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RESUMO

Tuberculose (TB) € uma doenca infecciosa e curavel transmitida pelo ar. A
taxa de mortalidade reduziu globalmente em 2007, entretanto, TB-MDR, XDR e a co-
infecgéo TB/HIV tém sufocado as tentativas de controle da TB, causando sofrimento
e morte em todo o mundo. Adicionalmente, um terco da populacdo mundial esta
infectada com o Mycobacterium tuberculosis (MTB) em estado de laténcia, o qual
serve como reservatorio para TB ativa. A rifampicina (RMP), descoberta ha mais de
40 anos, representa a Ultima classe de antibiéticos introduzida como farmaco de
primeira-linha no tratamento da TB. No esforco de sanar esta falha, é crescente a
importancia da Quimica Medicinal Inorganica como um aliado na pesquisa de novos
farmacos contra TB. E bem conhecido que alguns elementos metélicos
desempenham papel fundamental nos seres vivos. Tem sido relatado desde 1970
que compostos de ruténio (Ru) exibem atividade anti-tumoral. Inclusive, alguns
destes compostos se encontram na fase clinica de avaliagdo. Compostos de Ru
foram avaliados também em nosso laboratorio demonstrando atividade contra MTB.
Os complexos com Ru(ll) demonstraram ser mais ativos contra o MTB em relacéo a
forma do ligante livre, em até 150 vezes, com baixa citotoxicidade e alta seletividade.
Os resultados promissores inspiraram a procura de uma melhor abordagem para
explorar o perfil pré-clinico in vitro e in vivo desses compostos. Assim, 0 objetivo
deste trabalho foi desenvolver uma linha de pesquisa (pipeline) com ensaios
fenotipicos rapidos, sensiveis, especificos e de baixo custo na pesquisa de um novo
farmaco contra TB. Paralelamente, avaliou-se os melhores complexos heterolépticos
de Ru(ll) com fosfinas, diiminas e picolinato como ligantes, pré-selecionados, frente
a esse pipeline. Os resultados obtidos com os complexos de Ru(ll) (compostos
SCAR), in vitro, sdo comparaveis e/ou melhores do que os farmacos de primeira
escolha da terapéutica atual. Os resultados in vivo garantiram seguranca terapéutica
dos complexos pela sua baixa toxicidade. Como concluséao, foram revelados pela
primeira vez compostos de Ru(ll) como uma nova classe de compostos inorganicos
que podem se tornar agentes anti-TB. Os resultados dos complexos SCAR
indicaram “lead compounds” cuja estruturas dos compostos serdo utilizadas como
modelo de otimizacdo (lead optimization). O pipeline baseado em ensaios
fenotipicos utilizado para analise dos complexos mostrou ser rapido, sensivel,

especifico e de baixo custo na pesquisa de um novo farmaco contra TB.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is a preventable and curable infectious disease transmitted
through the air. The mortality rates decreased globally in 2007, however, MDR and
XDR TB, and co-infection TB/HIV have stifled attempts to control TB causing
suffering and death worldwide. Additionally, a third of the world population is infected
with Mycobacterium tuberculosis (MTB) in state of latency, which serves as a
reservoir for active TB. Rifampicin (RMP), discovered more than 40 years ago,
represents the last class of antibiotics introduced as first-line drug to treat TB. In an
effort to correct this failure is an increasingly importance of Inorganic Medicinal
Chemistry as an ally in the search for new drugs against TB. It is well known that
some metallic elements play a fundamental role in living organisms. It has been
reported since 1970 that compounds of ruthenium (Ru) exhibit anti-tumor activity.
Even some of these compounds are in clinical phase of evaluation. Ru compounds
were evaluated in our laboratory showing activity against MTB. Complexes with
Ru(ll) showed activity against MTB in relation to the free ligand up to 150 higher, with
low cytotoxicity and high selectivity. The promising results inspired the search for a
better approach to explore the pre-clinical in vitro and in vivo profile of these
compounds. So, the objective of this study was to develop a research line (pipeline)
fast, sensitive, specific and low-cost phenotypic testing in the search for a new drug
against TB. At the same time the best complexes of heteroleptic Ru(ll)
phosphine/diimines/picolinate, pre-selected, against several biological in vitro and in
vivo assays. Those evaluated assays were inserted into the pipeline developed at
our laboratory. The in vitro results obtained with the Ru(ll) (compounds SCAR)
complexes are comparable and/or better than the first choice drugs of the current
therapy. The in vivo results of treatment with the complexes ensured therapeutic
safety by showing low toxicity. In conclusion, for the first time were introduced Ru(ll)
compounds as a new class of inorganic compounds that can become anti-TB agents.
The results of the SCAR complexes indicated "lead compounds" which the structures
of the compounds will used as optimization model (lead optimization). The pipeline
based on phenotypic assays used to analyze the complexes proved to be fast,

sensitive, specific and low-cost in the search for a new drug against TB.
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1. INTRODUCAO

A historia do Mycobacterium tuberculosis (MTB) como o principal agente da
tuberculose (TB) € de uma época remota. Fragmentos da coluna vertebral de
mumias egipcias de 2400 A.C. (Antes de Cristo) apresentam definitivos sinais
patolégicos de decadéncia tuberculosa (TRIPATHI et al. 2005). Desde aquele tempo
até hoje, milhdes de pessoas morreram da doenca e apenas alguns farmacos sao
ativos contra o bacilo. Os dados atuais mostram uma doenca antiga, mais prevalente
no mundo hoje do que em qualquer outra época da histéria humana (KOUL et al.
2011). Anualmente, a TB é responsavel pela morte de dois a trés milhdes de
pessoas em todo o mundo e perdas econdmicas globais em torno de U$ 12 bilhdes
(MA et al. 2010). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
aproximadamente, 9,2 milhGes de pessoas evoluem para TB doenca anualmente em
todo o mundo, representando 22 mil individuos doentes por dia. Desses, 80% se
localizam em 22 paises sub-desenvolvidos ou emergentes, nos quais o Brasil
encontra-se hoje na 162 posicao. A evolucdo da doenca tem causado 1,7 milhdes de
mortes anuais sendo 200 mil referente a co-infeccdo TB/HIV. Outro dado assustador
sao os numeros de casos de TB multi droga resistente (TB-MDR), com a notificacéo
de 500 mil casos anuais (WHO, 2008).

Soma-se a esses dados, o fato de 1/3 da populacdo mundial estar infectada
com MTB em estado de laténcia servindo como um reservatorio para a TB ativa. (MA
et al. 2010).

A rifampicina (RMP), descoberta ha mais de 50 anos atras, representa o
altimo farmaco introduzido dentro da primeira linha de tratamento da TB. Juntamente
com isoniazida (INH), etambutol (EMB) e pirazinamida (PZA), a RMP faz parte de

um regime de tratamento de 6 meses sendo ineficaz contra TB-MDR e TB
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extensivamente droga resistente (TB-XDR). Além disso, a interacdo medicamentosa
entre RMP e anti-retrovirais compromete a eficacia terapéutica do tratamento de

pacientes co-infectados com HIV (GANDHI et al. 2010).

1.1. Aspectos biolégicos do MTB e aspectos relacionados a resisténcia aos
farmacos

MTB possui uma parede celular espessa, rica em lipideos, sendo uma
bactéria de crescimento lento com tempo de duplicacdo médio entre 18-48 horas,
dependendo da concentracdo de O,, pH e nutrientes disponiveis. Quando corada
com fucsina pela técnica de Ziehl Neelsen, as micobactérias ndo sado descoradas
mesmo tratadas com alcool e acido cloridrico, sendo assim classificadas como
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR). Essa caracteristica de acido resisténcia é
devido ao alto conteudo de acidos micolicos, uma longa cadeia cruzada de acidos
graxos e outros lipideos na parede celular (DAFFE e DRAPER, 1998). Os &cidos
micoélicos estdo ligados a arabinogalactana que por sua vez se ligam aos
peptideoglicanos e parecem desempenhar um papel importante na viruléncia do
MTB (MEENA e RAJNI, 2010). A resisténcia natural do MTB aos farmacos
hidrofilicos e a desidratacdo € um exemplo da acéo protetora desempenhada pelos
acidos micdlicos e pela espessa parede celular rica em lipideos.

Uma consideracao importante quanto ao aspecto biolégico e ao tratamento da
TB é o fato de que o agente etiologico tem a capacidade de persistir
intracelularmente em macrofagos do hospedeiro por longos periodos (SNEWIN et al.
1999). Uma terapia eficiente, portanto, depende da capacidade do novo farmaco
erradicar a micobactéria dentro dos macrofagos (MA et al. 2010). Este fato torna-se

ainda mais importante quando se considera a capacidade do MTB em permanecer
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em estado de dorméncia, originando um grande grupo de individuos infectados que
carregam o microrganismo em um estado sub-clinico, sem doenca ativa (BAPELA et
al. 2006). Apos a inalacdo do bacilo em nucleos de goticulas, cerca de 10 a 30% das
pessoas infectadas adoecem; outras 60-90% apesar de terem sido infectadas
desenvolverdo resposta imune celular eficaz para conter a infeccdo com sucesso.
Os bacilos rodeados por células T e macréfagos ndo podem se reproduzir e
adquirem estado de laténcia. Nesta fase os bacilos ndo sdo infecciosos. O MTB
latente espera pacientemente pela oportunidade de desenvolver a doenca e,
finalmente, pela persisténcia vence a batalha contra a resposta imunologica humana
(MANABE e BISHAI, 2000).

As micobactérias podem se utilizar de vias bioquimicas diferentes para
escapar da acao letal dos compostos: (i) diminuicAo do acumulo intracelular do
farmaco por uma alteracdo da permeabilidade da membrana ou da parede, (ii)
inibicdo ou alteracédo do alvo por mutacdo ou modificacdo na estrutura das enzimas.
A coexisténcia desses mecanismos no mesmo hospedeiro pode levar a TB-MDR e
XDR (DEPARDIEU et al. 2007).

Estudos recentes também tém associado essa resisténcia bacteriana ao
sistema de bomba de efluxo. O efluxo € o bombeamento de saida de um soluto de
uma célula (ROSSI et al. 2006). A resisténcia antimicrobiana em decorrencia do
efluxo se deve a um dos dois mecanismos: (i) aumento da expressao da proteina de
bomba de efluxo ou (i) aumento da eficiéncia de proteina na exportacdo do farmaco
(PIDDOCK 2006). Genes que codificam a expressdo das bombas de efluxo em MTB
podem ser encontrados nos cromossomos e trabalham em sinergismo para

aumentar a resisténcia natural (HEYM et al. 1994). Assim, as proteinas relacionadas
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com bomba de efluxo podem ser alvos para novos farmacos contra o MTB

(LOMOVSKAYA e BOSTIAN, 2006).

1.2. Tratamento

A capacidade do MTB em persistir no hospedeiro dificulta o tratamento, e
mesmo os farmacos que séo bactericidas eficazes in vitro requerem administracao
prolongada.

A quimioterapia da TB teve inicio em 1944. A estreptomicina (EST) (Figura 2)
foi o primeiro farmaco realmente eficaz contra a TB. Possui valor de CIM de 1 ug/mL
e meia-vida de 5-7 horas (HUNTER et al. 2008). Os compostos conhecidos como

"farmacos de primeira linha", incluem a INH, EMB, PZA e RMP (Figura 1).
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\ OH /
N

N/ Etambutol R
Pirazinamida

Isoniazida

Rifampicina

Figura 1. Farmacos de primeira escolha contra TB

Farmacos de “segunda linha” como EST, Ofloxacino (OFX), Terizidona (TRZ),

etionamida (ETM), cicloserina (CS), acido para-aminossalicilico (PAS), tiacetazona
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(TCT), clofazimina (CLF) e alguns tipos de canamicinas (CM) sdo usados quando 0s
medicamentos de primeira escolha ndo séo efetivos (Figura 2) (LALLOO e

AMBARAM, 2010).

Figura 2. Farmacos de segunda escolha contra TB

A quimioterapia atual da TB é dependente dos farmacos que inibem o
metabolismo bacteriano, com uma forte énfase na inibicdo da sintese da parede
celular (YING 2005; ROSSI et al. 2006). De acordo com o seu modo de acéo, os
medicamentos de primeira e segunda linha contra TB também podem ser agrupados
como inibidores da parede celular (INH, EMB, ETM e CS), inibidores da sintese de
acidos nucléicos (quinolonas), inibidores da sintese de proteinas (RMP, EST e CM)
e inibidores do metabolismo energético de membrana (PZA) (YING 2005). Os

farmacos atuais sao, portanto, capazes de agir em bactérias na fase de crescimento
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ativo através da inibicdo de processos celulares, tais como biogénese da parede
celular e replicacdo do DNA (Medecins San Frontieres, 2006). Isto implica que a
quimioterapia atual é caracterizada por uma atividade bactericida eficiente, mas uma
atividade extremamente fraca de esterilizacdo, esta ultima definida como a
habilidade para eliminar bactérias de crescimento lento ou de metabolismo lento,
que persistem apdés a morte das bactérias que estavam na fase de multiplicacao
exponencial (MITCHISON 1980). A fraca propriedade esterilizante dos
medicamentos de TB disponiveis é um dos principais inconvenientes da

quimioterapia atual.

1.2.1. Tratamento no Brasil

A atual terapéutica recomendada pelo Ministério da Saude no Brasil contra
TB pulmonar ativa, preconiza 2 esquemas de tratamentos: regime basico e regime
TB-MDR e XDR. O regime basico € destinado aos pacientes diagnosticados com
infeccdo sensivel aos farmacos de 12 linha. Considera-se como TB-MDR o paciente
com infeccéo resistente pelo menos aos farmacos INH e RMP. Enquanto que TB-
XDR refere-se a infeccao resistente a INH, RMP como também as fluoroquinolonas
e a um dos seguintes injetaveis: CM, amicacina ou capreomicina (GOLDMAN et al.
2007).

O regime basico divide-se em 2 fases:

- Fase intensiva: 2 meses — RMP, INH, EMB e PZA.

- Fase de manutencao: 4 meses — RMP e INH.

O regime MDR e XDR-TB divide-se em 3 fases:

- Fase intensiva (1° estagio (5 doses semanais): 2 meses — EMB, PZA, EST,

OFX e TRZ.
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- Fase intensiva (2° estagio (3 doses semanais): 4 meses - EST, EMB, PZA,
OFX e TRZ.

- Fase de manutencao (12 meses) — EST, OFX e TRZ (CONDE et al. 2009).

1.3. Abordagens para pesquisa de um novo farmaco

O investimento em pesquisa e desenvolvimento (P&D) de farmacos tem
aumentados substancialmente nas ultimas décadas, entretanto o numero anual de
novos farmacos aprovados pelo Food and Drug Administration E.U.A. (FDA) nao
aumentou em conformidade (MUNOS 2009). Alguns autores sugerem que a
pesquisa de novos farmacos através da selecédo de alvos, ou seja, pela abordagem
de pesquisa utilizando um Unico alvo enzimatico pode ser um dos principais
determinantes da baixa produtividade em P&D nos udltimos anos (SWINNEY e
ANTHONY, 2011).

Fatos como a falta de novos farmacos anti-TB desde 1960, fracasso do
tratamento atual contra MDR e XDR-TB e maior investimento em P&D, vem
despertando o interesse de muitos grupos de pesquisa no desenvolvimento de
estratégias para identificar novos farmacos contra TB. Essas abordagens seguem
dois caminhos distintos: selecdo baseada em um Unico alvo (Target-based
screening) e selecao fenotipica (Phenotypic screening), ambos com suas vantagens
e desvantagens (KOUL et al. 2011; SWINNEY e ANTHONY, 2011).

Devido a disponibilidade do genoma completo do MTB (COLE et al., 1998), as
empresas farmacéuticas e instituicdes de pesquisas responsaveis pela maior parte
do investimento em P&D, tém investido na abordagem baseada na selecdo de um
anico alvo. No entanto, segundo a literatura, essa abordagem tém apresentado

pouco sucesso (PAYNE et al. 2007; KOUL et al. 2011). Um dos alvos mais
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estudados na busca de novos farmacos anti-TB € o grupo das isocitrato liases.
Essas enzimas sdo essenciais para a multiplicacdo das bactérias no interior dos
macrofagos e de sua persisténcia em longo prazo. No entanto, as pesquisas
buscando inibidores deste alvo foram descontinuadas devido a falta de atividade na
célula bacteriana (Working groups on new anti TB drugs, 2011). Mesmo quando &
descoberto um inibidor da enzima bacteriana, a questdo de sua atividade na
complexa célula micobacteriana continuara sem resposta, sendo este o maior
desafio e motivo de insucesso neste tipo de abordagem (PAVAN et al. 2011).

Em relacdo aos ensaios fenotipicos, a histéria mostra que o0s primeiros
farmacos foram descobertos por acaso ou com estudos biodirigidos utilizando
células inteiras como modelo experimental. Esta estratégia identificou todos os
compostos atualmente empregados na terapéutica de primeira escolha, RMP, INH,
EMB e PZA (Handbook of anti-tuberculosis agents, 2008).

Pela primeira vez em décadas, 5 novas classes de compostos sintéticos
organicos estdo presentes em diferentes estagios de triagem clinica, tendo como
principais representantes: SQ-109 (Sequella Inc.), OPC-67583 (Otsuka
Pharmaceutical Company), LL3858 (Lupin Ltd), TMC 207 (Johnson & Johnson) e
PA-824 (TB Alliance and Novartis) (LALLOO e AMBARAM, 2010; LIENHARDT et al.
2010). Curiosamente, todos esses compostos sao originarios de farmacos
conhecidos e que foram modificados, ex.: SQ-109 é originario do EMB; OPC-67583
€ originario do metronidazol e todos foram identificados através de abordagens
fenotipicas, sugerindo que a estratégia de screening com base em células inteiras
apresenta maior sucesso do que a abordagem baseada em um unico alvo (KOUL et
al. 2011). Entretanto, a caréncia em estruturas quimicas inéditas permanece e

apesar da possibilidade da entrada de novos medicamentos, o desenvolvimento de

22



novos farmacos contra TB ainda € insuficiente para resolver as necessidades nao
atendidas do tratamento (MA et al. 2010).

Ha, portanto, uma necessidade premente de novos agentes
antimicobacterianos com caracteristicas adequadas de eficacia e seguranca
associados a conveniéncia terapéutica. Assim, espera-se que um novo farmaco ideal
possa: (i) reduzir a duracédo do tratamento; (ii) ter atividade contra cepas resistentes;
(i) ndo interferir com outros farmacos como os anti-retrovirais e (iv) ter atividade
contra os bacilos em estado de laténcia (MA et al. 2010).

Na descoberta de novos agentes anti-TB, utilizando abordagem fenotipica,
duas principais linhas tem sido empregadas (SRIRAM et al. 2006). Uma delas é
baseada na sintese de analogos de drogas existentes com o objetivo de reduzir e
melhorar o tratamento da TB. A outra envolve a busca de novas estruturas (Figura
3) com as quais a micobactéria nunca tenha sido apresentada antes (TARALLO et

al. 2010).

Figura 3. Desenvolvimento de novos farmacos anti-TB
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1.4. Potencialidade dos compostos de coordenagdo com metais no tratamento
da TB

A guimica medicinal inorganica mostra ser uma ferramenta em potencial para
minimizar os problemas de tratamento da TB. E sabido que muitos elementos
metalicos desempenham papel crucial em sistemas vivos (OLIVEIRA et al. 2006).
Considerando que os ions metalicos sdo deficientes em elétrons, e que a maioria
das moléculas biolégicas, tais como proteinas e DNA sao ricos em elétrons, a
atracao destas cargas opostas leva a uma tendéncia geral dos ions metalicos em se
ligar e interagir com essas moléculas biologicas. A relacdo estrutura-atividade (REA)
entre os complexos e os ligantes livres evidencia que a complexacdo com o metal
pode aumentar a atividade antimicobacteriana do ligante, principalmente se este ja
for um farmaco, e também indica que o metal desempenha por si s6 um papel
relevante (BERNHARDT et al. 2008; ZHANG et al. 2011). O aumento da atividade
dos complexos pode ser explicado também com base no conceito de Overtone e na
teoria da quelacdo de Tweedy (TWEEDY e TURNER, 1965; DHARMARAJ et al.
2001). De acordo com o conceito de Overtone sobre permeabilidade celular, a
membrana lipidica que envolve a célula favorece a passagem apenas de materiais
lipossoluveis o que faz a lipossolubilidade um fator importante no controle da
atividade antimicrobiana. Na teoria da quelacdo de Tweedy, a polaridade do ion
metalico é reduzida em maior grau devido a sobreposicéo dos orbitais do ligante e o
compartilhamento parcial da carga positiva do ion metalico com os grupos doadores.
Além disso, a deslocalizacdo de elétrons-1m sobre o anel quelato € aumentada, o
que, consequentemente, aumenta a lipossolubilidade dos complexos no organismo.

Estes complexos também perturbam o processo de respiracéo das células e, assim,
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bloqueiam a sintese das proteinas que restringem ainda mais o crescimento do

organismo e como resultado, 0os microrganismos morrem.

1.4.1. Ruténio (Ru)

Assim como o Ferro, a maior parte da atividade biologica do ruténio ocorre
com estado de oxidacao +Il e +lll. Muitos complexos de Ru foram desenvolvidos
como agentes anti-cancer. Os compostos de Ru representam uma alternativa
interessante para substituir os de platina, como a cisplatina, com menor toxicidade e
maior atividade (LEBWOHL e CANETTA, 1998; WONG e GIANDOMENICO, 1999).
Os complexos de Ru também tém sido avaliados como potenciais agentes contra
uma série de bactérias. Em alguns casos foi demonstrado que tais complexos
contendo farmacos (antibidticos) como ligantes organicos podem superar a
resisténcia desenvolvida pelas bactérias para os ligantes livres sozinhos (NAVARRO
et al. 1998; SHAILENDRA et al. 2001). No entanto, sO recentemente foram descritos
alguns compostos de Ru com propriedade anti-TB.

A primeira publicacdo, em 2008 (NASCIMENTO et al. 2008), mostrou a
atividade antimicobacteriana dos complexos de Ru(ll) com férmula geral
[Ru(SpymMe2)(dppb)(N-N)]PF6, N-N = bipy (4a) e Me-bipy (4b) (Figura 4) e seus
precursores cis-[RuCl2(dppb)(N-N)], N-N = bipy (7c) e Me-bipy (4d) em ensaios
preliminares in vitro contra MTB Hs;Rv. Os compostos 4a e 4b exibiram atividade
promissora, com valores de CIM de 0,80 e 0,78 uM respectivamente. Os precursores
4c e 4d (CIM = 5,17 e 7,99 uM, respectivamente) foram menos ativos, enquanto os

ligantes livres apresentaram valores elevados de CIM.
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Figura 4. Primeiros compostos de Ru(ll) ativos contra MTB

Na sequencia, foram descritas as propriedades anti-MTB in vitro dos
complexos cis-[RuCly(dppm);,] (5a) e cis-[RuCly(dppe),] (5b), e dos complexos de
Ru(ll) com fosfina e picolinato como ligantes (5¢) e (5d) (PAVAN et al. 2010). Os
complexos 5c¢ e 5d apresentaram CIM de 0,69 e 0,22 uM, respectivamente, o que
representa um incremento notavel na atividade quando comparado com as fosfinas
livres. A atividade foi atribuida a natureza dos quelatos dos complexos que resultou
na baixa labilidade, proporcionando um transporte seguro do ligante até o sitio de
interacdo com o microrganismo. Outra constatagdo importante, foi verificada quanto
ao aumento da atividade dos compostos catiénicos 5c¢ e 5d em relagdo ao complexo
neutro derivado da trifenilfosfina 5e e o precursor cis-[RuCl,(P-P)]. Pode-se supor
que o carater catidnico dos complexos 5¢ e 5d facilitaram a sua absorcdo pela

bactéria.
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Figura 5. Complexos de Ru(ll) com fosfina e picolinato como ligantes.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

O objetivo do projeto foi desenvolver um fluxograma (pipeline) com ensaios
fenotipicos rapidos, sensiveis, especificos e de baixo custo na pesquisa de um novo
farmaco contra TB. Paralelamente, determinou-se o perfil pré-clinico in vitro e in vivo
de seis novos complexos heterolépticos de Ru(ll) com fosfinas, diiminas e picolinato
como ligantes, candidatos a agentes anti-TB frente a esse pipeline. Os complexos
foram totalmente caracterizados quimicamente, e selecionados racionalmente a
partir das atividades biologicas promissoras, como a atividade intra e extra celular
contra MTB, e baixa citotoxicidade (ICso).
2.2. Especificos
2.2.1. Determinacdo da CIM dos novos compostos utilizando Microplate Alamar Blue
Assay (MABA) frente ao MTB Hjz;Rv em condicdo normal e em 3 diferentes
situacdes: pH 6,0; concentracdo de 4% de Albumina de Soro Bovino (ASB) e 10 %
de Soro Fetal Bovino (SFB).
2.2.2. Construcéo de um painel com perfil de sensibilidade/resisténcia envolvendo
58 isolados clinicos (sensiveis, mono e multidrogas resistentes), através da técnica
do REMA.
2.2.3. Determinacdo da atividade anti-MTB dos compostos frente aos 25 isolados
clinicos selecionados do painel, com perfil de sensibilidade/resisténcia.
2.2.4. Avaliacdo da atividade in vitro de combina¢cbes dos compostos candidatos
entre os farmacos INH, RMP, EST, EMB e MOX utilizando metodologia de

checkerboarder.
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2.2.5. Avaliacdo da atividade dos novos compostos frente ao MTB persistente sem
replicacdo, empregando MTB recombinante Hs;Rv (pFCA-luxAB) e ensaio de
recuperacao com baixa oxigenacao (LORA-Low Oxygen Recovery Assay).

2.2.6. Determinacdo do espectro de atividade dos novos compostos frente as
espécies M. smegmatis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans.

2.2.7. Avaliacéo da toxicidade aguda dos compostos em camundongos C57BL/6.
2.2.8. Determinacao da dose de Tolerancia Maxima in vivo.

2.2.9. Avaliacéo do potencial ativo dos novos compostos em camundongos BALB/c
infectados com MTB Erdmann.

2.2.10. Avaliacao da biodisponibilidade oral, através do screening farmacocinético

em camundongos C57BL/6.

29



3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL

3.1.1. Sintese das amostras

Os complexos Ru(ll) fosfinas/diiminas, [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs (SCARL1),
[Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PFs (SCARZ2), [Ru(pic)(dppb)(phen)]PFs (SCAR4), cis-
[Ru(pic)(dppe)2]PFs (SCARDS), cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] (SCARSG), Ru(pic)(dppe)(phen)
(SCARY7), foram sintetizados e caracterizados pelo grupo do Prof. Dr. Alzir Azevedo
Batista, do Departamento de Quimica Inorganica da Universidade Federal de Séo

Carlos — UFSCar.

SCAR 04 SCAR 05
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Figura 6. Estrutura dos complexos SCAR

3.1.2. Farmacos de Referéncia

Foram utilizadas solucdes estoque de concentragbes 10 mM dos farmacos
INH, RMP, EST, EMB, MOX, gentamicina (GTM), metronidazol (MET) e CM
(Sigma®); nitroimidazol PA-824 (TB Alliance e Novartis); diarilquinolina TMC-207

(Johnson & Johnson).

3.1.3. Solucéao pararevelacao
Para os ensaios de fluorescéncia foi empregada a Resazurina (Aldrich®) na
concentracdo de 0.01% em agua destilada estéril. Para os ensaios de luminescéncia

foi utilizado n-decanal aldeido (Sigma®) na concentracdo de 1% em etanol.

3.1.4. Isolados clinicos de MTB sensiveis, mono e MDR-TB

Os isolados clinicos foram cedidos por Dr. Fernando Augusto Filza de Melo
do Instituto Clemente Ferreira de S&o Paulo. Todos os isolados ja vieram com o
perfil de sensibilidade/resisténcia para os farmacos INH, RFP, EST e EMB,
determinado pelo sistema automatizado BACTEC™ MGIT™ 960 utilizando o SIRE
Kit (BD®), seguindo recomendacées do fabricante com as seguintes concentracdes
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criticas para os farmacos: INH (0,1 pg/mL), RFP (1,0 yg/mL), EST (1,0 yg/mL) e

EMB (5,0 ug/mL).

3.1.5. Cepas Padréo

As cepas padrdo abaixo foram utlizadas, sendo mantidas a -80 °C em
solucéo salina tamponada com fosfato a 1% em pH = 7,0 (PBS) até o momento do
uso.
MTB Hsz;Rv ATCC 27294; MTB recombinante Hz;Rv ATCC 27294 (pFCA-IuxAB) e
MTB Erdmann; S. aureus (ATCC 29213), E. coli (ATCC 25922), C. albicans (ATCC

10231) and M. smegmatis luxAB (MC?155).

3.1.6. Animais de Experimentacéo

Para os ensaios de toxicidade aguda foram utilizados camundongos C57BL/6
fémeas, pretos, com idade entre 8-10 semanas, com peso médio de 15-20 gramas
procedentes do CEMIB/UNICAMP (Centro Multidisciplinar para Investigacao
Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laborat6rio). O manuseio dos animais
teve aprovacdo prévia do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara/UNESP (CEP/FCF/CAr. n° 41/2008).

Para os ensaios de tolerancia e avaliacao da atividade in vivo foram utilizados
camundongos BALB/c fémeas, brancos com idade entre 8-10 semanas, com peso
médio de 15-20 gramas seguindo as recomendacdoes do comité de ética da
University of lllinois at Chicago sob responsabilidade do Institute for Tuberculosis

Research.
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3.1.7. Parque de Equipamentos

O equipamento Precision XS Microplate Sample Processor (Biotek™) foi
utiizado para a realizacdo de todas as microdiluicbes. O leitor de microplacas
SPECTRAFLUOR (Tecan®) foi utilizado para avaliacdo dos ensaios de absorbancia
(492 nm) e aqueles que utilizaram a resazurina com filtros de excitacdo/emissao de
530/590 nm respectivamente. Para a metodologia do LORA a avaliacdo da
luminescéncia foi realizada através do leitor de microplacas Victor® (PerkinElmer®).
Para os ensaios do LORA, a condicdo de anaerobiose (oxigénio <0,16%) foi
alcancada utilizando o0 equipamento Anoxomat modelo WS-8080 (MART
Microbiology) com 2 ciclos de evacuacéao e preenchimento com uma mistura de 10%
Hz, 5% CO,, e N, balanceado.

A infeccdo dos camundongos com MTB Erdmann foi realizada através do
sistema de exposicéo e inalacdo modelo 099C A4212 Inhalation Exposure System

120V, 60Hz. AC (Glas-Col®).

3.2. METODOLOGIAS

3.2.1. Preparo das suspensdes bacterianas
3.2.1.1. MTB Hs;Rv (ATCC 27294), MTB Erdmann (ATCC 35801)

Todas as cepas foram cultivadas em caldo Middlebrook 7H9 (Difco™)
enriquecido com OADC (BD/BBL®) e incubadas por aproximadamente 10 dias a
37°C até obtencdo de uma grande quantidade de massa bacilar. Na sequencia, foi
realizada colheita da suspenséo de micobactérias e lavagem com PBS, acrescido de

Tween 80 a 0,05% através de centrifugacdo por 15 minutos a 3150 g (=3000 rpm)

por 2 vezes. O sedimento obtido foi ressuspendido em 50 mL do mesmo tampao.
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Essa suspenséao foi aliguotada em microtubos e congelada a -80°C. O controle de
qualidade (CQ) da viabilidade celular foi realizado apds congelamento de no minimo
2 dias. Apos este periodo, semeou-se 100 uL da suspenséo pura e das diluicdes: 10
11072, 103, 107 10°, 10° 107 e 10® em placas de 3 quadrantes contendo meio
Middlebrook 7H11 (Difco™) acrescido de 10% de OADC. As placas foram incubadas
em estufa a 37°C com 5% de CO; por até 20 dias para a realizacdo da contagem

das unidades formadoras de col6nias/mL (UFC/mL).

3.2.1.2. Preparo da suspenséo bacilar de MTB recombinante Hz;Rv ATCC 27294
(pFCA-luxAB) — Modelo de Wayne.

A cepa de MTB Hs;Ra (pFCA-luxAB) descrita foi cultivada em frascos de
nephelo contendo 660 mL de caldo Dubos (Difco™) suplementado com albumina
bovina (Difco™) e CM na concentracdo de 20 pg/mL sob agitacéo continua de 120
rpm utilizando barra magnética sem perturbacdo da superficie do meio de cultura. O
frasco foi vedado completamente e a cultura incubada a 37°C. A densidade 6ptica
(D.O.sg0) da cultura foi acompanhada diariamente. Em aproximadamente 10 dias
ocorreu a deplecédo de O, dissolvido no meio (1% de saturacdo) levando a uma
condicado de microaerofilia onde a replicagcéo bacilar diminuiu abruptamente entrando
na fase persistente sem replicacdo | (PSR 1), entretanto, a D.O.sgy continuou
aumentando a uma taxa muito reduzida. Ao completar aproximadamente 15 dias a
concentracdo de O, diluido estava em torno de 0,06% o que confere uma condi¢ao
praticamente de anaerobiose. Nestas condi¢cdes, a célula bacteriana para de se
replicar totalmente, observada pela constancia na taxa de D.O. sgp, entrando na fase

PSR Il (WAYNE e HAYES, 1996; WAYNE e SOHASKEY, 2001). Nesta fase foram
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realizadas a colheita, a lavagem e o congelamento da suspensdo bacilar. Em

seguida determinou-se o CQ com adicdo de CM aos meios de cultura (item 3.2.1.1.).

3.2.1.3. S. aureus (ATCC 29213), E. coli (ATCC 25922) e C. albicans (ATCC 10231)

As cepas de S. aureus e E. coli foram cultivadas em caldo Mueller Hinton com
ajuste de céation (CAMH) (Difco™) por aproximadamente 16-20 horas a 37°C e C.
albicans em meio RPMI-1640 (ATCC ™) por aproximadamente 48-72 horas a 37°C.

Na sequencia foi avaliado o CQ (item 3.2.1.1.).

3.2.1.4. M. smegmatis (ATCC 700084)
As suspensfes foram preparadas de acordo como descrito no item 3.2.1.1.
com alteracdo apenas do periodo de incubacéo para 3 dias nos meios liquidos e

solidos.

3.2.1.5. Determinacdo da CIM frente ao MTB Hs;Rv em diferentes condicfes
ambientais (normal; pH 6,0; 4% de ASB e 10% de SFB)

A CIM foi determinada empregando a metodologia descrita por Collins e
Franzblau, (1997) denominada MABA. Solucbes estoque dos compostos foram
preparadas em dimetil-sulféxido (DMSO) (Sigma®) e diluidas em caldo Middlebrook
7H9 suplementado com OADC, para obter a concentracao final de cada composto
no intervalo de 0,078 a 10 yM. Uma aliquota da cultura de MTB Hz7Rv (item 3.2.1.1.)
foi descongelada e adicionada a microplaca de 96 orificios juntamente com os
compostos permitindo um volume final de 200 pL com 2x10* UFC/mL. Na sequéncia,
a microplaca foi incubada por 7 dias a 37°C com 5% CO, e entdo foram aplicados 25

ML de Alamar Blue em cada orificio (item 3.1.3.) e a placa foi incubada por 24 h. A
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fluorescéncia foi medida e a CIM definida como a menor concentracdo do composto
resultando na inibicdo = 90% da multiplicacdo microbiana. O estudo foi estendido
empregando trés outras condicBes que consistiram em: ajuste do meio de cultura
para pH 6; introducdo de ASB na concentracdo de 4% ou de SFB de 10% no meio
de cultura. Como controles, as CIMs da RFP e INH foram determinadas em cada

ensaio. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

3.2.1.6. Construcdo de um painel com perfil de sensibilidade/resisténcia
envolvendo 58 isolados clinicos (sensiveis, mono e multidrogas resistentes)

O valor de CIM dos farmacos (INH, RFP, EST e EMB) para os isolados
clinicos foi determinado segundo Luna-herrera et al., (2003), modificando a técnica
do MABA pela do REMA (PALOMINO et al. 2002). O cultivo do MTB mono e/ou
MDR (item 3.1.4.) foi obtido em 7 a 10 dias de incubacdo em Middlebrook 7H9
suplementado com OADC e adicionado com Tween 80 para evitar a formacao de
grumos. Suspensdes das bactérias foram preparadas e comparadas visualmente e
por absorbancia com filtro de referéncia de 492 nm com a utilizacdo do equipamento
descrito no item 3.1.7. com a escala turbidimétrica de McFarland n°® 1 (escala
padrédo). Apos o acerto da turbidez, a suspenséo foi diluida de 1:25 em Middlebrook
7H9 suplementado com OADC e o inoculo foi adicionado em cada orificio da
microplaca de 96 orificios (TPP®) onde ja se encontravam diluidos os farmacos a
serem analisados. Os experimentos foram realizados em triplicata. As microplacas
foram incubadas por 7 dias a 37°C quando foi adicionada a solucdo de resazurina
(item 3.1.3.) e realizada incubacédo a 37°C por mais 24 h, seguida de leitura (item
3.1.7.) e célculo da CIM (item 3.2.1.5.). A determinacdo do “breakpoint” para cada

composto foi baseada na interpretacdo da curva ROC (Receiver Operating
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Characteristic) (ZWEIG e CAMPBELL, 1993) utilizando o software MedCalc
(Mariakerke, Bélgica) que forneceu o correspondente cut-off e avaliou a performance
do teste utilizando as caracteristicas de sensibilidade e especificidade e o calculo da

area sob a curva (ASC).

3.2.1.7. Determinacdo da atividade anti-MTB dos compostos frente aos 25
isolados clinicos selecionados do painel, com perfil de
sensibilidade/resisténcia

Valores de CIM dos compostos SCAR frente ao painel de isolados clinicos
sensiveis, mono-resistentes e MDR-TB foram determinados empregando a

metodologia de Luna-herrera et al., (2003) e descrita no item 3.2.1.6.

3.2.1.8. Avaliacdo da atividade in vitro de combinacdes dos compostos
candidatos e dos farmacos da terapéutica utilizando metodologia de
checkerboarder

A interacdo entre os compostos SCAR e os farmacos utilizados no esquema
terapéutico atual (INH, RMP, EST, EMB e MOX) foi avaliada frente ao MTB Hs7Rv,
de acordo com a metodologia sugerida por Luna-herrera et al., (2007) com algumas
modificacdes baseadas na metodologia descrita por Moody, (1992). Para o ensaio
de checkerboarder de duas dimensdes (2D) foram utilizadas microplacas estéreis de
96 orificios (TPP®) e as diluicdes seriadas foram realizadas utilizando o equipamento
Precision XS Microplate Sample Processor (Biotek™) (item 3.1.7.). O complexo teste
(A) foi dispensado na fileira A (eixo X) de 2-9, na concentracao 4 vezes superior ao
CIM sozinho e realizado diluicbes seriadas até a fileira H atingindo concentracédo 32

vezes inferior ao CIM. O farmaco cuja interacdo deveria ser observada (B), foi
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dispensado na coluna 2 (eixo Y) de A-H, na concentracdo 4 vezes superior ao CIM
sozinho, realizada diluicbes seriadas até a coluna 9, atingindo concentracao 32
vezes inferior ao CIM. A coluna 10 foi utilizada para controle de crescimento
bacteriano, a coluna 11 de A-F foi utilizada para controle de esterilidade do meio de
cultura e os pocos 11G e 11H foram utilizados para controle de esterilidade do
composto, sendo o complexo teste e o farmaco da terapéutica adicionados
respectivamente nessa ordem (Figura 7). ApOs esse cruzamento de combinacoes,
uma aliquota da cultura de MTB Hs;Rv (item 3.2.1.1.) foi descongelada e adicionado
100 pyL em cada orificio da microplaca permitindo um volume final de 200 yL e uma
concentracdo bacilar inicial de 2x10* UFC/mL. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Paralelamente a este foi também realizado o ensaio de determinacdo da
CIM de cada composto isoladamente. As microplacas foram seladas e incubadas por
7 dias a 37°C quando foi adicionada resazurina (item 3.1.3). Ap0s a incubacédo a
37°C por 24 h, foi feita a leitura da fluorescéncia (item 3.1.7.). O resultado foi
interpretado utilizando o calculo de Concentracdo Inibitéria Fracionada (CIF)
(esquema 1), onde buscou-se o valor do menor CIF entre todos os orificios que
atingiram o valor de inibicdo combinado maior ou igual a 90% (Moody, 1992).
Baseado no CIF, sinergismo foi considerado para valores < 0,75, indiferenca
combinatodria quando valores entre 0,75-4 e antagonismo com valores > 4 (Poeta et

al., 2000).

CIF = CIM [A] combinado + CIM [B] combinado = indice CIF
CIM [A] sozinho CIM [B] sozinho

Esquema 1: Calculo da concentragdo inibitéria fracionada (CIF)
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Figura 7. Checkerboarder 2D: indice CIF = (CIM [A] combinado/CIM[A] sozinho) +
(CIM [B] combinado/CIM [B] sozinho) = < 0,75 sinergismo; 0,75-4 neutro ou > 4
antagonismo. Circulo preto, exemplo de menor CIF. REMA: rosa=crescimento;
azul=n&o crescimento.

3.2.1.9. Avaliacao da atividade dos novos compostos frente ao MTB persistente
sem replicacdo, empregando MTB recombinante Hiz;Rv (pFCA-IuxAB) e ensaio
de recuperacao com baixa oxigenacado (LORA-Low Oxygen Recovery Assay)

A atividade dos novos compostos contra MTB em estado de laténcia foi
determinada através do ensaio de recuperagdo com baixa oxigenacdo (LORA-Low
Oxygen Recovery Assay) (CHO et al. 2007). As solugbes estoque dos compostos
(item 3.2.1.5.) foram diluidas em Middlelbrook 7H9 suplementado com OADC, para
obter a concentracao final de cada composto no intervalo de 0,078 a 10 uM. Uma
aliquota da cultura de MTB Hsz7Rv (pFCA-luxAB) em estado de laténcia (PSR II)
(item 3.2.1.2.) foi descongelada e adicionada & microplaca de 96 orificios (NUNC™),
branca, juntamente com os compostos permitindo um volume final de 200 yL com
2x10° UFC/mL. Os experimentos foram realizados em triplicata, as microplacas

foram colocadas em jarras herméticamente fechadas acrescidas de um catalisador e
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um indicador de anaerobiose (GasPak™). A condicdo de anaerobiose (oxigénio
<0,16%) foi alcancada utilizando o equipamento Anoxomat modelo WS-8080 (MART
Microbiology) com 2 ciclos de evacuacédo e preenchimento com uma mistura de 10%
H., 5% CO,, e N, balanceado (item 3.1.7.). As jarras foram incubadas a 37°C por 10
dias e entdo as placas foram retiradas das jarras e transferidas a um ambiente
gasoso (condicbes ambientes) a 37°C por 28 horas para a “recuperacdo”’ do
metabolismo bacteriano. Depois de 28 horas uma solucdo recém-preparada de 1%
de n-decanal (item 3.1.3.) em etanol foi diluida 10X em PBS e adicionado 100 pyL em
cada poco e a luminescéncia avaliada. Compostos que reduziram a viabilidade da
bactéria sob condi¢cdes de PSR Il levaram a uma diminuicdo no sinal da luciferase
apos recuperacdo aerdbia. A CIM foi definida como a menor concentracdo do
composto capaz de inibir a multiplicacédo de 90% das células de MTB em estado de

laténcia.

3.2.1.10. Determinacao do Espectro de Atividade

A atividade dos novos compostos frente ao M. smegmatis (item 3.2.1.4.) foi
determinada utilizando o REMA (PALOMINO et al. 2002) como descrito no item
3.2.1.6. apenas com alteracéao no periodo de incubacao de 7 para 3 dias. A CIM dos
outros microrganismos (item 3.2.1.3.) foi determinada de acordo com o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008; 2009), com preparacéao da microplaca de
mesma forma como descrita no item 3.2.5.1. Uma aliquota de cada cultura foi
descongelada e adicionada a microplaca de 96 orificios juntamente com o0s
compostos permitindo um volume final de 200 pL e concentracéo de 5x10° UFC/mL
para S. aureus e E. coli e 1,5x10° UFC/mL para C. albicans. As microplacas foram

incubadas a 37°C por 24 h para S. aureus e E. coli e 48 h para C. albicans, a
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absorbancia determinada e a CIM calculada. Os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.2.1.11. Avaliacdo da Toxicidade Aguda dos compostos em camundongos
C57BL/6

O perfil de seguranca dos compostos foi avaliado pelo ensaio de toxicidade
aguda em camundongos de acordo com o estabelecido pelo OECD (Organization for
Economic Co-operation Development) através do método classico de toxicidade
aguda (DLso) por dose Unica via oral (gavagem) dos compostos (OECD, 2001). Cada
composto teve como veiculo agua ou carboximetilcelulose a 0,5 % (CMC 0,5%)
(Sigma®). Os compostos foram administrados em dose Gnica na concentracéo de
2000 mg/Kg de peso corpéreo, por gavagem (n=6 animais/composto). Quando
algum composto apresentou perda acidental de mais de 50% dos animais; doses de
1.000, 300 e 100 mg/Kg de peso corporeo foram administradas. Os animais foram
monitorados por 14 dias e foram avaliados 0s parametros comportamentais
(screening hipocratico). Ao final do experimento os animais foram eutanasiados, 0s
6rgdos retirados cirurgicamente e analisados utilizando o software SigmaStat® 3.5
(Dundas software, Germany, 1999), por meio da analise de variancia (ANOVA) e

pelo teste de Tukey estabelecendo P < 0,05 como nivel de significancia.

3.2.1.12. Determinacao da dose de tolerancia maxima in vivo
Previamente a avaliacdo da eficacia in vivo, foram administrados em 2
camundongos via gavagem, doses diarias dos compostos por ciclos de cinco dias e

foram observados os sinais de toxicidade (Screening hipocratico). Ao final do ciclo a
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dose foi aumentada e foi reiniciada a avaliagdo dos animais. A dose inicial dos

compostos foi de 50 mg/Kg de peso corporeo (FALZARI et al. 2005).

3.2.1.13. Avaliacédo do potencial ativo dos novos compostos em camundongos
BALB/c infectados com MTB Erdmann
3.2.1.13.a. Infec¢ao

A atividade dos novos compostos in vivo foi avaliada utilizando MTB Erdmann
(tem 3.2.1.1.) e camundongos da linhagem BALB/c (item 3.1.7.). A cepa de MTB
Erdmann foi descongelada e diluida em PBS 1X até atingir a concentracéo de 5x10°
UFC/mL. Os animais foram colocados dentro do sistema de inalacédo (Inhalation
Exposure System) (item 3.1.7.) no laboratério de seguranca nivel 3 (P3) e a tampa
foi fechada e totalmente vedada. A suspensao de micobactérias (10 mL) foi injetada
no sistema e os animais foram expostos ao aerosol por 30 minutos. Em seguida,
ainda no interior da camara os animais foram submetidos por 30 minutos a radiacao
de ultra-violeta (U.V.) para sua descontaminacéo, retirados do sistema e colocados
diretamente em gaiolas fechadas contendo filtros na parte superior. Posteriormente
0s animais foram transferidos para o biotério com nivel de seguranca 2 (P2) e o

sistema de inalacéo foi exposto a luz U.V. por 30 minutos para descontaminacao.

3.2.1.13.b. Controle de Qualidade (CQ)

Pre-TO — A suspenséo bacteriana utilizada na infeccao foi diluida em PBS 1X
para alcancar concentracées de 102, 10 e 10°, e estas foram semeadas em placas
de 6 orificios em meio Middlebrook 7H11 acrescido de 10% de glicerol a 50% e 10%

de OADC para confirmar a quantidade de bactérias a que os camundongos foram
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expostos (T0). As placas foram incubadas a 37°C por 18-20 dias e as coldnias foram

contadas.

3.2.1.13.c. Controles de infec¢éo

T3 — Trés dias apoOs a infeccdo, 5 camundongos (sem tratamento) foram
sacrificados em camara de CO,, os pulmdes foram retirados cirurgicamente e
imediatamente colocados em tubos refrigerados contendo 3 mL de solugcédo salina
tamponada Hank’s (Hank’s Buffered Salt Solution- HBSS) estéril para determinar o
nivel inicial de infeccdo. Os pulmdes foram homogeneizados e sonicados. O
homogeneizado obtido (diluido em 3 mL de solugéo, equivalente a uma diluicdo de
10! levando em consideracdo o peso do 6rgdo de ~0,3 gramas) foi diluido em PBS
1X e semeado conforme descrito acima.

T10 — No décimo dia todos os animais foram pesados e foi iniciado o
tratamento oral diario por gavagem. No mesmo dia, 7 animais (sem tratamento)
foram sacrificados e foram empregados os mesmos procedimentos utilizados para o
T3, usando diluicées de 102, 10 e 10™. O T10 foi utilizado como controle de Pré-

tratamento.

3.2.1.13.d. Tratamento

Como descrito acima, no 10° dia foi iniciado o tratamento oral diario por
gavagem com compostos de ruténio, com a droga padrdo RMP e com o veiculo
utilizado para solubilizacdo CMC (Carboximetilcelulose) 0,5%. O tratamento com
doses unicas diarias no periodo diurno estendeu-se até o 31° dia apos infeccao,
consolidando um total de 3 semanas de tratamento com interrupcdes nos finais de

semana. A concentracdo administrada para o composto SCAR4 foi de 75 mg/Kg de
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peso corpéreo e para o composto SCAR7 de 50 mg/Kg de peso corporeo. A RMP foi
administrada na concentracdo de 15 mg/Kg de peso corpéreo em doses Unicas
diarias. O volume administrado diariamente para cada animal ndo ultrapassou 200
ML.
3.2.1.13.e. Avaliacao da atividade dos complexos sobre os camundongos infectados
Ao final do 31° dia, os animais foram pesados, eutanasiados e realizado o
procedimento descrito no item 3.2.1.13.c para avaliacdo da atividade dos compostos
na infeccao in vivo. Os resultados da inibicdo da infeccdo pela administracdo dos
compostos, da RMP e do CMC a 0,5% no modelo de infeccdo in vivo foram

comparados entre si e entre os controles T3, T10 e T31CMC.

3.2.1.14. Avaliacdo da biodisponibilidade oral, através do screening
farmacocinético em camundongos C57BL/6

A determinacdo da biodisponibilidade in vivo dos compostos foi realizada de
acordo com a metodologia sugerida por Gruppo et al., (2006). Os animais receberam
uma dose oral por gavagem de cada composto (dose menor do que a DLsy pre-
determinada, geralmente 300 mg/Kg de peso corpéreo). Nos tempos de 4, 2, 1 h e
20 min, 3 animais tiveram a cauda cortada e o sangue colhido assepticamente
(Figura 8a,b). O soro foi separado e armazenado a -70°C. Diluicdes seriadas do
soro foram preparadas em concentracdes entre 10% a 0,312% e o percentual
inibitério dos compostos presentes no soro foi determinado de acordo com a técnica
do REMA (item 3.2.1.6.) frente ao MTB H3;Rv ATCC 27294. Concentra¢cdes do soro
acima de 12,5% podem inibir o crescimento do MTB, assim foram consideradas para
0 estudo apenas as concentracdes inferiores. As placas foram preparadas e

incubadas de acordo com a metodologia do REMA e a inibicdo da multiplicacéo
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bacteriana indicou concentracdes suficientemente altas dos compostos ou de seus
produtos ativos no sangue. Uma estimativa da concentragdo do composto no soro

(em uM) foi obtida usando os dados da CIM (previamente determinada) dos

compostos analisados.

Figura 8. Coleta da amostra do ensaio de biodisponibilidade oral: (a)
Camundongo C57BL/6 imobilizado em contensor para o corte da cauda e colheita do
sangue; (b) Colheita por gotejamento do sangue proximo ao bico de Bunsen para
aumentar a dilatacdo venosa/arterial e manutencédo de ambiente estéril.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados biolégicos referente a atividade intra e extra celular contra MTB,
e citotoxicidade (ICsp) dos complexos que foram selecionados séo apresentados no
CAPITULO I, dentro dos trabalhos publicados: Ruthenium (Il) phosphine/picolinate
complexes as antimycobacterial agents. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 45, n. 2, p. 598-601, 2010 e Ruthenium(ll)
phosphine/diimine/picolinate complexes: Inorganic compounds as agents against
tuberculosis. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 46, n. 10, p. 5099-

5107, 2011.

4.1. Ensaios in vitro

4.1.1. Determinacdo da CIM frente ao MTB Hsz7Rv em diferentes condicdes
ambientais (normal; pH 6,0; 4% de ASB e 10% de SFB)
A Tabela 1 mostra os resultados da CIM dos compostos SCAR e dos

farmacos padrao em diferentes condi¢des utilizando o MABA.

Tabela 1. CIM dos compostos de Ru e dos farmacos padrdo frente ao Hz7Rv em

diferentes condicoes.

MABA (uM)
e Normal pH®6,0 Ligacdo Proteica

Identificacéo Compostos . OV Regior 7% ASB 10% SFB

CIM Razdo* CIM Razéo*
SCAR1 [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs 1,2 2,4 2,0 2,5 2,1 1,3 11
SCAR2 [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PFs 1,2 2,2 1,8 2,0 1,7 1,3 1,1
SCAR4 [Ru(pic)(dppb)(phen)]PF 1,4 2,7 1,9 35 25 1,9 1,4
SCAR5 cis-[Ru(pic)(dppe).]PFs 0,8 1,7 2,1 1,7 2,1 0,8 1,0
SCAR6 cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] 1,6 49 31 32 2,0 31 1,9
SCAR7 Ru(pic)(dppe)(phen) 2,1 2,7 1,3 2,8 13 2,5 1,2
Farmacos Padréo
RMP Rifampicina 0,1 0,2 2,0 0,2 2,0 0,2 2,0
INH Isoniazida 0,1 0,2 2,0 0,3 3,0 0,2 2,0
EST Estreptomicina 0,5 0,8 1,6 0,9 1,8 1,3 2,6

*Razao entre a CIM em condi¢des normais e a CIM em diferentes condicdes.
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A CIM dos compostos de Ru foi novamente determinada empregando a
metodologia do MABA. Expostos a condicdo acida (pH 6,0), os compostos
permaneceram ativos com ligeira perda de atividade de forma semelhante aos
farmacos padréo utilizados. Os resultados foram expressos pela razdo do ClMpnso €
o CIM em condi¢cdes normais variando entre 1,3-3,1 para 0S compostos e para 0s
farmacos padrdo entre 1,6-2,0. Esta variacdo € aceitdvel do ponto de vista
microbiolégico uma vez que o valor de CIM de um composto pode variar em até 2
diluicdes. Exemplificando, o valor de CIM da RMP é expresso no intervalo entre 0,1-
0,4 uM (Handbook of anti-tuberculosis agents, 2008) (em condicdes normais), o que
mostra um fator de diluicdo de 2x. Estudar a atividade anti-TB em pH acido é
importante, uma vez que este € o pH encontrado no interior do macrofago (ZHANG
et al. 2003). A PZA, por exemplo, necessita de ambiente acido para ser ativa, sendo
inativa em condi¢des normais (ZHANG et al. 2003) enquanto que outros farmacos
perdem a atividade neste ambiente (Handbook of anti-tuberculosis agents, 2008). Os
resultados apresentados na Tabela 1, provam que os compostos de Ru sdo ativos
tanto em condicbes normais quanto em pH acido, fato que possibilitara uma
diminuicdo da infec¢do nos granulomas.

Os compostos também foram expostos a outras 2 condi¢cfes diferentes, uma
contendo 4% de ASB e a outra com 10% de SFB. A ASB tem como composi¢cao
apenas albumina, que é a proteina encontrada em maior concentragcdo no plasma
sanguineo. O SFB além da albumina contém proteinas totais, a, B e y globulinas,
glicose, uréia, creatinina e hemoglobulina. O ensaio in vitro contendo os principais
componentes do plasma sanguineo procura mimetizar as condi¢cdes encontradas in
vivo. No caso, a utilizacdo dessas altas concentracdes funciona como um screening

negativo, ou seja, caso 0 composto apresente uma perda significativa na atividade,
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pode-se sugerir que esse composto interagiu irreversivelmente com algum
componente do plasma estudado e que esta ligacao irreversivel provavelmente
ocorrera in vivo. Por outro lado, caso o composto ndo apresente perda de atividade,
podemos apenas sugerir que isSso nao ocorrera in vivo, porém a dinamica que ocorre
no homem € muito mais complexa.

As concentracdes de 4% e 10% de ASB e SFB, respectivamente, sdo as
maiores permitidas acima das quais ocorre inibicdo da multiplicacdo micobacteriana.
Os resultados da Tabela 1 mostram uma variacao da razao CIM/CIMasgas, de 1,3-2,7
para 0s compostos de ruténio e para os farmacos padrao de 1,8-3,0. A outra razao
apresentada CIM/CIMsgg109% Mostra uma variacao de 1,0-1,9 para os compostos de
Ru e de 2,0-2,6 para os farmacos padrdao. Como descrito acima, esta reducao da
atividade em relacdo ao CIM em ambientes normais € totalmente aceitavel. Esses
resultados sugerem que os compostos de Ru ndo possuem afinidade significativa

com componentes do plasma testados ou possuem uma interacao reversivel.

4.1.2. Painel com perfil de sensibilidade/resisténcia construido com 58
isolados clinicos sensiveis, mono e multidrogas resistentes (TB-MDR).

Os resultados genotipicos e fenotipicos do painel referente aos farmacos
INH e RMP foram publicados: Drug resistance in Mycobacterium tuberculosis clinical
isolates from Brazil: Phenotypic and genotypic methods. Biomedicine &
Pharmacotherapy, v. 65, n. 6, p. 456-459, 2011 (MIYATA et al. 2011).

A Tabela 2 apresenta os resultados fenotipicos de sensibilidade/resisténcia

de cada uma das metodologias e o cut-off para o0 método do REMA.
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Tabela 2. Teste de sensibilidade de 58 isolados clinicos sensiveis, mono e MDR-TB
pelo método do BACTEC™ MGIT™ 960 e REMA

a4 BACTEC™ MGIT™ 960 REMA Cut-off
armaco Sensivel Resistente Sensivel Resistente REMA
Isoniazida (INH) 18 40 18 40 >0,5
Rifampicina (RMP) 22 36 25 33 >0,125
Estreptomicina (EST) 32 26 27 31 >0,25
Etambutol (EMB) 39 19 24 34 >8

A comparacdo do desempenho entre as metodologias foi avaliada utilizando
os critérios de sensibilidade e especificidade, juntamente com o célculo da area sob
a curva (ASC) fornecidos pelo software MedCalc dos farmacos INH, RMP, EST e

EMB e apresentado nos Graficos 1, 2, 3 e 4 respectivamente.
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Gréafico 1. Curva ROC (receiver operating characteristic) determinando os critérios
de sensibilidade, especificidade e cut-off da INH.

O Grafico 1 apresenta os parametros da INH, onde pode ser observado
valor de sensibilidade de 97,5% e 88,9% de especificidade, ASC de 0,939,
juntamente com o cut-off > 0,5. A sensibilidade de um método mede a capacidade
do teste em identificar corretamente o valor verdadeiramente positivo (no caso,
cepas resistentes) entre aqueles que a possuem, ou seja, 0 quao sensivel é o teste.

A especificidade mede a capacidade do teste em excluir corretamente resultados
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verdadeiramente negativos (no caso, cepas sensiveis), ou seja, 0 quao especifico o
teste €. No caso da INH, 4 amostras dentre as 58 analisadas foram discordantes
entre os métodos. Considerando a metodologia do BACTEC™ MGIT™ 960, como
variavel padrédo, encontramos 2 amostras verdadeiramente positivas (resistentes)
para essa metodologia, apresentando resultados falso negativos para o REMA
(sensiveis). As outras 2 amostras discordantes apresentaram resultados negativos
(sensiveis) para 0 BACTEC™ MGIT™ 960 e falsamente positivos para 0 REMA

(resistentes).
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Specificity: 100,0
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80

60
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40

20
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o

Gréfico 2. Curva ROC determinando os critérios de sensibilidade, especificidade e cut-off da
RMP.

No Grafico 2 sdo apresentados os parametros da RMP. Valores de
sensibilidade de 91,7% e 100% de especificidade, ASC de 0,972, juntamente com 0
cut-off > 0,125, sdo observados. Para a RMP foram encontradas 3 amostras
discordantes. As 3 amostras apresentaram resultados verdadeiramente positivos
para 0 BACTEC™ MGIT™ 960 (resistentes) e falsos negativos para o0 REMA. Essa
discordancia foi a responsavel pela diminuicdo do indice de sensibilidade entre as
técnicas. Por outro lado, todos os verdadeiros negativos (sensiveis) apresentaram

100% de coeréncia entre as técnicas, com 100% de especificidade.
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Gréfico 3. Curva ROC determinando os critérios de sensibilidade, especificidade e cut-off da
EST.

Os parametros apresentados no Grafico 3 sao referentes a EST, onde pode
ser observado valor de sensibilidade de 92,3% e 78,1% de especificidade, ASC de
0,879, juntamente com o cut-off > 0,25. Na EST foi verificado alto indice de
sensibilidade nas duas técnicas devido ao baixo numero de falsos negativos
(sensiveis) (2 amostras entre 9 discordantes), por outro lado o valor de
especificidade foi menor em relacdo a sensibilidade e também quando comparado
entre a INH e RFP, isto devido a 7 amostras com resultados falsamente positivos

(resistentes) para 0 REMA.
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Grafico 4. Curva ROC determinando os critérios de sensibilidade, especificidade e cut-off da
EMB.

Por fim o grafico 4 apresenta os parametros do EMB, onde pode ser
observado valor de sensibilidade de 89,5% e 56,4% de especificidade, ASC de
0,734, juntamente com o cut-off > 8. No EMB foi verificado maior discrepancia de
resultados entre as metodologias. Aqui, entre as 58 amostras analisadas, 18
mostraram ser discordantes. O indice de sensibilidade manteve-se dentro dos
valores quando comparado aos outros farmacos, (2 amostras discordantes), e com
resultado proximo a 90%. Por outro lado, a especificidade foi muito baixa quando
comparada aos outros farmacos, 16 amostras apresentaram discordancia com
resultados falsamente positivos (resistentes) para a metodologia do REMA.

Neste estudo, a curva ROC, possibilitou determinar a acuracia da técnica do
REMA quando comparada ao BACTEC™ MGIT™ 960. Entende-se por acuracia de
um teste a avaliacdo da capacidade discriminatoria de resultados positivos e
negativos do novo teste (no caso o0 REMA), quando comparado ao ensaio padrao ja
validado (LUNA-HERRERA et al. 2003). A metodologia do REMA devido a
facilidade de execucéao e reprodutibilidade tem sido largamente utilizada por outros

autores (PALOMINO et al. 2002; MARTIN et al. 2005) e por nos (SANTOS et al.
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2009; PAVAN et al. 2010; PAVAN et al. 2010; TARALLO et al. 2010; MIYATA et al.
2011). O diferencial neste caso é a populacdo de amostras utilizadas vindas de um
centro diagndstico da cidade de S&o Paulo, nunca antes estudada. E visto também
que a metodologia do REMA e do MABA, por serem metodologias quantitativas
possuem discrepancias muito grandes entre os autores em relacdo aos cut-offs e
consequentemente na  determinacdo dos CIMs e do perfl de
resisténcia/sensibilidade (FRANZBLAU et al. 1998; PALOMINO et al. 2002; MARTIN
et al. 2005).

A andlise da acuréacia do teste é realizada observando as caracteristicas da
curva ROC: guanto mais proximo a curva segue proxima ao eixo Y até o topo, mais
exato é o teste, quanto mais afastado do eixo Y menos exato é o teste. Uma area de
1 representa que o teste é perfeitamente reprodutivo, por outro lado uma area de 0,5
representa que o teste ndo é reprodutivo. Os seguintes parametros sdo dados para
avaliar a acuracia do teste, baseados na ASC: 1-0,9 = excelente; 0,9-0,8 = bom; 0,8-
0,7 = razoavel; 0,7-0,6 = fraco e 0,6-0,5 = falho (LUNA-HERRERA et al. 2003).

Pela observacédo dos dados de ASC discriminados acima pode-se verificar
que a técnica do REMA além de fornecer dados quantitativos (CIM), ainda
apresentou concordancia excelente com o sistema BACTEC™ MGIT™ 960 para os
farmacos INH e RMP (MIYATA et al. 2011), bom para EST e razoavel para EMB.
Estudo multicéntrico também confirmou a discrepéancia de resultados para as duas

técnicas, com relacdo ao EMB (MADISON et al. 2002).
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4.1.3. Determinacédo da atividade anti-MTB dos compostos frente aos 25
isolados clinicos selecionados com perfil de sensibilidade/resisténcia

Os valores da CIM dos compostos SCAR frente ao painel de isolados
clinicos sensiveis, mono e MDR-TB previamente determinados e apresentados nos
item 4.1.2. (MIYATA et al. 2011) foram avaliados empregando a metodologia de
Luna-herrera et al, (2003), descritas no item 3.2.1.6. e sdo apresentados na Tabela

3.

Tabela 3. Valores de CIM dos complexos de Ru frente aos isolados clinicos

sensiveis, mono e MDR-TB.

Farmacos Padrao Compostos SCAR
N isolado Clinico BACTEC™ MGIT™ 960 (REMA) - uM
RMP INH SM EMB 1 2 4 5 6 7
H37Rv S S S S 1,2 1,2 14 0,8 1,6 2,1
Isolados Sensiveis
16 S S S S 6,5 3,2 3,7 2,7 41 3,6
40 S S S S 1,6 1,6 18 1,3 16,6 nd
48 S S S S 13,1 3,2 3,7 1,3 >33,1 nd
66 S S S S >26,1 3,2 7,3 2,7 >33,1 nd
68 S S S S 3,3 1,6 18 1,3 2,1 nd
71 S S S S 3,3 1,6 1,8 1,3 >33,1 nd
72 S S S S 33 32 37 1,3 >33,1 nd
75 S S S S 26,1 1,6 1,8 1,3 >33,1 nd
Isolados Mono-Resistentes
15 S R S S 6,5 16 37 1,3 41 3,6
77 S R S S 65 64 73 53 nd 72
98 R S S S 1,6 1,6 18 0,3 16,6 1,8
181 S S R S 1,6 1,6 1,8 0,3 nd 1,8
Isolados Multi-Drogas-Resistentes (TB-MDR)
84 R R S S 3,3 3,2 1,8 1,3 nd 1,8
145 R R S S 1,6 1,6 1,8 0,7 nd 1,8
173 R R S S 3,3 3,2 3,7 2,7 >33,1 3,6
176 R R S S 26,1 1,6 3,7 2,7 >33,1 nd
46 R R R S 6,5 1,6 3,7 2,7 16,6 7,15
142 R R R S 26,1 1,6 1,8 2,7 4,1 nd
92 R R R S >26,1 6,4 7,3 53 >33,1 nd
93 R R R S 26,1 3,2 3,7 2,7 >33,1 nd
59 R R S R 13,1 1,6 1,8 0,3 >33,1 nd
61 R R R R 6,5 1,6 3,7 1,3 >33,1 7,15
97 R R R R 13,1 3.2 18 13 33,1 nd
104 R R R R 33 08 1,8 03 83 09
185 R R R R 25 0,39 0,39 0,39 >25 nd

nd — ndo determinado
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Dentre os 58 isolados de MTB que compdem o painel (MIYATA et al. 2011),
25 foram selecionados e utilizados para analise, procurando envolver a maior
diversidade possivel dos perfis de resisténcia. Assim, 8 isolados eram sensiveis a
todos os farmacos, 4 mono resistentes e 13 MDR-TB, segundo a técnica do
BACTEC™ MGIT™ 960. A avaliacdo de compostos frente a isolados clinicos
resistentes pode fornecer dados sobre a possivel resisténcia cruzada dos novos
compostos com os farmacos. Dentro de nosso pipeline compostos com atividade
inferior ou igual a 10 yM, sdo considerados potenciais agentes anti-TB (PAVAN et al.
2011). Os resultados da atividade dos compostos de Ru frente as bactérias do painel
sao apresentados abaixo:
SCARL1 - Apresentou atividade promissora sobre 15 isolados (CIM <10 uM) (5
sensiveis, 4 mono e 6 MDR-TB), com CIMs variando entre 1,6 a 6,5 yM. Quando
resistentes (CIM >10 yM) o CIM variou entre 13,1 a >26,1 uM.
SCAR2 - Apresentou atividade promissora contra todos os isolados clinicos
analisados. O intervalo de valores de CIMs entre os diferentes isolados variou entre
0,39 a 6,4 pM.
SCAR4 - Apresentou atividade promissora contra todos os isolados clinicos
analisados. O intervalo de valores de CIMs entre os diferentes isolados variou entre
0,39 a 7,3 pM.
SCAR5 - Apresentou atividade promissora contra todos os isolados clinicos
analisados. O intervalo de valores de CIMs entre os diferentes isolados variou entre
0,3a5,3 uM.
SCARG6 - Apresentou atividade promissora em apenas 4 isolados (2 sensiveis, 1
mono e 1 MDR-TB) entre os 20 analisados com CIMs variando entre 2,1 a 8,3 uyM.

Quando resistentes o CIM variou entre 16,6 a >33,1 uM.
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SCAR7 - Apresentou atividade promissora contra todos os isolados clinicos
analisados. O intervalo de valores de CIMs entre os diferentes isolados variou entre
0,9a7,2uM.
Consideracbes gerais — Os compostos SCAR2, 4, 5 e 7 demonstraram alta
atividade contra os 25 isolados clinicos testados. Quando os valores de CIMs dos
compostos de Ru sdo comparados aos da literatura, nota-se que estes sao
comparaveis ou até mais promissores do que 0s apresentados por alguns novos
candidatos. Exemplificando, o nitroimidazol PA-824 (STOVER et al. 2000;
LENAERTS et al. 2005) frente a cepas mono e MDR-TB , apresentou valores de CIM
entre 0,1 a 0,7 yM e valores de CIM entre 0,5 a 1,8 uM foi observado para o analogo
de diamina de EMB SQ109 (NIKONENKO et al. 2007) frente a amostras resistentes
ao EMB, INH e RMP .

Analisando os resultados, verificamos também que os compostos SCAR2, 4,
5 e 7 ndo apresentaram resisténcia cruzada com os farmacos INH, RMP, EST e
EMB, concluindo indiretamente que o mecanismo de acdo e/ou alvos desses
compostos sao diferentes aos desses farmacos. Quanto aos compostos SCAR1 e 6
nota-se um perfil diferente, onde os resultados apontam que esses compostos nao
possuem resisténcia cruzada com INH, RMP, EST e EMB, mas nédo deixa claro se
os isolados possuem resisténcia natural a eles ou se possuem resisténcia cruzada

com algum outro farmaco nao analisado no experimento.
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4.1.4. Avaliacdo da atividade in vitro de combina¢cdes dos compostos
candidatos entre os farmacos da atual terapéutica utilizando metodologia de
checkerboarder

A Tabela 4 apresenta os resultados da interacdo entre os compostos SCAR e

os farmacos RMP, INH, EST, EMB e MOX através do modelo de checkerboarder.

Tabela 4. Resultados de interacdo entre os compostos de Ru com RMP, INH, EST,
EMB e MOX contra MTB Hs7Rv

Compostos/lfarmacos CIE Interacio Compostos/ Ifarmacos CIF Interacio
padréo padréo

Rifampicina (RMP) Etambutol (EMB)

SCAR1 1,0 Sinergismo SCAR1 1,6 Neutro

SCAR2 2,0 Neutro SCAR?2 1,6 Neutro

SCAR4 1,0 Sinergismo SCAR4 3,3 Neutro

SCAR5 1,1 Neutro SCAR5 1,7 Neutro

SCARG 1,0 Sinergismo SCARG 1,6 Neutro

SCAR7 1,0 Sinergismo SCAR7 2,4 Neutro

Isoniazida (INH) Moxifloxacino (MOX)

SCAR1 14 Neutro SCAR1 2,5 Neutro

SCAR2 1,0 Sinergismo SCAR2 1,3 Neutro

SCAR4 1,0 Sinergismo SCAR4 1,3 Neutro

SCAR5 1,0 Sinergismo SCAR5 2,6 Neutro

SCAR6 0,5 Sinergismo SCARG6 0,8 Sinergismo

SCAR7 1,0 Sinergismo SCAR7 2,5 Neutro

Estreptomicina (EST)

SCAR1 1,3 Neutro

SCAR2 13 Neutro

SCAR4 13 Neutro

SCAR5 14 Neutro

SCARG 0,5 Sinergismo

SCAR7 1,3 Neutro

Qualquer novo farmaco anti-TB deve ser utilizada em combinacdo com outros
farmacos a fim de se evitar o aparecimento de cepas resistentes a nova droga
(CHEN et al. 2006). Todos os compostos de Ru (Tabela 4) mostraram apenas
resultados positivos na avaliacdo da interacdo farmacolégica com todos o0s cinco
farmacos analisados. Os resultados variaram de sinergismo, quando a atividade do
composto foi potencializada ou potencializou o outro farmaco que foi testado junto, e
resultados de neutralidade, quando a atividade de ambos continuou a mesma sem
haver interferéncia, ou seja, sem antagonismo. A melhor interacdo de sinergismo foi
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observada com o farmaco INH com excec¢do apenas do composto SCAR1
(neutralidade). A interacdo menos favoravel foi com EMB onde nenhuma interacao

foi observada com os compostos analisados (neutro).

4.1.5. Avaliacao da atividade dos novos compostos frente ao MTB persistente

sem replicacdo, empregando MTB recombinante Hsz;Rv (pFCA-IluxAB) e ensaio

de recuperacdo com baixa oxigenacao (LORA-Low Oxygen Recovery Assay)
Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados da CIM dos compostos SCAR e

dos farmacos padréo frente ao MTB H37Rv (pFCA-luxAB) em estado de laténcia.

Tabela 5. CIM dos compostos de Ru e dos farmacos padréo frente ao MTB Hz7Rv

(pFCA-luxAB) em estagio de persistente sem replicacéo fase Il (PSR II).

Identificacéo Compostos LO?HAMC):I M
SCAR1 [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs 0,55
SCAR?2 [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PFs 0,46
SCAR4 [Ru(pic)(dppb)(phen)]PFs 0,53
SCAR5 cis-[Ru(pic)(dppe).]PFs 0,31
SCARG6 cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] 0,42
SCART7 Ru(pic)(dppe)(phen) 1,21
Farmacos Padréo

RMP Rifampicina 0,84
INH Isoniazida > 507
EST Estreptomicina 3,52
EMB Eambutol > 24,2
MOX Moxifloxacino 6
PA-824 PA-824 0,65

O controle e erradicacdo completa da tuberculose sdo frustrados pela
habilidade do MTB de permanecer em estado de laténcia no hospedeiro por meses
ou anos, até mesmo sob condi¢cdes de quimioterapia (WAYNE 1994). MTB que
requer abundancia de O, para multiplicacdo ativa se torna microrganismo persistente
sem replicacdo (PSR) quando submetido a uma deple¢édo gradual e controlada das

condicbes de O, A mudanca de crescimento ativo aerobio (CAA) para PSR, durante
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a deplecdo controlada de O, ocorre em 2 fases discretas, que inicia com
microaerofilia fase | (PSR |) e finaliza com a fase anaerébia Il (PSR 1) (WAYNE e
HAYES, 1996). O entendimento do estado fisiolégico no MTB em estado de laténcia
€ importante porque possibilita sugerir estratégias para desenvolvimento de novos
quimioterapicos em erradicar tais infeccbes (MA et al. 2010). Soma-se a isso a
caréncia de farmacos ativos contra bactérias latentes na terapéutica atual
(RUSSELL 2001). Alguns compostos novos atualmente na fase clinica, como por
exemplo, TMC-207 e PA-824 apresentaram atividade in vitro, sobre infeccédo latente
(MA et al. 2010).

Desta forma, os compostos de Ru, como observado na Tabela 5, podem ser
uma esperanca no tratamento da infeccao latente, pois, apresentam atividade in vitro
em bactérias PSR Il pelo modelo do LORA. Estes valores sdo superiores a atividade
dos mesmos em condicdes aerdbias (Tabela 1), melhores do que os dos farmacos
utilizados na atual terapéutica (RMP, INH, EST e EMB) e do que a da MOX sendo
mais efetivos do que os dos farmacos que estdo em fase clinica de desenvolvimento

como o PA-824.

4.1.6. Determinacao do espectro de atividade

Na Tabela 6 sdo apresentados os resultados da CIM dos compostos SCAR e

dos farmacos padréo frente a uma série de diferentes microrganismos.
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Tabela 6. Espectro de Atividade dos compostos de Ru e das drogas padrées

Identificacéo

Compostos

Espectro de atividade (uM)

E.coli S.aureus C.albicans M. smegmatis
SCAR1 [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs >10,4 5,1 >10,4 52
SCAR2 [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PFg > 10,2 2,4 > 10,2 50
SCAR4 [Ru(pic)(dppb)(phen)]PF >11,8 4,6 >11,8 5,7
SCAR5 cis-[Ru(pic)(dppe).]PFs >8,5 0,3 1,9 53
SCARG6 cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] >13,3 59 > 13,3 > 13,3
SCAR7 Ru(pic)(dppe)(phen) >114 55 >114 5,6
Farmacos Padréo
GTM Gentamicina 1,0 06 - e
RMP Rifampicina ~ —- e e >100
INH Isoniazida e e e >100
SM Estreptomicina  ~ —ee- e e 0,9
MOX Moxifloxacino ~ se—e- e e 0,2
MET Metronidazol ~ —ee- e e >512
TMC TMC-207 e e e 0,06

O espectro de atividade ou espectro de acao refere-se a diversidade de
organismos passiveis de serem afetados por um agente antimicrobiano (Handbook
of anti-tuberculosis agents, 2008). Com excecdo do SCARG6, os complexos de Ru
que foram ativos contra MTB, apresentaram também atividade contra M. smegmatis
com variagédo insignificante entre eles. Essa atividade foi inferior a apresentada pela
EST, MOX e TMC-207 (0,9; 0,2 e 0,06 uM respectivamente), mas superior (mais de
100x) aos farmacos como RMP, INH e MET. Em relagdo ao S. aureus, todos os
compostos apresentaram atividade inibitéria semelhante a atividade frente ao M.
smegmatis. Os compostos SCAR2 e SCAR5 (2,4 e 0,3 pM respectivamente) foram
0S mais ativos contra 0 S. aureus e a atividade o composto SCARS foi semelhante a
da GTM (0,6 uM). Apenas o SCARS5 foi ativo contra C. albicans (1,9 uM) e em E. coli
nenhum dos compostos apresentou atividade inibitoria significativa. Mesmo o
complexo SCAR5 que apresentou espectro mais amplo do que os outros (ativo
contra M. smegmatis, C. albicans, S. aureus), ndo foi efetivo sobre E. coli. Os
complexos com exceg¢do do SCAR6 que € restrito a apenas MTB e S. aureus,

parecem ser ativos em bactérias gram positivas e em outras espécies

micobacterianas além do MTB.
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O complexo SCAR5 apresentou espectro um pouco mais amplo do que 0s
outros, sendo ativo contra M. smegmatis, C. albicans, S. aureus, mas nao foi efetivo
sobre E. coli. Os complexos com excecdo do SCARG6 que € restrito a apenas MTB e
S. aureus, parecem ser ativos em bactérias gram positivas e em outras espécies

micobacterianas além do MTB.

4.2. Ensaios in vivo

4.2.1. Avaliacdo da Toxicidade Aguda dos compostos em camundongos
C57BL/6.
A Tabela 7 apresenta a concentracdo unica dos compostos SCAR e da RMP

administrados e a porcentagem de perda dos animais.

Tabela 7. Concentragdo Unica administrada via oral e a porcentagem de perdas dos

animais.
Compostos Doses (mg/kg/peso corporeo) Perdas (%0)

2.000 0
SCAR1 1,000 n.d.
2.000 83,33
SCAR?Z 1,000 16.6
2.000 16,6
SCAR4 1.000 nd.
2.000 50
SCARS 1.000 nd.
2.000 0
SCARG 1.000 n.d.
2.000 100
SCAR7 1.000 83,3
500 0
2.000 0
RMP 1,000 0

n.d. — ndo determinado

A analise da toxicidade aguda foi determinada como descrito por Larini et al.,

(1987) e classificada no método de categorias como descrito pelo manual OECD,
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(2001). A discussao sobre os dados relevantes deste estudo € apresentada abaixo
caso a caso:

SCAR1 — Demonstrou ser pouco téxico (DLsy > 2000 mg/Kg) com nenhuma perda
acidental. O estudo hipocratico ndo mostrou alteragbes comportamentais em
nenhum dos animais durante o periodo do estudo. A analise macroscopica dos
orgaos ndo apresentou alterac6es morfologicas e a analise estatistica do peso final
e dos Orgaos nao apresentou diferenca significativa. De acordo com classificacéo de
Larini et al.,, (1987), os agentes tdxicos via oral sdo considerados como:
extremamente toxicos (DLsp for igual ou inferior a 25 mg/kg, altamente toxicos (DLsg
entre 100 e 500 mg/kg), mediamente téxicos (DLso entre 500 e 2000 mg/kg) e pouco
toxicos (DLso acima de 2000 mg/kg). Pelo método de categorias, SCAR1 se
enquadra na Classe 5 (substancia com DLsy superior a 2000 mg/kg e menor que
5000 mg/kg), sendo considerada de baixa toxicidade onde somente em casos
excepcionais € que existe justificativa do uso da dose de 5000 mg/kg (OECD, 2001).
SCAR2 — Demonstrou ser mediamente téxico. Quando administrado na dose de
2000 mg/Kg de peso corporeo, levou a perda acidental de 5 entre os 6 animais do
grupo. Ao diminuir a dose para 1000 mg/Kg de peso corporeo, o composto levou a
perda acidental de apenas 1 animal no periodo de 24 horas. O estudo hipocratico
nao mostrou alteracées comportamentais em nenhum dos animais durante o periodo
do estudo. A analise macroscopica dos 6rgdos nao apresentou alteracbes
morfologicas. A analise estatistica do peso final dos animais e do peso dos orgéos
apresentou diferencas estatisticas significativas em relacdo ao peso final, indice
hepatossomatico e relacdo pancreas/peso corpéreo em relacdo ao grupo controle.

SCARZ2 foi classificado como mediamente téxico e de Classe 4.
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SCAR4 - Na concentracdo de 2000 mg/Kg de peso corpéreo, levou a perda
acidental de apenas 1 animal no periodo de 48 horas. O estudo hipocratico
apresentou de rara a pouca atividade geral em 2 animais. A analise macroscopica
dos 6rgdos ndo apresentou alteracbes morfolégicas e a andlise estatistica do peso
final e dos 6rgdos nao apresentou diferenca significativa. O composto foi classificado
como substancia de baixa toxicidade e de classe 5.

SCAR5 - Na concentracdo de 2000 mg/Kg de peso corpéreo, levou a perda
acidental de 3 animais durante o decorrer do experimento, atingindo o valor de DLsg
nessa concentracdo. O estudo hipocratico ndo mostrou alteracdes comportamentais
em nenhum dos animais durante o periodo do estudo. A analise macroscopica dos
orgaos ndo apresentou alteracbes morfologicas e a analise estatistica do peso final
e dos 6rgdos ndo apresentou diferenca significativa. O composto foi classificado
como substancia de média toxicidade e de classe 4.

SCARG6 — Na concentracdo de 2000 mg/Kg de peso corpdéreo ndo causou perda de
nenhum dos animais do grupo. O estudo hipocratico também ndo mostrou alteracbes
comportamentais em nenhum dos animais durante o periodo do estudo. A analise
macroscopica dos 6rgdos e 0s pesos dos animais e dos 6rgdos ndo mostraram
diferencas estatisticas significativas entre os animais tratados e o grupo controle. O
composto foi classificado como substancia de baixa toxicidade e de classe 5.

SCAR7 — Demonstrou ser mediamente téxico. Quando administrado na dose de
2000 mg/Kg de peso corporeo, levou a perda acidental dos 6 animais do grupo. Ao
diminuir a dose para 1000 mg/Kg de peso corpéreo, o composto levou a perda
acidental 5 entre os 6 animais do grupo no periodo de 24 horas. Na dose de 500
mg/Kg de peso corporeo ndo se observou perdas até o término do experimento. No

estudo hipocratico néo foi verificado alteracdes comportamentais em nenhum dos
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animais durante o periodo do estudo. A analise macroscopica dos 6rgdos nao
apresentou alteracdes morfoldgicas. A analise macroscopica dos 6rgaos e 0s pesos
dos animais e dos 6rgados ndo mostraram diferencas estatisticas significativas entre
0s animais tratados e o grupo controle. SCAR7 foi classificado como mediamente
toxico e de Classe 4.

RMP - Nas doses de 2000 mg/Kg e 1000 mg/Kg de peso corporeo ndo causaram
perda de nenhum dos animais dos grupos. O estudo hipocratico também néo
mostrou alteracdes comportamentais em nenhum dos animais durante o periodo do
estudo. A analise macroscopica dos 6rgdos e os pesos dos animais e dos 0rgaos
ndo mostraram diferencas estatisticas significativas entre os animais tratados e o
grupo controle. O composto foi classificado como substancia de baixa toxicidade e
de classe 5.

Consideracbes Gerais — Os compostos de ruténio e a RMP podem ser
classificados da seguinte maneira:

SCAR1, SCAR4, SCAR6 e RMP - Substancias de baixa toxicidade segundo Larini et
al., (1987) e de classe 5 de acordo com o manual do OECD, (2001).

SCAR2, SCAR5 e SCAR7 — Substancias de média toxicidade e classe 4.

4.2.2. Tolerabilidade in vivo

O ensaio de tolerabilidade foi realizado para os compostos SCAR4 e SCAR7
com concentracdo inicial de 75 mg/Kg de peso corporeo para ambos. Os animais
que receberam o0 composto SCAR4 nessa concentracdo apresentaram
comportamento normal durante as 3 semanas e nenhuma perda de peso
significativa. Os animais que receberam o composto SCAR7 nesta concentracéo

apresentaram ao final da 1* semana uma leve diminuicdo na atividade
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comportamental o que foi recuperada a partir da 22 semana com a reducdo da
concentracdo para 50 mg/Kg de peso corpéreo o que perdurou por todo o
experimento resultando na normalidade comportamental e a perda de peso nao
significante ao final do experimento. Em concluséo, definiu-se as doses de 75 e 50
mg/Kg de peso corpéreo para os compostos SCAR4 e SCAR7 como concentracdes

Otimas para ser utilizada nos camundongos no modelo de infeccao in vivo.

4.2.3. Avaliacdo da potencialidade dos novos compostos em modelo de
infeccdo aguda
Os compostos SCAR4 e SCAR7 foram avaliados quanto a sua atividade em

camundongos BALB/c e os resultados sédo apresentados no Grafico 5.
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Gréafico 5. Trés semanas de tratamento com os compostos SCAR e a RMP contra

MTB Erdmann em camundongos BALB/c no modelo de infeccdo aguda.

O Grafico 5 comprova a eficacia do modelo experimental, podendo-se
observar um aumento exponencial da infecgdo apds o TO nas 3 primeiras colunas do

grafico (T3, T10 e T31CMCyps%). O modelo utilizado mostrou ser reprodutivo, com
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tempo de duracdo intermediario, sem diferencas estatisticas significantes entre os
camundongos dos grupos e de baixo custo, visto que 0s animais utilizados ndo sao
animais GKO (nocautes) como utilizados em outros experimentos.

A populacdo bacteriana encontrada nos controles T3, T10 e T31CMCo s
foram de 1,2x10%, 9,4x10* e 3,3x10° UFC/mL respectivamente. A RMP utilizada
como farmaco controle foi administrada na concentracdo de 15 mg/Kg de peso
corporeo. O farmaco controle reduziu a carga bacilar pulmonar em relacdo ao
T31CMCo 50 em 3x10° UFC/mL, estabelecendo uma populacéo final nos pulmées de
2,3x10° UFC/mL.

Com relacdo aos compostos SCAR4 e SCAR7, a carga bacilar encontrada
nos pulmdes dos animais tratados com os compostos foi de 3,2x10° e 4,3x10°
UFC/mL, respectivamente. Esses resultados mostram que a populacédo bacteriana
encontrada nos pulmdes dos animais tratados com 0s compostos e 0 grupo controle
T31CMCy 59 ndo diferiram significativamente. Portanto, os dois compostos foram
ineficazes na infeccao in vivo, ndo reduzindo a carga bacilar pulmonar.

Alguns fatores foram avaliados para explicar a falta de atividade dos
compostos no modelo in vivo. Um dos motivos levantados foi o ndo conhecimento
das propriedades farmacocinéticas dos compostos. Para tal, o modelo de
biodisponibilidade oral foi acrescentado ao pipeline e os compostos analisados

quanto a esse quesito.

4.2.4. Avaliacdo da biodisponibilidade oral, como screening farmacocinético
em camundongos C57BL/6
A biodisponibilidade dos compostos e da RMP foi avaliada de acordo com a

metodologia sugerida por (GRUPPO et al. 2006). A presenca dos compostos no soro
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caudal foi realizada através da metodologia do REMA (PALOMINO et al. 2002). Uma
estimativa da concentragcdo do composto ou de seus produtos ativos no soro (em
uM) foi obtida usando os dados da CIM (previamente determinada) dos compostos
analisados.

Nesta metodologia, ndo é avaliada a via de absorcdo do composto
(estomacal, intestinal...), ou mesmo as questbes mais aprofundadas de absorcao,
distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME). Este ensaio € um screening rapido
gue revela se o composto ou seu produto ativo foi absorvido ou ndo quando
presente na corrente sanguinea. O ensaio ainda propicia uma estimativa da
quantidade ativa do composto (em puM ou pg/mL) no soro em relagdo ao
administrado ao animal.

Para calcular o valor estimado do composto (ou produtos) ativo (s), levou-se
em consideracdo primeiramente o orificio o qual se atingiu 90% de inibicdo
bacteriana (CIM). Nesse orificio a concentracdo do composto que esta presente no
soro é igual ou superior aquela determinada em ensaios anteriores onde procurou
conhecer a CIM do composto. Entretanto, no ensaio o soro nao foi adicionado na
concentracdo total (100%), devido a sua toxicidade. Assim, foi iniciada a diluicdo
seriada com 10% do soro. Para estimar a concentragcdo do composto no soro,
multiplicou-se o CIM (ja conhecido em ensaios anteriores) pelo fator de diluicdo do
soro onde encontrou-se a CIM (100/pela concentracdo do soro). Exemplo: Um
composto A foi administrado via oral na concentracdo de 200 mg/Kg de peso
corporeo. Sabe-se que o CIM dele € de 1 uM. No ensaio utilizando o soro, observou-
se 0 CIM na diluigéo do soro de 1/10 (10% de soro no ensaio). O fator de diluicdo no
caso foi de 10x (100/10 (100/pela concentracdo do soro)). Multiplicando o fator de

diluicdo pelo CIM ja conhecido chega-se ao valor de 10. Assim, estima-se que a
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partir de uma administracao oral de 200 mg/Kg de peso corporeo, a concentracdo do
composto ou de seu produto ativo no soro é de 10 uM.
A Tabela 8 apresenta os dados da biodisponibilidade oral encontrados para

RMP e os compostos SCAR.

Tabela 8. Dados do ensaio de screening farmacocinético utilizando amostras de

sSoro e o ensaio do REMA.

Dados no modelo Animal
Concentracdo  Niveis de concentragdo (uM) aproximado do

Composto do composto composto no soro depois:
WM (/g de 20 mi 1h 2h 4h
peso corporeo min

RMP 0,015 15 0,5 1,1 11 1,6
SCAR1 0,95 300 n.d. n.d. n.d. n.d.
SCAR?2 0,50 300 n.d. n.d. n.d. n.d.
SCAR4 0,74 300 n.d. n.d. n.d. n.d.
SCAR5 0,22 300 n.d. n.d. n.d. n.d.
SCARG6 517 300 n.d. n.d. n.d. n.d.
SCARY 0,68 300 n.d. n.d. n.d. n.d.

n.d. — Nao detectado. Valores inibitorios inferiores ao limite do ensaio. A detecc¢éo
limite do ensaio € de 10x o CIM do composto teste no soro (devido a restricdo em
usar a concentracdo maxima de 10% de soro no ensaio do REMA).

Pela submissédo dos compostos SCAR ao ensaio de biodisponibilidade oral foi
possivel explicar o fato dos mesmos ndo apresentarem atividade no tratamento dos
animais infectados. Os resultados do ensaio indicaram que nenhum dos compostos
SCAR estava presente no soro analisado em quantidade suficiente para ser
detectado para fornecer dados de concentracao inibitoria.

O ensaio de biodisponibilidade oral € uma ferramenta extremamente Util para
0 screening de novos farmacos dentro do pipeline em desenvolvimento pelo grupo.
Os resultados desse ensaio fornecerdo subsidios para prosseguir o estudo dentro do

pipeline, que consiste no tratamento de animais infectados que também representa a

etapa final do pipeline proposto pelo grupo. Neste ultimo ensaio, caso 0s compostos
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apresentem resultados promissores reduzindo a carga bacilar pulmonar, pode ser
dada continuidade a pesquisa, com proposicdo de estudo farmacocinético em
humanos e enveredamento pelas fases clinicas, perseguindo o objetivo da

descoberta de novos farmacos contra a TB.

4.2.5. Pipeline: Fluxograma de atividades biolégicas na pesquisa de novos
farmacos anti-TB

O trabalho possibilitou esquematizar dentro de um fluxograma de atividades
biolégicas em pesquisa de novos farmacos contra TB, um pipeline préprio, racional,
seguro e reprodutivel (Figura 9). Este pipeline propiciara a busca de produtos com
atividade anti-TB em potencial , a partir de produtos naturais ou compostos sintéticos
de sintese organica ou inorganica baseado em analogos ou sintese de novos

COompostos.
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4.2.5.1. Parametros de permanéncia ou exclusao dos compostos no pipeline

4.2.5.1.a. Screening: Os parametros da fase de screeening sao apresentados na
tabela 9. Esta fase compreende determinacdes do CIM, da citotoxicidade e do IS.
Compostos com atividade anti-MTB promissora (ver tabela 9), serdo selecionados
para a proxima etapa, que consiste em avaliar a citotoxicidade (ICso) frente a
culturas de macrofagos J774A.1 (ATCC-TIB67), hepaticas HepG2 (ATCC HB8065) e
epiteliais normais VERO (ATCC CCL81) (PAVAN et al. 2010). E finalmente
determinado o indice de Seletividade (IS) que consiste na razdo entre o ICso € a
CIM. Compostos com IS 210 serdo selecionados para a etapa de ensaios pré-

clinicos in vitro, considerando que estes apresentam seguranca terapéutica

Tabela 9. Critérios de selecdo da primeira etapa (screening) que indicardo os
compostos que seguem no pipeline daqueles que ndo seguem. Esses poderdo ser

descontinuados ou alterados e novamente avaliados.

Compostos/ Extrato Fraggo do _Composto C(_)mp(_)sto _Cgmposto
. isolado da sintético sintético nova
Ensaios bruto extrato bruto ~ .
fracéo analogo estrutura
CIM* (ug/mL) <128 <64 <10 <10 <10
1Cs >10x CIM  >10x CIM >10x CIM >10x CIM >10x CIM
IS >10 >10 >10 >10 >10

*Para 0 CIM nas outras situacoes (pH 6, 4%ASB e 10%SFB) sera calculada a razdo com o
CIM apresentado na tabela e o valor ndo poderéa ser superior a 2 dilui¢Ges.

4.2.5.1.b. Ensaios Pré-Clinicos (in vitro): Na primeira avaliagdo ser& verificada a
capacidade dos compostos em exercer atividade sobre o MTB recombinante Hiz;Rv
(ATCC 27294) (pFCA-luxAB) internalizado nos macréfagos J774A.1 (SNEWIN et al.
1999; PAVAN 2009; PAVAN et al. 2011). Na sequéncia 0S compostos serao
colocados frente a 12 isolados clinicos com perfil de resisténcia fenotipica e
genotipica a INH e RMP (MIYATA et al. 2011), para analise da resisténcia cruzada.

O proximo passo sera avaliar a interacdo dos novos candidatos (checkerboarder 2D)
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com os farmacos vigentes na terapia da TB (MOODY, 1992; LUNA-HERRERA et al.
2007). Os compostos selecionados nesta fase serdo avaliados quanto a sua
capacidade de atuar sobre os bacilos dormentes. Para tal, sera utilizado o modelo
de Wayne (WAYNE 1994) para induzir estado de laténcia do MTB e o ensaio do
LORA (Low Oxygen Recovery Assay) para avaliar a acdo dos compostos sobre
estes bacilos dormentes (CHO et al. 2007). Como Ultima etapa o0 espectro de
atividade serd determinado de acordo com o Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI, 2008; 2009).

Tabela 10. Critérios de selecao da segunda etapa (pré-clinico in vitro) que indicaréo
0S compostos que seguem no pipeline daqueles que ndo seguem. Esses poderao

ser descontinuados ou alterados e nhovamente avaliados.

Compostos/ . Composto Composto Composto
Extrato Fracéo do . . s
. isolado da sintético sintético nova
Ensaio bruto extrato bruto ~ .
fracio analogo estrutura
Infeccéo in -
X sce sce sce sce sce
vitro
Resisténcia N
sce sce sce ativo sce
cruzada
Interacéo sinérgico/  sinérgico/ sinérgico/ sinérgico/ sinérgico/
farmacoldgica neutro neutro neutro neutro neutro
Laténcia sce sce sce sce sce
Espectro de
e sce sce sce sce sce
atividade

*sce — sem critério de exclusdo. A ndo atividade dos compostos nessas avaliacfes ndo denotara carater
de exclusdo dos mesmaos.

**Q composto sera excluido ou necessitara de alteracdes, pois resultado de ndo atividade
nesse momento denota resisténcia cruzada com o composto o qual foi a estrutura base.
4.2.5.1.c. Ensaios in vivo: Para inicio de todos os experimentos sera determinada a
margem de seguranca terapéutica, de acordo com o estabelecido pelo OECD
(Organization for Economic Co-operation Development) através do método classico
de toxicidade aguda (DLsp) por dose unica via oral (gavagem) dos compostos

(OECD 2001). Em seguida sera realizado o estudo da farmacocinética dos

compostos através do estudo da biodisponibilidade oral (GRUPPO et al. 2006).
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Compostos que fornecerem resultados favoraveis serdo avaliados quanto a sua
inocuidade (toxicidade cronica) em modelo animal, observando o nivel de
tolerabilidade, quando da sua administracdo diaria semanal. Concluida esta etapa,
finalmente, os animais serdo infectados via intranasal com o MTB Erdmann (ATCC
35801) (FALZARI et al. 2005) e apos, submetidos ao tratamento oral com 0s novos
compostos, por duas semanas, sendo no final do ensaio, avaliada a reducéo da

carga bacilar dos pulmdes com o cultivo dos bacilos viaveis (FALZARI et al. 2005).

Tabela 11. Critérios de selecdo da ultima etapa (pré-clinico in vivo) que selecionaréo
0s compostos do pipeline para a triagem clinica daqueles que ndo seguirdo. Esses

poderéo ser descontinuados ou alterados e novamente avaliados.

Composto
Composto/ Extrato Fracdo do _Composto Cc_)mpgsto sintético
. isolado da sintético
Ensaio bruto extrato bruto fracs . nova
racao analogo
estrutura
. baixa/ baixa/ baixa/ baixa/ baixa/
Toxicidade aguda ., - S .y o
indcua indcua indcua indcua indcua
. baixa/ baixa/ baixa/ baixa/ baixa/
Tolerabilidade S S S S o
inbcua inbcua indcua inbcua in6cua
Biodisponibilidade _,. . . . .
ativa ativa ativa ativa ativa
Oral*
Tratamento ativo ativo ativo ativo ativo

*Este ensaio é pré-requisito para o seguinte, onde aqui 0s compostos ou seu produtos devem
mostrar atividade na corrente circulatéria.
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5. CONCLUSAO

O pipeline baseado em ensaios fenotipicos utilizado para analise dos
complexos mostrou ser rapido, sensivel, especifico e de baixo custo na pesquisa de
um novo farmaco contra TB. Os ensaios realizados no Institute for Tuberculosis
Research (ITR-E.U.A.) vém sendo implantados no laboratério e o pipeline sera
novamente validado com os compostos metalicos que estdo sendo sintetizados com
base nos resultados deste trabalho utilizando os lead compounds como modelo
estrutural.

Os resultados biolégicos em modelos in vitro dos compostos heterolépticos de
Ru(ll) com fosfinas, diiminas e picolinatos como ligantes foram extremamente
promissores com resultados melhores e/ou comparaveis aos farmacos de primeira
escolha. Dentro dos resultados encontrados, os compostos responderam a algumas
aplicacdes as quais um novo farmaco contra TB deve apresentar, como atividade em
bactérias latentes, atividade em isolados MDR além de néo interagirem
negativamente com outros farmacos do atual tratamento.

A explicacdo da falta de atividade no modelo in vivo apresentada pelos
compostos de Ru, explicada pela auséncia na reducédo da carga bacilar pulmonar
dos camundongos infectados, foi obtida pelo ensaio de biodisponibilidade oral. Os
resultados indicaram que os compostos SCAR n&do alcancaram concentracdes
suficientemente ativas na corrente sanguinea, pois ou sofrem degradacdo ou, caso
alcancem a corrente circulatoria, ndo estdo na forma ativa. Entretanto, os resultados
encontrados aqui apontaram esses compostos como compostos lideres (lead
compounds). A somatoéria dos dados encontrados in vitro e in vivo indicou pela
primeira vez os compostos de Ru(ll) contendo esses ligantes como uma nova classe

de compostos inorganicos que podem se tornar agentes anti-TB.
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This paper describes the synthesis and characterization of four new ruthenium complexes containing 1,4
bis(diphenylphosphino)butane (dppb), 2-pyridinecarboxylic acid anion (pic) and the diimines [(2,2'-
bipyridine (bipy), 4,4’-dimethyl-2,2’-bipyridine (Me-bipy), 4,4'-dichloro-2,2’-bipyridine (Cl-bipy) and
1,10-phenanthroline (phen) as ligands, with formulae [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs (SCARO1), [Ru(pic)(dppb)
(Me-bipy)]PFs (SCAR02), [Ru(pic)(dppb)(Cl-bipy)]PFs (SCAR03) and [Ru(pic)(dppb)(phen)]|PFs (SCARO4).
Additionally, the in vitro anti-Mycobacterium tuberculosis (MTB) activity, cytotoxicity and activity against
in vitro infection of these complexes and two more complexes, cis-[Ru(pic)(dppe),|PFs (SCARO05) and cis-
[RuCly(dppb)(bipy)] (SCARO06), and their free ligands are described and discussed. All compounds
showed excellent MIC against MTB, low cytotoxicity and a selectivity index higher than 10. Also, all
compounds showed significant intracellular inhibition and the compound SCARO05 showed a better
activity than rifampin and SQ109. This is the first report of activity against in vitro infection of ruthenium

compounds.

© 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

The tuberculosis (TB) mortality rates decreased globally in 2007,
with 1.3 million HIV-negative TB patients dying in 2007 and
456,000 deaths among individuals infected with both TB and HIV.
However, in 2007 there were an estimated 9.27 million incident
cases of TB, the majority of which occurred in Asia and Africa. This is
an increase from the previous year, when 9.24 million cases were
recorded [1]. In addition, the highly drug-resistant organisms are
virtually untreatable in immunocompetent patients, so when these
organisms enter into contact with highly immunocompromised
HIV-infected populations, the mortality rate within a few weeks of

* Corresponding authors. Tel.: +55 16 33016953.
** Corresponding author. Tel.: +55 16 33518285.
E-mail addresses: pavanfer@yahoo.com.br (FR. Pavan), daab@power.ufscar.br
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0223-5234/$ — see front matter © 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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infection approaches 100% [2]. In the last 40 years, no new drugs
have been developed specifically against mycobacteria [3] and, only
in the last few years, some promising candidate drugs are being
tested in the preclinical phase [4]. Thus, there is a great need to
develop new therapeutic agents to treat tuberculosis, so as to
reduce the total duration of treatment and to provide more effec-
tive treatment against multidrug resistance (MDR), extensive drug
resistance (XDR) and latent tuberculosis infection [5]. There are
currently two main approaches to developing a new anti-TB drug
[6]. One of them is based on the synthesis of analogues of existing
drugs, with the aim of shortening and improving TB treatment. The
other involves a search for novel structures with which mycobac-
teria have never been challenged before [7]. Adopting this second
approach, our research is focused on the synthesis and character-
ization of new compounds, specifically new metal complexes.
Medicinal chemistry is taking a growing interest in the devel-
opment of metal complexes for use as drugs or diagnostic agents.
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Owing to their wide spectrum of coordination numbers and
geometries, as well as kinetic properties, metal compounds offer
mechanisms of drug action that cannot be realized by organic
agents [7,8]. Ruthenium compounds have already exhibited
potential anti-tumour activity since the 1970s and 1980s, and, more
recently, the Ru(Ill) complexes NAMI-A and KP 1019 (FFC14a) have
entered clinical trials. Recent studies have indicated that the anti-
tumour activity of Ru(Ill) complexes also depends on their reduc-
ibility to Ru(Il) species. The in vitro activity of a homologous series
of Ru(Ill) complexes increased with increasing ease of reduction [8].

In this laboratory, we have studied and reported on the anti-
Mycobacterium tuberculosis (MTB) activity of several new
complexes containing various metals [3,7,9—14]. Specifically, Ru(II)
complexes have shown excellent activity against in vitro MTB, being
up to 150 times more active than their free ligands 4,6-dimethyl-2-
mercaptopyrimidine; 1,4 bis(diphenylphosphino)butane; 1,2-
bis(diphenylphosphio)ethane, bis(diphenylphosphino) methane,
triphenylphosphine, 2,2’-bipyridine, 4,4’-dimethyl-2,2’-bipyridine,
2-pyridinecarboxylic acid and, interestingly, in these complexes the
activity was higher, when they contained three chelated ligands,
than that of the precursor complexes containing two chelated and
two chloride ligands [9,14].

This paper describes the synthesis and characterization of four
new ruthenium(ll) complexes containing 1,4 bis(diphenylphos-
phino)butane (dppb), the 2-pyridinecarboxylic acid anion (pic) and
diimines (bipy, Me-bipy, Cl-bipy and phen) as ligands, with
formulae [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs (SCARO1), [Ru(pic)(dppb)(Me-
bipy)]PFs (SCARO02), [Ru(pic)(dppb)(Cl-bipy)]PFs (SCARO03) and
[Ru(pic)(dppb)(phen)]PFg (SCAR04). Additionally, the in vitro anti-
M. tuberculosis (MTB) activity, cytotoxicity and activity against
in vitro infection of these complexes and two more complexes, cis-
[Ru(pic)(dppe)2]PFs  (SCARO05) and cis-[RuCly(dppb)(bipy)]
(SCARO06) [9,15], and their free ligands are presented and discussed.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis of the complexes

The chemical reactivity of the 2-pyridinecarboxylic acid (Hpic)
ligand with complexes such as cis-[RuCly(dppb)(N-N)] [15] enabled
the synthesis of complexes with the general formula
[Ru(pic)(dppb)(N—N)]PFs (N-N = bipy, Me-bipy, Cl-bipy or phen),
containing three chelated ligands, under mild conditions, by simple
chloride exchange (see Scheme 1).

2.2. Structural studies

The X-ray structure of SCAR01 was determined and an ORTEP
view showing the atom numbering scheme is shown in Fig. 1.
Selected bond lengths and angles are presented in Table 1. The
crystal structure of the complex consists of separate discrete
molecular units and solvated water molecules (w). Complex

P
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Fig. 1. ORTEP view of the cation complex [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs-2H,O (SCARO1)
showing the labels and 50% probability ellipsoids of the atoms. The solvent molecules
were omitted.

SCARO1 crystallizes in the monoclinic system, space group P21/n,
the Ru center being coordinated by three bidentate ligands in
a distorted octahedral geometry as shown by the angles around the
metal ion, listed in Table 1. One phosphorus atom is disposed trans
to one nitrogen atom of the bipy and the other trans to the oxygen
of the pic ligand.

The Ru—P bond lengths of 2.3256(18) and 2.350(2) A are within
the normal range found for Ru(ll) tertiary phosphine complexes
[15—19]. The P—Ru—P angle in the seven-member ring of dppb is
99.36(7)°, comparable with the values previously observed for the
precursor SCARO5 [15]. The average Ru-N (bipy) distance of 2.099 A
in complex SCARO1 is also similar to that observed in SCAR05
(2.09 A) [15]. The Ru-N(3) and Ru—0(1) distances of the pic ligand,
of 2.116(5) and 2.132(5)A, respectively, are similar to those observed
in other Ru(Il) complexes containing this ligand [20,21]. The pic
ligand dimensions in complex SCARO1 (C(22)—0(1) = 1.274(9) A,
C(22)-0(2) = 1.219(9) A) are consistent with deprotonation and
coordination of the heterocycle to the Ru center [20,21]. The five-
membered ring formed by the O-,N- chelating heterocyclic picoli-
nate is inherently strained [20,21]. This is corroborated in SCARO1
by the small O(1)—Ru—N(3) angle of 77.9(2)°.

2.3. Characterization of the compounds

The 3'P{'H} NMR spectra of complexes SCAR01-4 in CH,Cl»/D,0
in a capillary presented typical AB spin systems exhibiting chemical
shifts close to 39.0 (d) and 37.3 (d), with ?Jp.p = 33.5 Hz, indicating
the magnetic nonequivalence of the two phosphorus atoms

Scheme 1. Synthesis of the ruthenium(Il) compounds containing the pic ligand.
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Table 1
Selected bond lengths (A) and angles (°) for complex [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs-2H,0
with standard deviations in parentheses.

Ru-N(1)  2.088(6) N(1)-Ru—N(2) 79.6(3) N(3)-Ru—0(1) 78.3(2)
Ru-N(2)  2.094(7) N(1)-Ru—N(3) 167.9(3) O(1)—Ru—P(2) 172.30(17)
Ru—N(3)  2.112(6) N(2)-Ru—N(3) 93.0(2) O(1)-Ru—P(1) 87.96(18)
Ru—0(1)  2.122(5) N(1)-Ru—O(1) 91.0(2) N(1)-Ru—P(1)  96.0(2)
Ru—P(1)  2.347(3) N(2)-Ru—O(1) 79.9(2) N(2)—Ru—P(1) 166.99(17)
Ru—P(2)  2.324(2) N(3)-Ru—0(1) 783(2) N(3)-Ru—P(1)  89.1(2)
0(1)-C(22) 1.282(10) N(1)-Ru—P(2) 85.60(18) N(3)—Ru—P(2) 104.37(18)
0(2)-C(22) 1.211(11) N(2)-Ru—P(2) 92.64(19) P(2)-Ru—P(1) 99.25(9)

(complete data in Table 2). Precursor complexes of general formula
cis-[RuCly(dppb)(N-N)] show a pair of doublets at 43.0 and
32.0 ppm, with 2Jp_p = 32.0 Hz, in their >'P{'H} spectra [15,22]. In
the precursors, the high-field doublet corresponds to the P trans N,
as previously described [15]. These assignments are based on an
empirical linear correlation established between the crystallo-
graphically determined Ru—P distances in a series of Ru-dppb
complexes and the corresponding 3'P chemical shifts observed in
solution, in which the chemical shifts become more high-field with
increasing Ru—P bond length [15,16,19]. In light of this information,
we suggest that in the new complexes the high-field doublet
belongs to the P trans to nitrogen from bipy (N-N), because the Ru-
P1 distance of 2.347(3) A (trans N-N) is longer than that observed
for the Ru-P2 trans O of the pic ligand (2.324(2) A) (see Table 1).

The mass spectra (ESI-MS) of complexes SCAR01-4, delivered in
a CH;Cl; solution, showed the parent molecular ions at m/z values
[M — PFg]* consistent with the assigned formulation (see experi-
mental data). No fragmentation was observed under the experi-
mental conditions described.

The IR spectra of the new complexes also confirmed the pres-
ence of the pic ligand coordinated to the Ru(Il) center. Bands cor-
responding to the »,(CO0O) and »4(COO) vibrational modes
appeared close to 1660 and 1334 cm™!, respectively, for all
complexes. The band attributable to v(OH), which appeared at
3200-3100 cm~ ! in the free ligand spectrum, was absent in those of
complexes SCAR01-4, indicating that the pic ligand is coordinated
in the deprotonated form [23]. The electronic spectra of SCAR01-4
complexes showed four absorptions in the UV region (two bands
and two shoulders), assigned as intra-ligand transitions by means
of comparison with the free ligands (dppb, N—N and pic). In the
visible region, one band and a shoulder were observed, respectively
close to 420 and 490 nm. These absorptions can be attributed to
metal-to-ligand charge transfer transitions, probably involving
both diimine (N—N) and pic ligands. The electrochemical behavior
of these new complexes in cyclic voltammetric experiments was
similar to that observed for their precursors [15,29]. A quasi-
reversible one-electron Ru"/Ru' redox process was observed for
each complex. As expected, the Ej;; values found for the new
complexes were considerably more anodic than those observed for
the respective precursors, by approximately 0.60 V (Table 2), indi-
cating that the Ru center was more stable in the new derivatives
than in their precursors. This stabilization is assumed to be due to

Table 2

31p{H} NMR and electrochemical data for complexes SCAR01-4.
Complex 0 (ppm) Eqp/V? AE,/VP pKa (N-N)
SCARO1 Pa (37.8)/P5 (39.5) 121 021 244
SCAR02 P (37.2)/P5 (39.1) 1.14 0.17 492
SCAR03 Pa (36.8)/P; (38.5) 132 0.19 261
SCAR04 P, (38.0)/P (40.2) 1.22 0.13 427

3 Scan rate: 100 mV s~ .
b AE, = Epa—Epe.

the replacement of two monoanionic donor chlorides by a single
monocharged chelating pic unit, resulting in positively-charged
product complexes [24]. Among the four new complexes, the Eqp»
values clearly correlate with the diimine pKa values, such that the
complex containing the most acidic ligand (Cl-bipy) showed the
most stable ruthenium center (highest Eq2).

2.4. Anti-M. tuberculosis activity assay

The in vitro anti-MTB activities of the free ligands and the
phosphine-diimine-picolinate ruthenium complexes were tested
against MTB HsyRv ATCC 27294 and the MICs are reported in
Table 3. The MICs of complexes SCAR01-05 are comparable to or
better than those of some “second” and “first” line drugs used in
current therapy [6,25,26]. SQ 109, an antitubercular compound
derived from ethambutol, with MIC of 1.56 uM [27], and TMC 207,
a diarylquinoline with MIC of 0.81 uM [28], both of which are new
promising drug candidates, presently in the human clinical trial
phase, are examples of in vitro activity comparable to the ruthe-
nium complexes presented here. Even though the complex SCAR06
showed the worst inhibitory result among the tested compounds, it
had activity comparable to or better than the “second” line drugs
[25]. Comparing the complexes SCARO1 and SCARO6, we observe
that SCARO1 is 5.5 times more active than SCAROG6, probably due to
the absence of the Hpic ligand in the latter. The ligands dppe and
phen are the only ones that have good MICs (15.70 and 11.80 uM
respectively). However, these values are respectively 71 and 16
times higher than those of their complexes.

2.5. In vitro cytotoxicity

The cytotoxicity results (Table 3), expressed as the ICsg for the
J774A.1 cell line, show that all of the tested ruthenium complexes
exhibited low cytotoxicity (ICsp ranging from 3.4 to 104 uM). The
free ligands are also not very cytotoxic (ICsg ranging from <50 to
2538 uM). The selectivity index (SI) of each compound was deter-
mined as the ratio of ICsg to MIC (Table 3). According to Orme et al.
[29], candidates for new drugs must have an index equal to or
higher than 10, together with MIC lower than 6.25 pug/mL (or the
molar equivalent) and a low cytotoxicity. SI is used to estimate the
therapeutic window of a drug and to identify drug candidates for
further studies. Thus, all the ruthenium complexes studied here,
with SI ranging from 15.20 to 40.10, are very promising new anti-
tuberculosis drug candidates, and therefore they were all tested
in the in vitro infection model [29].

2.6. In vitro infection model

The in vitro intracellular activities of the phosphine-diimine-
picolinate ruthenium complexes were tested against MTB Erd-
mann (ATCC 35801) containing the Luciferase Plasmid and the
inhibitory values are reported in Table 4. The compounds were
tested in macrophages at those concentrations: at their MICs and 4
times higher and lower. All complexes presented significant intra-
cellular activity at various concentrations. The complexes SCAR02
and SCARO5 were the most active because they showed the best
activity at lower concentrations (0.13 pM = 70.50% inhibition and
0.06 uM = 47.60% inhibition, respectively). These complexes also
exhibited the best activity at concentrations equal to and higher
than the MIC. The comparison between the intracellular activity of
compound SCARO5 and rifampin (Table 4) showed a higher activity
in the new compound. Additionally, the intracellular activities of
compounds SCAR01-05 are better than those of 26 synthesized
compounds from a combinatorial library of 1,2-ethylenediamines,
and comparable to SQ 109 (4.72 pM = 99% intracellular inhibition),
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Table 3

Anti-MTB activity (MIC), cytotoxicity (ICsp), and selectivity index (SI) of the ruthenium complexes and their free ligands.
Identification Compounds MIC ICso SI

pg/mL uM pg/mL uM 1Cs0/MIC

SCARO1 [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs 0.91 0.95 31.30 32.60 34.20
SCAR02 [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PFs 0.49 0.50 11.70 11.90 23.90
SCARO3 [Ru(pic)(dppb)(Cl-bipy)]PFgs 0.78 0.76 31.30 30.40 40.10
SCAR04 [Ru(pic)(dppb)(phen)]PFg 0.63 0.74 19.50 23 31.20
SCARO5 cis-[Ru(pic)(dppe),]PFs 0.26° 0.22% 3.90 3.35 15.20
SCAR06 cis-[RuCly(dppb)(bipy)] 3.90° 517¢ 78.20 104 20.10
Ligand Hpic > 50° >406 312.50 2538 <6.25
Ligand dppb > 50? >117.20° 625 1465 <12.50
Ligand dppe 6.25% 15.70% 156.30 392.6 25
Ligand phen 2.34 11.80 <9.80 <50 <4.20
Ligand bipy 25° 160.10° <9.80 <63 < 0.40
Ligand Me-bipy 252 135.70° <9.80 < 53.20 < 0.40
Ligand Cl-bipy 25 111.06 19.50 86.63 0.78

@ Data reported previously [9,14].

which is the best compound in this library [27]. On the other hand,
the compound SCARO06 showed low intracellular activity at 1.29 uM
(19.40%), compared to the similar compound SCARO1, with 55.10%
inhibition at a concentration of 0.95 puM (Table 4). This finding
corroborates the previous observation about the importance of the
presence of Hpic in the complex structure, to intensify the anti-
tuberculosis activity.

2.7. In vitro structure—activity—relationship (SAR)

Indeed, although Hpic is the ligand with the lowest activity
among the tested ligands against MTB, its presence in the ruthe-
nium complexes increased both extra and intracellular activities.
For example, the substitution of the two Cl atoms by Hpic in the
cis-[RuCly(dppb)(bipy)] (SCARO06), resulting in [Ru(pic)(dppb)(-
bipy)]PFs (SCARO1), increased the anti-TB activity five times.
Therefore, it is likely that the structures of the complexes are
responsible for the properties of the compounds, and important
for their mechanism of action as tuberculostatics. The structural
changes probably affect the reaction of the complexes with
bacterial DNA, which is the likely target of these drugs. It is known

Table 4

that the interaction with DNA is the basis of the cytostatic effect of
ruthenium compounds [30—32] and this interaction is modulated
by the nature of the ligands present in the complexes. In the
present case, the smaller partial electronic charge on the free
oxygen atom of the pic ligand, in comparison with the charges on
the chlorine atoms of the original compound [33], makes the
former the worst hydrogen bond acceptor. This could be associated
with a higher cytotoxicity [32] and probably the anti-MTB effect
follows the same trend.

In order to preliminary address if interaction with DNA could be
part of the mode of action of the complexes, experiments with CT
DNA were carried out. Binding of SCARO1 to DNA was studied by
combining atomic absorption determinations (for the metal) and
electronic absorption measurements for DNA quantification. The
complex showed a negligible covalent binding level to CT DNA
(nmol Ru/mg DNA base pairs = 0). Interaction with DNA was
further explored through circular dichroism technique, viscosity
measurements and atomic force microscopy (AFM). In Fig. 2, the
circular dichroism spectra of SCARO1 at several ruthenium
complex: DNA molar ratios are shown. After 24 h of incubation at
37 °C, changes in molar ellipticity can be observed for the complex.

Intracellular activity against MTB Erdmann ATCC 35801 with pSMT1 plasmid, of ruthenium compounds and rifampin at various concentrations.

Identification Compounds

Concentrations Range Intracellular inhibitory

activities (%)

pg/mL uM
SCARO1 [Ru(pic)(dppb)(bipy)|PFs 3.64 3.80 77.50
0.91 0.95 55.10
0.23 0.24 48.30
SCAR02 [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PFgs 1.96 2 82.30
0.49 0.50 73.30
0.12 0.13 70.50
SCARO3 [Ru(pic)(dppb)(Cl-bipy)]PFg 3.12 3.04 62.30
0.78 0.76 43.30
0.20 0.19 31.90
SCAR04 [Ru(pic)(dppb)(phen)]PFg 2.52 2.96 78.90
0.63 0.74 75.30
0.16 0.19 65.90
SCARO5 cis-[Ru(pic)(dppe),]PFg 1.04 0.88 85.20
0.26 0.22 80.50
0.07 0.06 47.60
SCAR06 cis-[RuCly(dppb)(bipy)] 15.6 20.70 51.10
3.90 5.17 33.40
0.98 1.29 19.40
RMP Rifampin 0.40 0.49 80.40
0.10 0.12 51.50

0.03 0.04 24
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Fig. 2. Circular Dichroism spectra of plasmid pBR322 DNA and plasmid pBR322 DNA
incubated with the [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs (SCARO1) complex for 24 h, at 37 °C at
molar ratios 0.1, 0.3 and 0.5.

These changes in the wavelength and the ellipticity of free DNA
indicate modifications in the secondary structure of DNA as
a consequence of its interaction with the complexes. Although the
substitution of ligands by N atoms of DNA bases could be
responsible, the most probable hypothesis is that weak interac-
tions occur between the ligands and DNA, through hydrogen
bonds.

The comparison of the AFM images of pBR322 DNA incubated
with SCARO1 (Fig. 3a) and of the free plasmid (Fig. 3b), show typical
modifications in the form of the DNA, namely super coiling, kinks
and compaction. These modifications indicate that SCARO1 inter-
acts with DNA. Additionally, the variation of viscosity with time at
25 °C shows a decrease in the viscosity, which implies that there is
no intercalation of the complex between base pairs of the DNA. All

these results are in agreement with the structure of SCARO1 that
seems not to allow neither covalent binding to DNA bases nor
intercalation between bases.

It is known from the literature, that the KP1019 compound,
a tumour-inhibiting drug with a new mode of action, which
probably involves accumulation in transferrin receptor-(over)
expressing tumour cells via transferrin receptor, subsequent
reduction to Ru" species, reacts with DNA and induction of
apoptosis via intrinsic mitochondrial pathway [34]. Bratsos et al.,
presented some ruthenium complexes containing 1-(2-Picolyl)-
substituted 1,2,3-triazole ligands showing their anticancer prop-
erties probably involving hydrolysis of the chloride ligand and
subsequent reaction with DNA [35]. Furthermore, another recent
study showed the cellular uptake and subcellular distribution
including adduct formation with genomic DNA and uptake into
mitochondria of two ruthenium(Ill)-based drugs in clinical trials,
KP1019 and NAMI-A, indicating that these ruthenium drugs have
distinct differences with respect to cisplatin, especially cisplatin-
resistant cells. In comparison to the sensitive cells, KP1019
exhibits higher cytotoxicity and a slightly changed metabolism of
the drug, whereas NAMI-A treatment results in increased intra-
cellular ruthenium levels and a higher number of ruthenium-DNA
adducts [36]. These data show that in fact the DNA can be a target
for ruthenium complexes but interaction with proteins cannot be
discarded as possible targets for ruthenium and other metal ions
complexes.

The structures of the complexes studied in this work are quite
different to the compounds containing chloride in their coordina-
tion sphere, what cause different interactions with the DNA. In this
case only the complex SCARO6 presents chloride coordinated to the
ruthenium, but it was showed that only one trans to the phos-
phorus atom is dissociated from the metal [37,38].

In a previous study we reported that for the complexes
[Ru''CL4(DMSO)(H-Hypoxanthine)] and [Ru"'Cl4(DMSO)[H-(N6-
butyladenine)] was possible to observe in the AFM images
a strong aggregation in plasmidic DNA forms [39]. No nuclease
activity was observed in any of these tested complexes and the
modifications observed confirm that these complexes do not
destroy the structure of the pBR322 plasmid DNA but they yield
more coiled and/or more associated plasmids. As in that case, in our
present work we can observe aggregation of the forms but in
a lower degree; the complex does not destroy the structure of the
pBR322 plasmid DNA, no nuclease activity is observed. The com-
pacting of the forms, the supercoiled observed, are in good agree-
ment with the modification observed in CD spectrum and viscosity

Fig. 3. (a) AFM image of the plasmid pBR322 DNA incubated with the [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs (SCARO1) complex for 24 h, at 37 °C. (b) AFM image of the free pBR322 DNA.
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measurements, which indicate interaction of the compound with
DNA, probably by electrostatic forces.

3. Conclusions

The synthesis and characterization of four new ruthenium
complexes has been described in this work. Additionally, biological
studies of these four ruthenium complexes and two other ones
together with those of the free ligands were presented. The results
reported here confirm the biological activity of these ruthenium
complexes and raise the possibility of these compounds becoming
new drugs against TB.

4. Experimental section
4.1. Materials for synthesis

Solvents were purified by standard methods. All chemicals used
were of reagent grade or comparable purity. RuCl3-3H0, the
ligands 1,4-bis(diphenylphosphino)butane (dppb), 2,2’-bipyridine
(bipy), 4,4'-dimethyl-2,2’-bipyridine (Me-bipy), 4,4’-dichloro-2,2’-
bipyridine (Cl-bipy), 1-10-phenanthroline (phen) and 2-
pyridinecarboxylic acid (Hpic) were used as received from
Aldrich. The complexes cis-[RuCly(dppb)(N-N)], N-N = bipy, Me-
bipy, Cl-bipy or phen were prepared according to published
procedures [15,22].

4.2. Instrumentation

The infrared spectra were collected from Csl pellets in a Bomem-
Michelson 102 FTIR spectrometer, in the 4000—200 cm™! region.
UV—visible (UV—Vis) spectra were recorded in a HP8452A (diode
array) spectrophotometer. All NMR experiments were performed at
293 K in a Bruker spectrometer, 9.4 T, observing 'H at 400.13, 13C at
100.61 and 3'P{'H} at 161.98 MHz. The NMR spectra were recorded
in CDCls, with TMS ('H and 3C) and 85% H3PO4 (3'P{'H}) as internal
and external references, respectively. The splitting of proton,
carbon and phosphorus resonances, respectively, in the reported
1H, 13C and 3'P{'H} NMR spectra, are defined as d = doublet. Mass
spectra were obtained in a QuattroLC Mass Spectrometer (Micro-
mass, triple-quadrupole, ESI/APCI, UK) equipped with syringe
pump (Phenix 40 pump, CE Instruments, Italy). The mobile phase
used to deliver the sample into the ion source by direct infusion was
dichloromethane (HPLC grade, JT Baker, Mexico) with 0.1% formic
acid (v/v) (JT Baker, Mexico), flowing at 100 pL/min. All analyses
were performed with an Electrospray lonization (ESI) probe in the
positive ion mode. In each analysis, 10 pL of a standard solution
were injected at a concentration of 1 pug/mL. Cyclic voltammetry
experiments were carried out at room temperature in CHyCl,
containing 0.10 M BuyNClO4 (TBAP) (Fluka Purum), with a Bio-
analytical Systems Inc. BAS-100B/W electrochemical analyzer. The
working and auxiliary electrodes were stationary Pt foils; a Luggin
capillary probe was used and the reference electrode was Ag/AgCl.
Under these conditions, ferrocene is oxidized at 0.43 V (Fc*/Fc). C, H
and N contents were determined in the Microanalytical Laboratory
of Universidade Federal de Sdo Carlos, Sdo Carlos (SP), with an EA
1108 Fisions Instruments CHNS microanalyser.

Complexes were tested for their DNA interaction ability using
native calf thymus DNA (CT DNA) (Type I) by a modification of
a previously reported procedure [40,41]. CT DNA (50 mg) was dis-
solved in water (30 mL) (overnight). Solutions of the complexes in
DMSO (spectroscopy grade) (1 mL, 10~ M) were incubated at 37 °C
with solution of CT DNA (1 mL) during 96 h. DNA/complexes
mixtures were exhaustively washed to eliminate the un-reacted
complex. Quantification of bound metal was done by atomic

Table 5

Crystallographic data and refinement details for [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs-2H,0

(SCARO1).

Empirical formula
Formula weight

C44H40N302P2RUPF6 . 2H20
986.80

Temperature (K) 293(2)

Crystal system Triclinic

Space group P-1

Unit cell dimensions

a(A) 9.8971(6)

b (A) 10.4187(5)

c(A) 21.9290(10)

a(®) 99.985(3)

8 (%) 100.073(4)

v (®) 95.853(3)

Volume (A%) 2172.12(19)

Z 2

Density (calculated) (g cm—3) 1.509

Absorption coefficient (mm™") 0.543

F(000) 1008

Crystal size (mm?) 0.27 x 0.25 x 0.20

0 range for data collection (°) 3.00—25.51

Limiting indices —-11<h<11
-12<k<12
-26<1<26

Reflections collected 11900

Independent reflections (Rint) 7468 (0.0830)

Data/restraints/parameters 7468/0/560

Goodness-of-fit on F? 1.004

Ry = 0.0729, wR, = 0.1739
R; = 0.1208, R, = 0.2359
1.298 and —1.807

Final R indices [I > 2o(I)]
R indices (all data)
Peak and hole/e A—3

absorption spectroscopy on a Perkin Elmer 5000 spectrometer.
Standards were prepared by diluting a metal standard solution for
atomic absorption spectroscopy. Final DNA concentration per
nucleotide was determined by UV absorption spectroscopy using
molar absorption coefficient of 6000 M~! cm~! at 260 nm. The
reported values are mean of three determinations. For the circular
dichroism measurements, the SCARO1 complex was dissolved in an
aqueous solution (prepared with Milli-Q water) of 4% DMSO (2 mg
compound/5 mL). The stock solutions were freshly prepared before
use. The samples were prepared by the addition of aliquots of these
stock solutions to the appropriate volume of CT DNA in a TE buffer
solution (50 mM NacCl, 10 mM tris-(hydroxymethyl)aminomethane
hydrochloride (Tris—HCl), 0.1 mM Hgedta, pH 7.4) (5 mL). The
amount of complex added to the DNA solution was expressed as the
input molar ratio of Ru to nucleotide, calculated by formula (1)

i = M.Mpy.Am/CMr.V (1)

where m = mass of the compound (g); Mp,q = mean nuclear
mass per nucleotide (330 g/mol); Am = number of the metal atoms;
C = concentration of DNA (g/mL); Mr = molar mass of the
compound (g/mol); V = total volume of the sample (5 mL). A
solution of free native DNA in TE was used as a blank. The CD
spectra of DNA, in the presence and absence of complex (DNA
concentration 20 mg/mL, molar ratios r; = 0.10, 0.30, 0.50), were
recorded at room temperature, after 24 h incubation at 37 °C, on
a JASCO J-720 spectropolarimeter with a 450 W xenon lamp;
a computer was used for spectral subtraction and noise reduction.
Spectra for each sample were scanned twice, from 220 to 330 nm.
The plotted CD spectra are the average of three independent scans.
The data are expressed as average residue molecular ellipticity (8)
in degrees cm? dmol ™. Viscosity experiments were carried out in
an AND-SV-1 viscometer in a water bath with a water jacket, to
maintain the temperature at 25 °C. A range of 200—370 pL of 5 mM
solutions of the compound were added to 2 mL of 100 mM CT DNA
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solution. The flow time was measured by a digital stop watch. For
the Atomic Force Microscopy (TMAFM) experiment, plasmid
pBR322 DNA was heated at 60 °C for 10 min to obtain the Open
Circular form (OC form). Stock solution was 1 mg/mL in a buffer
solution of HEPES (4 mM Hepes, pH 7.4/2 mM MgCl,). Each sample
contained 1 pL of pBR322 DNA at a concentration of 0.25 ug/pL, for
a final volume of 40 pL. The amount of compound added is also
expressed as r;. AFM samples were prepared by placing a 3 pL drop
of test solution onto freshly cleaved Muscovite green mica disks as
the support. The drop was allowed to stand undisturbed for 3 min
to favour the adsorbate—substrate interaction. Each DNA-laden disk
was rinsed with Milli-Q water and blown dry with clean
compressed argon gas directed normal to the disk surface. Samples
were stored over silica gel prior to AFM imaging. All AFM obser-
vations were made with a Nanoscope Il Multimode AFM (Digital
Instruments, Santa Barbara, CA). Nano-crystal Si cantilevers of
length 125 nm, with an average spring constant of 50 N/m, termi-
nated with conical-shaped Si probe tips of apical radius 10 nm and
cone angle 35° were utilized. High-resolution topographic AFM
images were recorded in intermittent contact mode, at 1—3 Hz, in
air at room temperature (relative humidity <40%), on various
specimen areas of 2 x 2 pum.

4.3. X-ray crystallography

Orange [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs-2H20 (SCAR 01) crystals were
grown by slow evaporation of a dichloromethane/n-hexane solu-
tion. The crystal was mounted on an Enraf-Nonius Kappa-CCD
diffractometer with graphite-monochromated Mo-Ka.
(A = 0.71073 A) radiation. The final unit—cell parameters were
based on all reflections. Data collections were made with the
COLLECT program [42]; integration and scaling of the reflections
were performed with the HKL DENZO-SCALEPACK system of
programs [43]. A semi-empirical (from equivalents) absorption
correction was applied [43]. The structure was solved by direct
methods with SHELXS-97 [44]. The model was refined by full-
matrix least squares on F? by means of SHELXL-97 [45]. All
hydrogen atoms were stereochemically positioned and refined
with a riding model. The ORTEP view of SCAR 01 is shown in Fig. 1
and was prepared with ORTEP-3 for Windows [46]. Hydrogen
atoms on the aromatic rings were refined isotropically, each with
a thermal parameter 20% greater than the equivalent isotropic
displacement parameter of the atom to which it is bonded. The data
collections and experimental details are summarized in Table 5. The
determined bond lengths and angles are not sufficiently accurate
for meaningful discussion; however, useful information may still be
gleaned from the diffraction study with respect the coordination
sphere of the metal.

4.4. Synthesis

The [Ru(pic)(dppb)(N-N)]PFs complexes (N-N = bipy, Me-bipy,
Cl-bipy or phen) were prepared by allowing 50 mg (ca. 0.07 mmol)
of the corresponding precursor cis-[RuCl,(dppb)(N-N)] dissolved in
25 mL of methanol to react with excess 2-pyridinecarboxylic acid
ligand (0.20 mmol; =24.6 mg) and 0.10 mmol (16.2 mg) of NH4PFg
under Ar atmosphere for 24 h. The final red solutions were concen-
trated to ca. 3 mL and water was added to precipitate an orange solid,
which was filtered off, washed well with water (3 x 5 mL) and diethyl
ether (3 x 5 mL) and dried in vacuo.

4.5. [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs (SCARO1) yield

47 mg (75%). Anal. Calcd for C44H40FgN30,P3Ru: exptl (calc) C,
55.12 (55.58); H, 4.74 (4.24); N, 4.46 (4.42). 3'P{'H} NMR: 6(ppm)

39.5 (d); 37.8 (d), YJpp = 33.5 Hz. UV—Vis (CH,Cly, 107> M): A/nm
(e/M~' em™!) 259sh (2.20 x 10%), 290 (2.58 x 10%), 301sh
(222 x 10%), 350sh (640 x 10%), 422 (3.90 x 10%), 490sh
(1.60 X 103). ESI (m/z+): 806 [C44H40N302P2RU]+.

4.6. [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PFs (SCARO2) yield

54 mg (70%). Anal. Calcd for C46H44FgN302P3Ru: exptl (calc) C,
56.25 (56.44); H, 4.50 (4.53); N, 4.23 (4.29). *'P{'H} NMR: 6(ppm)
39.1 (d); 37.2 (d), ¥Jpp = 33.5 Hz. UV—Vis (CH,Clp, 10~ M): A/nm
(e/M~1 cm™!) 260sh (1.87 x 10%), 288 (220 x 10%), 300sh
(1.88 x 10%), 352sh (5.90 x 10%), 416 (3.90 x 10%), 480sh
(1.30 X 103). ESI (m/z+): 834 [C45H44N302P2Ru]+.

4.7. [Ru(pic)(dppb)(Cl-bipy)|PFs (SCARO3) yield

61 mg (80%). Anal. Calcd for C44H33FgN30,P3RuCly: exptl (calc) C,
51.73 (51.83); H, 4.17 (3.76); N, 4.21 (4.12). 3'P{'H} NMR: 6(ppm)
38.5 (d); 36.8 (d), %Jp-p = 33.5 Hz. UV—Vis (CH,Cl,, 107> M): A/nm
(e/M~1 ecm™!) 259sh (2.33 x 10%), 294 (236 x 10%), 337sh
(9.60 x 10%), 453 (4.50 x 10%), 515sh (1.70 x 103). ESI (m/z"): 874
[Ca4H33N30,P,RuChL ]

4.8. [Ru(pic)(dppb)(phen)|PFs (SCARO4) yield

56 mg (74%). Anal. Calcd for C46H40FsN30,P3Ru: exptl (calc) C,
57.00 (56.68); H, 4.57 (4.14); N, 4.56 (4.31). 3'P{'H} NMR: é(ppm)
40.2 (d); 38.0 (d), ¥Jp_p = 33.6 Hz. UV—Vis (CH,Clp, 107> M): A/nm
(e/M~ 1 em™1) 234 (6.99 x 10%), 290 (2.91 x 10%), 300 (2.88 x 10%),
408 (4.06 x 10%). ESI (m/z*): 830 [C4H4oN302P2Ru]*.

4.9. Anti-M. tuberculosis activity assay

The anti-MTB activity of the compounds was determined by the
Resazurin Microtiter Assay (REMA) [47]. Stock solutions of the test
compounds were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) and
diluted in Middlebrook 7H9 broth (Difco), supplemented with oleic
acid, albumin, dextrose and catalase (OADC enrichment - BBL/
Becton Dickinson, Sparks, MD, USA), to obtain final drug concen-
tration ranges from 0.15 to 250 pg/mL. The serial dilutions were
realized in a Precision XS Microplate Sample Processor (Biotek™).
The isoniazid was dissolved in distilled water, as recommended by
the manufacturer (Difco laboratories, Detroit, MI, USA), and used as
a standard drug. MTB Hs7Rv ATCC 27294 was grown for 7—10 days
in Middlebrook 7H9 broth supplemented with OADC, plus 0.05%
Tween 80 to avoid clumps. Cultures were centrifuged for 15 min at
3150x g, washed twice, and resuspended in phosphate-buffered
saline and aliquots were frozen at —80 °C. After 2 days, an aliquot
was thawed to determine the viability and the Colony-Forming Unit
(CFU) after freezing. MTB Hs7Rv (ATCC 27294) was thawed and
added to the test compounds, yielding a final testing volume of
200 pL with 2 x 10* CFU/mL. Microplates with serial dilutions of
each compound were incubated for 7 days at 37 °C, after resazurin
was added to test viability. Wells that turned from blue to pink,
with the development of fluorescence, indicated growth of bacte-
rial cells, while maintenance of the blue colour indicated bacterial
inhibition [25,47]. The fluorescence was read (530 nm excitation
filter and 590 nm emission filter) in a SPECTRAfluor Plus (Tecan®)
microfluorimeter. The MIC was defined as the lowest concentration
resulting in 90% inhibition of growth of MTB [25]. As a standard
test, the MIC of isoniazid was determined on each microplate. The
acceptable range of isoniazid MIC is from 0.015 to 0.06 pg/mL
[25,47]. Each test was set up in triplicate.
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4.10. Cytotoxicity assay

In vitro cytotoxicity assays (ICsg) were performed on the J774A.1
(ATCC TIB-67) mouse cell line, as recommended by Pavan et al. [3]
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 pg/mL streptomycin), at
37 °C, in a humidified 5% CO, atmosphere. After reaching conflu-
ence, the cells were detached and counted. For the cytotoxicity
assay, 1 x 10° cells/mL were seeded in 200 pL of complete medium
in 96-well plates (NUNC™). The plates were incubated at 37 °C
under a 5% CO, 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 pug/mL. Cells
were exposed to the compounds at various concentrations for 24 h.
Resazurin solution was then added to the cell cultures and incu-
bated for 6 h. Cell respiration, as an indicator of cell viability, was
detected by reduction of resazurin to resorufin, whose pink colour
and fluorescence indicates cell viability. A persistent blue colour of
resazurin is a sign of cell death [25,47]. The fluorescence
measurements (530 nm excitation filter and 590 nm emission
filter) were performed in a SPECTRAfluor Plus (Tecan) micro-
fluorimeter. The ICsp value was defined as the highest drug
concentration at which 50% of the cells are viable relative to the
control [3]. Each test was set up in triplicate.

4.11. Selectivity index

The selectivity index (SI) was calculated by dividing ICsq for the
mouse cells by the MIC for the pathogen; if the SI is >10, the
compound is then investigated further [29].

4.12. In vitro infection model

The intracellular anti-MTB activity of the compounds was
determined by in vitro infection model, as suggested by Snewin
et al. [48] MTB Erdmann (ATCC 35801) containing the Luciferase
Plasmid (pSMT1) [49] was cultured in Middlebrook 7H9 broth
supplemented with OADC and hygromycin (50 pg/mL). The
suspension was then seeded on Middlebrook 7H10 (solid medium),
supplemented with OADC, for CFU/mL counts. The luminescence
(RLU - Relative Luminescence Units) of the suspension was read in
a SPECTRAfluor Plus (TECAN), after adding the substrates, namely,
0.1 ml of 1% n-decyl aldehyde (Sigma) in ethanol [50], and
compared with the CFU/mL. The comparison between RLU/mL and
CFU/mL was carried out three times (at 0, 3 and 7 days) (Fig. 4). The
J774A.1 (ATCC TIB-67) murine macrophage-like cell line was
routinely maintained in RPMI-1640 complete medium (see cyto-
toxicity assay), at 37 °C and 5% CO,. After reaching confluence, the
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Fig. 4. Growth of MTB Erdmann (ATCC 35801) in 7 days and the comparison between
CFU/mL and RLU/mL.

cells were detached and counted. For the intracellular anti-MTB
activity, 5 x 10° cells/mL were seeded in a 24-well plate (NUNC™)
(1 mL per well) at 37 °C and 5% CO,, for 24 h. The plates were
incubated at 37 °C under a 5% CO, atmosphere for 24 h to allow cell
adhesion prior to drug testing. Bacterial suspensions were washed
three times in phosphate-buffered saline (PBS) by centrifuging at
2200x g for 10 min and resuspended in RPMI-1640 complete
medium. Cells were infected by incubation with 1-5 bacteria per
cell for 1 h at 37 °C and then washed three times with Hanks
balanced salt solution (GIBCO BRL). The total number of cell-
associated mycobacteria was initially determined, as follows.
J774A.1 cells were lysed by the addition of 1 mL of sterile distilled
water containing 0.1% Triton X-100 per well. The bacteria that were
internalized in macrophages showed luminescence, confirming the
infection. The complexes were diluted in RPMI-1640 complete
medium at the following concentrations: MIC value, 4 times higher
and 4 times lower than MIC (1 mL per well at each concentration).
Our previous studies showed that incubation for 3 days is an
optimal period. Thus, the plates were incubated for 3 days at 37 °C
and 5% CO, and then washed and lysed. The RLU was determined
and the percent inhibition by each compound at each concentration
was calculated, based on the positive control test. As a standard
test, the intracellular inhibition by rifampin was determined
(Table 4). Each test was set up in triplicate.
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Appendix. Supplementary Material

Crystallographic data for the structural analysis for the complex
[Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs-2H,0 (SCAR 01) discussed here have
been deposited at the Cambridge Crystallographic Data Centre, 12
Union Road, Cambridge, CB2 1EZ, UK and is available on request
quoting the deposition number CCDC 817301. These supplementary
data can be obtained free of charge via http://www.ccdc.cam.ac.uk/
conts/retrieving.html.
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1. Introduction

We determined the susceptibility profile of 80 Mycobacterium tuberculosis (MTB) clinical isolates from
Brazil against isoniazid (INH) and rifampicin (RIF) drugs by two phenotypic methods (Resazurin
Microtiter Assay - REMA and BACTEC™ MGIT™ Mycobacterial Detection System). DNA polymorphisms
were also determined by PCR-SSCP in isolates resistant to INH and RIF. BACTEC™ MGIT™ 960 detected
22 susceptible isolates to INH and RIF, 48 MDR isolates (resistant at least to INH and RIF) and nine mono-
resistant isolates (eight to INH and one to RIF). REMA performance was determined by Receiver
Operating Characteristic curve, whose assay was validated utilizing as reference the BACTEC™ MGIT™
960 system. ROC curve showed cut-off values of 0.0625 pwg/mL and 0.125 pg/mL, for INH and RIF,
respectively. REMA-INH demonstrated sensitivity and specificity of 100% while REMA-RIF showed
sensitivity of 97.2% and specificity of 100%. PCR-SSCP detected DNA polymorphisms in 87.5% and 75.5%
of isolates classified as INH-resistant and RIF-resistant, respectively. One discordant sample found to RIF
(resistant by BACTEC™ MGIT™ 960 and susceptible by REMA) showed no mutation by PCR-SSCP. In
conclusion, our studies demonstrated that the combination of phenotypic method REMA, which allowed
rapid detection of MDR-MTB with higher levels of sensitivity and specificity, with the genotypic method
PCR-SSCP, which demonstrated high accuracy in the search of polymorphisms in the resistance genes,
proved to be a useful strategy to study MDR-MTB clinical isolates from national reference center located
in Sdo Paulo city.

© 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

treatment are the most effective strategies to control the spread of
MDR-TB [4].

Tuberculosis (TB) is an old disease, caused by Mycobacterium
tuberculosis (MTB), affecting the human population with estima-
tive of 9.8 million of new cases in 2011 [1]. Moreover, the
emergence of multidrug-resistant strains (MDR) turned this
disease into one of the biggest challenge to medicine. MDR-TB
is defined as resistance at least to both drugs isoniazid (INH) and
rifampicin (RIF) [1]. In Brazil, the emergence of MDR strains is due
to irregular, inappropriate or abandon of treatment [2]. In this
context, a fast detection of MDR strains is crucial and urgent for the
TB control program [3]. The identification of MDR-MTB strains by
drugs susceptibility tests (DST) determination and appropriate
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E-mail address: marcelo_miyatabr@yahoo.com.br (M. Miyata).

0753-3322/$ - see front matter © 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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A phenotypic DST widely utilized in developed countries is the
BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacterial Detection System [5,6],
which is used following fixed concentrations of 0.1 pg/mL and
1.0 pg/mL for INH and RMP, respectively [7]. These values
represent the critical concentration separating susceptible and
resistant strains. REsazurin Microtiter Assay (REMA) is another
phenotypic test, which is considered to be rapid, simple and
inexpensive [8]. REMA is a quantitative test based on minimal
inhibitory concentration (MIC) of drug [9] and has been largely
used in research [10,11] and can become an important tool for the
identification of MDR-MTB strains, mainly in developing countries.
However, to perform the REMA it is necessary to establish a cut-off
value for each drug, which represents the critical concentration,
separating susceptible and resistant strains. The correct determi-
nation of the critical concentration value is crucial to determine



M. Miyata et al./Biomedicine & Pharmacotherapy 65 (2011) 456-459 457

which treatment the patient will undergo, because if a resistant
strain is classified as susceptible, the patient will suffer and the
strain may propagate to health people. On the other hand, if a
susceptible strain is considered resistant, the patient will be
treated with more toxic and expensive drugs, burdening the health
system [12].

Genotypic methods for detecting mutations in specific genes
related with resistance to some drugs have been proposed [13]. An
easy and fast test to be performed is the PCR-Single Strand
Conformation Polymorphism (PCR-SSCP) [14], which consists of
detecting the polymorphism generated by the mutation involved
in the resistance to individual drugs by analysis of single DNA
strand [15].

The goal of this study was to determine a rapid and efficient
strategy through of a combination between the phenotypic
method REMA and the genotypic method PCR-SSCP for INH and
RIF drugs in 80 MTB clinical isolates from Sdo Paulo city, Brazil.

2. Material and methods
2.1. Clinical isolates

INH (Sigma-Aldrich™, Steinheim, Germany) and RIF (Sigma-
Aldrich™, Steinheim, Germany) drugs were tested against 80 MTB
clinical isolates and MTB Hs;Rv strain (ATCC 27294). The clinical
isolates were obtained from TB patients at Clemente Ferreira
Institute, a national reference center in the TB treatment, located in
Sdo Paulo city, Sdo Paulo State, Brazil, between 2007 and 2009. The
MTB strains were grown on Lowenstein-Jensen medium and the
identification was confirmed by the PCR-IS6110 molecular
technique [16].

2.2. Drug susceptibility testing

The phenotypic assays were performed using BACTEC™
MGIT™ 960 Mycobacterial Detection System and REMA. The
BACTEC MGIT™ 960 system was performed [7] according to
manufacturer. REMA was carried out [8] using standardized
bacterial inoculum, 96-well plate (Nunc™ Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, MA) and resazurin (Sigma-Aldrich™, Steinheim,
Germany) as developing agent of bacterial viability and growth.
The ranges of the final drug concentration were as follows (in g/
mL): INH, 0.031-1.0; RIF, 0.062-2.0. Each test was carried out in
triplicate. MIC was defined as the lowest concentration that
inhibited 90% of MTB growth [8]. As a standard test, MTB H3;Rv
(ATCC 27294) was used and isoniazid MIC was determined on each
microplate test. The acceptable range of INH was from 0.015 to
0.06 pg/mL [8,17]. The tentative breakpoint concentration using
the MedCalc Software (Mariakerke, Belgium) based on Receiver
Operating Characteristic (ROC) curve concept was performed
through comparative analysis between BACTEC™ MGIT™ 960
system data (reference) and REMA data. REMA accuracy was
evaluated based on the area under the curve (AUC): 1-0.9 = excel-
lent; 0.9-0.8 =good; 0.8-0.7 = moderate; 0.7-0.6 and 0.6-
0.5 = weak = fail [18].

2.3. PCR-SSCP

Mutations screening was performed by PCR-SSCP [14]. First, DNA
of clinical isolates was extracted according to the one-time
thermolysis protocol [19] and purified [20]. The chosen genes for
PCR-SSCP were: inhA (promoter region), katG (codon 315), oxyR-
ahpC (intergenic region) for INH resistance [21] and RIF resistance-
determining region (RRDR) of the rpof3 gene for RIF resistance [22].
For rpof3 gene, two pairs of primers were utilized to obtain amplified

Table 1
Primers used for PCR-SSCP.
Gene Accession Primer Primer sequence (5 to 3') Product
number size
inhA inhA-1F GCTGAGTCACACCGACAAACG 190 pb
BX842576.1 inhA-2R CCAGGACTGAACGGGATACGA
katG katG-315F AGAGCTCGTATGGCACCGGA 150 pb
X68081.1 katG-315R CCAGCAGGGCTCTTCGTCAG
ahpC RC1F-ahpC CTTGCGGCACTGCTGAACCAC 300 pb
BX842579.1 RC2R-ahpC ACAGGTCACCGCCGATGAGAG
rpof3 rpoB-F1 GTCGGCGAGCTGATCCAAAAC 209 pb
BX842574.1
rpoB-R1 GACAGTCGGCGCTTGTGG
rpoB-F2 ACAAGCGCCGACTGTCGG 197 pb
rpoB-R2 GGTACGGCGTTTCGATGAACC

products up to 300 bp according to manufacturer (Table 1). The
amplified products by PCR were denatured (94 °C for eight minutes
in a solution containing 95% formamide, 20 mM EDTA, 0.005%
xylenocianol and 0.005% bromophenol blue), keptinice and 5 L of
denatured products were loaded onto using polyacrylamide gel
GeneGel Excel 12.5/24 (GE Healthcare) and electrophoresed in a
GenePhor™ system (GE Healthcare formerly Amersham Pharmacia
Biotech).

After electrophoresis, the gels were prepared with 0.5% acetic
acid and 10% ethanol solutions, impregnated with 0.17% silver
solution and the DNA was precipitated with 37% formaldehyde in a
3% NaOH solution. The different patterns of SSCP in comparison to
the SSCP pattern of MTB Hs;Rv (control strain) indicated the
presence of mutations in the specific genes analyzed.

3. Results

BACTEC™ MGIT™ 960 system analysis detected the presence
of one susceptible isolate to INH, nine susceptible isolates to RIF, 22
susceptible isolates to both drugs, 48 MDR isolates (resistant at
least to INH and RIF) and nine mono-resistant isolates (eight
resistant only to INH and one resistant only to RIF). MIC values
determined through REMA classified the 80 MTB clinical isolates as
susceptible/resistant according to susceptibility profile after
obtaining cut-off value for drugs tested. We found 63 resistant
isolates, AUC value of 1.0, sensitivity and specificity of 100% and a
cut-off value of 0.0625 wg/mL to INH (Fig. 1) and 41 resistant
isolates, AUC of 1.0, sensitivity of 97.2%, specificity of 100% and a
cut-off value of 0.125 pg/mL to RIF (Fig. 2). One discordant sample
was found to RIF (susceptible by REMA and resistant by BACTEC™
MGIT™ 960).

Based on a sub-classification [8], the INH-resistant pheno-
typically isolates were classified in 53 (84.1%) isolates of high
(MIC > 1 pg/mL) and 10 (15.9%) isolates of low (MIC from 0.5
to <1 pg/mL) resistance and the RIF-resistant phenotypically
isolates were classified in 30 (73.1%) isolates of high
(MIC > 2 pg/mL) and 11 (26.9%) isolates of low (MIC from 0.5
to < 2 wg/mL) resistance (Table 2).

PCR-SSCP patterns analysis in the INH-resistant isolates by
REMA, demonstrated that among isolates classified as INH high-
resistant, polymorphisms were detected in 43 (81.1%) isolates,
where 10 (23.2%) isolates presented a polymorphism in the inhA,
28 (65.1%) isolates in the katG, one (2.3%) isolate in the oxyR-ahpC
and 3 (7%) isolates in the katG + oxyR-ahpC (Table 2). In the total of
isolates classified as INH low-resistant, 2 (20%) isolates showed
polymorphism in the inhA, one (10%) isolate in the oxyR-ahpC and
one (10%) in the inhA + katG. The same analysis in the RIF-resistant
isolates by REMA, demonstrated that 18 (60%) isolates classified as
RIF high-resistant presented polymorphisms and 6 (54.5%) isolates
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Fig. 1. ROC curve analysis of INH.

Fig. 2. ROC curve analysis of RIF.

classified as RIF low-resistant presented polymorphisms for the
RRDR. Isolate with discordant results for DST to RIF by REMA
(susceptible) and BACTEC (resistant) showed no mutation by PCR-
SSCP analysis of RRDR.

4. Discussion

The evaluation of the MTB clinical isolates from Clemente
Ferreira Institute indicated a high incidence of MDR isolates in this
study. As a consequence of high human population in Sdo Paulo
city, with TB incidence of 38.4/100,000 inhabitants in the year
2008 [23], the efficient control of TB remains a major problem.
Although our study have shown a small number of clinical isolates
in comparison to the number of TB cases at Sdo Paulo city, our data

revealed the main feature of Clemente Ferreira Institute, assist
patients with difficulty in the TB treatment [2].

According to ROC curve, a strain is considered susceptible if the
MIC value is equal to or less than cut-off value [24]. ROC curve
analysis for INH showed a cut-off value 0of 0.0625 pg/mL and REMA
sensitivity and specificity of 100% when compared with BACTEC™
MGIT™ 960 system. The same analysis for RIF showed a cut-off
value of 0.125 pg/mL and sensitivity of 97.2% and specificity of
100%. Another study reported cut-off value of 0.25 wg/mL,
specificity ranging from 94.4% to 100% and sensitivity ranging
from 91.7 to 100% for INH and cut-off value of 0.5 pg/mL,
sensitivity of 100% and specificity ranging from 93.3 to 100% for RIF
and verified performance of 96% of sensitivity and specificity for
both drugs [25]. Our cut-off values were lower in comparison to
other studies [26,27] and different results of sensitivity and
specificity performed by REMA are found in the literature [26-28],
mainly due to bacterial populations with different sources,
susceptibility profile and proportion of resistant isolates, resulting
in cut-off values divergent for each study. Isolates could be
considered resistant to INH or RIF if they present MIC greater or
equal to 0.5 pg/mL, with the possibility to find isolates with
borderline MICs, which could be considered partially resistant
strains [18]. In our study, however, from 80 clinical isolates, the
MIC value of 0.5 pg/mL was found only in five isolates for INH and
also one strain for RIF, indicating that for these two drugs, this
feature is not frequent phenomenon.

The usefulness of PCR-SSCP method has been demonstrated in
detection of mutations associated to INH and RIF resistance
[21,29,30]. Among the INH-resistant isolates, the most frequent
polymorphism was located in the katG gene, corroborating other
studies [21,31]. In addition, all isolates with polymorphism were
INH high-resistant (MIC > 1 pg/mL), confirming that mutations in
the katG gene are associated with high level of INH resistance [31].
For mutations in the inhA promoter, our isolates presented MIC
ranging from 1 pg/mL to more than 1 pwg/mL, whereby most of the
isolates demonstrate a MIC value greater than 1 ug/mL. Our
analysis of the mutations in the oxyR-ahpC intergenic region,
showed that the isolates with polymorphisms presented INH low
resistance (MIC values of 0.5 ug/mL), but the isolates with
mutations simultaneous in this region together with katG gene,
presented increased values of MIC (> 1 ug/mL), according to
literature [31], due to compensatory activity of AhpC protein,
resulting in their overexpression [32].

The polymorphism frequency found in this work for RRDR is
close of those found by other authors [29,33-35]. Polymorphisms
were found within isolates showing both high and low resistance
to RIF, although most of the isolates displayed high resistance. The
absence of DNA polymorphisms in the genes chosen (inhA, katG
and oxyR-ahpC) among INH-resistant isolates is probably due to
mutations of other cromossomic sequences or other resistance
mechanisms. A small percentage of INH resistant strains present
mutations in other genes, including the ndh gene encoding for
NADH dehydrogenase. The authors found two isolates with ndh
locus mutations and other two isolates without any mutations
with INH resistance-associated loci in 23 INH-resistant isolates,
suggesting the existence of additional INH-resistance mechanisms

Table 2
DST, MIC and SSCP results of clinical isolates resistant to INH or RIF drugs.
Phenotypic method (REMA) Genotypic method (PCR-SSCP) Total
Drug MIC range (pg/mL) Number of resistant isolates inhA oxyR-ahpC katG oxyR-ahpC + katG inhA+katG rpof3
INH 05to 1 10/63 (15.9%) 2 1 - - 1 4/10 (40%)
>1 53/63 (84.1%) 10 1 28 3 1 43/53 (81.1%)
RIF 0.5 to 2 11/41 (26.9%) 6 6/11 (54.5%)
>2 30/41 (73.1%) 18 18/30 (60%)
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[36]. For RIF, approximately 96% of all resistant strains have been
shown to harbor mutations in the rpof3 gene within the RRDR [14].
Therefore, the absence of polymorphisms found in the RIF-
resistant isolates may be explained by the fact that only a portion
of the rpof3 gene was analyzed, with a possibility that the mutation
responsible for the resistance can be located in other regions of the
same gene [34]. However, mutations in the rpo[3 outside the RRDR
that confer resistance have also been reported, but in a low
frequency lower than 2% [37].

5. Conclusion

This study allowed demonstrating that the combination
between the phenotypic method REMA, that was applied
successfully in evaluating susceptibility profiles and the genotypic
method PCR-SSCP, a useful molecular tool in the detection of
polymorphisms, can be a rapid and efficient strategy to study MTB
clinical isolates at Clemente Ferreira Institute.
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The synthesis, characterization and the anti-Mycobacterium tuberculosis (MTB) activities of three
ruthenium complexes containing the 2-pyridinecarboxylic acid anion (picolinate), with formulae cis-
[Ru(pic)(dppm),|PFg (1), cis- [Ru(pic)(dppe)2]PFs (2) and [Ru(pic)(PPhs),] (3) [pic = 2-pyridinecarbox-
ylate; dppm = bis(diphenylphosphino)methane; dppe = 1,2-bis(diphenylphosphino)ethane; PPhs = tri-
phenylphosphine] are reported in this article. The complexes were characterized by elemental analysis,

spectroscopic and electrochemical techniques. Their in vitro antimycobacterial activity was determinated
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treatment of TB.

as the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for MTB cell growth, measured by the REMA method.
The best MICs were found for complexes (1) and (2), with values of 0.78 and 0.26 pg/mL, respectively.
The results are comparable to or better than “first line” or “second line” drugs commonly used in the

© 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

The bacterium Mycobacterium tuberculosis (MTB), agent of
tuberculosis, is responsible for the death of around 2-3 million
people annually and a global economic toll of ~$12 billion each
year [1]. The rise of multidrug resistance (MDR) in MTB has
complicated and prolonged the treatment [2]. No new drugs have
been developed specifically against mycobacteria since the 1960s
[3] and only within the last few years some promising drug
candidates have emerged [4,5]. Thus, there is a great need to
develop new therapeutic agents to treat tuberculosis, so as to
reduce the total duration of treatment and to provide more effec-
tive treatment against MDR TB and latent tuberculosis infection [6].

There is much evidence that complexes of metals such as
silver, copper and iron are effective antitubercular agents [7-10].
Very recently we reported the anti-TB activity of some thio-
semicarbazones and their vanadium complexes [11]. Also from our

* Corresponding authors. Tel.: +55 (16) 33016953.
** Corresponding author. Tel.: +55 (16)33518285.
E-mail addresses: pavanfer@yahoo.com.br (FR. Pavan), daab@ufscar.br (A.A.
Batista), leitecqf@fcfar.unesp.br (C.Q.F. Leite).

0223-5234/$ - see front matter © 2009 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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group some ruthenium (II) phosphine/diimine complexes with
formulae [Ru(SpymMe;)(dppb)(N-N)]PFg, SpymMe; = 4,6-dimethyl-
2-mercaptopyrimidine; dppb = 1,4 bis(diphenylphosphino)butane;
N-N = bipy (2,2’-bipyridine) or Me-bipy (4,4'-dimethyl-2,2’-bipyr-
idine), were obtained, that show promising activity against M.
tuberculosis [12]. Interestingly, in these ruthenium complexes the free
ligands (SpymMey, dppb, bipy and Me-bipy) were at least 150 times
less active than the complexes, suggesting a synergistic rise in
activity. This contrasts with some copper (II) and nickel (II) complexes
of isonicotinoyl hydrazones, in which the free organic molecules
are more potent against M. tuberculosis than the complexes [13].
Other authors reported the evaluation of ruthenium (II) complexes,
such as cis-[Ru(N-N)y(L)]**, N-N=bipy or 1,10-phenanthroline;
L = picolinate (pic) or hydroxycoumarin, among others, against
a series of bacteria, for example, Vibrio cholerae 865 and Staphylo-
coccus aureus. Some of the complexes show a moderate activity, but
the pic derivative fails against the six tested organisms [14]. Ranft
et al.,, (2008) obtained a non organometallic complex derived from
picolinic acid (picolinic acid N1- 6-(3-chloropyridazinyl)) ami-
drazone active against M. tuberculosis, with MIC value of 16 pg/mL
[15]. Recently, it was demonstrated that picolinic acid also reduces
intramacrophage growth of the Mycobacterium avium complex [16].
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This paper describes the synthesis and characterization of two
new ruthenium complexes containing phosphines dppm or dppe
[where dppm = bis(diphenylphosphino)methane, and dppe = 1,2-
bis(diphenylphosphino)ethane] and the picolinate anion (pic) as
ligands, with formulae cis-[Ru(pic)(dppm);]PFs (1) and cis-
[Ru(pic)(dppe),|PFs (2). Additionally, the in vitro antimycobacterial
activity of those complexes, and of the complex [Ru(pic)2(PPhs),]
and of the free ligands dppm, dppe, PPh; and Hpic (picolinic acid)
against M. tuberculosis are presented and discussed.

2. Results and discussion
2.1. Synthesis of the complexes

The simple reaction of picolinic acid (Hpic) with ruthenium (II)
diphosphine precursor complexes containing two chloride atoms
cis-[RuCly(dppm),], cis-[RuCly(dppe), ] or [RuCly(PPhs);], resulted in
the novel complexes cis-[Ru(pic)(dppm)2]PFg (1), cis-[Ru(pic)(dp-
pe)2]PFg (2) and [Ru(pic),(PPhs);] (3), by simple chloride exchange
(see Fig.1). The reaction conditions, with methanol as solvent, led to
deprotonation of the Hpic ligand, generating the picolinate anion
ligand (pic).

The 3'P{'H} NMR spectra of (1) and (2) in CD,Cl, show four
separate resonance signals, corresponding to the four non-
equivalent phosphorus. They consist of eight individual lines
forming an overall ABMX pattern. Two signals display charac-
teristically large trans couplings of 302.2 and 284.2 Hz, respec-
tively for (1) and (2) and two much smaller coupling constants
due to coupling between two inequivalent cis-disposed phos-
phorus atoms. These are assigned to the phosphorus nuclei P,
and P. (see Fig. 1). The two remaining resonance signals are
coupled by three different coupling constants ranging from 22.7
to 44.1 Hz for (1) and 7.1 to 29.2 Hz for (2), characteristic of
mutually cis-disposed P-atoms. They are assigned to the phos-
phorus nuclei Py and Py. In the case of complex (3), only a singlet
signal is observed at 49.1 ppm, indicating magnetically equiva-
lent phosphorus. All 3'P{'H} NMR data are collected in the
experimental section.

The IR spectra of the new complexes confirm the presence of the
pic ligand coordinated to the metal. Three new bands present in the
complexes and absent in the precursors are observed at 1666, 1337
and a weak one at 1605 cm™'. These bands are attributable to the
vas(C=0), vs(C-0) and v(C=N) vibrations, respectively. In the free
Hpic spectrum, the v,5(C-0) and vs(C-0) bands appear in the 1700-
1730 cm™! region. The presence of the PFg counter-ion is seen in
bands at 840 and 557 cm~! [17,18].

The electronic spectra of complexes (1) and (2) show two bands
in the UV region, one attributed to intra-ligand transitions (7w — ©*)
by comparing with the UV spectra of free ligands (dppm, dppe and

0. 6¢

x =1 (dppm); 2 (dppe)
P,; Py; P.. P, are the labels for the 3'P{!H} NMR

CH;OH/ Ar /A

Hpic), and other corresponding to metal to ligand charge transfer
transition (MLCT). Complex (3) shows an additional shoulder near
to 300 nm. Table 1 contains the electronic spectra data for all the
complexes [17].

Cyclic voltammetric experiments were carried out with
complexes (1-3) in CH,Cl, and the electrochemical behavior con-
sisted of a quasi-reversible process corresponding to an one-elec-
tron redox process Ru/Ru'l. As expected, the E; 12 values for
complexes (1) and (2) are considerably more anodic than for
complex (3), since in the first two complexes there are four phos-
phorus atoms (good 7 acceptor atoms) while in complex (3) there
are only two phosphorus atoms (Table 1).

2.2. Anti-M. tuberculosis activity

The in vitro anti-M. tuberculosis properties of the free ligands
dppm, dppe and PPhs, the precursors used to synthesize the
complexes cis-[RuCly(dppm);] and cis-[RuCly(dppe);], and the
phosphine-picolinate ruthenium complexes were tested against M.
tuberculosis H37Rv ATCC 27294 and the observed Minimum Inhib-
itory Concentrations (MICs) are reported in Table 2.

The MICs of compounds (1) (0.78 pg/mL or 0.69 uM) and (2)
(0.256 pg/mL or 0.22 uM) are comparable to or better than MICs of
some “second line” drugs, such as streptomycin (MIC =1.00 pg/
mL), ciprofloxacin (MIC=2.00 ug/mL), p-aminosalicylic acid
(MIC=0.5-2.0 pg/mL), ethionamide (MIC=0.63-1.25 pg/mL),
cycloserine (MIC = 12.5-50 pg/mL), gentamicin (MIC = 2.0-4.0 pg/
mL), ethambutol (MIC = 0.94-1.88 pg/mL), kanamycin (MIC = 1.25-
5.0 ug/mL), tobramycin (MIC=4.0-8.0 ug/mL), clarithromycin
(MIC=8.0-16 pg/mL) and thiacetazone (MIC=0.125-2.0 pg/mL)
[19-21]. The MIC of compound (2) is within the range found for
rifampicin (0.1-0.2 pg/mL), one of the most active drugs currently
used for tuberculosis treatment. In short, both complexes are very
active against M. tuberculosis. SQ109, a new antitubercular
compound derived from ethambutol, with MIC of 1.56 uM, less
active than complexes (1) (0.69 uM) and (2) (0.22 uM), has
successfully completed phase 1 clinical trials and is scheduled to
enter phase 2 trials in the near future [22].

The free phosphine ligand dppm exhibited MIC of 25 pg/mL, but
when complexed in a structure with ruthenium (two phosphines
and one pic ligand per Ru?*), the resulting compound (1) showed
a 32 fold higher activity. In a gold phosphine complex, the anti-
tumor activity was improved, compared to the free phosphine. The
metal center formation in the complex acted as a carrier of the drug
and protected it from oxidation or other reactions in the cell
medium [23].

With a MIC of 6.5 ug/mL, the free ligand dppe was more active
than dppm and, when complexed with ruthenium, gave rise to
complex (2), which was 70 fold more active. The difference

— — PFq

NH,PFg

Fig. 1. Synthesis of cis-[Ru(pic)(dppm),]PFg (1) and cis-[Ru(pic)(dppe).]PFg (2) by reaction of 2-pyridinecarboxylic acid (pic) with ruthenium (II) diphosphine precursors.
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Table 1
Electrochemical and electronic spectra data for complexes (1-3).

Complex Eij2 (V) Absorption in CH,Cl, maxima,
(AEp, mV)P (nm), (¢/mol~'.Lcm 1)
1 +1.51 (80) 250°" (47000), 337 (5600)
2 +1.49 (90) 262°" (30500), 318°" (3300)
3 +0.68 (100) 260°" (17500), 303°" (5800), 360 (7900)

sh = shoulder.

3 Conditions: solvent, CH,Cly; supporting electrolyte, TBAP (0.1 mol.L~!); working
electrode, platinum; reference electrode, Ag/AgCl; solute concentration,
1073 mol.L™"; scan rate, 100 mV.s . Ey, is calculated as the average of anodic (Ep,)
and cathodic (Epc) peak potential.

b AE, = Epa—Epc.

between the two phosphine ligands is the presence of methylene in
dppm and ethylene in dppe. The substitution of ethylene for
methylene changes the molecule conformation and so the
distances among certain groups, which can be relevant to the
interaction with a bacterium receptor. Consequently, this can result
in differences on MICs values. For example, the distances between
the phosphorus atoms bonded to the same methylene groups are
3.13 and 3.07 A, and the distances for those bonded to ethylenes are
3.21 and 2.90 A (unpublished calculations). These last ones also
exhibit more flexibility around these average lengths, what would
allow a better adjustment to the receptor bond sites. The same
activity relation is seen in the ruthenium complexes too. In this
case, another effect may be present, namely, the protection of the
ligand from metabolization by the metal. The chelate nature of the
complexes results in their low lability, providing safe transport of
the ligand to the site of interaction with the microorganism. Since
in this ligand series the tendency to chelation is greatest for n =2,
namely for dppe [24], the protection against metabolization is
stronger in the ruthenium dppe complex. The lower activity of the
precursors compounds without pic corroborates this hypothesis,
since they have one less bidentate ligand and therefore higher
lability.

On the other hand, compound (3) presented the poor MIC value
of >50 pg/mL, while the free ligand, triphenylphosphine (PPhs),
had a MIC value of 25 pg/mL, the same as dppm. In this case, the
free ligand was more active than the corresponding complex (3),
indicating that the metal center formation in this complex harmed
the anti-TB activity.

Another aspect to be considered concerning the activities of
complexes (1-3) and the precursor cis-|[RuCly(P-P)] is that the more
active compounds (1) and (2) are cationic, while (3) and the
precursor are neutral. Such property probably favors the uptake of
the first two compounds by the bacteria, enhancing their activity
against M. tuberculosis. Such behavior was also observed in the
complex [Ru(SpymMe,)(dppb)(N-N)|PFs when compared with the

Table 2
MIC values (pg/mL and pM) of anti-M. tuberculosis activity of Ru complexes, free
ligands and reference drug.

Identification Compound MIC (pg/mL) MIC (uM)
1 cis-[Ru(pic)(dppm),]|PFg 0.78 0.69
2 cis-[Ru(pic)(dppe);|PFg 0.256 0.22
3 [Ru(pic),(PPhs),] >50 >57
4 cis-[RuCly(dppm),] 25 26.6
5 cis-[RuCl,(dppe);] 25 25.8
Ligand HPic >50 >406
Ligand dppm 25 65
Ligand dppe 6.25 15.7
Ligand PPhs 25 95
Reference drug isoniazid 0.03 0.36

neutral precursor cis-[RuCly(dppb)(N-N)]. In this case the cationic
complex is 6.5 times more active against M. tuberculosis than the
neutral precursor [25].

3. Conclusions

From three synthesized ruthenium (II) phosphine/picolinate
complexes cis-[Ru(pic)(dppm);|PFs (1), cis-[Ru(pic)(dppe)2]PFs (2)
and [Ru(pic)(PPhs)2] (3), complexes (1) and (2) were qualified as
potential antitubercular agents, having lower MICs than some
drugs commonly used to treat TB. Further studies should be done to
include the effect against drug-resistant strains and bacilli in a state
of latency, as well as to investigate the intramacrophage activity of
the new complexes.

4. Experimental
4.1. Chemicals

Solvents utilized were purified by standard methods. All chem-
icals used were of reagent grade or comparable purity. The
RuCl3.3H,0 and the ligands bis(diphenylphosphino)methane
(dppm), 1,2-bis(diphenylphosphino)ethane (dppe), triphenylphos-
phine and picolinic acid (Hpic) were used as received from Aldrich.
The precursors cis-[RuCly(P-P);] (P-P=dppm or dppe) and
RuCly(PPhs); were prepared by published procedures [26,27].

4.2. Apparatus

The infrared spectra were recorded in the 4000-200cm™!
region, with an FTIR Bomem-Michelson 102 spectrometer, using Csl
pellets. UV-visible (UV-vis) spectra were recorded in a HP8452A
(diode array) spectrophotometer. All NMR experiments were per-
formed at 293 K in a Bruker spectrometer, 9.4 Tesla, recording 'H
spectra at 400.13 MHz and 3'P{'H} spectra at 161.98 MHz. The NMR
spectra were recorded in CD,Cl,, with TMS ('H) and 85% H3PO4
(C'P{'H}) as internal and external references, respectively. The
splitting of resonances signals in the reported spectra are defined as
s =singlet, t=triplet, dt=double triplet, ddd =double double
doublet, m = multiplet and bm = broad multiplet. Mass spectra
were obtained in a QuattroLCMass Spectrometer (Micromass,
triple-quadrupole, ESI/APCI, UK), in the positive ion mode, utilizing
CH,Cl;, as solvent. Cyclic voltammetry was carried out at room
temperature in CH,Cl, containing 0.10 M BusNClO4 (TBAP) (Fluka
purum), with a BAS-100B/W Bioanalytical Systems Inc. electro-
chemical analyzer; the working and auxiliary electrodes were
stationary Pt foils; a Luggin capillary probe was used and the
reference electrode was Ag/AgCl. Under these conditions, ferrocene
is oxidized to ferrocenium at 0.43 V (Fc*/Fc). The elemental anal-
yses (CHN) were performed in the Microanalytical Laboratory of
Sdo Carlos Federal University (Brazil/SP), with an EA 1108 CHNS
microanalyser (Fisons Instruments).

4.3. Synthesis

The complexes [Ru(pic)(P-P),]PFg, P-P = dppm (1) and dppe (2),
were prepared by reacting the corresponding precursor
(0.103 mmol; 100 mg) with an excess of the picolinic acid
(0.300 mmol; = 36.9 mg) and 0.150 mmol (24.3 mg) of NH4PFg in
methanol (20 mL) under an Ar atmosphere for 24 h. The yellow
final solutions were concentrated to ca. 3 mL and water was added
for the precipitation of orange solids. The solids were filtered off
and washed well with water (3 x 5 mL) and diethyl ether (3 x 5 mL)
and dried in vacuo.

tm
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The [Ru(pic),(PPhs);] (3) complex was synthesized by a modifi-
cation of the literature procedure [17]. Excess picolinic acid
(0.300 mmol; 36.9 mg) was added to a suspension of [RuCly(PPhs)s]
(0.104 mmol; 100 mg) in methanol, under an atmosphere of Ar, and
the mixture was refluxed for 48 h. The final solution was concen-
trated to ca. 5 mL and water was added to precipitate a yellow solid.
The solid was filtered off and washed well with water (3 x 5 mL)and
diethyl ether (3 x 5 mL) and dried in vacuo.

4.3.1. cis-[Ru(pic)(dppm)2]PFs (1)

Yield: 91 mg (78%). Anal. Calcd for CsgHsgP5NO2FgRu: exptl
(calc) C, 59.38 (59.16); H, 4.15 (4.25); N, 1.10 (1.23). TH NMR
(400 MHz, CD,Cly): 6 7.93 (1H, ddd, H6-pic), 7.83-6.90 (40H, m,
8CgHs), 6.68 (1H, ddd, H4-pic), 6.55 (1H, ddd, H5-pic), 6.19 (1H,
ddd, H3-pic), 5.02 (1H, m, CHy), 4.72 (2H, t, CH3), 4.08 (1H, dt,
CH,). 3'P{'H} NMR (162 MHz, CD,Cl,): (ppm) P,=—22.2 (ddd,
Jpa-pc=302.2; Jpa-pb=39.3; Jpa-pa=29.1Hz); P.=-15.5 (ddd,
_]pa_pc =302.2; ]pb_pc =25.6; ]pc_pd =441 HZ); Pd =-77 (ddd, ]pa_
pd=29.1; Jpp-pd=22.7; Jpc-pa=44.1Hz); P,=1.8 (ddd, Jpa-
pb=39.3; Jpp-pc=25.6; Jpb-pa=22.7Hz). IR (cm™): 3056 (w),
1654 (s), 1602 (w), 1586 (w), 1568 (w), 1484 (m), 1435 (s), 1341
(m), 1190 (w), 1168 (w), 1098 (m), 1025 (w), 999 (m), 839 (s), 728
(m), 698 (m), 558 (m), 543 (w), 519 (m), 510 (m). ESI (m/z"): 1020
[CssH5,NO2P4Ru]™.

4.3.2. cis-[Ru(pic)(dppe)2]PFs (2)

Yield: 96 mg (80%). Anal. Calcd for CsgHs,PsNO,FgRu: exptl (calc)
C, 59.60 (59.80); H, 4.70 (4.50); N, 1.13 (1.20). 'H NMR (400 MHz,
CD,Cl,): & 8.00 (1H, ddd, H6-pic), 7.75-6.75 (40H, m, 8CgHs), 6.74
(1H, ddd, H4-pic), 6.56 (1H, ddd, H5-pic), 6.01 (1H, ddd, H3-pic),
3.60-1.76 (8H, b m, CH,). 3'P{’H} NMR (162 MHz, CD,Cl): 6(ppm)
P.=452 (ddd, Jpapc=284.2; Jpapb=26.1; Jpapq=14.6Hz);
Py =46.8 (ddd, Jpa_pa = 14.6; Jpb-pd = 18.8; Jpc_pa = 29.2 Hz); Pp = 53.1
(ddd, Jpa-pb = 26.1; Jpp-pc = 7.1; Jpb-pd = 18.8 Hz); Pc= 59,3 (ddd, Jpa-
pe = 284.2; Jpp-pc = 7.1; Jpepd = 29.2 Hz). IR (cm™1): 3057 (w), 1666
(s), 1605 (w), 1586 (w), 1570 (w), 1485 (m), 1435 (s), 1337 (m), 1193
(w), 1166 (w), 1096 (m), 1028 (w), 1000 (m), 839 (s), 744 (m), 697 (s),
557 (m), 526 (s). ESI (m/z"): 992 [CsgHagNO2P4Rul*.

4.3.3. [Ru(pic)y(PPh3)s] (3)

Yield: 65 mg (75%). Anal. Calcd for C4gH3gP2N204Ru: exptl (calc)
C, 66.26 (66.28); H, 4.32 (4.40); N, 3.17 (3.22). *'P{'H} NMR: é(ppm)
491 (s). IR (cm™1): 3056 (w), 1652 (s), 1601 (w), 1586 (w), 1570 (w),
1483 (m), 1433 (s), 1335 (m), 1193 (w), 1166 (w), 1093 (m), 1028 (w),
1000 (m), 839 (s), 752 (m), 697 (s), 557 (m), 523 (s). (CHyCly,
107> M): A/nm (/M1 em~1) 260 (1.75 x 10%), 303 (5.80 x 10%), 360
(7.90 x 10%) UV-vis.

4.4. Anti-M. tuberculosis activity assay

The anti-M. tuberculosis activity of the compounds was deter-
mined by the REMA (Resazurin Microtiter Assay) method [28].
Stock solutions of the tested compounds were prepared in
dimethyl sulfoxide (DMSO) and diluted in Middlebrook 7H9 broth
(Difco), supplemented with oleic acid, albumin, dextrose and
catalase (OADC enrichment - BBL/Becton-Dickinson, Sparks, MD,
USA), to obtain final drug concentration ranges of 0.15-50 pg/mL.
The isoniazid was dissolved in distilled water as recommended by
the manufacturer (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 supplemented with
OADC and 0.05% Tween 80 to avoid clumps. Suspensions were
prepared and their turbidities adjusted to match the optical
density of Mcfarland n° 1 standard. After further dilution by 1:25
in Middlebrook 7H9 broth supplemented with OADC, 100 uL of

the inoculum was added to each well of a 96-well microtiter plate
(Nunc) together with the compounds. Samples were set up in
triplicate. Cultures were incubated for 7 days at 37 °C, and 30 pL
of 0.02% resazurin was added. Wells were read after 24 h for color
change and measured as the fluorescence (excitation/emission of
530/590 nm filters respectively) in a SPECTRAfluor Plus (Tecan)
microfluorimeter. The MIC was defined as the lowest concentra-
tion resulting in 90% inhibition of growth of M. tuberculosis. As
a standard test, the MIC value of isoniazid was determined on
each microplate. The acceptable MIC of isoniazid ranged from
0.015 to 0.05 pg/mL [29].
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