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PROCESSOS DE PREPARAGAO DE COMPLEXOS FOSFINICOS DE RUTENIO
CONTENDO ION PICOLINATO E/OU DIIMINAS E/OU BIFOSFINAS EM
SUA ESTRUTURA, COMPLEXOS FOSFINICOS DE RUTENIO OBTIDOS
PELOS REFERIDOS PROCESSOS E SEUS USOS

CAMPO DA INVENGCAO

A presente invencéao se refere a sintese e
caracterizagdo de complexos fosfinicos de ruténio (II)
contendo o ion picolinato e/ou diiminas e/ou bifosfinas com
6tima atividade farmacolégica na inibicdo do crescimento da
micobactéria da tuberculose. Tais complexos poderao
primeiramente ser utilizados na industria quimica e a médio
e longo prazo na inddstria farmacéutica. A presente
invencdo descreve também como foi realizada a determinacéo
da atividade contra o bacilo da tuberculose, bem como
avalia a toxicidade dos complexos contra as células de
macréfagos onde o bacilo da tuberculose se internaliza.

FUNDAMENTOS DA INVENGAO

A tuberculose (TB) continua sendo a doenca
infecciosa de maior morbidade e mortalidade em todo mundo.
Um tergo da populacdo mundial estéa infectada com
Mycobacterium tuberculosis, o agente etiolbgico de TB.
Segundo as estimativas da Organizagdo Mundial de Satude
(WHO, 2007), ocorrem anualmente de oito a dez milhdes de
casos novos de TB. Com o crescente aumento de cepas de M.
tuberculosis resistentes as drogas utilizadas no tratamento
convencional, uma nova variante da tuberculose foi
descoberta, a TB com resisténcia a mlltiplas drogas (MDR-
TB). A MDR-TB tem aumentado sua incidéncia, ndo s6 em
paises em desenvolvimento, mas também nos industrializados.

Logo, o crescente numero de casos de MDR-TB tem levado os
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pesquisadores a procurar novas drogas com agao
antimicobacteriana, enfatizando a importéancia do
desenvolvimento de novos medicamentos ativos contra o
bacilo da TB e, consequentemente, para o controle eficaz da
TB-MDR.

Além do crescente numero de casos de MDR-TB, o
tratamento da Tuberculose é também bastante complexo. N&o
s0 pelo diagnéstico ser excessivamente tardio, favorecendo
a propagagado do bacilo e retardando o inicio do tratamento,
mas também pela duragdo do tratamento ser muito longa.

Acrescenta-se, ainda a isso, a problemdtica da co-
infecgdo M. tuberculosis com o Virus da imunodeficiéncia
(HIV) . As pessoas com AIDS tém um risco significativamente
maior de morte, quando co-infectadas com TB (Public Health
Watch, 2006). Estima-se que 10% das pessocas com TB sejam
HIV - positivas e que cerca de 20% das pessoas com AIDS
sofram de TB pulmonar.

Devido a problemdtica exposta acima, percebe-se a
importancia da pesquisa cientifica nesta area. Desta forma,
duas estratégias podem ser utilizadas no desenvolvimento de
novas drogas para o tratamento da tuberculose: melhorar a
atividade dos quimioterdpicos j& existentes ou procurar
estruturas quimicas novas com atividade antimicobacteriana

melhorada e reduzindo o tempo de tratamento (SRIRAN et al.,

2000) .

ESTADO DA TECNICA

Varias estruturas quimicas utilizadas no tratamento
de infeccgdes bacterianas, especificamente as

micobacterianas, j& s&o conhecidas no estado da técnica.

No campo dos compostos complexos, alguns trabalhos
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destacando os efeitos bactericidas de compostos de
coordenagao com os metais prata e ferro j& estdo descritos
na literatura. Entretanto, sobre o ruténio muito pouco é
conhecido nesta 4area.

O pedido de patente brasileiro 0300770, depositado em
29/01/2003, se refere a complexos de metais de transicido
baseados na estrutura do ion pentacianoferrato (II) e do
ion pentaamina de ruténio (II), seus métodos de preparacdo
e sua aplicagdo bactericida no tratamento da tuberculose.

Apesar da aplicagdo do composto ser a mesma, isto &,
utilizagdo no tratamento da tuberculose, 0o composto
complexo utilizado é diferente dos compostos utilizados na
presente invencéo. Além disso, as propriedades
micobactericidas dos compostos de ruténio obtidos ndo foram
descritas.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo tem como principal objetivo
sintetizar e caracterizar complexos fosfinicos de Ruténio
(IT) contendo o ion picolinato e/ou diiminas com atividade
contra o bacilo da tuberculose e determinar sua atividade
antimicobacteriana.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengdo faz referéncia aos complexos
fosfinicos de ruténio (II) contendo diiminas, éxido nitrico
e/ou mondéxido de carbono como coligantes. Mais
especificamente, a presente invencdo se refere a processos
de preparagdo dos complexos fosfinicos de ruténio contendo
como ligantes o Oxido nitrico, monéxido de carbono, ion
picolinato e/ou diiminas e/ou bifosfinas em suas estruturas

bem como seus compostos.
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Os compostos objetos deste invento sdo obtidos como
sais complexos contendo o &nion PFs, BF, ou ClO0,7 como
contra-ions e apresentam a férmula geral:

[RuCl(L) (N-N) (P-P)] *

Onde:

(N-N) representa um ligante diiminico, tal como:
bipiridina (bipy) e seus derivados: [4,4'-dimetil-2,2'~
bipiridina ou 5,5 -dimetil-2,2 -bipiridina - Me-bipy),
4,4'-dimetdxi-2,2"'-bipiridina (MeO-bipy); 4,4'-cloro-2,2'-
bipiridina (Cl-bipy); fenantrolina (fen), 4,7-difenil-
1,10 -fenantrolina, 2-acetilpiridina, 2-benzoilpiridina,
etilenodiamina (en), entre outros.

(P-P) representa um ligante bifesfinico, tal como:

1,4-bis(difenilfosfina)butano - (dppb),

1,3-bis(difenilfosfina)propanoc - (dppp),
1,2-bis(difenilfosfina)etano - (dppe),
bis(difenilfosfina)metanoc - (dppm),

1,1"-(difenilfosfinaferroceno) - (dppf); e

1,2-bis(diciclohexilfosfina)etano - (dcype).

(L) é& um N-heterociclico, tal como: piridina (py) e
seus derivados, 4,6-dimetil-2-mercaptopirimidina, mondxido
de carbono, 6xido nitrico, etc..

Quando (L) é NO', a formula geral é [RuCl(NO) (N-N) (P-
P) ]?*, sendo o éxido nitrico como ligante;

Quando (L) é CO, a formula geral é [RuCl(CO) (N-N) (P-
P)]1", sendo o monéxido de carbono como ligante;

Quando (L) é o ion picolinato (pic), a formula geral é
[Ru(pic) (N-N) (P-P)]".

Verificou-se também nos ensaios bioldgicos gque tais

complexos de ruténio possuem alta atividade bactericida
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e/ou bacteriostdtica em relagcdo ao agente da tuberculose
(M. tuberculosis) - e Dbaixa toxicidade para células
eucaridticas (citotoxicidade).

Sendo assim, tais complexos poderdo primeiramente ser
utilizados na industria quimica uma vez que podem ser
adicionados a desinfetantes quando do descarte de espécimes
clinicos infectados como escarro, lavado brénquico e
gastrico e, a médio e longo ©prazo, na indGstria
farmacéutica. Na indastria farmacéutica, os complexos da
presente invengdo poderdo ser inicialmente wusados na
preparacdo de medicamentos Uteis na prevencdo e tratamento
de infecg¢des de pele produzidas por micobactérias, quando
acrescidos aos antissépticos. A longo prazo, apdés triagem
clinica e estudos para avaliar uma formulacdo adequada para
a sua dispensacdo, poderdo ser utilizados para a preparacio
de medicamentos que serdo empregados no tratamento da
tuberculose e de outras micobacterioses.

Preparagdo do complexo de ruténio

De uma maneira geral, a preparacdo dos compostos
complexos de ruténio contendo o ion picelinato e/ou
diiminas e/ou bifosfinas em sua estrutura se di pela reacio
de um complexo precursor do tipo cis-[RuCl;(dppb) (N-N)] com
o acido picolinico ou diiminas (co-ligante) utilizando
metanol como solvente, sempre em quantidades previamente
calculadas para a formacdo dos compostos.

Em outras palavras, o precursor desejado é dissolvido
em metanol e em seguida, o Aacido picolinico ou diiminas é
adicionado a eles, sob agitag¢do constante. Apds 12 horas de
agitacdo adiciona-se NH4PF¢ a esta solugdo, concentra-se a

solugdo e adiciona-se 4gua, observando-se a formacdo de um
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sbélido amarelo-alaranjado. O sélido amarelo é filtrado, sob
vacuo, em funil de vidro sinterizado e lavado trés vezes
com agua e éter dietilico. O composto é seco em dessecador
sob pentéxido de fdésforo (P401g) .

Entretanto, a presente invencdo se limitou a estudar
cinco processos especificos de sintese.

Exemplo 1) Preparagiao do sal complexo de
[Ru (pic) (dppb) (bipy) ] PFs

50 mg (0,067 mmol) do complexo precursor de férmula
cis-[RuCl; (dppb) (bipy)] foram solubilizados em 25 mL de
metanol. 24,6 mg (0,200 mmol) de &cido picolinico foram
adicionados a esta solucdo. A reacdo foi mantida sob
argénio por aproximadamente 24 horas resultando em uma
solucdo avermelhada. Apds este tempo, foram adicionados
16,2 mg (0,100 mmol) de NH4PFs & solucdo e mantida a
agitagcdo por mais 1 h. A solucdo foi concentrada até um
volume de 5 mL e 10 mlL de &gua foram adicionados. Observou-
se a precipitacdo de um sdélido alaranjado que foi lavado
com agua e éter dietilico antes de ser armazenado em
dessecador.

Os resultados percentuais da andlise elementar foram:
Encontrado/Calculado: C = 55,12/55,58; N = 4,46/4,42; H =
4,74/4,24. Destes se obtém a seguinte férmula minima:
Ca4H40P3N30FgRU e a férmula molecular:
[Ru(pic) (dppb) (bipy) ] PFs.

Exemplo 2) Preparacgdo do sal complexo de
[Ru(pic) (dppb) (Me-bipy) ] PF

50 mg (0,064 mmol) do complexo precursor de férmula
cis-[RuCl; (dppb) (Me-bipy)] foram solubilizados em 25 mL de

metanol. 24,6 mg (0,200 mmol) de &cido picolinico foram
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adicionados a esta solugdo. A reacdo foi mantida sob
argdnio por aproximadamente 24 horas resultando em uma
solugdo avermelhada. Apds este tempo, foram adicionados
16,2 mg (0,100 mmol) de NH4PFs & solucdo e mantida a
agitagdo por mais 1 h. A solucdo foi concentrada até um
volume de 5 mL e 10 mL de &gua foram adicionados. Observou-
se a precipitacdo de um sélido alaranjado que foi lavado
com é&gua e éter dietilico antes de ser armazenado em
dessecador.

Os resultados percentuais da andlise elementar foram:
Encontrado/Calculado: C = 56,25/56,44; N = 4,23/4,29; H =
4,50/4,53. Destes se obtém a seqguinte férmula minima:
CaeHa4P3N30,FRuU e a férmula molecular: [Ru(pic) (dppb) (Me-
bipy) ]PFs.

Exemplo 3) Preparacao do sal complexo de
[Ru(pic) (dppb) (Cl-bipy) ] PFs

50 mg (0,061 mmol) do complexo precursor de fdérmula
cis-[RuCl; (dppb) (Cl-bipy)] foram solubilizados em 25 mL de
metanol. 24,6 mg (0,200 mmol) de &cido picolinico foram
adicionados a esta solugdo. A reacd3o fol mantida sob
argénio por aproximadamente 24 horas resultando em uma
solucdo avermelhada. Apds este tempo, foram adicionados
16,2 mg (0,100 mmol) de NH4PFs & solugdo e mantida a
agitagdo por mais 1 h. A solugdo foi concentrada até um
volume de 5 mL e 10 mL de &gua foram adicionados. Observou-
se a precipitagdo de um sdélido alaranjado que foi lavado
com agua e éter dietilico antes de ser armazenado em
dessecador.

Os resultados percentuais da andlise elementar foram:

Encontrado/Calculado: C = 51,73/51,83; N = 4,51/4,12; H =
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4,17/3,76. Destes se obtém a seguinte férmula minima:
CagH3gP3N30,C1FRu e a férmula molecular: [Ru(pic) (dppb) (Cl-
bipy) ]PFs.

Exemplo 4) Preparagao do sal complexo de
[Ru(pic) (dppb) (fen) ] PFs

50 mg (0,064 mmol) do complexo precursor de férmula
cis-[RuCl, (dppb) (fen)] foram solubilizados em 25 mL de
metanol. 24,6 mg (0,200 mmol) de &cido picolinico foram
adicionados a esta solugcdo. A reacdo foi mantida sob
argdnio por aproximadamente 24 horas resultando em uma
solugdo avermelhada. Apds este tempo, foram adicionados
16,2 mg (O,lQO mmol) de NH4PF¢ & solugcdo e mantida a
agitacéo por‘mais 1 h. A solugdo foi concentrada até um
volume de 5 mL e 10 mL de 4dgua foram adicionados. Observou-
se a precipitacdo de um sélido alaranjado que foi lavado
com agua e éter dietilico antes de ser armazenado em
dessecador.

Os resultados percentuais da andlise elementar foram:
Encontrado/Calculado: C = 56,25/56,68; N = 4,23/4,31; H =
4,50/4,14. Destes se obtém a seguinte férmula minima:
Ca6H40P3N303FgRU e a férmula molecular:
[Ru(pic) (dppb) (fen) ] PFs.

Exemplo 5) Preparacgao dos sais complexos
[Ru(pic) (dppe) :]1PFs e [Ru(pic) (dppm).]PFg

100 mg (0,103 mmol) do complexo precursor de férmula
cis-[RuCl;(dppe),] ou cis-[RuCl;(dppm),], respectivamente,
juntamente com 36,9 mg (0,300 mmol) de Acido picolinico (em
excesso) e 24,3 mg (0,150 mmol) de NH4PFg foram
solubilizados em 20 mL de metanol. A reacdo foi mantida sob

argbnio por aproximadamente 24 horas de agitacdo resultando
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em uma solucdo amarela. A referida solucdo foi concentrada
até um volume de 3 mL e 10 mL de &gua foram adicionados.
Observou-se a precipitagdo de um sélido amarelo-alaranjado
que foi filtrado e lavado com &4gua e éter dietilico antes
de ser armazenado em dessecador.

Os resultados percentuais da andlise elementar foram:
Encontrado/Calculado: C = 59,60/59,80; N = 1,13/1,20; H =
4,70/4,50. Destes se obtém a seguinte férmula minima:
CsgHs2PsNO2FgRu para o sal complexo cis-[Ru(pic) (dppe),]PFg; e

C = 59,38/59,16; N = 1,10/1,23; H = 4,15/4,25, cuja
férmula minima é CsgHggPsNO;FgRU para o sal complexo cis-
[Ru(pic) {(dppm),] PFs¢.

Medidas Condutimétricas

Foram realizadas medidas de condutividade a 25°C
empregando o condutimetro Meterlab CDM 230. Para tal,
utilizou-se uma solugdo de complexo 10> M em diclorometano
para determinar o tipo de eletrdélito (nUlmero de ions por
molécula de complexo) [13], e uma solucdo 10™* M em DMSO
para estudar a estabilidade dos complexos no solvente usado
nos estudos microbioldégicos. As medidas realizadas
demonstraram que os compostos sdo isentos de carga (carga
zero) e sdo estaveis em DMSO durante 48 horas.

Atividade Antimicobacteriana e Determinagao da

Citotoxicidade dos 1ligantes livres e dos complexos de

Ruténio

A atividade antimicobacteriana in vitro dos ligantes
livres e dos complexos de Ruténio foi avaliada de acordo
com a técnica do MABA, proposta por COLLINS & FRANZBLAU,
(1997), onde foi determinada a concentracdo inibitéria

minima (CIM) necessdria para inibir 90% dos bacilos da
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tuberculose. Para tal foram empregadas placas estéreis de
96 pogos (Falcon 3072; Becton Dickinson, Lincoln Park, o
NJ), meio de Middlebrook 7H9 (Difco) enriquecido com OADC
(BBL/Becton-Dikinson, Sparks, MD, USA) e Mycobacterium
tuberculosis Hi3;Rv, proveniente da colecdo internacional
(ATCC 27294).

A avaliagdo da citotoxicidade dos ligantes livres e
dos complexos de ruténio foi determinada utilizando
macréfagos de linhagem (J774) empregando a técnica proposta
por AHMED et al., (1994). Esta técnica determina a maior
concentragao da substdncia em andlise que ainda permita a
viabilidade de ©50% das células (ICs). Da razdo entre
ICs50/CIM foi estabelecido o indice de seletividade (IS).
Para ORME et al., (2001), um complexo com IS>10 e valor de
CIM promissor contra o bacilo da tuberculose, ¢é um
candidato a nova droga anti-TB, pois é pouco téxico para
células de mamiferos mas bastante ativo contra o M.
tuberculosis.

A seguir demonstram-se a CIM obtida para os complexos
de ruténio e as respectivas toxicidades (ICsq) e indice de
seletividade (IS).

1) Determinagcdo da atividade contra o bacilo da
tuberculose (M.tuberculosis) e da toxicidade celular dos
ligantes dppb, bipy, HPIC e do complexo
[Ru(pic) (dppb) (bipy) ] PFs.

Os ligantes e o complexo foram dissolvidos em DMSO
para obtengcdo de uma solugdo estoque na concentracdo de
10.000 pg/mL. As solugdes posteriores foram preparadas pela
adigao ao meio liquido 7H9. A suspensdo de M. tuberculosis

ATCC 27294 foi incubada juntamente com as diluicdes dos
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ligantes, em placas com 96 pocos a 37°C por 7 dias. A
sensibilidade e/ou resisténcia dos micro-organismos foi
determinada pelo crescimento bacteriano indicado pela
mudanca de cor do corante resazurina, de azul (inibicgdo)
para rosa (multiplicacdo). A interpretacdo final dos
resultados foi obtida a partir da fluorescéncia emitida e
quantificada por um microfluorimetro SpectraFluor Plus
(TECAN®), onde foram utilizados filtros de excitacdo e de
emissdo nos comprimentos de onda de 530 e 590 nm,
respectivamente. Os resultados da atividade
antimicobacteriana e da toxicidade celular sio apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1: Atividade do complexo [Ru(pic) (dppb) (bipy)]PFs e
dos ligantes dppb, bipy e HPIC frente ao M.tuberculosis

H37Rv e aos macréfagos J774, expressos em ug/mL e uM.

Compostos CIM ICq IS
ng/mL M ng/mL M CIM/ICsq
dppb > 50 > 117,20 625 1465 2 12,50
bipy 25 160,10 < 9,80 < 63 < 0,40
HPIC > 50 > 406 312,50 2538 6,25
[Ru(pic) (dppb) (bipy) 1 PFg 0,26 0,22 3,90 3,35 15
Os resultados mostram que 0 complexo

[Ru(pic) (dppb) (bipy)1PFs foi extremamente ativo contra o
bacilo da tuberculose apresentando, CIM de 0,26 ug/mL e
baixa citotoxicidade (ICsq 3,90 pg/mL e IS de 15). A
complexacdo do metal ao ligante melhorou a atividade contra
o bacilo. O valor de 0,26 pg/mlL é comparavel aos das drogas
de primeira linha utilizadas no tratamento da tuberculose,
como a Etionamida (2,50 pg/mL), Pirazinamida (50-100ug/mL)

e a Rifampicina (0,5 pg/mL) (WHO, 2007).
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2) Determina¢é§ da atividade c¢ontra o bacilo da
tuberculose (M. tuberculosis) e da toxicidade celular dos
ligantes dppb, Me-bipy, HPIC e do complexo
[Ru (pic) (dppb) (Me-bipy) ] PFs.

Os ligantes e o complexo foram dissolvidos em DMSO
para obtencdo de uma solugdo estoque na concentracido de
10.000 pg/mL. As solugdes posteriores foram preparadas pela
adigdo ao meio liquido 7H9. A suspensdo de M. tuberculosis
ATCC 27294 foi incubada juntamente com as diluigdes dos
ligantes, em placas com 96 pogos a 37°C por 7 dias. A
sensibilidade e/ou resisténcia dos micro-organismos foi
determinada pelo crescimento bacteriano indicado pela
nudanca de cor do corante resazurina, de azul (inibicdo)
para rosa (multiplicacédo). A interpretagéo final dos
resultados foi obtida a partir da fluorescéncia emitida e
quantificada por um microfluorimetro SpectraFluor Plus
(TECAN®), onde foram utilizados filtros de excitacdoc e de
emissdo nos comprimentos de onda de 530 e 590 nm,
respectivamente. Os resultados da atividade
antimicobacteriana e da toxicidade celular sdo apresentados
na Tabela 2.

Tabela 2: Atividade do complexo [Ru(pic) (dppb) (Me-bipy) ]PFs
e dos ligantes dppb, Me-bipy e HPIC  frente ao
M. tuberculosis H37Rv e aos macréfagos J774, expressos em

Hg/mL e pM.

Compostos CIM ICsq IS
pg/mL M ng/mL M CIM/ICsp
dppb > 50 > 117,20 625 1465 212,50
Me-bipy 25 135,70 <€ 9,80 | £53,20] £ 0,40
HPIC > 50 > 406 312,50 2538 6,25
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[Ru(pic) (dppb) (Me- 0,91 0,95 31,30 32,60 34,40

bipy) ] PFs

Os resultados mostram que a atividade do complexo
[Ru(pic)(dppb)(Me—bipy)]PF6 frente ao bacilo da tuberculose
foi extremamente promissor, quando comparado a seus
ligantes livres, apresentando CIM de 0,91 pug/mL. A
toxicidade celular foi baixa (ICsy, 31,30 ng/mL) propiciando
um IS superior a 10 (34,40). A complexacdo do metal ao
ligante melhorou a atividade contra o bacilo. 0O valor de
0,91 pg/mL & comparadvel aos das drogas de primeira linha
utilizadas no tratamento da tuberculose, como a Etionamida
(2,50 upg/mL), Pirazinamida (50-100pg/mL) e a Rifampicina
(0,5 pg/mL) (WHO, 2007).

3) Determinagdo da atividade contra o bacilo da
tuberculose (M. tubercﬁlosis) @ da toxicidade celular dos
ligantes dppb, Cl-bipy e HPIC e do complexo cis-
[Ru(pic) (dppb) (Cl-bipy) ] PF.

Os ligantes e o complexo foram dissolvidos em DMSO
para obtengcdo de uma solugdo estoque na concentracdo de
10.000 pg/mL. As solugdes posteriores foram preparadas pela
adig¢ao ao meio liquido 7H9. A suspensdo de M. tuberculosis
ATCC 27294 foi incubada Jjuntamente com as diluicdes dos
ligantes, em placas com 96 pogos a 37°C por 7 dias. A
sensibilidade e/ou resisténcia dos micro-organismos foi
determinada pelo crescimento bacteriano indicado pela
mudanga de cor do corante resazurina, de azul (inibicdo)
para rosa (multiplicac¢do). A interpretacdo final dos
resultados foili obtida a partir da fluorescéncia emitida e
quantificada por wum microfluorimetro SpectraFluor Plus

(TECAN®); onde foram utilizados filtros de excitacdo e de
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emissdo nos comprimentos de onda de 530 e 590 nm,
respectivamente. Os resultados da atividade

antimicobacteriana e da toxicidade celular sio apresentados
na Tabela 3.

Tabela 3: Atividade do complexo cis-[Ru(pic) (dppb) (C1-

bipy)]PFs e dos ligantes dppb, HPIC e Cl-bipy frente ao

M. tuberculosis H37Rv e aos macrdéfagos J774, expressos em

10

15

20

Hg/mL e uM.
Compostos CIM ICsg IS
pg/nL M ng/mL M CIM/ICsq
dppb > 50 > 117,20 625 1465 2 12,50
HPIC > 50 > 406 312,50 2538 6,25
Cl-bipy 25 111,07 19,50 86, 64 0,78
cis-{Ru(pic) (dppb) (Cl- 6,25 7,56 19,50 23,70 3,12
bipy)]PFs
Os resultados mostram que os ligantes 1livres né&o

apresentaram atividade contra o bacilo da Tuberculose. A

complexagdo com o metal cis-[Ru(pic) (dppb) (Cl-bipy)]PFs

aumentou a atividade frente ao bacilo (6,25 ug/mL) e

reduziu a citotoxicidade aos macréfagos (ICsg de 19,50 e IS
de 3,12). O valor de 6,25 npg/mL é compardvel ao das drogas
de segunda linha wutilizadas no tratamento da tuberculose,
como a cicloserina

(CIM de 12,50-50 ug/mL), gentamicina

(CIM de 2-4 pg/mL), kanamicina (CIM de 1,25-5 ug/mL) e
tobramicina (CIM de 4-8 ug/mL) (WHO, 2007).
4) Determinagdo da atividade contra o bacilo da

tuberculose (M. tuberculosis) e da toxicidade celular dos

ligantes dppb, HPIC e fenantrolina (fen) e do complexo

[Ru(pic) (dppb) (fen) ] PFs.

Os ligantes e o complexo foram dissolvidos em DMSO
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para obtengdo de uma solugdo estoque na concentracdo de
10.000 pg/mL. As solugdes posteriores foram preparadas pela
adigdo ao meio liquido 7H9. A suspensdo de M. tuberculosis
ATCC 27294 foi incubada juntamente com as diluicdes dos
ligantes, em placas com 96 pogos a 37°C por 7 dias. A
sensibilidade e/ou resisténcia dos micro-organismos foi
determinada pelo crescimento bacteriano indicado pela
mudanga de cor do corante resazurina, de azul (inibicé&o)
para rosa (multiplicag¢do). A interpretacdo final dos
resultados foi obtida a partir da fluorescéncia emitida e
quantificada por um microfluorimetro SpectraFluor Plus
(TECAN®), onde foram utilizados filtros de excitacdo e de
emisséd nos comprimentos de onda de 530 e 590 nm,
respectivamente. Os resultados da atividade
antimicobacteriana e da toxicidade celular sdo apresentados
na Tabela 4.

Tabela 4: Atividade do complexo [Ru(pic) (dppb) (fen)]PFs e
dos ligantes dppb, HPIC e fen frente ao M. tuberculosis

H37Rv e aos macrdfagos J774, expressos em ug/mL e uM.

Compostos CIM ICs IS
pg/mL M ng/mlL M CIM/ICsq
dppb . > 50 > 117,20 625 1465 > 12,50
fen 2,34 11,80 < 9,80 < 50 < 4,20
HPIC > 50 > 406 312,50 2538 6,25
[Ru(pic) (dppb) (fen) ] PF; 0,49 0,50 11,70 11,90 23,90

Os resultados mostram gque o ligante 1livre fen
apresentou alta atividade <contra o bacilo bem como
toxicidade celular elevada. Os outros ligantes livres nédo
apresentaram atividade contra o bacilo da Tuberculose. A

complexagcdo do metal com o ([Ru(pic) (dppb) (fen) ] PFg)
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aumentou a atividade frente ao bacilo (0,49 ug/mL) e
reduziu a citotoxicidade aos macréfagos (ICsg de 11,70 e IS
de 23,90). O valor de 0,49 pg/mL é melhor ou comparavel ao
das drogas de primeira e segunda linha utilizadas no
tratamento da tuberculose, como a ciprofloxacino (CIM = 2
ng/mL), é&cido p-aminosalicilico (CIM = 0,50-2 pg/mL),
Etionamida (CIM de 0,63-1,25 ug/mL), cicloserina (CIM de
12,50-50 npg/mL), gentamicina (CIM de 2-4 pg/mL), Etambutol
(CIM de 0,94-1,88 ug/mL), kanamicina (CIM de 1,25-5 ug/mL),
tobramicina (CIM de 4-8 ug/mL), claritromicina (CIM de 8-16
png/mL) e tiacetazona (CIM de 0,13-2 pg/mL) e a Rifampicina
(0,5 pg/mL) (WHO, 2007).

5) Determinacdo da atividade contra o bacilo da
tuberculose (M.tuberculosis) e da toxicidade celular dos
ligantes HPIC, dppe e do complexo cis- [Ru(pic) (dppe):]PFs.

O ligante e o complexo foram dissolvidos em DMSO para
obtencdo de uma solucdo estoque na concentrag¢do de 10.000
ng/mL. As solugdes posteriores foram preparadas pela adicéo
no meio liquido 7H9. A suspensdo de M. tuberculosis ATCC
27294 foi incubada juntamente com as dilui¢des dos ligantes
e do complexo, em placas com 96 pocos a 37°C por 7 dias. A
sensibilidade e/ou resisténcia dos micro-organismos ao
referido composto foi determinada pelo crescimento
bacteriano indicado pela mudangca de cor do corante
resazurina, de azul (inibic¢do da multiplicag¢do bacteriana)
para rosa (multiplicag¢do). A interpretacdo final dos
resultados foi obtida a partir da medida da fluorescéncia
emitida em um microfluorimetro SpectraFluor Plus (TECAN®) ,
com filtros de excitagdo e de emissdo respectivamente de

530 e 590 nm. Os resultados da atividade antimicobacteriana
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e da toxicidade celular sdo apresentados na Tabela 5.
Tabela 5: Atividade do complexo cis-[Ru(pic) (dppe):]PFs e
dos ligantes HPIC e dppe frente ao M.tuberculosis H37Rv e

aos macréfagos J774, expressos em ug/mL e uM.

Compostos CIM ICsg IS
pg/mL pM pg/mL M CIM/ICsq
dppe 6,25 15,70 156,30 392,60 25
HPIC > 50 > 406 312,50 2538 6,25
cis—-[Ru(pic) (dppe).] PFg 0,63 0,74 19,5 23 31

Os resultados mostram que o ligante livre dppe (CIM de
6,25 pg/mL) foi ativo contra o bacilo da tuberculose e o
ligante HPIC (CIM > 50 wug/mL) foi pouco ativo. Ja o
complexo cis-[Ru(pic) (dppe),]PFs foi muito mais ativo, com
uma CIM de 0,63 pg/mL e pouco téxico (ICse 19,50 e IS de
31) para as células de mamifero. A complexacdo do metal ao
ligante melhorou a‘atividade antimicobacteriana. O valor de
0,63 pg/mL é compardvel aos das drogas de primeira linha
utilizadas no tratamento da tuberculose, como a Etionamida
(2,50 pg/mL), Pirazinamida (50-100ug/mL) e a Rifampicina
(0,5 pg/mL) (WHO, 2007).

Ficard claro aos versados na técnica que variacdes
ndo somente nos componentes, mas também em suas quantidades
no processo podem ser feitas, sem com isso fugir do
conceito inventivo e escopo da invencdo. Assim, pretende-se
que a presente invencdo cubra as modificacdes e variacgdes
dessa inveng¢do, contanto que elas se encontrem no escopo

das reivindicag¢des apensas e seus equivalentes.
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REIVINDICAGOES
1) Processo de preparagdo de complexos fosfinicos de
ruténio contendo ion picolinato e/ou diiminas e/ou

bifosfinas em sua estrutura caracterizado por compreender

as seguintes etapas:

a) dissolver 50 mg (0,067 mmol) de wum complexo
precursor de férmula cis~[RuCl;(dppb) (N-N) ] em 25 mL
metanol;

b) adicionar 24,6 mg (0,200 mmol) de &cido picolinico
ou diiminas a solugdo obtida na etapa a) sob agitacdo
constante;

c) apdés 12 horas de agitag¢do, adicionar 16,2 mg (0,100
mmol) de NH4PF¢ & solugdo da etapa b) e manter a agitacdo
por mais 1 hora;

d) concentrar a solugdo obtida na etapa c¢) até um
volume de 5 mL;

e) adicionar 10 mL de &gua e observar a precipitacdo
de um sélido amarelo-alaranjado;

f) filtrar o sélido amarelo-alaranjado, sob vacuo, em
um funil de vidro sinterizado;

g) lavar o precipitado alaranjado filtrado trés vezes
com agua e éter dietilico;

h) secar o precipitado alaranjado depois de lavado em
um dessecador sob pentdéxido de fésforo (Py40q19);

2) Processo, de acordo com a reivindicacgdo 1,

caracterizado pelo fato do 1ligante diiminico (N-N) do

complexo precursor cis-[RuCl,(dppb) (N-N)] ser bipiridina
(bipy) e seus derivados: 4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina ou
5,5"-dimetil-2,2 -bipiridina (Me-bipy); 4,4'-dimetéxi-2,2'-

bipiridina (MeO-bipy): 4,4'-cloro~2,2"'-bipiridina (Cl-
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bipy); fenantrolina (fen); 4,7-difenil-1,10 -fenantrolina;
2-acetilpiridina; 2-benzoilpiridina e etilenodiamina (en).
3) Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que quando o ligante diiminico

(N-N) é bipiridina (bipy), o sal complexo resultante &
[Ru(pic) (dppb) (bipy) ] PFs.
4) Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que quando o ligante diiminico

(N-N) é 4,4'-dimetil-2,2'-bipiridina ou 5,5 -dimetil-2,2 -
bipiridina #Me-bipy), o) sal complexo resultante é
[Ru(pic) (dppb) (Me-bipy) ] PFs.

5) Processo, de acordo com a reivindicagcdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que quando o ligante diiminico

(N-N) é 4;4'—cloro—2,2'—bipiridina (Cl-bipy), o) sal
complexo resultante é [Ru(pic) (dppb) (Cl-bipy) ]PF¢.
6)» Processo, de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

<caracterizado pelo fato de que quando o ligante diiminico

(N-N) ¢é fenantrolina (fen), o sal complexo resultante é
[Ru(pic) (dppb) (fen) ] PFs.
7) [Ru(pic) (dppb) (bipy) ]PF¢ obtido pelo processo

conforme definido nas reivindicacgdes 1, 2 e 3 caracterizado

por possuir uma CIM de 0,26 pg/mL, um ICsy de 3,90 pg/mL e
um IS de 15.
8) [Ru(pic) (dppb) (Me-bipy) ]PFs obtido pelo processo

conforme definido nas reivindicac¢des 1, 2 e 4 caracterizado

por possuir uma CIM de 0,91 pg/mL, um ICsy de 31,30 e um IS
de 34,40.
9) [Ru(pic) (dppb) (Cl-bipy) ]PF¢ obtido pelo processo

conforme definido nas reivindicag¢des 1, 2 e 5 caracterizado

por possuir uma CIM de 6,25 ug/mL, um ICso de 19,50 e um IS
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de 3,12.
10) [Ru(pic) (dppb) (fen) ] PFg obtido pelo processo

conforme definido nas reivindicacdes 1, 2 e 6 caracterizado

por possuir uma CIM de 0,49 pg/mL, um ICsg de 11,70 e um IS

5 de 23,90.
11) Processo de preparacdo de complexos fosfinicos de
ruténio contendo ion picolinato e/ou diiminas e/ou

bifosfinas em sua estrutura caracterizado por compreender

as seguintes etapas:

10 a) dissolver 100 mg (0,103 mmol) de um complexo
precursor de férmula cis-[RuCl,(dppe):] Jjuntamente com 36,9
mg (0,300 mmol) de &cido picolinico (em excesso) e 24,3 mg
(0,150 mmol) de NH4PFs em 20 mL metanol;

b) manter a reagdo sob agitacdo em argdnio por 24

15 horas;

c) concentrar a solugdo obtida na etapa b) até um
volume de 3 mL;

d) adicionar 10 mL de &gua e observar a precipitacao
de um sdélido amarelo-alaranjado;

20 e) filtrar o sélido amarelo-alaranjado;

f) lavar o precipitado alaranjado filtrado com &agua e
éter dietilico;

g) secar o precipitado alaranjado depois de lavado em
um dessecador;

25 12) [Ru(pic) (dppe).]PF¢ obtido pelo processo conforme

definido na reivindicacdo 11 caracterizado por possuir uma

CIM de 0,63 pg/mL, um ICsq de 19,50 pg/mL e um IS de 31.
13) Uso do complexo [Ru(pic) (dppb) (bipy) ]PFs conforme
definido na reivindicacdo 7, do complexo [Ru(pic) (dppb) (Me-

30 bipy)]PFs conforme definido na reivindicagdo 8, do complexo
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[Ru(pic) (dppb) (Cl-bipy) ] PFg conforme definido na
reivindicacgéo 9, do complexo [Ru(pic) (dppb) (fen) ] PFg
conforme definido na reivindicagdo 10 e do complexo
[Ru(pic) (dppe):]PF¢ conforme definido na reivindicacdo 12

caracterizado por ser utilizado na industria quimica como

desinfetantes.

14) Uso do complexo [Ru(pic) (dppb) (bipy)]PFs conforme
definido na reivindicagdo 7, do complexo [Ru(pic) (dppb) (Me-
bipy) ]PFs conforme definido na reivindicacdo 8, do complexo
[Ru(pic) (dppb) (Cl-bipy) ] PFs conforme definido na
reivindicacao 9, do complexo [Ru(pic) (dppb) (fen) ] PFg
conforme definido na reivindicagdo 10 e do complexo
[Ru(pic) (dppe):]PF¢ conforme definido na reivindicacdo 12

caracterizado por ser para a preparacdo de um medicamento

para a prevengdao de infecgdes de pele produzidas por
micobactérias.

15) Uso do complexo [Rul(pic) (dppb) (bipy)]PF¢ conforme
definido na reivindicagdo 7, do complexo [Ru(pic) (dppb) (Me-
bipy) ]PF¢ conforme definido na reivindicacdo 8, do complexo
[Ru(pic) (dppb) (Cl-bipy) ] PFs conforme definido na
reivindicacéo 9, do complexo [Ru(pic) (dppbk) (fen) ] PF¢
conforme definido na reivindicagdo 10 e do complexo
[(Ru(pic) (dppe),] PFs conforme definido na reivindicacdo 12

caracterizado por ser para a preparacdo de um medicamento

para o) tratamento da tuberculose e de outras

micobacterioses.
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