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RESUMO 
 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa que tem como principal patógeno 

o Mycobacterium tuberculosis e continua sendo um importante problema de saúde 

pública mundial, exigindo o desenvolvimento de estratégias para o seu controle. Em 

2011 foram notificados 8,7 milhões de casos da doença no mundo. Ao longo dos 

anos o cenário da doença não tem se mostrado otimista, devido ao aumento de 

número de casos de TB multi resistente a fármacos (TB-MDR) e o surgimento de 

cepas de resistência estendida (TB-XDR). A pesquisa de novos fármacos, em um 

contexto geral, apresenta-se como um enorme desafio científico para a era 

moderna. Neste sentido, a Química Inorgânica Medicinal tem se mostrado uma 

ferramenta bastante promissora. Este trabalho objetivou a caracterização da 

atividade anti- M. tuberculosis intra e extracelular e a citotoxicidade de 158 

compostos de coordenação com metais. A citotoxicidade usando linhagens celulares 

de macrófago (J774A.1) e células epiteliais (VERO) também foi investigada. Diante 

Os resultados demonstraram que 16 compostos apresentaram uma alta seletividade, 

ou seja, alta atividade contra o bacilo da tuberculose e baixa citotoxicidade frente às 

linhagens testadas. Quatro desses 16 compostos selecionados foram analisados 

quanto a atividade intracelular; dos quais 2 compostos de coordenação de Co 

(cobalto) mostraram-se promissores quanto a esta atividade. Com base nos 

resultados encontrados mais estudos serão realizados a fim de garantir a eficácia e 

segurança desses novos compostos de coordenação candidatos à fármacos para 

tratamento da tuberculose. 
 
Palavras-chaves: tuberculose, Química Inorgânica Medicinal, citotoxicidade, 

atividade intracelular. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Tuberculose (TB) 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa que tem como principal patógeno 

o Mycobacterium tuberculosis. Esta bactéria identificada em 1882 por Robert Koch 

afeta comumente os pulmões; entretanto, outros órgãos podem ser afetados levando 

à forma não pulmonar. A doença continua sendo um importante problema de saúde 

pública mundial, exigindo o desenvolvimento de estratégias para o seu controle 

considerando aspectos humanitários, econômicos e de saúde pública (RAVIGLIONE 

et al. 2012).  

Em geral, a bactéria é transmitida por aerossóis de pessoas que são 

contaminadas após a inalação do bacilo em núcleos de gotículas. Cerca de 10 a 

30% das pessoas expostas adoecem e outras 60-90% desenvolverão resposta 

imune celular eficaz para conter a infecção com sucesso na qual o M. tuberculosis 

pode assumir o estado de latência (WARD, 2008; MANABE e BISHAI, 2000). Nesta fase 

de latência o bacilo não se encontra ativo, mas a infecção pode sofrer reativação 

anos mais tarde resultando em doença ativa (MOUTINHO, 2011). 

A fase de latência é definida quando nos pulmões a bactéria é fagocitada por 

macrófagos alveolares induzindo uma resposta pró-inflamatória iniciando o processo 

de recrutamento de células mononucleares de vasos sanguíneos vizinhos. Os 

bacilos rodeados por células T, monócitos e macrófagos não podem se reproduzir e 

adquirem o referido estado. Nesta fase os bacilos não são infecciosos, podendo 

permanecer neste estado por muitos anos ou ocorrer o processo de reativação - 

forma mais comum de manifestação da tuberculose em adultos (Figura 1). Esta é 

frequentemente associada a condições de comprometimento do sistema 

imunológico, tais como: co-infecção com HIV, deficiência nutricional, idade avançada 

e estresse (RUSSELL, 2007).  
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Figura 1- Contaminação e resposta imunológica do organismo frente ao M. 

tuberculosis.  

 
Fonte: Russel, 2007. 

 
 
 
 



 

15 

 

1.2 Epidemiologia, tuberculose multi resistente a fármacos (TB-MDR) e 
tuberculose de resistência estendida (TB-XDR)  
 Em 2011 foram notificados 8,7 milhões de casos da doença no mundo. Dos 

quais 1,1 milhão representam os casos de pacientes HIV positivos. No mesmo ano 

1,4 milhão de pessoas morreram com TB, das quais 430.000 pessoas eram co-

infectadas com HIV. A taxa de mortalidade da TB caiu 41% entre 1990 e 2011; e o 

mundo estaria a caminho de atingir a meta global de redução de 50% até 2015 

(WHO, 2013).  
Ao longo dos anos apesar da diminuição em números totais de casos da 

doença o cenário da TB supostamente otimista não se apresenta tão real assim. Isto 

se comprova pelo aumento de casos de TB multi resistente a fármaco (TB-MDR) e o 

aparecimento de cepas de resistência estendida (TB-XDR); como demonstrado nas 

figuras 2 e 3 (WHO, 2013). 

A TB-MDR é definida como a resistência a pelo menos os fármacos isoniazida 

(INH) e rifampicina (RFP) que são de primeira escolha na terapia. Já a forma TB-

XDR caracteriza-se além da resistência a INH e RFP a também a qualquer das 

fluoroquinolonas além de um dos três fármacos injetáveis de segunda-linha 

(capreomicina, canamicina, e amicacina). 

 

Figura 2 - Porcentagem de novos casos de TB-MDR no mundo. 

 
Fonte: WHO, 2012. 
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Figura 3 - Países que até o final de 2011 notificaram ao menos um caso de TB-

XDR.  

 
Fonte: WHO, 2012. 

 

1.3 Histórico e evolução do tratamento 
A estreptomicina (SM) produzida pela bactéria Streptomyces griseus e 

descoberta por Selman Waksman, em 1944, foi o primeiro fármaco efetivo para a 

TB. Oito anos decorreram (1952) para que a INH fosse descoberta, e posteriormente 

a RFP (1965). O etambutol (EMB) sintetizado em 1960, só passou a integrar a 

terapia da TB em 1968; assim como a pirazinamida (PZA) que apesar de sintetizada 

em 1936, somente em 1970 passa a compor a poliquimioterapia da doença (SOUZA 

e VASCONCELOS, 2005). 

Os fármacos de primeira linha ou também chamados de primeira escolha do 

tratamento atual são: INH, RFP, PZA, EMB (Figura 4). Para os casos de falência do 

tratamento, devido a desistência ou mesmo às infecções resistentes, são utilizados 

além dos fármacos PZA e EMB, os fármacos ditos de segunda linha ou segunda 

escolha (Figura 5): SM, levofloxacina e terizidona (BRANCO et al 2012). Estes 

fármacos citados como segunda linha de tratamento compõem a terapia vigente, no 

entanto, há outros fármacos ditos também de segunda linha a exemplo dos 

injetáveis citados anteriormente no item 1.2.. 
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Figura 4 - Fármacos de primeira escolha do tratamento de 

tuberculose

 
Fonte: Branco et al. 2012  

 

Figura 5 - Fármacos de segunda escolha do tratamento de tuberculose. 

 
Fonte: Branco et al. 2012  

 
Para o tratamento básico a RFP, descoberta há mais de 50 anos, ainda 

representa o último modelo de fármaco introduzido no tratamento da TB. Juntamente 

com INH, EMB e PZA, a RFP faz parte de um regime de tratamento de 6 meses 

sendo ineficaz contra TB-MDR e TB-XDR, apresentando ainda antagonismo com 

muitos antiretrovirais em casos de co-infecção TB/HIV (GANDHI et al. 2010). A 

interação medicamentosa entre a terapia da TB e a do HIV dá-se ao fato da mesma 

enzima do citocromo P450 ser responsável pela metabolização destes fármacos 

(DOOLEY et al. 2012). 

Tendo em vista a necessidade de um novo fármaco eficaz contra as cepas 

MDR, no dia 28 de dezembro de 2012 o FDA (Food and Drug Administration) 

aprovou o medicamento SIRTURO com a indicação de uso apenas a casos de TB-

MDR (FDA, 2012). 
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1.4 Pesquisas de novos fármacos contra TB 
A pesquisa de novos fármacos, em um contexto geral, apresenta-se como um 

enorme desafio científico para a era moderna mesmo com toda tecnologia 

disponível. O uso irracional dos antimicrobianos por várias gerações têm 

selecionado cepas cada vez mais resistentes aos fármacos encontrados no mercado 

ou até mesmo às substâncias inéditas que nunca foram apresentadas ao micro-

organismo. O M. tuberculosis torna esse desafio ainda mais difícil devido às suas 

características morfológicas (espessa parede lipídica com ácidos graxos de alto 

peso molecular) (LEDERER, 1977), e suas características fisiológicas (a bactéria 

pode ser encontrada em estado ativo ou em estado de latência) (RUSSEL, 2007). 

Em vista desses fatores, espera-se que o novo fármaco contra a TB possa, 

principalmente: (i) reduzir a duração do tratamento; (ii) ser ativo contra cepas 

resistentes; (iii) não interferir com os retro-virais e (iv) ser ativo contra bacilos em 

estado de latência (MA et al. 2010). 

Para o desenvolvimento de novos agentes anti-TB, duas principais 

abordagens têm sido empregadas (SIRIAM et al. 2006). Uma delas é baseada na 

síntese de análogos de fármacos existentes com o objetivo de reduzir o tempo de 

tratamento da TB bem como melhorá-lo. A outra envolve a busca de novas 

estruturas com as quais a micobactéria nunca tenha sido apresentada antes 

(TARALLO et al. 2010) (Figura 6). Neste trabalho foram investigadas as duas 

abordagens de síntese: metais coordenados a ligantes (novas estruturas) e metais 

complexados com derivados de fármacos do tratamento (análogos). Mais 

especificamente, novos compostos de coordenação, visando obter compostos anti-

TB novos e mais eficazes para implementar a terapêutica atual. 
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Figura 6 - Abordagens para pesquisa de novos fármacos anti-TB 

 
 

Para a investigação da atividade biológica dessas moléculas, duas principais 

abordagens têm sido utilizadas: triagem baseada em alvo ou seleção fenotípica. A 

triagem baseada em alvo compreende a aplicação de conhecimentos moleculares 

para se investigar hipóteses específicas, possibilitando a triagem de moléculas 

pequenas através de programas computacionais. A desvantagem é que nem sempre 

os fatores relevantes nesta análise computacional correspondem aos relevantes 

para o patógeno como um todo (SWINNEY e ANTHONY, 2011). 

Em contrapartida, a triagem fenotípica não exige um conhecimento prévio. A 

substância em estudo é colocada à frente do patógeno para análise. Os ensaios 

podem ser traduzidos de forma mais eficaz. Uma desvantagem dessa abordagem é 

o desafio de otimizar as propriedades moleculares do candidato a fármaco, devido a 

ausência  de prévio conhecimento quanto ao seu mecanismo de ação (SWINNEY e 

ANTHONY, 2011). 

Frente às duas possíveis abordagens, a triagem fenotípica tem se revelado 

mais eficaz na busca de novas moléculas e conseqüente aprovação de novos 

fármacos (SWINNEY e ANTHONY, 2011). 

O desenvolvimento dessa dissertação compreendeu a busca de novas 

moléculas utilizando abordagens fenotípicas. 

  

1.5 Química Inorgânica Medicinal 
A química inorgânica medicinal tem mostrado ser uma ferramenta em 

potencial para superar os problemas do tratamento da TB. É sabido que muitos 
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elementos metálicos desempenham papel crucial em sistemas vivos (OLIVEIRA et 

al. 2006). 

Há uma vasta literatura acerca de compostos inorgânicos e atividade anti-

tuberculose.  

Sandbhor e colaboradores (2002) demonstraram que a complexação do cobre 

ao ligante carboxamidrazona mostrou-se vantajosa. Devido à coordenação houve 

um aumento da lipossolubilidade contribuindo para uma maior permeabilidade do 

composto através da parede da micobactéria - essencialmente composta por ácidos 

graxos de alto peso molecular. 

Tarallo e colaboradores (2010) pesquisaram dois novos complexos de ferro 

com a ação bacteriostática e bactericida contra M. tuberculosis. Os dois complexos 

apresentaram atividade comparada aos fármacos de segunda linha de tratamento da 

TB (estreptomicina: CIM= 1,00 μg/mL) além da baixa toxicidade para células 

eucarióticas. Sugerindo uma especificidade de ação dos compostos. 

Pavan e colaboradores (2010) demonstraram que compostos de coordenação 

de rutênio com ligante picolinato possuem atividade contra M. tuberculosis. A ação 

bacteriostática do ligante picolinato já é descrita na literatura para outras 

micobactérias. A complexação na forma espacial cis- mostrou-se vantajosa por 

aumentar esta atividade em 64 vezes do complexo em relação ao seu ligante.  

Considerando que os íons metálicos são deficientes de elétrons, e que a 

maioria das moléculas biológicas, tais como proteínas e DNA são ricos em elétrons, 

a atração destas cargas opostas leva a uma tendência geral dos íons metálicos em 

se ligar e interagir com essas moléculas biológicas. Além disso, a relação estrutura-

atividade (REA) não apenas evidencia que a complexação com o metal pode 

aumentar a atividade antimicobacteriana do ligante - principalmente se este já for um 

fármaco - mas também indica que o metal desempenha um papel relevante por si só 

(BERNHARDT et al. 2008). 
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2. OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral 
Determinar a atividade anti-M. tuberculosis de diferentes grupos de 

compostos de coordenação e selecionar a partir dos menos tóxicos, os mais 

promissores para ensaios específicos envolvendo atividade intracelular e 

extracelular em diferentes condições ambientais (pH 6,0; 2% de albumina e 10% 

de soro fetal bovino). 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

– Determinar a CIM frente ao M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) em condições 

ambientais normais (pH 6,6). 

 
– Determinar a citotoxicidade frente às células VERO (ATCC CCL81) e 

macrófagos J774A.1 (ATCC TIB-67). 

 

– Determinar a atividade intracelular em modelo de infecção in vitro de 

macrófagos J774A.1 infectados com M. tuberculosis  Erdmann ATCC 35801 

recombinante, contendo o gene luxA (plasmídio pSMT1) proveniente do Vibrio 

harveyi 

 

– Determinar a CIM frente ao M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) em diferentes 

condições ambientais (pH 6,0; 2% de albumina e 10% de soro fetal bovino). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Amostras  

 
3.1.1 Compostos de coordenação de metais 

Os compostos analisados foram sintetizados por diferentes grupos de 

pesquisa que trabalham com diferentes ligantes complexados aos metais: Au, Mn, 

Fe, Co, V, Cu, Zn, Ni, Ru, Ag e Pd. 

As soluções estoque de 10.000 g/mL foram solubilizadas em dimetilsulfóxido 

(DMSO).  

 

3.1.2 Fármacos de referência 

Foram utilizadas soluções estoque de isoniazida (Sigma®) de concentração 

10.000 g/mL em água destilada e de rifampicina (Sigma®) de concentração 

10.000 g/mL em DMSO como fármacos de referência para a padronização das 

metodologias.  

 
3.2 Solução reveladora 

A solução reveladora dos ensaios de atividade e citotoxicidade foi a 

resazurina a uma concentração de 0,01% em água estéril. Esta apresenta um 

potencial redox (Óxido-Redução), com mudança colorimétrica e propriedade 

fluorescente em resposta ao metabolismo celular (Figura 7). 
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Figura 7- Reação de óxido-redução da resazurina frente ao metabolismo 

celular.
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3.3 Cepas Bacterianas  

Foi utilizada a cepa MTB H37Rv – ATCC 27294 e MTB Erdman ATCC 35801. 

Os criotubos contendo a suspensão bacilar em água destilada estéril foram mantidos 

em freezer -80ºC até o momento de uso. 

 
3.4 Linhagens Celulares  

 
3.4.1 Macrófagos J774A.1 (ATCC TIB-67) e VERO (ATCC CCL81) 

Foram utilizadas as linhagens celulares VERO (células epiteliais de primata) 

(ATCC CCL81) e macrófagos (de murino) J774A.1 (ATCC TIB-67) - mantidas 

congeladas (-80ºC) até o momento do uso. As células foram congeladas com o 

respectivo meio de cultura com 5% de DMSO. 
 

3.5  Metodologias 
 

3.5.1 Preparo das suspensões bacilares de M. tuberculosis H37Rv – ATCC 
27294 e M. tuberculosis Erdmann ATCC 35801 recombinante.  

A partir de uma alíquota de 800 L da cepa de M. tuberculosis congelada a -

80°C foi realizada a suspensão bacilar em 200 mL de meio Middlebrook 7H9 

(BD®) enriquecido com OADC (ácido oleico, albumina, dextrose e catalase) 

(BD/BBL®) na proporção de 10:1, respectivamente, de maneira a se obter uma 

grande quantidade de massa bacilar. Para o M. tuberculosis Erdmann ATCC 
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35801 recombinante foi acrescentado 200µL do fármaco higromicina para 

preservação do plasmídeo no interior bacteriano. 

Após aproximadamente 10 dias de incubação à 37oC,  a suspensão de 

micobactérias obtida foi centrifugada a 3000 rpm por 10 minutos e lavada por 2 

vezes com água destilada estéril. O sedimento obtido foi ressuspenso em 10 mL 

de água destilada estéril.  Este foi aliquotado em criotubos (800 L em cada) que 

foram congelados a –20°C por duas horas e após este período armazenados a -

80°C até o momento de uso. 

A avaliação da população bacilar viável para a cepa M. tuberculosis H37Rv – 

ATCC 27294 foi realizada pelo plaqueamento de uma alíquota da suspensão em 

meio de Middlebrook 7H11 (BD®) enriquecido com OADC nas seguintes diluições: 

10-3, 10-4 e 10-5.  

 Para o M. tuberculosis Erdmann ATCC 35801 recombinante, a avaliação da 

população bacilar viável foi realizada por leitura de absorbância e comparada a 

Escala de Mac Farland. No momento do ensaio, a concentração foi ajustada para 

a Escala 1 de Mac Farland a fim de atingir a concentração necessária de 

bactérias. Esta diluição foi realizada com meio de cultura RPMI (Vitrocell®).   
 
3.5.2 Determinação da atividade anti – M. tuberculosis in vitro dos 
compostos de coordenação de metais e seus ligantes utilizando a 
resazurina como revelador da reação 
  A CIM (Concentração Inibitória Mínima) foi determinada empregando a 

metodologia padronizada por Palomino (PALOMINO et al. 2002). Em uma 

microplaca estéril de 96 orifícios (figura 8) foram depositados os seguintes 

volumes de meio Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC: 150µL nos controles 

dos compostos analisados (coluna 1); 200µL na coluna de hidratação (coluna 12); 

100µL nos controles positivos (poços A, B, C e D da coluna 11); 200µL nos 

controles negativos (poços E, F, G e H da coluna 11)  e 100µL demais orifícios da 

placa (colunas 2 à 10). Em seguida foi realizada diluição seriada de maneira a se 

obter concentrações variáveis de isoniazida (de 0,01 a 1,00 µg/mL) e dos 

compostos (de 0,09 a 25,00 µg/mL) – na própria placa. Na coluna 1 foram 

depositados 50 µL dos compostos para controle de esterilidade. A cepa de M. 



 

25 

 

tuberculosis H37RV – ATCC 27294 congelada foi diluída até atingir a concentração 

de 105 UFC/mL. A seguir, 100 µL da suspensão foi inoculada em cada um dos 

orifícios contendo as soluções de isoniazida, dos compostos e no controle 

positivo. A microplaca foi selada com parafilme e papel alumínio; sendo incubada 

à 37ºC.  

  Após sete dias de incubação foi adicionado o volume de 30 L da resazurina 

diluída em água estéril (0,01%) por toda placa, sendo esta reincubada à 370C por 

24 horas. 

 

Figura 8 - Representação esquemática do preparo da microplaca da técnica 

Resazurin Microtiter Assay (REMA). 

 

 
  
 Após este período, foi realizada a leitura visual e a interpretação da 

fluorescência no SpectraFluor Plus (TECAN; filtros: 530nm de excitação e 590nm 



 

26 

 

de emissão). A análise da leitura da placa foi realizada com auxílio de uma planilha 

do Excel para a determinação da CIM. 

 O revelador age como indicador da multiplicação celular e/ou viabilidade; que 

para a resazurina a cor azul representa a ausência de multiplicação/viabilidade 

celular e a rosa multiplicação ou presença de viabilidade (PALOMINO et al. 2002). A 

CIM é, então, definida como a menor concentração do composto capaz de inibir a 

multiplicação de 90% da cepa de M. tuberculosis, ou seja, a menor concentração do 

composto capaz de impedir a mudança da cor azul para rosa. 

  Compostos que apresentaram CIM  12,5 g/mL foram considerados 

promissores, e selecionados para a próxima etapa: determinação da citotoxicidade. 

 
3.5.3 Cultivos Celulares 
 
3.5.3a Macrófagos J774A.1 (ATCC TIB-67)  

A linhagem celular J774A.1 corresponde a macrófagos de murino. As 

amostras foram descongeladas e cultivadas em garrafas com superfície em torno de 

12,50 cm2 contendo 10 mL de meio RPMI (Vitrocell®) enriquecido com 10% de soro 

fetal bovino, sulfato de gentamicina (50 mg/L) e anfotericina B (2 mg/L). As garrafas 

foram incubadas à 35°C com 5% de CO2 até atingir a confluência celular. A partir 

deste estágio as células foram retiradas para o ensaio. 
 

3.5.3b VERO (ATCC CCL81) 
 A linhagem celular VERO ATCC CCL81 trata-se de células epiteliais de 

primata. As amostras foram descongeladas e cultivadas em garrafas com superfície 

em torno de 12,50 cm2 contendo 10 mL de meio DMEM (Vitrocell®) enriquecido com 

10% de soro fetal bovino, sulfato de gentamicina (50 mg/L) e anfotericina B (2 mg/L). 

As garrafas foram incubadas à 35°C com 5% de CO2 até atingir a confluência 

celular. 

 

3.5.4 Determinação da citotoxicidade (IC50) dos compostos de coordenação 
com metais. 
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Após a confluência celular as células J774A.1 foram retiradas por raspagem 

utilizando scrapper e as células VERO utilizando solução de tripsina/EDTA 

(Vitrocell®). Ambas células foram contadas em Câmara de Newbauer a fim de ajustar 

a concentração. Para cada ensaio de IC50, 1 x 105 cels/mL (J774A.1) e 3,4 x 105 

cels/mL (VERO), foram semeadas em microplaca de 96 orifícios (Figura 9) 
permitindo um volume final de 200 μL e incubadas por 24 h à 37°C com 5% CO2 

para permitir a adesão celular antes da análise com os complexos.  

 

Figura 9 – Representação esquemática do preparo da microplaca para a 

determinação da citotoxicidade (IC50). 

 

 
 

Após o período de incubação, em outra placa de 96 orifícios, as soluções dos 

compostos em concentrações de 10000µg/mL foram preparadas em DMSO à 5% e 

submetidas à diluição seriada em meio DMEM ou RPMI (de acordo com a linhagem 

celular utilizada) com intervalo de 2,00 à 500,00 μg/mL. Estas soluções foram 
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transferidas à placa de células, a fim destas serem expostas aos compostos nas 

diferentes concentrações por 24 h. 

Após esta segunda incubação foram aplicados 30 μL de resazurina em cada 

orifício na concentração de 0,01% e incubadas por 6 h; para após este período ser 

realizada a leitura final. 

A leitura final foi baseada na interpretação da fluorescência no SpectraFluor Plus 

(TECAN). O valor de IC50 é definido como a maior concentração do composto em 

que 50% das células permanecem viáveis. 

Como controle, o IC50 do DMSO foi determinado em cada ensaio (PAVAN et al. 

2010). 

 

3.5.5 Determinação do índice de seletividade (IS) 
A critério de seleção dos compostos de coordenação de metais foi utilizado o 

cálculo do índice de seletividade (ORME et al. 2001) dado pela razão entre o IC50 e 

a CIM (IS = IC50/CIM). Foram considerados promissores os complexos cujo IS se 

igualou ou foi superior a 10. Ou seja, a concentração na qual o composto é citotóxico 

dista em pelo menos 10 vezes da qual ele é ativo contra o bacilo da tuberculose. 

 

3.5.6 Determinação da citotoxicidade (IC50) dos compostos de coordenação de 
metais em 72 horas frente a linhagem de macrófagos J774A.1 (ATCC TIB-67). 
 O ensaio foi realizado segundo a metodologia descrita no item 3.5.4 sendo 

alterado o período de incubação das células expostas aos compostos para 72 horas. 

 

3.5.7 Determinação da atividade intracelular em modelo de infecção in vitro de 
macrófagos J774A.1 infectados com M. tuberculosis  Erdmann ATCC 35801 
recombinante. 

A determinação da atividade intracelular empregando-se o M. tuberculosis 

Erdman ATCC 35801, contendo o plasmídeo pSMT1, foi realizada segundo a 

técnica proposta por Snewin (SNEWIN et al.1999) e padronizada nos moldes 

segundo Sato (SATO 2003).  

 A monocamada de macrófagos J774 foi coletada por raspagem (utilizando 

scrapper), centrifugada (1500 rpm por 10 minutos) e o número de células 
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quantificada em câmara de Newbauer e ajustada para 5 x 105 cel/mL em meio RPMI 

1640. Inicialmente em uma microplaca transparente estéril de 24 orifícios (TPP®), 

foram depositados, em cada orifício, 1000 L desta suspensão, permanecendo com 

a concentração celular de 5 x 105 cel/orifício. A placa foi incubada a 35oC com 5% de 

CO2, por 24 horas para aderência celular à placa. A seguir, o meio de cultura RPMI 

foi retirado e o tapete de células lavado com solução tamponada de Hank's (Sigma® 

pH 7,0). Foi adicionado então em todos os orifícios, 1000 L da suspensão de 

micobactérias preparada em meio RPMI 1640, de maneira a se obter de 1 a 5 

micobactérias/célula, e incubadas à 35oC com 5% de CO2 por 2 horas para posterior 

fagocitose (Figura 10). 
 Após este tempo, a suspensão de micobactérias foi retirada e o tapete de 

células foi lavado com solução tamponada de Hank’s para eliminar as micobactérias 

extracelulares.  

 O número de micobactérias que infectaram as células foi chamado T0 e 

determinado pela lise de dois orifícios contendo o tapete de células, com 1000 L da 

solução aquosa de Triton 0,1% (Sigma®). Em uma microplaca branca de 96 orifícios 

foi adicionado 180 L desta suspensão proveniente da lise das células e adicionado 

20 L de n-decil-aldeído a 1% em etanol e realizada leitura da luminescência no 

aparelho SPECTRAfluor Plus (TECAN®), com parâmetros de Luminescence 

Integration Time de 100 e Gain de 200 sendo os resultados expressos em URL 

(Unidade Relativa de Luz).  

 Confirmada a infecção, após visualização de luz no tempo TO, foram 

adicionados 1000 L de cada diluição das substâncias em análise nas 

concentrações do valor de CIM, 4x superior e 4x inferior ao CIM, em duplicata, em 

três orifícios da microplaca. Como controle do ensaio foi utilizada a rifampicina em 

concentrações de 0,40; 0,10 e 0,03 µg/mL.  

 As microplacas foram incubadas a 370C com 5% de CO2 por 3 dias. Após 

este período, foi realizado novamente a lavagem do tapete de células com solução 

tamponada de Hank’s, e as células infectadas submetidas à lise. Células de todos os 

orifícios foram lisadas com 1000 L da solução aquosa de Triton a 0,1% e a 

luminescência avaliada. A porcentagem de inibição de multiplicação bacteriana 

intracelular foi determinada aplicando-se a fórmula a seguir, considerando a igual à 
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média da leitura em URL dos orifícios controle-positivos T3 (orifícios com células e 

bactérias interiorizadas) e b o resultado em URL de cada orifício com a respectiva 

diluição do composto em análise.  

 

100 x [1- b/a]= % de inibição da multiplicação bacteriana intracelular 

 

 
Figura 10- Representação esquemática do preparo da microplaca para a 

determinação da atividade intracelular. 

 

 
 

3.5.8 Determinação da CIM frente ao M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) em 
diferentes condições ambientais (pH 6,0; 2% de albumina e 10% de soro fetal 
bovino). 
 
  O estudo do item 3.5.2., foi estendido empregando as três condições 

ambientais distintas, consistindo em: ajuste do meio de cultura para o pH 6,0; 
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incorporação de 2% de albumina no meio de cultura; e 10% de SFB (FRANZBLAU 

et al. 2012). Como controle, a CIM da RFP foi determinada em cada ensaio. Cada 

ensaio foi realizado em triplicata. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 Determinação da atividade anti – M. tuberculosis in vitro dos compostos de 
coordenação de metais e seus ligantes. 
 

O Gráfico 1 representa os resultados da CIM encontrados a partir da 

metodologia do REMA para os 136 compostos de coordenação de metais e 22 

ligantes analisados. 

 

 

Gráfico 1- Resultados da Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos 158 compostos 

analisados (136 complexos e 22 ligantes). 

 

 
 

Foram considerados promissores os compostos de coordenação de metais 

cuja CIM se igualou ou foi inferior a 12,50 µg/mL (ORME et al. 2001). Dentre os 

compostos analisados, 50 apresentaram valores de CIM dentro do intervalo 
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considerado promissor (excluiu-se os ligantes com atividade promissora). Estes 

prosseguiram para a determinação da citotoxicidade (IC50) frente às células VERO. 

 

4.2. Determinação da citotoxicidade (IC50) e do IS dos compostos de 
coordenação de metais. 
 

 O gráfico 2 apresenta os resultados de Citotoxicidade (IC50) e o gráfico 3 o IS 

frente a células VERO para os 29 compostos de coordenação de metais e 2 ligantes 

analisados. 

 

Gráfico 2- Resultados de Citotoxicidade (IC50) frente a células VERO para os 29 

compostos de coordenação de metais e 2 ligantes analisados. 
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Gráfico 3- Resultados de IS frente a células VERO para os 29 compostos de 

coordenação de metais e 2 ligantes 

analisados.

 
Dentre os compostos analisados, 21 apresentaram perfil promissor (exclui-se 

os ligantes com atividade promissora), com IS superior a 10, ou seja, a concentração 

em que são ativos distancia em pelo menos 10 vezes da concentração em que são 

tóxicos.  

Os 21 compostos e os 2 ligantes com resultados promissores foram 

submetidos ao ensaio de citotoxicidade frente a linhagem celular de macrófagos 

J774A.1
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O gráfico 4 apresenta os resultados de Citotoxicidade (IC50) e o gráfico 5 o IS 

frente a linhagem de macrófagos J774A.1 para os 21 compostos e 2 ligantes 

analisados. 

 

Gráfico 4- Resultados de Citotoxicidade (IC50) frente a linhagem de macrófagos 

J774A.1 para os 21 compostos de coordenação de metais e 2 ligantes analisados. 
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Gráfico 5- Resultados de IS frente a linhagem de macrófagos J774A.1 para os 21 

compostos de coordenação de metais e 2 ligantes 

analisados.

 
 

 Foram considerados promissores os compostos de coordenação de metais 

cujo IS se igualou ou foi superior a 10. Dentre os 21 compostos analisados (exclui-se 

os ligantes) 16 apresentaram perfil promissor.  

 

4.3 Compostos contendo tiossemicarbazona complexados a manganês (Mn) e 
cobalto (Co). 
 Dentre os 16 compostos de coordenação de metais promissores, quatro 

(Figura 11) foram selecionados para os próximos ensaios. Estes quatro compostos 

foram sintetizados pela aluna Carolina Gonçalves Oliveira orientada pelo prof. Prof. 

Dr. Victor Marcelo Deflon do Instituto de Química de São Carlos da Universidade de 

São Paulo (OLIVEIRA, 2013). 

Segue abaixo as estruturas e os resultados obtidos (Tabela1) nos ensaios já 

descritos. 
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citotoxicidade (IC99 = 31,30µg/mL). Provavelmente, a mudança do metal Mn para Co 

colaborou para esta variação no valor de IC99.  

 Diante desses resultados, apenas os compostos de coordenação de metais 

[Co(atc-Ph)2]Cl.MeOH e [Co(atc-Et)2]Cl prosseguiram para o ensaio de atividade 

intracelular. 

 
4.5 Determinação da atividade intracelular em modelo de infecção in vitro de 
macrófagos J774A.1 infectados com M. tuberculosis  Erdmann ATCC 35801 
recombinante. 
 
Tabela 3 – Resultados de valor inibitório de atividade intracelular (%) dos compostos 

de coordenação de metais frente às células de macrófago J774A.1 infectados com 

M. tuberculosis Erdmann. 

 

Compostos de 
coordenação de 

metais 

Concentrações 
(µg/mL) 

Concentrações 
(µM) 

 

Valor inibitório 
Intracelular (%)  

[Co(atc-Ph)2]Cl.MeOH 12,50 18,80 53,31 

 3,12 4,69 23,38 

[Co(atc-Et)2]Cl 12,50 23,30 57,58 

 3,12 5,81 6,03 

RFP 0,10 0,12 44,52 

 0,03 0,04 16,75 

 

 Como descrito no item 3.5.7, neste ensaio a determinação da atividade 

intracelular é realizada em três diferentes concentrações do composto (4x superior a 

CIM, CIM, 4x inferior a CIM). Porém eliminou-se a mais alta concentração devido ao 

fato de ambos os compostos serem citotóxicos a concentração 4x superior a CIM. 

 Ambos os compostos na CIM (12,50 µg/mL) apresentaram valores de 

atividade inibitória intracelular bastante próximos. No entanto, na concentração 4x 

inferior da CIM (3,12 µg/mL), o composto [Co(atc-Et)2]Cl perdeu significativamente 

sua atividade. 
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 Pavan, (2010), nas concentrações 0,03 e 0,1µg/mL obteve valores inibitórios 

para a RFP intracelular de 24 e 51,50% respectivamente; corroborando com os 

encontrados no presente ensaio. 

  

4.6 Determinação da CIM frente ao M. tuberculosis H37Rv em diferentes 
condições ambientais (pH 6,0; 2% de albumina; 10% de SFB) 
 
Tabela 4 – Resultados de CIM frente ao M. tuberculosis H37Rv em diferentes 

condições ambientais (pH 6,0; 2% de albumina; 10% de SFB) 

 

   REMA (µg/mL)    

Compostos  NORMAL pH 6,0 2%  
ALBUMINA 

10%  
SFB 

 CIM CIM RAZÃO* CIM RAZÃO* CIM RAZÃO* 

[Co(atc-Ph)2]Cl.MeOH 12,50 22,02 1,76 13,88 1,11 17,91 1,43 

[Co(atc-Et)2]Cl 12,50 23,27 1,86 21,82 1,75 17,16 1,37 

*Razão entre a CIM em condições normais e a CIM em diferentes condições. 

 

O estudo da atividade anti-TB em pH ácido é bastante relevante, uma vez que 

este é o pH encontrado no interior do macrófago (ZANG et al. 2003).Os resultados 

foram expressos pela razão da CIMpH6,0 e a CIM em condições normais variando 

entre 1,76 e 1,86. Esta variação é aceitável do ponto de vista microbiológico uma 

vez que o valor de CIM de um composto pode variar em até duas diluições 

(FRANZBLAU et al. 2012)  

Os compostos também foram expostos a outras duas condições diferentes, 

uma contendo 2% de albumina (proteína encontrada em maior concentração no 

plasma sanguíneo) e a outra com 10% de SFB (composição: proteínas totais, α, β e 

γ globulinas, glicose, uréia, creatinina e hemoglobulina). A utilização dessas altas 

concentrações funciona como uma seleção negativa, ou seja, caso o composto 

apresente uma perda significativa na atividade, pode-se sugerir que esse composto 

interagiu irreversivelmente com algum componente do plasma estudado e que esta 

ligação irreversível provavelmente ocorrerá in vivo. Caso ocorra o inverso, apenas 

pode-se sugerir que provavelmente isso não ocorrerá in vivo. 
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Diante do exposto, embora não significativamente, observa-se uma redução 

na atividade do composto [Co(atc-Et)2]Cl, o que praticamente não é perceptível para 

o composto [Co(atc-Ph)2]Cl.MeOH.  

Na presença de SFB, ambos os compostos apresentaram uma CIM bastante 

próxima às condições normais resultando em uma razão de 1,37 ([Co(atc-Et)2]Cl) e 

1,43 ([Co(atc-Ph)2]Cl.MeOH). Estes resultados sugerem uma baixa afinidade dos 

compostos em relação aos componentes presentes no SFB ou possuem uma 

interação reversível. 
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5. Conclusão 
 
 Neste trabalho de um universo de 158 compostos analisados, 16 

apresentaram uma alta seletividade, ou seja, alta atividade contra o bacilo da 

tuberculose e baixa citotoxicidade frente às linhagens testadas - macrófago 

(J774A.1) e células epiteliais (VERO). Destes, dos 4 compostos selecionados dois 

coordenados de Co destacaram-se pela seletividade além da eficácia intracelular; 

tornando, assim, os compostos [Co(atc-Et)2]Cl e [Co(atc-Ph)2]Cl.MeOH promissores.  

Com base nos resultados encontrados mais estudos serão realizados a fim de 

garantir a eficácia e segurança desses novos compostos de coordenação candidatos 

à fármacos para tratamento da tuberculose. 
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a b s t r a c t

Nowadays, the research for new and better antimicrobial compounds is an important field due to the
increase of immunocompromised patients, the use of invasive medical procedures and extensive surger-
ies, among others, that can affect the incidence of infections. Another big problem associated is the occur-
rence of drug-resistant microbial strains that impels a ceaseless search for new antimicrobial agents.

In this context, a series of heterocyclic-sulfonamide complexes with Co(II) was synthesized and charac-
terized with the aim of obtaining new antimicrobial compounds. The structural characterization was per-
formed using different spectroscopic methods (UV–Vis, IR, and EPR). In spite of the fact that the general
stoichiometry for all the complexes was Co(sulfonamide)2�nH2O, the coordination atoms were different
depending on the coordinated sulfonamide. The crystal structure of [Co(sulfamethoxazole)2(H2O)2]�H2O
was obtained by X-ray diffraction showing that Co(II) is in a slightly tetragonal distorted octahedron
where sulfamethoxazole molecules act as a head-to-tail bridges between two cobalt atoms, forming poly-
meric chains.

Besides, the activity against Mycobacterium tuberculosis, one of the responsible for tuberculosis, and the
cytotoxicity on J774A.1 macrophage cells were evaluated.

� 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction

Nowadays, the demand for new and better antimicrobial com-
pounds makes relevant the research on this field. There is an in-
crease of immunocompromised patients with HIV or receiving
organ transplant-associated immunosuppressive therapy that have
high probability to suffer infections. Besides, invasive medical
ll rights reserved.

ax: +55 598 2 9241906.
procedures, extensive surgery and the use of prosthetic devices,
among others, can also affect the incidence of infections. Another
big problem associated is the occurrence of drug-resistant micro-
bial strains that impels a ceaseless search for new antimicrobial
agents [1].

In this context, sulfonamides still retain an important place in
the chemotherapy of infections. They are the drugs of choice for
the treatment of chancroid, nocardiosis and acute urinary tract
infections caused by several microorganisms like Escherichia coli,
Proteus mirabilis, among others. They can be used combined with
other drugs in the treatment of otitis, meningitis, toxoplasmosis,
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recurrent and chronic urinary tract infections and in diarrhea,
among other diseases [2,3]. Apart from the antibacterial activity,
sulfonamides were developed for antitumor, anti-viral, anti-fungal,
anti-carbonic anhydrase, diuretic, hypoglycemic, antithyroid or
protease inhibitor activity, among others [4–8].

One strategy in the research of better pharmacological com-
pounds was the sulfonamide complexation with metals [9]. In partic-
ular, silver sulfonamide compounds have proved to be effective
topical antimicrobial agents, especially Ag-sulfadiazine used in burn
therapy [10]. On the other hand, several series of homoleptic and het-
eroleptic Cu(II) compounds were studied showing the importance of
the coordination sites for the antibacterial activity [11,12]. Besides
the above, reports of Zn(II), Cu(II), Ni(II), Ce(III), Bi(III), Cd(II), Hg(II),
Sm(III) and UO2þ

2 sulfonamide complexes can be found in the litera-
ture showing the versatility of sulfonamides as ligands and the
importance of their complexes in coordination chemistry and medic-
inal chemistry [13–18]. Most of these compounds were tested
against Gram+ and Gram� bacteria and fungi but only a little is
known about the activity against mycobacteria, especially Mycobac-
terium tuberculosis one of the pathogen responsible for tuberculosis.
The interest in finding new anti-M. tuberculosis compounds is due to
the fact that this microorganism uses diverse strategies to evade im-
mune surveillance and consequently the emergence of multi-drug-
resistant strains are appearing. For this reason the study of new drugs
against M. tuberculosis is actually a priority.

As a part of our work on the research of new antimicrobial com-
pounds, series of heterocyclic sulfonamide complexes have been
synthesized and characterized [11,17,19]. In spite of the fact that
the general stoichiometry found in these compounds often is sim-
ilar, the coordinating atoms can be different. Consequently, the
Fig. 1. Sulfonamides used as ligands.
microbiological activity can change with the sulfonamide coordi-
nation modes and with the metal. Particularly, from the studied
series of copper complexes, the most active compounds were those
coordinated only through the heterocyclic N from five-membered
heterocyclic rings [11]. On the other hand, similar isostructural
complexes like [M(sulfisoxazole)2(H2O)4]�2H2O (with M = Cu(II)
or Ni(II)) presented different microbiological behavior showing
the role of the metal ion [19].

With these antecedents, our aim in this work was to synthesize a
series of heterocyclic-sulfonamide complexes but in this case with
Co(II) and to obtain structural information through different spectro-
scopic methods. Besides, the activity against M. tuberculosis, and the
cytotoxicity on J774A.1 macrophage cells were evaluated [20,21].

Fig. 1 shows the general structure of sulfonamides used in this
work. These ligands can coordinate several cations through the 4N
aryl amine, 1N and O of the sulfonamide group and the heteroatom,
especially Nh from the heterocycles of different residues (R).

In the literature, some Co(II) complexes with these ligands are
reported but unlike our compounds they contain mixed ligands
that can change the coordination behavior and/or the metal ions
are coordinated differently or the study was performed in only
one structural aspect [22–25].

Besides, none of them were evaluated against M. tuberculosis.
2. Experimental

2.1. Synthesis

The complexes were synthesized according to the procedure de-
scribed by Bult et al. [26], mixing 0.8 mmol of sulfonamide (SIGMA)
in water and adding NaOH 1 M until total dissolution was achieved
(pH = 9–10). To the resulting solution, 0.4 mmol of CoSO4�7H2O
(Baker) dissolved in 20 mL of water were added dropwise.

A pink precipitate with all the sulfonamide ligands was ob-
tained. It was washed three times with 5 mL of water, dried at
room temperature and protected from light. The elemental analy-
sis was performed with a Carlo Erba EA1108 elemental analyzer.

The obtained results were:

For [Co(sulfapyridine)2]�H2O (C22H20N6O5S2Co) (code Co-L1):
calc. (%)/found (%) C 46.7, N 14.7, H 3.4/C 46.2, N 14.5, H 3.6.
Yield 16%.
For [Co(sulfadimethoxine)2]�2H2O (C24H28N8O10S2Co) (code Co-
L2): calc. (%)/found (%) C 40.9, N 15.7, H 4.0/C 41.7, N 16.1, H 4.0.
Yield 65%.
For [Co(sulfamerazine)2]�2H2O (C22H26N8O6S2Co) (code Co-L3):
calc. (%)/found (%) C 42.5, N 18.0, H 4.3/C 43.1, N 18.1, H 4.1.
Yield 89%.
For [Co(sulfamethazine)2]�3H2O (C24H28N8O7S2Co) (code Co-
L4): calc. (%)/found (%) C 43.4, N 16.8, H 4.3/C 43.4, N 16.8, H
4.9. Yield 85%.
For [Co(sulfamethoxazole)2]�3H2O (C20H26N6O9S2Co) (code Co-
L5): calc. (%)/found (%) C 39,0, N 13.7, H 4.1/C 38.8, N 13.5, H
4.4. Yield 42%.
For [Co(sulfamethizole)2]�2H2O (C18H22N8O6S2Co) (code Co-L6):
calc. (%)/found (%) C 34.1, N 17.5, H 3.6/C 34.1, N 17.7, H 3.5.
Yield 24%.

The charge neutrality in the complexes was achieved by depro-
tonation of the amide group of the ligands.
2.2. Crystal structure of Co-L5

Room temperature X-ray diffraction data collection for Co-L5
was performed on an Enraf-Nonius Kappa-CCD diffractometer,



182 M. Mondelli et al. / Journal of Molecular Structure 1036 (2013) 180–187
using graphite-monochromated Mo Ka radiation (0.71073 Å). The
final unit cell parameters were based on all reflections. Data collec-
tions were made using the COLLECT program [27]. Integration and
scaling of the reflections were performed with the HKL Denzo–
Scalepack system of programs [28]. Gaussian absorption correction
was applied [29]. The structure was solved by direct methods with
SHELXS-97 [30]. The model was refined by full-matrix least squares
on F2 with SHELXL-97 [30]. All the hydrogen atoms were stereo-
chemically positioned and refined with the riding model [30]. Data
collections and experimental details for the complexes are summa-
rized in Table 1. Programs SHELXL-97, and ORTEP-3 [31] were used
within WinGX [32] to prepare materials for publication.
2.3. Spectroscopic measurements and conductivity

IR spectra, in the range between 4000 and 200 cm�1, were re-
corded on a BOMEM M 102 FTIR spectrophotometer using the
KBr pellet technique. Electronic spectra of complexes were regis-
tered on a UV-1603 Shimadzu spectrophotometer, using 0.001 M
solutions in DMSO. The experimental spectra were deconvoluted
as a sum of Gaussian curves. EPR measurements were carried out
on polycrystalline samples using an X-band Varian E109 spectrom-
eter and rectangular cavity with 100 kHz field modulation. The
measurements were performed at 4.3 K and a Cr(III) (g = 1.9797)
in MgO sample was used for field calibration.

Conductimetric measurements of 10�3 M DMSO solutions of
complexes were performed at 25 �C in a JENWAY 4310
conductimeter.
2.4. Lipophilicity test and solubility

Lipophilicity tests were performed determining the partition
coefficient between n-octanol and the physiological solution of
Table 1
Crystal data and structure refinement.

Empirical formula C20H26N6O9S2Co

Formula weight 617.52
Temperature 293(2) K
Wavelength 0.71073 Å
Crystal system Monoclinic
Space group P21/c
Unit cell dimensions a = 17.9921(3) Å

b = 8.7401(1) Å
b = 101.507(1)�
c = 16.8952(3) Å

Volume 2603.42(7) Å3

Z 4
Density (calculated) 1.575 Mg/m3

Absorption coefficient 0.880 mm�1

F(000) 1276
Crystal size 0.38 � 0.31 � 0.28 mm3

Theta range for data collection 2.92–27.5�
Index ranges �23 6 h 6 23, �11 6 k 6 11, �21 6 l 6 21
Reflections collected 20,873
Independent reflections 5947 [R(int) = 0.0309]
Completeness to theta = 27.5� 99.5%
Absorption correction Gaussian
Max. and min. transmission 0.817 and 0.664
Refinement method Full-matrix least-squares on F2

Computinga COLLECT, HKL Denzo and Scalepack
SHELXS-97, SHELXL-97

Data/restraints/parameters 5947/0/348
Goodness-of-fit on F2 1.036
Final R indices [I > 2r(I)] R1 = 0.0407, wR2 = 0.1039
R indices (all data) R1 = 0.0510, wR2 = 0.1106
Largest diff. peak and hole 1.146 and �0.935 e Å�3

a Data collection, data processing, structure solution and structure refinement
respectively.
the ligand and the complexes [33]. The concentration of the com-
pounds in the original physiological solution and after the contact
with n-octanol was determined by AAS.

The solubility at 37 �C in saline and DMSO was estimated. The
results are informed according to [34].
2.5. Anti-M. tuberculosis activity assay

The anti-M. tuberculosis activity of the ligands and the com-
plexes was determined by the Resazurin Microtiter Assay (REMA)
[35]. Stock solutions of the test compounds were prepared in
DMSO and diluted in Middlebrook 7H9 broth (Difco), supple-
mented with oleic acid, albumin, dextrose and catalase (OADC
enrichment BBL/Becton Dickinson, Sparks, MD, USA), to obtain fi-
nal drug concentration ranges from 0.15 to 250 lg/mL. The serial
dilutions were realized in Precision XS Microplate Sample Proces-
sor (Biotek™).

The isoniazid was dissolved in distilled water, according to the
manufacturers’ recommendations (Difco laboratories, Detroit, MI,
USA), and used as a standard drug. M. tuberculosis H37Rv ATCC
27294 was grown for 7–10 days in Middlebrook 7H9 broth supple-
mented with OADC, plus 0.05% Tween 80 to avoid clumps.

Suspensions were prepared and their turbidities matched to the
optical density of the McFarland no. 1 standard. After a further
dilution of 1:25 in Middlebrook 7H9 broth supplemented with
OADC, 100 lL of the culture were transferred to each well of a
96-well microtiter plate (NUNC), together with the test com-
pounds. Each test was set up in triplicate. Microplates were incu-
bated for 7 days at 37 �C, after which resazurin was added for the
reading. Wells that turned from blue to pink, with the develop-
ment of fluorescence, indicated growth of bacterial cells while
maintenance of the blue color indicated bacterial inhibition
[35,36]. The fluorescence was read (530 nm excitation filter and
590 nm emission filter) in a SPECTRAfluor Plus (Tecan)
microfluorimeter.

As a standard test, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
of isoniazid was determined on each microplate. The acceptable
range of isoniazid MIC is from 0.015 to 0.05 lg/mL [35,36].
2.6. Cytotoxicity assay

In vitro cytotoxicity assays (IC50) were performed on the J774A.1
(ATCC TIB-67) mouse cell line, as recommended by Pavan et al.
[21]. The cells were routinely maintained in complete medium
(RPMI-1640 supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum (FBS) plus 100 U/mL penicillin and 100 lg/mL streptomy-
cin), at 37 �C, in a humidified 5% CO2 atmosphere. After reaching
confluence, the cells were detached and counted. For the cytotox-
icity assay, 1 � 105 cells/mL were seeded in 200 lL of complete
medium in 96-well plates (NUNC™). The plates were incubated
at 37 �C under a 5% CO2 atmosphere for 24 h, to allow cell adhesion
prior to drug testing. The compounds were dissolved in DMSO (5%)
and subjected to two-fold serial dilution from 1250 to 3.9 lg/mL.
Cells were exposed to the compounds at various concentrations
for 24 h. Resazurin solution was then added to the cell cultures
and incubated for 6 h. Cell respiration, as an indicator of cell viabil-
ity, was detected by reduction of resazurin to resorufin, whose pink
color and fluorescence indicates cell viability. A persistent blue col-
our of resazurin is a sign of cell death. The fluorescence measure-
ments (530 nm excitation filter and 590 nm emission filter) were
performed in a SPECTRAfluor Plus (Tecan) microfluorimeter. The
IC50 value was defined as the highest drug concentration at which
50% of the cells are viable relative to the control. Each test was set
up in triplicate.



Table 2
Selected bond lengths (Å) and angles (�) for Co-L5.

Bond lengths (Å) Bond angles (�)

Co(1)AN(23) 2.1125(18) O(1W)ACo(1)AO(1W) 180.00(9)
Co(1)AO(1W) 2.1252(15) O(1W)iACo(1)AN(11) 86.59(7)
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2.7. Selectivity index

The selectivity index (SI) was calculated by dividing IC50 for the
mouse cells by the MIC for the pathogen; if the SI is P10, the com-
pound is then investigated further.
Co(1)AN(11) 2.2250(19) N(11)ACo(1)AN(11)i 180.00(12)
Co(2)AN(13) 2.0810(18) O(2W)ACo(2)AN(21) 90.37(8)
Co(2)AO(2W) 2.1193(18) N(13)ACo(2)AN(21) 94.80(7)
Co(2)AN(21) 2.220(2) N(13)ACo(2)AO(2W) 89.88(7)
Bond angles (�) N(13)ACo(2)AN(13)ii 180.00(10)
N(23)ACo(1)AO(1W) 92.69(7) N(13)iiACo(2)AO(2W) 90.12(7)
N(23)iACo(1)AO(1W) 87.31(7) N(13)iiACo(2)AO(21)ii 85.20(7)
N(23)ACo(1)AN(11) 93.98(7) O(2W)ACo(2)AN(21)ii 89.63(8)
N(23)iACo(1)AN(11) 86.02(7) N(21)iiACo(2)AO(21) 180.00(12)
O(1W)ACo(1)AN(11) 93.41(7)

Symmetry transformations used to generate equivalent atoms:
i: �x + 1, �y + 1, �z, ii: �x, �y + 2, �z.
3. Results and discussion

3.1. Crystal structure determination of Co-L5

An ORTEP type view of Co-L5 is shown in Fig. 2. Selected bond
distances and angles around the Co(II) are presented in Table 2. The
asymmetric unit of complex is formed by two ligand molecules,
two Co(II) atoms and three water molecules, two of them coordi-
nated to the metal ion and one of hydration.

The Co(II) ions are located on an inversion center. Their coordi-
nation sphere is formed by two heterocyclic N and two 4N atoms
from four different sulfonamide molecules. Co(II) ions are coplanar
with the least square plane through the four N atoms. The slightly
tetragonal distorted octahedron is completed with two water mol-
ecules (O1w and O2w for Co1 and Co2 ions respectively). The
CoANheterocycle (2.081 Å) and the CoAO (W) (2.048 and 2.070 Å)
bond distances are very similar to those obtained for [Ni(sulfa-
methoxazole)2(H2O)2]�H2O [19].

Sulfamethoxazole molecules acting as a head-to-tail bridges be-
tween two cobalt atoms, form a polymeric chain along (1,�1,0)
(see Fig. 3a).

These polymeric chains are linked by NAH� � �O(S), OAH� � �O(S)
hydrogen bonds giving rise to the formation of a three dimensional
network. Both Co(II) atoms presented bond distances slightly dif-
ferent (see Table 2) possibly due to the formation of an intramolec-
ular H-bond between the sulfonamidic N and the H atom from one
water molecule.

The same behavior is observed in the angles for Co1 (N4-

ACoANhet = 94.79�, N4ACoAOH2 = 89.62� and NhetACoAOH2 =
90.12�) and those for Co2 (N4ACoANhet = 93.98�, N4-

ACoAOH2 = 86.6�, NhetACoAOH2 = 87.31�).
The angles C17AN12AS1 (119.35�) and C27AN22AS2 (120.48)

suggests the sp2 hybridization in accordance with the deprotona-
tion of the sulfonamidic N atom.

An interesting feature of the crystal packing is that ligands gives
rise to a hydrophobic region where the aromatic rings lie, alter-
nated with hydrophilic regions occupied by the cobalt ions and
the heteroatoms from heterocycles (see Fig. 3b).
Fig. 2. ORTEP view of the complex Co-L5, showing atoms labeling and the 50%
probability ellipsoids.
3.2. Spectroscopic measurements

3.2.1. IR spectra
Table 3 shows the assignment of the main bands in the IR

spectra of free ligands and complexes, based on some general ref-
erences and previous studies on complexes with sulfonamides
[37–46]. In spite of the fact that the general stoichiometry for all
the complexes was [Co(sulfonamide)2]�nH2O, according to the IR
bands, different coordination modes were observed showing the
versatility of sulfonamides.

As Table 3 shows, the IR spectra of the complexes Co-L1, Co-L2
and Co-L5 presented the same general features as well as the other
group formed by Co-L3, Co-L4 and Co-L6 as discussed below.

With regard to the IR spectrum of complex Co-L5 included in
the first group, the bands at 3467 and 3378 cm�1 in the free ligand
assigned to mas (NH2) and ms(NH2) respectively, shift to 3391 and
3336 cm�1 upon complexation, showing the coordination through
the 4N aryl amine group according to the crystallographic struc-
ture. The disappearance of the m (1NH) band shows the deprotona-
tion of L5, according to the charge in the stoichiometric formulae.
Although the SO2 group did not participate in the coordination, the
mas(SO2) shifted from 1313 cm�1 in the free ligand to 1277 cm�1 in
the complex, probably due to the different spatial orientation of
the S@O group in the complex, while the ms(SO2) remained almost
unchanged. This behavior is observed in other similar compounds
[11,19]. On the other hand, it is known that the heteroaromatic
ring bands cannot be interpreted as simple vibrational modes as
most of them are of complex origin and involve different vibra-
tional types. Some ring bands can shift upon complexation to metal
ions through the heterocyclic nitrogen atom to lower frequencies,
others to higher frequencies and in some cases no change was ob-
served. In the case of Co-L5 some bands shifted to higher frequen-
cies and others to lower frequencies when the Nh group took part
in the coordination, as shown in Table 3. This behavior agrees with
data in the literature [41,45].

In the case of Co-L5 and as well as in the other complexes the
spectra showed a broad band or a shoulder in a 3475–3642 cm�1

range, according to the presence of water molecules in the com-
plexes. Other bands corresponding to water molecule modes could
not be assigned, due to the overlapping with some other signals.

On the other hand, the IR spectrum of Co-L1 was very similar to
that of the [Ni(sulfapyridine)2] previously reported [19]. Fig. 4
shows both spectra.

According to this result and the crystallographic structure of
[Ni(sulfapyridine)2] [19] we can propose that Co(II) coordinated
in Co-L1 with two different sulfapyridine ligands, two of them
through the 4N atom, and the remaining two as bidentate ligands
through Nh and 1N.



Fig. 3. (a) Polymeric chain along the (1,�1,0) direction and (b) view of the molecular packing.

Table 3
IR main bands (in cm�1) of free ligands and their Co(II) complexes.

Ligand/complex m(OH) mas(NH)/mS(NH) m(1NH) mas(SO2)/mS(SO2) Some heterocyclic bands

L1 – 3416 (m)/3309 (w) 3243 (m) 1323 (s)/1124 (m) 1584 (s), 1451 (m), 946 (s), 615 (s)
Co-L1 3475 (v.w.) 3310 (m)/3255 (w) – 1312 (s)/1116 (m) 1560 (w), 1463 (s), 977 (s), 583 (v.s.)

L2 – 3482 (w)/3376 (m) 3227 (w) 1353 (s)/1139 (m) 1483 (m), 1430 (m), 983 (m), 722 (m)
Co-L2 3642 (m) 3364 (w)/3276 (w) – 1364 (s)/1137 (s) 1460 (m), 1427 (s), 976 (s), 732 (m)

L3 – 3497 (s)/3380 (s) 3231 (w) 1328 (s)/1160 (v.s.) 1570 (s), 1446 (s), 965 (s), 715 (w)
Co-L3 3553 (m) 3496 (m)/3380 (m) – 1324 (s)/1142 (s) 1561 (s), 1434 (s), 979 (m), 720 (m)

L4 – 3451 (w)/3369 (m) 3246 (w) 1298 (s)/1144 (s) 2923 (v.w.),1576 (s), 1420 (v.s.), 997 (s)
Co-L4 3553 (m) 3446 (m)/3364 (m) Overlapped 1257 (s)/1141 (s) 2918 (v.w), 1586 (s), 1436 (s), 979 (m)

L5 – 3467 (m)/3378 (m) 3240 (w), 3300 (m) 1313 (s)/1157 (v.s.) 3144 (m),1472 (s), 885 (s)
Co-L5 3580 (m) 3391 (w)/3336 (w) – 1277 (s)/1159 (m) 3158 (w),1467 (s), 870 (m)

L6 – 3446 (m)/3359 (m) 3253 (w) 1328 (m)/1148 (s) 1648 (s), 1528 (w.b, m) 1080 (s), 696 (s)
Co-L6 3570 (w) 3450 (m)/3353 (m) – 1302 (s)/1140 (s) 1629 (m),1528 (m), 1087 (s), 693 (s)

vs = very strong, s = strong, m = medium, w = weak, vw = very weak.
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Fig. 4. IR spectra of Co-L1 (thin, red line) and [Ni(sulfapyridine)2] (wide, green line). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to
the web version of this article.)
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Besides, the Co-L2 spectrum was similar to that of [Cu(sulfadi-
methoxine)2]�H2O [46]. Taking into account this data, the coordina-
tion of Co(II) can be postulated that of the Cu(II), where the
sulfadimethoxine molecules coordinated through the 4N, 1N and
as bidentate ligand through 1N and Nh atoms.

In the case of Co-L3, Co-L4 and Co-L6, the IR spectra did not show
the coordination through the aryl–amine group due to the fact that
no shift in mas(NH2) and ms(NH2) was observed upon complexation.
Changes in the heterocyclic bands agree with the coordination
through the Nh. Due to the fact that there are important differences
between the IR spectra of cobalt complexes and that of the similar
copper ones like [Cu(sulfamerazine)2]�H2O and [Cu(sulfamethi-
zole)2]�H2O whose structures were previously reported [11], no fur-
ther information can be obtained. For this reason to establish the
structure of these complexes it is necessary to obtain single crystals,
attempt has been performed but without success yet.

3.2.2. Electronic spectra
The visible electronic spectra of Co(II) complexes in DMSO are

typical octahedral complexes [47] showing one broad d–d band
in the range 18,868–18,215 cm�1 and shoulders at higher or lower
wavenumber (see Table 4).

Due to the fact that the visible bands are coupled, a deconvolu-
tion was performed with the spectra of Co-L5 and Co-L4. As an
example, Fig. 5 shows the spectra of Co-L5 and the deconvoluted
bands which the m0max were 16,234, 17,566, 18,487, 20,793 and
23,494 cm�1. In the case of Co-L4 the deconvoluted bands were
14,963, 18,390, 20,451 and 23,450 cm�1.
Table 4
m0max (cm�1) and aM (M�1 cm�1) of DMSO solutions of Co(II) complexes.

Compound m0max (cm�1)/aM (M�1 cm�1)

CoSO4�7H2O 17,800/44
Co-L1 20,576 (sh), 18,691/94
Co-L2 20,161 (sh), 18,215/52
Co-L3 20,747 (sh), 18,868/71
Co-L4 20,600 (sh), 18,444/36, 14,700 (sh)
Co-L5 20,746 (sh), 18,584/39, 16,207 (sh)
Co-L6 20,500 (sh), 18,637/35

sh: Shoulder.
According to Lever [48] the analysis of six coordinate Co(II)
complexes is rather difficult.

There is a multiple structured band assigned to 4T1g(F) ? 4T1g

(P) in the visible region due to different causes, especially to
admixture of spin forbidden transitions to doublet states. The
transition to 4A2g is very weak and appears as a shoulder.

In the studied cobalt complexes a main band observed in the re-
gion 18,868–18,215 cm�1 can be assigned to 4T1g(F) ? 4T1g(P), in
accordance with cobalt complexes reported in Lever and the shoul-
der in the region 20,161–20,747 cm�1 can be assigned to 4T1g

(F) ? 4A2g(F). This last assignment is in accordance with the result
reported for Co(II) complexes with chromophore Co(II)N2O4 [48].
Usually, with other coordinating atoms the band assigned as 4T1g

(F) ? 4A2g(F) appears at lower energy.

3.2.3. EPR spectra
The EPR spectra were performed for Co-L4 and Co-L5 on poly-

crystalline samples at 4 K (see Fig. 6).
Both complexes presented wide bands as usually found in the

literature and as expected for Co(II) complexes in a high spin state
Fig. 5. Experimental and simulated spectra in DMSO of Co-L5 (straight line) and the
deconvoluted bands (dashed lines).
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Fig. 6. EPR of Co-L4 and Co-L5 in polycrystalline samples at 4 K.

Table 5
Partition coefficients (P) between n-octanol and physiological solution and estimated
solubility (S) of cobalt complexes.

Complex P/logP S (mg/100 mL of physiological solution)

Co-L1 0.24/�0.62 67
Co-L2 0.08/�1.10 35
Co-L3 0.51/�0.29 103
Co-L4 0.29/�0.54 85
Co-L5 0.009/�2.0 279
Co-L6 0.94/�0.03 38

Table 6
Anti-M. tuberculosis activity (MIC), cytotoxicity (IC50), and selectivity index (SI) of the
complexes and their free ligands.

Compound MIC (lg mL�1) IC50 (lg mL�1) S.I.

CoSO4�7H2O >25 78.1 n.d.
Co-L1 >25 78.1 n.d.
Co-L2 >25 156.3 n.d.
Co-L3 >25 156.3 n.d.
Co-L4 >25 156.3 n.d.
Co-L5 >25 156.3 n.d.
Co-L6 >25 156.3 n.d.
L1 >25 19.5 n.d.
L2 >25 156.3 n.d.
L3 >25 312.5 n.d.
L4 >25 156.3 n.d.
L5 >25 312.5 n.d.
L6 12.5 312.5 25

n.d. Not determined.
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(S = 3/2) with distorted octahedral symmetry (see Figs. 2 and 3).
This behavior is possibly due to the spin–orbit coupling that pro-
duces a decrease in the relaxation time and consequently the band
broadening is observed. Additionally, the Jahn–Teller effect intro-
duces anisotropy in the systems increasing the number of signals
and it makes the interpretation of these spectra more difficult [49].

In particular, Co-L5 shows a typical octahedral complex spec-
trum where both Co ions are coupled through the sulfonamide
bridges as shows Fig. 2. In the case of Co-L4 no structural conclu-
sions have been drawn. The g values for Co-L4 were 1.40, 3.85
and 6.18.

3.2.4. Conductivity
Conductimetric measurements in DMSO solution of complexes

showed no significant changes in comparison with that of the pure
solvent. This behavior is in agreement with the neutrality of the
complexes, according to the assigned formulae.

In addition, the conductivity was measured after one week and
no major changes were observed. These results showed that the li-
gands remained bonded to metal ion, demonstrating the stability
of the complexes in DMSO solution.

3.3. Lipophilicity and solubility

With the aim to determine the lipophilic character of the cobalt
complexes that can be correlated with biological properties like the
passage through lipophilic barriers, partition coefficients (K) be-
tween n-octanol and physiological solution and estimated solubil-
ity in physiological solution were studied. These results are
presented in Table 5. On the other hand all the complexes were sol-
uble in DMSO (from 10 to 30 parts of solvent for 1 part of solute).

As Table 5 shows, the values obtained for P are similar to those
previously obtained for similar Cu-sulfonamide complexes [11]
and they are lower than the values considered the optimal parti-
tion coefficient for trespassing lipophilic membranes [3].

Besides, the solubility tendency is not inversely correlated with
the partition coefficient as expected. Only Co-L6 presented the
higher lipophilicity and one of the lowest solubility in physiologi-
cal solution and Co-L5 was the less lipophilic complex and the
most soluble.

3.4. Anti-M. tuberculosis activity assay

The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) values of Co(II)
complexes and free ligands against M. tuberculosis were higher
than 25 lg/mL in all the free ligands and Co(II) complexes with
the exception of L6 that was 12 lg/mL (see Table 6). None of the
cobalt sulfate dilutions, used as control, inhibited the growth of
mycobacterium.

It is known that mycobacteria have a very wide lipid-rich
hydrophobic cell wall. Probably, the low activity of the complexes
against M. tuberculosis is due to the fact that the lipophilicity of
these compounds was low and the penetration into the cell would
be difficult. Similar results were found with several Ni-sulfonamide
complexes [19].
3.5. Cytotoxicity assay

To better understand the biological activities of complexes and
ligands, the behavior in eukaryotic cells was studied. The model
chosen was the J774.A1 macrophage, due to the fact that these mac-
rophages are the first cells that respond against mycobacterial inva-
sion and after phagocytize it, these mycobacteria have the ability to
survive inside the macrophage. In addition, the pipeline described
by the group of Dr. Leite [50] shows that the next step to search
for a new drug against tuberculosis is to determine the activity of
the compound through a model of intracellular infection.

The cytotoxicity results (see Table 6), expressed as the IC50 for
the J774A.1 cell line, show that all the tested compounds exhibited
low cytotoxicity (IC50 ranging from 19.5 to 312.5 lg/mL).

As shown in Table 6, no regular behavior was observed in the
IC50. The complex Co-L1 was less toxic than the free ligand. Proba-
bly, in this case, the metal center is preventing the interaction with
the eucaryotic cell. In the other cases the complexes were equal or
more toxic than the corresponding ligands. Further biochemical
data is necessary to explain this behavior.

To sum up, the only compound that presented a good activity
against M. tuberculosis, low cytotoxicity and good selectivity index
(25) was L6, being a promissory new anti-tuberculosis drug candi-
date for further studies [38].
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4. Conclusions

Through the study of a series of new cobalt complexes with sul-
fonamides, different coordination modes were observed, showing
the versatility of sulfonamides as ligands. Some sulfonamides coor-
dinated only through the 4N and Nh atoms. The crystallographic
data of [Co(sulfamethoxazole)2(H2O)2]�H2O confirms this behavior
and was similar to copper and nickel complexes previously re-
ported. Tacking into account the previously resolved crystalline
structure of similar Cu(II) complexes, structural information of
Co(II)-sulfonamide complexes was obtained for the other com-
plexes. They presented several sulfonamide ligands coordinating
with the same Co(II) center through different groups (1N and Nh

as monodentate, 1N and Nh as bidentate). An exhaustive spectro-
scopic analysis supported the different coordination modes and
the electronic configuration (high spin). Besides, the conductivity
measurements showed the stability of the complexes in solution.

On the other hand, the microbiological assays against M. tuber-
culosis showed that these complexes cannot penetrate across the
mycobacteria cell wall in an active quantity. This result is in accor-
dance with the lipophilicity values. All the tested compounds
exhibited low cytotoxicity being the free L6 ligand the compound
with best performance as anti-mycobacterium and a good candi-
date for further studies.
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