. As constantes de equilíbrio correspondentes mostraram valores semelhantes ao do 

complexo [Cu(o-phen)2]2+ (7) (~2 x 104 M-1), um dos mais estudados na literatura, porém em 

alguns casos, obtiveram-se valores bem superiores (1-2 x105 M-1). A relação n determinada de 

intercalação foi similar à de outros casos descritos na literatura e igual a ~1 espécie CuL/mol 

de DNA. Apenas um dos complexos, [Cu(isaepy)H2O)]+ (1), indicou um valor superior (1,6). 

O composto [Cu(enim)]2+ (3) apresenta, de acordo com o EPR, uma geometria mais quadrado 

planar, sendo por isso maior sua constante de afinidade entre as fitas do DNA. Os 

experimentos de interação com o DNA através dos espectros de absorção na região do 

UV/Vis também mostraram que este composto é o que mais se intercala ao DNA, já que 

apresentou maior modificação na banda em 260 nm (hipercromismo). Os compostos 

[Cu(enim)]2+ (3) e [Cu(isaenim)]2+ (4) ligam-se ao DNA fortemente e geram bastante radicais 

hidroxil, conforme observado nos experimentos de EPR,  e causam também bastante danos ao 

açúcar do DNA. No entanto, geram menos clivagens no DNA, conforme observado nos 

experimentos correspondentes. 

Estudos de interações dos complexos com o DNA, através de espectroscopia EPR, 

indicaram pequena ou nenhuma variação geométrica na vizinhança do cobre. Em presença 

dos nucleotídeos das correspondentes bases (guanina, citosina, adenina e timina ou uracil), 

apenas com alguns dos complexos verificou-se variações mais pronunciadas em presença de 

guanina ou citosina. Estas são as bases que usualmente se apresentam como alvos 

preferenciais em estudos similares na literatura. 

Experimentos com fosfato marcado demonstraram que o mecanismo não é hidrolítico, 

isto é, não envolve hidrólise das ligações fosfato. Ao contrário, a alta capacidade dos 

complexos de gerarem EROs em presença de peróxido de hidrogênio, verificada através de 

espectroscopia EPR, indica que o mecanismo é provavelmente oxidativo, isto é, através de 

danos às bases ou à deoxi-ribose. 

Através de CD, poucas perturbações na elipsicidade do DNA foram observadas, o que 

indica que estes complexos provavelmente estão localizadas nas cavidades ou fendas do ácido 

nucléico. Assim, para os nossos complexos estudados, a interação nas fendas, maior ou 

menor, é o principal modo de interação, ao invés da intercalação clássica, interna. Os 
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compostos [Cu(enim)]2+ (3) e [Cu(isaenim)]2+ (4) provavelmente apresentam um mecanismo 

de intercalação semelhante ao [Cu(o-phen)2]2+, onde eles se ligam ao DNA próximo ao anel 

da ribose, localizado na fenda menor, formando EROs via reações tipo Fenton, que então 

atacam o açúcar. Ao contrário, os compostos [Cu(isaepy)H2O]+ (1) e [Cu(isaepy)2]2+ (2) 

podem estar interagindo com o DNA através da fenda maior, provavelmente entre pares de 

bases, já que são complexos com ligantes grandes, volumosos, e possuem estrutura com 

distorção tetraédrica maior. 
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