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RESUMO

A Tuberculose (TB) € uma doenga infecciosa transmitida pelo ar, curavel e afeta principalmente os
pulmdes. Nos ultimos anos, a taxa de mortalidade vem reduzindo, entretanto, cepas resistentes e
a co-infeccao TB/HIV tém dificultado as tentativas de controle da doenga, levando ao aumento da
mortalidade. Outro fator preocupante € que um terco da populagdo mundial esta infectada com o
Mycobacterium tuberculosis (MTB) em estado de laténcia, o qual serve como reservatorio para TB
ativa. No esforgo de sanar esta falha, é crescente a importancia da Quimica Bioinorganica como
um aliado na pesquisa de novos farmacos anti-TB. O Ruténio (Ru) é um elemento quimico que
apresenta capacidade de mimetizar o Ferro (Fe) em nosso organismo, apresentando baixa
toxicidade e capaz de formar complexos estaveis, este elemento vem sendo estudado desde a
década de 80 como possivel substituto da Platina (Pt), metal central da estrutura da cisplatina
utilizada em tratamentos antineoplasicos. Em estudos anteriores envolvendo os complexos
heterolepticos de ruténio: [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs (SCAR1); [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PFs
(SCAR2); [Ru(pic)(dppb)(phen)]PFs (SCAR4); cis-[Ru(pic)(dppe),]PFs (SCARS5); cis-
[RuCl,(dppb)(bipy)] (SCARG6) e [Ru(pic)(dppe)(phen)] PFs (SCAR7), foi observada excelente
atividade anti-TB, uma moderada toxicidade celular e a falta de biodisponibilidade oral em modelo
in vivo desses complexos, desse modo, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a toxicidade e
biodisponibilidade oral desses complexos nanoencapsulados. Estes sistemas nanoestruturados
foram desenvolvidos utilizando diferentes propor¢des de tensoativo (fosfatidilcolina de soja,
Emulgin® e oleato de sédio), fase aquosa (tampao fosfato pH 7,4) e oleosa (colesterol), afim de se
obter um sistema para incorporacdo dos compostos de ruténio. O sistema foi caracterizado
através das analises de reologia, tamanho de particulas e potencial zeta. A atividade anti-TB dos
compostos foi determinada pelo Ensaio de Microdiluigio com Resazurina (REMA), frente as
linhagens de M. tuberculosis Hi;Rv e isolados clinicos resistentes, bem como ensaios de
citotoxicidade utilizando células VERO (ATCC CCL81) e macréfagos (ATCC TIB-67), nesse
trabalho realizou-se ainda o ensaio de biodisponibilidade oral, utilizando camundongos fémeas
BALB/C, no qual o sangue foi coletado, o plasma separado, congelado e analisado via
Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-MS) para quantificagdo do
ion ruténio. Os complexos emulsionados mantiveram a atividade in vitro e a toxicidade foi reduzida
em comparagdo com o0s compostos ndo incorporados na microemulsao lipidica. Compostos
incorporados na microemulsdo apresentaram atividade anti-TB em isolados clinicos resistentes

nos quais os compostos ndo incorporados ndo apresentaram atividade.

Palavras-chave: Mycobacterium tubeculosis, tuberculose, microemulsao lipidica, citotoxicidade e

biodisponibilidade oral.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is an infectious airborne disease, curable and mainly affects the lungs. In recent
years, the death rate has been decreasing, however, resistant strains and co-infection TB / HIV
have hampered the disease control efforts, leading to increased mortality. Another troubling factor
is that one third of the world's population is infected with Mycobacterium tuberculosis (MTB) in a
state of latency, which serves as a reservoir for active TB. In an effort to remedy this failure, it is
increasing the importance of bioinorganic chemistry as an ally in the new anti-TB drug research.
The Ruthenium (Ru) is a chemical element that has the capacity to mimic the iron (Fe) in our body,
with low toxicity and able to form stable complexes, this element has been studied since the 80's
as a possible substitute for platinum (Pt ), the central metal structure of cisplatin used in anticancer
treatments. In previous studies involving heteroleptic ruthenium complexes:
[Ru(pic)(dppb)(bipy)IPF6 (SCAR1); [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PF6 (SCAR2);
[Ru(pic)(dppb)(phen)]PF6 (SCAR4); cis-[Ru(pic)(dppe)2]PF6 (SCARS5); cis[RuCIl2(dppb)(bipy)]
(SCAR6) and [Ru(pic)(dppe)(phen)]PF6 (SCARY7), we observed an excellent anti-TB activity,
moderate cell toxicity and lack of oral bioavailability in vivo model of these complexes thus the
main objective of this study was to evaluate the toxicity and oral bioavailability of those nano-
coated complexes. These nanostructured systems have been developed using different ratios of
surfactant (soybean phosphatidylcholine, Emulgin® and sodium oleate), aqueous phase
(phosphate buffer pH 7.4) and oil (cholesterol) in order to obtain a system for incorporating the
compounds of ruthenium. The system was characterized by analyzes rheology, particle size and
zeta potential. The anti-TB activity of the compounds was determined by the microdilution assay
with Resazurin (REMA) compared to strains of M. tuberculosis H37Rv and clinical isolates
resistant and cytotoxicity assays using VERO cells (ATCC CCL81) and macrophages (ATCC TIB-
67), this work is still performed the oral bioavailability assay using mice Female BALB / C, in which
the blood was collected, plasma was separated, frozen and analyzed via Mass Spectrometry
Inductively Coupled Plasma (ICP-MS) quantification of the ruthenium ion. The emulsified complex
maintained in vitro activity and the toxicity was reduced as compared with the compounds not
incorporated in the lipid microemulsion. Incorporated in the microemulsion compounds showed
anti-TB activity in resistant clinical isolates in which the unincorporated compounds showed no

activity.

Keywords: Mycobacterium tubeculosis, tuberculosis, lipid microemulsion, cytotoxicity and oral

bioavailability.
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1. INTRODUGAO

1.1 A Tuberculose

Causada principalmente pelo Mycobacterium tuberculosis (MTB), a Tuberculose
(TB) € uma doenca infecciosa que mais frequentemente afeta os pulmdes. O bacilo foi
identificado em 1882 por Robert Kock e, apesar dos recursos tecnolégicos utilizados para
0 seu controle, sua erradicacdo € um objetivo distante de ser alcancado (ANIL et al.,
2011). Em 2013 1,5 milhdes de pessoas morreram e 9 milhdes ficaram doentes (WHO,
2015)

A TB foi declarada emergéncia sanitaria mundial pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) em 1993. A iniciativa chamada Stop TB veio em 2000, com a meta de
reduzir drasticamente o 6nus global da TB até 2015, de acordo com as metas de
Desenvolvimento do Milénio, estabelecendo metas para 2005 (detec¢ao de 70% e cura de
85% dos casos), para 2015 e para 2050. O objetivo de reverter a incidéncia foi alcangado
em todas as seis regidbes da OMS, e na maior parte dos 22 paises com carga de TB
elevadas. No mundo todo, a incidéncia caiu a uma taxa média de 1,5% ao ano entre 2000
e 2013, a mortalidade foi reduzida em aproximadamente 45% entre 1990 e 2013 e a taxa
de prevaléncia da TB 41% durante o mesmo periodo (WHO, 2014).

O Brasil encontra-se entre estes 22 paises que juntos, concentram cerca de 80%
dos casos da doenca no mundo. No pais, a TB é prioridade em saude publica, ela esta
entre as doencas que mais emblematicamente caracterizam a determinacédo social no
processo saude e doenga e demonstra relagdo direta com a pobreza e a ma distribuigao
de renda. No Brasil ela afeta, principalmente, as periferias urbanas, como as favelas e as
areas degradadas dos grandes centros e geralmente estd relacionada com as mas
condigdes de moradia e saneamento basico, ao uso e abuso de alcool, drogas e as
doengas imunossupressoras, como a SIDA (Sindrome da Imuno Deficiéncia Adquirida)
(SVS, 2014).

Nos ultimos anos, tem aumentado o numero de pacientes com TB multi-drogas-
resistente (MDR) e extensivamente-resistente (XDR). A MDR-TB é causada por MTB
resistente a pelo menos rifampicina (RIF) e isoniazida (IZN), e XDR-TB que € definida
como MTB resistente a R, H, uma fluoroquinolona e, a pelo menos, um dos trés farmacos

injetaveis de segunda linha (isto €, capreomicina, canamicina ou amicacina) (Alves, 2011).
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A doenca pode resultar de uma infecgdo recentemente adquirida ou reativagao de
uma primo-infecgdo (TB latente). A predisposicdo de um individuo para desenvolver a
doenga, deve-se a uma interagcado de fatores genéticos e ambientais (FERREIRA et al.,
2005). Com isso, a pandemia da Human Immunodeficiency Virus (HIV) associada com a
TB, tem caracterizado esta como a maior causa de morte entre os pacientes co-infectados
(ROSALBA et al.,, 2010). Com o HIV, a consequente imunodebilidade das pessoas
infectadas aumentou drasticamente os riscos de desenvolvimento da TB. Em 2013, a
incidéncia da TB esteve proxima de 9 milhdes de novos casos, dos quais 1,1 milh&o co-
infectados com o HIV e 1,5 milhdo de mortes decorrentes da doenca, incluindo 360.000
mortes entre as pessoas HIV-positivas (WHO, 2014).

Ha mais de 50 anos, poés-introdugao da rifampicina (R) em 1960, ndo tinhamos
nenhum novo medicamento contra a TB (LALLOO et al, 2011). Toda essa necessidade de
um novo medicamento, fez com que o TMC-207 que era um dos compostos promissores
dentro de um universo de apenas 5 (SQ-109 (Sequella Inc.), OPC-67583 (Otsuka
Pharmaceutical Company), LL3858 (Lupin Ltd), TMC 207 (Johnson & Johnson) e PA-824
(TB Alliance and Novartis) (LALLOO et al., 2011; LIENHARDTA et al., 2010), entrasse em
um programa de aceleracao de aprovacao pelo Food and Drug Administration (FDA) e
concluiram rapidamente todas as etapas, tornando-se hoje o primeiro farmaco contra TB
resistente desde 1960, recebendo o nome comercial de “Sirturo”. O FDA concedeu
aprovagao de forma acelerada, um tipo de aprovacao temporaria liberada quando uma
determinada doenca nao possui op¢des viaveis de tratamento. Esta aprovacgao foi
baseada em dois estudos nos quais foram obtidos 77,6% de sucesso no grupo de
doentes tratados com o Sirturo, comparado com 57,6% do grupo placebo. Porém, o FDA
exigiu que fosse colocado um aviso em destaque na bula do medicamento informando
que houve aumento da mortalidade nos pacientes tratados com o novo farmaco. Cerca de
11,4% dos pacientes tratados com o novo farmaco morreram durante os ensaios clinicos
em comparagao com o placebo, com 2,5% de mortes durante os ensaios clinicos (FDA,
2015).

1.2Compostos inorganicos

Ao longo das ultimas décadas, o uso de metais em drogas terapéuticas vem se

mostrando cada vez mais importante: ouro em antiartriticos, prata em antibacterianos,
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vanadio em antidiabéticos e bismuto para o tratamento de ulceras, sdo alguns exemplos
de metalofarmacos (AHMAD et al, 2006). Quanto a atividade antimicobacteriana da
maioria das substancias organicas, sabe-se que elas ndo possuem acgédo puramente
organica. Algumas s&o ativadas ou biomodificadas por ions metalicos, incluindo
metaloenzimas, enquanto outras tém um efeito direto ou indireto sobre o metabolismo do
ion metalico no organismo (OLIVEIRA et al, 2006). A relacédo estrutura-atividade (REA)
evidencia que a atividade anti-TB é aumentada quando ocorre a complexagao do metal ao
ligante, principalmente se este ja for um farmaco, e também indica que o metal
desempenha um papel relevante por si s6 (BERNHARDT et al, 2008; ZHANG et al, 2011).

A atividade anti-TB de compostos metalicos vem sendo demonstrada através de
diversos estudos. No trabalho de Oliveira (OLIVEIRA, 2013) Foi demonstrada a atividade
anti-TB de complexos metalicos da primeira série de transigdo com ligantes tridentados do
tipo 2-acetilpiridina-N(4)-R-tiossemicarbazona. Seus compostos que apresentaram
melhores resultados foram os compostos de manganés (Mn) e niquel (Ni) com CIM frente
ao MTB H37RV de 0,78 pg/mL.

Ja é conhecido que compostos de cobre (Cu) apresentam propriedades
antifungicas e antibacterianas, baseando-se neste conhecimento e no fato de ser o
terceiro elemento de transicdo mais presente no corpo humano, Silva avaliou a atividade
anti-TB de complexos de Cu Il com moléculas bioativas tais como: rifampicina,
pirazinamida (PZA), etambutol, acido nicotinico, diaminas e aminoacidos. Os complexos
[Cu(NCO),].4H,0 e [Culy(PZA),] apresentaram CIM frente ao MTB H37RV de 0,39 e 0,78
pug/mL respectivamente (SILVA, 2012).

Os compostos de ruténio (Ru) tem demonstrado atividade anti-tumoral desde 1970.
Nosso grupo testou a atividade anti-MTB de compostos de ruténio e o resultado foi alta
atividade e baixa citotoxicidade. Os compostos com melhores resultados foram os
complexos heterolépticos de Ru(ll) com fosfinas, diiminas e picolinatos como ligantes os
quais denominamos compostos SCARs: [Ru(pic)(dppb)(bipy)lPFs  (SCAR1);
[Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)IPFs  (SCAR2); [Ru(pic)(dppb)(phen)]PFs (SCAR4); cis-
[Ru(pic)(dppe).]PFs (SCARD5); cis-[RuCly(dppb)(bipy)] (SCARG) e
[Ru(pic)(dppe)(phen)]PFs (SCAR7), cuja as estruturas estdo apresentadas na Figura 1.
Dentro dos resultados encontrados, os compostos apresentam algumas caracteristicas as
quais um novo farmaco contra TB deve apresentar, como atividade em bactérias latente,

atividade em isolados MDR, além de nao interagirem negativamente com outros farmacos



17

do atual tratamento. Os ensaios in vivo garantiram a seguranga dos compostos e sua
baixa citotoxicidade, porém no ensaio de biodisponibilidade, estes compostos nao
alcangaram concentragdes suficientemente ativas na corrente sanguinea ou podem ter

sido degradados (Pavan, 2011).

Figura 1. Estrutura geral dos compostos SCARs
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Imagem: Monize Martins

1.3Nanotecnologia Farmacéutica

A baixa solubilidade dos compostos metalicos em agua inviabiliza os estudos da
atividade biolégica em animais. Por este motivo, tém se buscado alternativas para
veiculagdo destes compostos metdlicos através de estratégias tecnoldgicas que visam
compartimentalizar, de maneira efetiva, diversos grupos de moléculas e modificar seu
comportamento no organismo. No inicio da década de 80 aumentaram os estudos
envolvendo a nanotecnologia para liberacdo controlada de farmacos, esta surgiu como
um método comercialmente atrativo, visto que o custo para langar um novo farmaco no
mercado € muito alto e levam-se muitos anos para liberagdo da sua comercializacio.
Assim, a nanotecnologia passou a ser uma alternativa para contornar estes problemas,
utilizando principios ativos ja disponiveis, o que tem permitido aumentar a eficiéncia de
varios farmacos ja utilizados, a reintrodugcdo de ativos nao mais utilizados por suas
propriedades indesejadas e aprimoramento de novas substancias que sejam langadas no
mercado ou utilizadas na terapéutica (MAINARDES et al., 2006).
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Durante os ultimos anos tém sido desenvolvidos novos veiculos com o objetivo n&o
s6 de aumentar a seletividade e eficacia de principios ativos, como, também, permitir a
reducdo da dose total necessaria, minimizando os efeitos colaterais toéxicos, além de
permitir o controle de liberagédo (GRILL et al., 2009; VENUGOPAL et al., 2009)

Em virtude do grande numero de citagdes na literatura cientifica, as industrias
farmacéuticas tém se interessado no desenvolvimento de sistemas lipidicos
nanoestruturados, os quais apresentam vantagens relacionadas principalmente ao fato de
promoverem liberagdo controlada de farmacos, além de protegerem principios ativos da
degradacao térmica ou fotodegradagdo (MOHANRAJ et al., 2006; GUTARRE et al., 2007)

Dentre os sistemas lipidicos nanoestruturados, destacam-se as microemulsdes
(MEs), que podem ser definidas como emulsdes transparentes, nas quais um o6leo é
disperso num meio aquoso (ou vice-versa), contendo um tensoativo, associado ou ndo a
um co-tensoativo apropriado, gerando um sistema termodinamicamente estavel e
apresentando goticulas da fase interna na ordem de nanémetros (nm). As substancias
ativas podem ser veiculadas nas microemulsdes quando sao solubilizadas na fase oleosa
ou aquosa (OLIVEIRA et al, 2001; OLIVEIRA et al, 2002).

Os sistemas de administracdo de farmacos baseados em nanotecnologia tém um
potencial consideravel para o tratamento de TB. Estes sistemas apresentam diversas
vantagens tecnolégicas como: transportadores de farmacos, elevada estabilidade,
possibilidade de incorporar substancias hidrofilicas e hidrofobicas, diferentes
possibilidades de vias de administragéo, incluindo a administracdo oral e por inalagao.
Estas propriedades permitem a melhoria da biodisponibilidade do farmaco e a redugao da
frequéncia de administracao, e pode resolver o problema da ndo aderéncia a terapia pré-
estabelecida, um obstaculo importante no controle da epidemia de TB (SILVA et al, 2012).

Em relacdo a outros sistemas de dispersao (solugdes, emulsdes e lipossomas), as
microemulsdes apresentam vantagem em relagdo a sua estabilidade termodinamica e
consequentemente, sua vida util € maior. As microemulsdes podem ser do tipo 6leo em
agua (O/A), excelentes veiculos para a dispersdo de farmacos lipofilicos, que se
dissolvem melhor em meio oleoso, melhorando sua solubilidade em agua e protegendo-o
contra hidrdlise enzimatica. Também podemos obter microemulsées do tipo agua em éleo
(A/O), adequadas para dispersdao de farmacos hidrofilicos, estes sistemas apresentam
outras vantagens tais como: transparéncia, facil preparacédo e capacidade de incorporar

farmacos com diferentes propriedades fisico-quimicas (FORMARIZ et al, 2010).
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No desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos, ha um grande
problema que é escolher os constituintes do sistema. Deve-se levar em consideragao
alguns fatores extremamente importante, tais como, atoxicidade, nao irritabilidade e
capacidade de formar o sistema esperado (LAWRENCE E RESS, 2000).

1.4Nanotecnologia e TB

Na busca de substancias ativas anti-TB, encontra-se relatos na literatura de
sistemas nanoestruturados utilizados para incorporacédo de substancias ativas ja utilizadas
na terapia. (SILVA, et al 2001) Silva e colaboradores sintetizaram um conjugado de
polietilenoglicol-poli(acido aspartico) contendo INH para prolongar a liberagdo do farmaco,
este demonstrou ser de cinco a seis vezes mais ativo em ensaios in vitro frente ao MTB,
quando comparado ao pro-farmaco livre.

A moxifloxacina (MOX) é um antibidtico da classe das fluorquinolonas, também
utilizado na terapia anti-TB, apresenta atividade intracelular em macrofagos. Kisich e
colaboradores desenvolveram nanoparticulas poliméricas (NP) de poli (cianoacrilato de
butila) para avaliar se a MOX incorporada (MOX-NP) aumentaria sua atividade intracelular
em macrofagos. O resultado foi que a MOX-NP se mostrou 3 vezes mais eficiente
comparada com a MOX livre. Para inibicdo do crescimento de MTB intracelular foi
necessario 1mg/mL de MOX, ao passo que para MOX-NP foi necessario apenas 1 ug/mL
(KISICH et al, 2007).

Em um estudo de atividade bioldgica realizado por El-Ridy (EL-RIDY et al, 2008),
foram preparadas lipossomas contendo pirazinamida, as quais denominara pirazinamidas
lipossomais, utilizando dipalmitoilfosfatidilcolina e colesterol na proporgdo 7:2 (neutro) e
fosfatidilcolina dipalmitoil, colesterol e fosfato de dicetilo na proporgéo 7:2:1 (com carga
negativa). Camundongos Mus Musculus machos foram infectados com inje¢do de 0,1 mL
de suspensdo de MTB Hs37RV via intravenosa. Duas semanas apés a infecgéo, 5 grupos
de 10 camundongos foram separados aleatoriamente e receberam diferentes tratamentos.
O resultado obtido mostrou que a pirazinamida lipossomal pdde diminuir
significativamente a contagem bacteriana (UFC / g de pulm&o) 10, 20 e 30 dias apos a
ultima dose do tratamento. O exame histopatolégico dos pulmdes dos camundongos
apresentou maior gravidade da infeccdo nos que receberam a pirazinamida livre

comparado com os camundongos que receberam a lipossomal.
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1.5Microemulsoes

As microemulsdes s&o sistemas dispersos de goticulas com tamanhos que variam
de 100 a 1000 nm. Sao misturas isotropicas, um sistema termodinamicamente estavel e
oticamente transparente. A dispersdo de goticulas é estabilizada por um filme interfacial
obtido geralmente por um tensoativo ou uma mistura de tensoativo e co-tensoativo,
geralmente alcoois de cadeia curta ou de cadeia média, normalmente nao i6nicos
(SURMAN et al, 2009).

Os agentes tensoativos sdo substancias que possuem em sua estrutura molecular
uma regiao polar e uma apolar. Podem formar estruturas bicontinuas, microemulsées do
tipo agua em 6leo ou éleo em agua (Figura 2), as quais sao determinadas pelo equilibrio
entre a parte polar e apolar do tensoativo empregado, denominado como Equilibrio-
Hidréfilo-Lipofilo (EHL). Numericamente representado por uma escala que vai de zero a
vinte, deve-se escolher o tensoativo com EHL ideal para o preparo da microemulsao que
se deseja obter. Valores inferiores a 8 indicam predominio da cadeia apolar, sendo
adequados para preparagdes de microemulsdes do tipo A/O analogamente, tensoativos
com valores de EHL superiores a 8, sdo utilizados para preparagdes de microemulsdes do
tipo O/A, devido ao predominio da cadeia polar (FORMARIZ, 2008).

Figura 2. Representa¢do esquematica da configuragdao das microemulsdes.

Microemulsio O/A Microemulsio A/O

Fonte: Autor

1.5.1 Os componentes das microemulsoées
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Foram desenvolvidos diferentes sistemas nanoestruturados no decorrer deste
trabalho. Inicialmente, foram preparados sistemas com acido micdlico como constituinte
da fase oleosa com o intuito de aumentar a atividade anti-TB dos complexos de Ru (ll),
visto que o composto é parte integrante da parede celular do MTB. Devido ao seu custo
elevado e como ndo houve aumento significativo da atividade dos complexos, nao foi
mais utilizado o acido micdlico nas preparagoes.

O colesterol foi escolhido como fase oleosa do sistema devido ser o esterol que
possuimos em maior quantidade no corpo humano. Buscamos um componente que nao
apresentasse toxicidade para preparo de uma formulagéo para uso oral.

O 6leo de ricino polioxil-40 hidrogenado (Emulgin®) é um tensoativo ndo idnico, ndo
interfere nas propriedades reologicas das microemulsdes obtidas. A fosfatidilcolina de
soja é um tensoativo anfotero que apresenta baixa toxicidade, sendo muito utilizado na
preparagao de microemulsdes. O oleato de sddio é utilizado como agente solubilizante,
impedindo a elevacdo da viscosidade do sistema, é utilizado como co-tensoativo
(OLIVEIRA, 2012).

O poloxamer 407 é um copolimero de bloco de polioxietileno-polioxipropileno, vem
sendo estudado nos ultimos anos devido as suas propriedades de formar géis de
liberagao controlada, muco-adeséo, estabilidade, alta capacidade solubilizante e funciona
como excelente carreador (KREIDEL, 2009)

O Brij 98 (Polioxietileno (20) oleil éter) é um tensoativo com extensa cadeia
carbbnica, amplamente utilizado para preparagdes farmacéuticas devido a sua
estabilidade frente a mudancas de pH, alteracdo de forga ibnica e baixa toxicidade
(FORMARIZ, 2005)

Na Figura 3 encontram-se os componentes do sistema nanoestruturado escolhido

para o desenvolvimento do trabalho:

Figura 3. Estrutura quimica dos componentes do sistema nanoestruturado.
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Fonte: https://www.sigmaaldrich.com/

1.6 Reologia

A Reologia é o estudo do escoamento e fluidez dos materiais quando submetidos a
uma tensdo, do grego rheos (escoamento) e logos (conhecimento). Dentre as diversas
aplicagbes da Reologia, é importante na area cosmética e farmacéutica para a
elaboragao, fabricacdo e caracterizacdo de novos produtos, sendo muito importante por
exemplo, para determinar a estabilidade e consequentemente, o prazo de validade de um
produto (MARTINI, 2011). O estudo das caracteristicas reoldgicas na area farmacéutica
apresenta diferentes finalidades, tais como: analisar a facilidade com que o medicamento
escoa de um frasco; no processo industrial, o bombeamento de um produto através de um
equipamento; analise da viscosidade de um produto, para sua passagem através de uma
agulha; o espalhamento de um creme ou logéo sobre a pele (PESTANA, 2009).

Os modelos reoldgicos podem apresentar dois tipos de comportamento:
newtoniano e ndao newtoniano. O fluxo newtoniano é caracterizado por possuir particulas
simétricas e ndo apresenta alteracado da viscosidade independente da variagao da tensao
aplicada. Analogamente, o fluxo nao newtoniano apresenta como caracteristicas

particulas assimétricas e a viscosidade altera, aumentando (dilatantes) ou diminuindo
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(plasticos ou pseudoplasticos), dependendo da tensdo aplicada sobre o material. A
maioria das formulagbes cosméticas e farmacéuticas apresenta comportamento nao
newtoniano (CAMARGO JR, 2006).

2. OBJETIVOS

2.10Objetivo Geral

Utilizar a nanotecnologia como ferramenta de abordagem para melhorar a atividade
anti-TB, diminuir a citotoxicidade e melhorar a biodisponibilidade oral dos compostos

heterolepticos de Ruténio.

2.20bjetivos especificos

2.2.1 Desenvolvimento de diferentes sistemas lipidicos nanoestruturados:

e ME1 - colesterol e acido micolico (9:1) como fase oleosa, oleato de sddio (OS),
dleo de ricino polioxil-40-hidrogenado (ORPH — Eumulgin® HRE 40) e
fosfatidilcolina de soja (FS — Epikuron® 200) na proporcdo 6:8:3, como
tensoativo e tampao fosfato 50 mmol L™ pH 7,4 como fase aquosa;

e ME2 - sistema idéntico ao ME1, variando apenas a propor¢ao de acido micélico
e colesterol para 19:1;

e MES - sistema idéntico ao ME1 usando apenas colesterol como fase oleosa;

e ME4 - colesterol como fase oleosa, mistura de polioxietileno 20-oleil éter (Brij®
98) e fosfatidilcolina de soja (2:1) como tensoativo e solugdo contendo tampao-
fosfato 50 mmol L™ pH 7,4 e dispersado polimérica de poloxamer 407 10% como

a fase aquosa.
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2.2.2 Incorporar nas formulagcbes preparadas os compostos heterolépticos de
Ru(ll):  Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs  (SCAR1); [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PFs (SCAR2);
[Ru(pic)(dppb)(phen)]PFe (SCAR4); cis-[Ru(pic)(dppe)2]PFs (SCARYb); cis-
[RuCly(dppb)(bipy)] (SCARS) e [Ru(pic)(dppe)(phen)]PFs (SCARTY);

2.2.3 Determinar a Concentragao Inibitéria Minima (CIM) frente ao MTB H3/Rv
(ATCC 27294) dos compostos de Ru (ll) solubilizados em DMSO e incorporados no

sistema ME3;

2.2.4 Determinar a CIM frente a isolados clinicos resistentes provenientes do
Hospital Clemente Ferreira (CF46, CF100, CF110, CF156 e CF169) dos compostos de Ru

(1) solubilizados em DMSO e incorporados no sistema ME3;

2.2.5 Determinar a citotoxicidade (ICsp) frente a linhagem celular epitelial VERO
(ATCC CCL81) e macrofagos J774A.1 (ATCC TIB-67) dos compostos de Ru (ll)

solubilizados em DMSO e incorporados na ME3;

2.2.6 Avaliar a biodisponibilidade oral em camundongos BALB/C dos compostos

SCARs solubilizados em 6leo de girassol e incorporados na ME3.

3 MATERIAL E METODO

3.1Sintese dos compostos heterolépticos de fosfinas/diiminas/acido

picolinico contendo ruténio(ll)

A sintese dos complexos: Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs (SCAR1); [Ru(pic)(dppb)(Me-
bipy)]PFs (SCAR2); [Ru(pic)(dppb)(phen)]PFs (SCARA4); cis-[Ru(pic)(dppe):]PFs (SCARD);
cis-[RuCly(dppb)(bipy)] (SCARG6) e [Ru(pic)(dppe)(phen)]PFs (SCAR7) foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Pavan et al., 2010, 2011 (PAVAN et al, 2010;
PAVAN et al, 2011) no departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos

(UFSCar) dentro do grupo coordenado pelo Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista.

3.1.1 Sintese dos complexos do tipo [Ru(pic)(N-N)(dppb)]PF¢ (N-N=
bipy (SCAR 1), Me-bipy (SCAR 2), Cl-bipy (SCAR 6) ou phen
(SCAR 7))
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Adicionou-se 0,12 mmol de acido picolinico e 0,15 mmol de trietilamina a uma
solugéo de 0,10 mmol cis-[RuCly(N-N)(dppb)] dissolvido em 30 mL de metanol. A mistura
reacional foi aquecida sob-refluxo no periodo de 24 horas mantendo-se agitagao
magnética e atmosfera inerte, adicionou-se a essa solu¢do 0,15 mmol NH4PFs e deixou-
se reagir por mais 1 hora. A solugdo foi concentrada reduzindo-se o volume para
aproximadamente 2 mL, em seguida precipitou-se o0 complexo com agua (~15 mL) e

lavou-se com agua (2x10 mL) e éter etilico (2x10 mL).

3.1.2 Sintese dos complexos [Ru(pic)(phen)(dppe)]PFs (SCAR 5) e
[Ru(pic)(dppe)2]PF6 (SCAR 4)

Adicionou-se 0,12 mmol de acido picolinico e 0,15 mmol de trietilamina a uma
solugdo de 0,10 mmol cis-[RuCly(N-N)(dppb)] dissolvido em 30 mL de diclorometano.
Deixou a mistura reagir por 24 horas e adicionou-se 0,15 mmol NH4PFg e deixou-se reagir
por mais 1 hora. Reduzindo-se o volume para aproximadamente 2 mL, em seguida
precipitou-se o complexo com éter etilico (~15 mL) e o lavou com éter etilico (2x10 mL) e

agua (2x10 mL).

3.2Desenvolvimento de sistemas lipidicos nanoestruturados

Em colaboragdo com o Prof. Dr. Marlus Chorilli do grupo de pesquisa “Sistemas de
liberacdo de farmacos para tratamento de doencas tropicais e emergentes” do
Departamento de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
UNESP foi realizado experimentos de formulagdo de microemulsdo lipidica e
incorporagdo dos compostos Ru(pic)(dppb)(bipy)lPFs (SCAR1); [Ru(pic)(dppb)(Me-
bipy)]PFs (SCAR2); [Ru(pic)(dppb)(phen)]PFs (SCAR4); cis-[Ru(pic)(dppe)2]PFs (SCARDS);
cis-[RuCly(dppb)(bipy)] (SCARG) e [Ru(pic)(dppe)(phen)]PFs (SCAR7) nas formulag¢des
preparadas.

A Tabela 1 apresenta os constituintes dos sistemas lipidicos nanoestruturados

desenvolvidos.

Tabela 1. Constituintes dos sistemas lipidicos nanoestruturados desenvolvidos.

Constituintes
Tensoativo Fase aquosa Fase oleosa
Sistema
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Oleato de sodio : Epikuron® 200 :

ME1 Eumulgin® HRE 40 (6:3:8) tampao fosfato pH 7,4 colesterol : acido micolico (9:1)
Oleato de sodio : Epikuron® 200 : ~ A ey .
ME2 Eumulgin® HRE 40 (6:3:8) tampao fosfato pH 7,4 colesterol : acido micolico (19:1)
T . ® .
ME3 Oleato de sédio : Epikuron 200 ; tampao fosfato pH 7,4 Colesterol

Eumulgin® HRE 40 (6:3:8)

tampao fosfato pH 7,4 :
ME4 Brij“98 : Epikuron®™ 200 (2:1) dispersdo polimérica de Colesterol
poloxamer 407 a 10% (9:1)

Fonte: autor

As microemulsdes foram desenvolvidas baseando-se na metodologia utilizada por
Formariz (FORMARIZ et al, 2010), com algumas adaptagdes. As formulagdes foram
preparadas da seguinte forma: A mistura semi-sélida (2,0 g) contendo o tensoativo (S) e a
fase oleosa (O) foi agitada constantemente, e o tampao fosfato pH=7,4 (fase aquosa — W)
foi adicionado lentamente com uma bureta de precisao (8,0 g). As formulacées foram
sonicadas em modo semi-descontinuo por 10 minutos com pausa de 30 segundos a cada
2 minutos, com amplitude de 15% e rodeadas por banho de gelo utilizando um sonicador
de haste (Q700 da Qsonica®). As transigdes de mistura semi-solida para microemuls&o
opticamente clara, microemulsao clara para suspensao coloidal translucida ou separagao
de fases foram nitidas e reproduziveis. As microemulsdes foram preparadas em uma sala
com temperatura controlada a 25+0,1 °C e 24 horas antes dos experimentos e mantidas a
25+0,1 °C para permitir que o sistema atinja o equilibrio completo. Foi construido o
diagrama de fases das formulagbes ME3 e ME4.

O diagrama de fases é construido preparando-se as formula¢des de acordo com
cada um dos 36 pontos do diagrama. Cada ponto varia as concentragbes das fases
aquosa, oleosa e tensoativo, obtendo sistemas com diferentes caracteristicas. O ponto
que possuir as caracteristicas necessarias para a formulagcdo que se deseja obter é
escolhido para incorporacdo dos compostos e analises posteriores. Neste trabalho,
buscou-se um sistema liquido transparente para incorporacdo dos complexos
heterolépticos de Ru (II).

As Formulagbes contendo acido micdlico em diferentes proporgdes, foram
preparadas para testar sua atividade anti-TB utilizando apenas um composto SCAR

(SCAR1), para avaliar se haveria aumento consideravel da atividade do composto em
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comparagao com o sistema contendo apenas colesterol como fase oleosa. Devido ao alto
custo do acido micdlico, os diagramas de fases destas formulagdes nao foram

construidos.

3.2.1 Incorporagao dos compostos de ruténio

Os compostos heterolépticos de fosfinas/diiminas/acido picolinico contendo
ruténio(ll) foram adicionados apos obter-se as MEs. Em um tubo de vidro adequado
contendo 4mL da base das MEs, foi adicionado 0,002g do composto. Para
homogeneizagéo, a mistura foi levada ao sonicador por 4 minutos, amplitude de 15% em
modo semi-descontinuo com banho de gelo, para incorporagdo dos compostos a 5000

pug/mL na ME lipidica.

Os complexos de Ru (Il) foram solubilizados em DMSO a uma concentragdo de
10.000 pg/mL e levados ao sonicador também por 4 minutos, amplitude de 15% em modo
semi-descontinuo com banho de gelo. Este teste foi realizado para verificar se haveria
alteracdo na coloracdo das solugdes, o que poderia indicar uma alteragao na estrutura

dos compostos causada pelo equipamento.

3.3 Caracterizagao dos Sistemas Nanoestrurados

3.3.1 Dispersao de luz dinamica

O tamanho das particulas e o indice de polidispercao foram medidos através de um
aparelho analisador de goticulas, usando equipamento de espalhamento dinamico de
radiacdo laser — Light Scattering — Zetasizer Nano NS, Malvem Instrumentals, Malvem,
UK. As analises foram realizadas logo apds o preparo das formulacdes e apods trés meses
para andlise da estabilidade. As amostras foram previamente diluidas (1:9) com agua
destilada e foram colocadas na camara de analise de modo que o feixe de laser
atravessasse a dispersao em toda sua extensao. O comprimento de onda do laser foi de
532nm, a temperatura do sistema mantida em 20°C e o indice de refragédo foi de acordo
com o indice observado para cada amostra analisada. Foram realizadas 10
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determinagdes do didmetro e indice de Polidisperséo (IPD) das goticulas de cada amostra
(n=3).

3.3.2 Analise do Potencial Zeta

A determinagéo do potencial Zeta foi realizada utilizando o equipamento Zetasizer
Nano NS, Malvem Instrumentals, Malvem, UK, a partir da mobilidade eletroforética. As
formulagdes foram colocadas na célula eletroforética e realizadas 3 determinacdes do
potencial de superficie para cada amostra. Estas foram previamente diluidas com solucao

de KCl a 10 ug/mL, para manter a forga idnica constante durante a analise.

3.3.3 Analise reolégica continua

Foram obtidos os reogramas das formulagdes ME3 e ME4 através do redmetro
AR200 — TA Instruments® utilizando geometria steel plate com 40 mm de didmetro e com
gap de 200 um. O teste foi realizado em triplicata a 25°C. Para avaliar o comportamento
reoldgico entre as formulagbes, foram selecionadas as bases das Microemulsbes e o

composto SCAR1 foi incorporado nos dois sistemas nanoestruturados diferentes.

3.4Ensaios Biolégicos

3.4.1 Preparo da suspensao bacilar de MTB H3;Rv ATCC 27294 e
Isolados Clinicos Resistentes

As cepas foram cultivadas em caldo Middlebrook 7H9 (Difco™) enriquecido com
OADC (Oleic Acid, Albumin, Dextrose and Catalase), incubada por aproximadamente 10
dias a 37 °C até obtengdo de uma grande quantidade de massa bacilar. Apds, foi
realizado colheita da suspensao de micobactérias e lavagem através de centrifugacao por
15 minutos a 3150 g (=3000 rpm) por 2 vezes com solugao salina tamponada com fosfato
a 1% (tampéao PBS - pH = 7,0), acrescido de Tween 80 a 0,05%. O sedimento obtido foi
ressuspendido em 50 mL do mesmo tampado. Essa suspensao foi aliquotada em

microtubos e congelada a -80°C. O controle de qualidade (CQ) foi realizado apds
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congelamento de no minimo 2 dias realizando semeadura de 100 uL da suspensao pura e
das diluigdes: 107, 102, 103, 10®, 10°, 10°, 107 e 10® em placas de 3 quadrantes
contendo meio Middlebrook 7H11 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 colonias/mL (UFC/mL).

3.4.2 Culturas celulares J774A.1 (ATCC TIB-67) e VERO (ATCC
CCL81)

As linhagens celulares J774A.1 (macrofagos de camundongos) e VERO (epiteliais
normais) foram descongeladas e cultivadas em garrafas com superficie em torno de 12,50
cm? contendo 10 mL de meio DMEM (Vitrocell®) para VERO e meio RPMI para J774A.1.
Ambos os meios, foram enriquecidos com 10% de soro fetal bovino, sulfato de
gentamicina (50 mg/L) e anfotericina B (2 mg/L). As garrafas foram incubadas a 35°C com

5% de CO, até atingir a confluéncia celular.

3.4.3 Determinacao da atividade in vitro contra o M. tuberculosis
Hs;Rv e isolados clinicos resistentes

A CIM foi determinada empregando a metodologia padronizada por PALOMINO et
al. (2002) denominada REMA. Em microplacas estéreis de 96 orificios (KASVI™) foi
depositado na coluna 12, 200 yL de agua destilada estéril, para evitar a desidratagao do
meio de cultura durante o periodo de incubagdao. Os compostos foram solubilizados em
DMSO e os farmacos padrao de acordo com as recomendacdes do fabricante, obtendo
solucdes estoques de 10 mg/mL. As microemulsdes foram preparadas e os compostos
incorporados para atingir a concentragdo de 5mg/ml. As amostras testes foram
depositadas na coluna 2, onde, em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas 1:2 a
partir da coluna 3, de maneira a se obter concentragdes variaveis de cada composto. O
primeiro orificio da microplaca (coluna 1) foi utilizado para controle de contaminagéao do
composto, conforme a Figura 4. Neste orificio foi adicionado apenas o meio de cultura e a
amostra na diluicdo de 1/4, onde se esperava que nao houvesse crescimento de

nenhuma espécie bacteriana. Uma aliquota da cultura de MTB foi descongelada e
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adicionada 100 uL em cada orificio da microplaca, permitindo um volume final de 200 pL e
uma concentracdo bacilar inicial de 2x10° UFC/mL. Na coluna de controle positivo em
destaque na figura se adicionou apenas meio de cultura (200 pL), ndo havendo
crescimento bacteriano. Analogamente, na coluna de controle negativo, adicionou-se 100
ML de meio de cultura e 100 yL de suspensao bacteriana. Os experimentos foram
realizados em ftriplicata, as microplacas foram seladas e incubadas por 7 dias a 37°C
quando foi adicionado resazurina. Apds a incubacgao a 37°C por 24 h, foi feita a leitura da

fluorescéncia no leitor de microplacas Cytation 3 (Biotek™).

Figura 4. Representagdo esquematica do preparo da microplaca, exemplo de um resultado de CIM (visual)
através da técnica do Rezasurin Microtiter Assay (REMA) e da coluna de controle de esterilidade dos
compostos (coluna 1).

Coluna 1 CIM

1 Controle negativo 1 Controle positivo

Foto: Débora Leite
A CIM foi definida como a menor concentragdo do composto capaz de inibir a

multiplicacdo de 90% das células de MTB. A porcentagem de inibicdo da multiplicacao
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bacteriana foi determinada aplicando-se a formula a seguir, considerando a igual a média
da leitura dos orificios controle-positivos (orificios apenas com bactéria e meio de cultura)
e b o resultado de cada orificio com a respectiva diluicdo do composto analisado. Cada

composto foi analisado em triplicata em dias alternados.

100 |1 -_b = % de Inibicdo da multiplicacdo bacteriana

a

3.4.4 Determinacgao da citotoxicidade (ICsp)

A citotoxicidade (ICsp) foi determinada como recomendado por PAVAN et al. (2010)
(Pavan, et al., 2010). Apds a confluéncia celular como descrita no item 3.4. as células
VERO foram retiradas utilizando solucdo de tripsina/EDTA (Vitrocell®) e contadas. Para
cada ensaio de ICso, 3,4 x 10° cels/mL (VERO / Macréfagos), foram semeadas em
microplaca de 96 orificios permitindo um volume final de 200 pL e incubadas por 24 h a 37
°C com 5% CO; para permitir a adesao celular antes da analise com os compostos.
Solugbes dos compostos em concentragdes de 10 mg/mL foram preparadas em DMSO a
5% e submetidas a diluicdo seriada em meio RPMI com intervalo de 1250 a 3,9 pg/mL. No
caso das microemulsdes, estas foram adicionadas diretamente a placa na concentragao
de 10 mg/mL. As células foram expostas aos compostos nas diferentes concentragbes por
24 h e entao aplicados 30 uL de resazurina em cada orificio na concentracédo de 0,01% e
incubadas por 6 h. Apds a incubagao, realizou-se a leitura da fluorescéncia no leitor de
microplacas Cytation 3 (Biotek™) e o ICsy foi definido como a maior concentragdo do
composto no qual 50% das células permaneceram viaveis. Como controle, o ICsy do
DMSO e da base da microemulsdo, foram determinados em cada ensaio. Cada ensaio foi

realizado em triplicata.
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3.4.5 Ensaio de biodisponibilidade oral

3.451 Coleta do plasma para a avaliagio da
biodisponibilidade oral, através do screening
farmacocinético em camundongos BALB/c

Os camundongos com idade entre 4-8 semanas foram divididos em grupos de 2
animais cada e receberam uma dose oral por gavage (Figura 5) de cada composto

incorporado ou ndo na ME3, 300 mg/Kg (Gruppo et al, 2006).

Figura 5. Administra¢do da dose oral por gavagem.

Foto: Débora Leite

Os compostos Scars 1, 2, 4, 5 e 7 quando nao incorporados na ME3 foram
administrados solubilizados em O6leo de girassol, pois 0 mesmo nao apresentou

toxicidade. Os compostos foram administrados de acordo com a Tabela 2.
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Tabela 2. Grupos dos camundongos utilizados para a avaliagdo da biodisponibilidade.

Grupo Composto

Scarl
Scar2
Scar4
Scar5
Scar7
Oleo de girassol
ME3-Scarl
ME3-Scar2
ME3-Scar4
ME3-Scar5
ME3-Scar7

O© 9 0 9 & »n b~ W NN =

—_
(=]

Fonte: autor.

Nos tempos de 20 min, 1, 2, 4 h, realizou-se a coleta do sangue da veia
submandibular, Figura 4, de acordo com as metodologias descritas na literatura
(GRUPPO et al 2006, GOLDE et al, 2005). A coleta inicial foi realizada escolhendo-se
aleatoriamente um lado da face. Passado o tempo para a realizagdo de nova coleta, o
mesmo procedimento foi realizado do lado oposto, alternando a cada coleta para facilitar
o0 uso da lanceta e evitar machucar o animal utilizado. O plasma foi separado e
armazenado a -70 °C para quantificacdo quimica dos respectivos compostos no sangue.
Protocolo CEUA/FCF/CAr n°® 24/2013.
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Figura 6. Coleta do sangue da veia submandibular.

Foto: Débora Leite

3.4.5.2 Preparo das amostras e quantificagao via ICP-MS

A quantificagdo foi realizada no Centro de Estudos Ambientais localizado no
Campus da UNESP de Rio Claro sob supervisao do Prof. Dr. Amauri Antonio Menegario
desenvolvido juntamente com o mestrando Carlos Eduardo Eismann, a doutoranda Ana
Marta Marchini Rolisola e o pés-doutorando Carlos Alfredo Suarez.

Os ions metalicos (Ru e Pt) foram quantificados usando o Espectrometro de Massa
com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) da Thermo Scientific XSeries II.

Para a digestao das amostras, foram utilizados 50 uL da amostra de plasma e 5950
ML de acido nitrico bidestilado 20% v/v. As amostras foram digeridas em microondas
(Berghof Speedwave D 72800) atingindo a temperatura de 170 °C.

Apos a digestado, 2 mL das amostras foram transferidas para tubo cénico de 15mL,
foi adicionado 800 uL da solugdo estoque de padrao interno (Bi, Ho, In, Li-6, Sc, Tb, Y),
de modo que a concentragao final de padrao interno nas amostras fosse de 100 ug/L e
mais 5,2 mL de agua milli-Q, deixando a acidez da solugéo a 5% m/v.

Para a calibracdo, foi utilizada solugdes mono-elementares de Ru e Pt nas

concentragdes 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 ppt e um branco (solugao diluente) e assim,
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construida uma curva analitica. Em todas as solugbes adicionou-se também o padrao
interno com o intuito de corrigir flutuagdes do sinal (contagens por minuto).

Durante o experimento realizou-se o teste de recuperagdo para validagdo do
meétodo, o qual se obteve um resultado de 95-105%.

A determinacdo do limite de deteccdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ) do
método foi realizada segundo Martincica (MARTINCICA, et al 2014), lendo-se o branco da

curva, com dez replicatas, e aplicando-se as equagdes a seguir:

LD = 3 x (Desvio Padrao do branco) ug/L (Equacéao 1)
LQ = 10 x (Desvio Padrao do branco) pg/L (Equacéo 2)

4 Resultados e discussao
4.1 Desenvolvimento dos sistemas nanoestruturados

O sistema nanoestruturado ME3 desenvolvido é constituido por colesterol (fase
oleosa), tampao fosfato pH7,4 (fase aquosa) e uma mistura de oleato de sédio, fosfatidil
colina de soja e Emulgin® (éleo de ricino polioxil-40-hidrogenado) na proporcdo 6:3:8
(tensoativo). Foram obtidas formulagdes com diferentes caracteristicas em cada ponto,
variando as proporcoes de fase oleosa, fase aquosa e tensoativo. As caracteristicas sao
mostradas no diagrama de fases (Figura 7) como regides denominadas Sistemas
Liquido-Transparentes (SLT), onde ha baixa concentragdo de dleo (10%) e tensoativo
(10-30%), Sistemas Viscosos Transparentes (SVT) com a concentracdo de tensoativo
entre 20 a 65% e a fase de 6leo com 10-40%, Sistemas Viscosos e Opacos (SVO)
encontrados na regiao inferior e central do diagrama com baixa concentracéo de d6leo de
(20-50%), tensoativo (10-20%), e Separacao de Fases (SF) em baixas concentragbes de
agua (10-30%) e independente da concentragao do tensoativo nas formulagodes.

O ponto escolhido para o incorporagao dos compostos foi a formulagao F1 (Figura
7) destacada com um circulo vermelho, que é composta de 10% de fase oleosa, 10% de
tensoativo e 80% de fase aquosa. Essa formulagao foi escolhida para a incorporacéo dos
compostos heterolépticos de Ru(ll) devido ser a mais liquida, ou seja, a mais adequada

para o trabalho.
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Figura 7. Diagrama de fases segundo regides observadas no sistema ME3.

FA" o 10 20 30 4 s0 s 70 80 0 100 FO
Fonte: autor.
@ SLT = sistema liquido transparente — ponto escolhido para incorporar os compostos
‘ SLT = sistema liquido transparente
. SVO = sistema viscoso opaco
. SF = separacéo de fase

J SVT = sistema viscoso transparente
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Foi desenvolvido outro sistema denominado ME4, utilizando os componentes:
colesterol (fase oleosa), tampao fosfato pH 7,4 com dispersdo polimérica de poloxamer
407 a 10% (fase aquosa) e a mistura de Brij98® e fosfatidilcolina colina de soja na
proporgao 2:1 (tensoativo).

Foram obtidas formulagdes com diferentes caracteristicas em cada ponto, variando
as proporgdes de fase oleosa, fase aquosa e tensoativo. As caracteristicas sdo mostradas
no diagrama de fases (Figura 8) como regides denominadas Sistemas Liquido-
Transparentes (SLT), onde ha baixa concentragdo de 6leo (10%) e tensoativo (10%),
Sistema Liquido Opaco (SLO) em pontos com baixa concentracdo de 6leo (10%) e
tensoativo entre 20 e 30%, Sistemas Viscosos Transparentes (SVT) com a concentragao
de tensoativo de 60% e a fase de 6leo com 10%, Sistemas Viscosos e Opacos (SVO)
encontrados na regido maior regido do diagrama de fases com concentragdes de oleo
entre 20 e 60% independente da concentragdo de tensoativo e Separagédo de Fases (SF)
encontradas em duas regides do diagrama: uma com fase oleosa com concentragao entre
60 e 80% e tensoativo entre 10 e 30%, outra com fase oleosa entre 10 e 30% com fase
com tensoativo entre 50 e 70% nas formulagdes.

O ponto escolhido para o estudo também foi a formulacdo F1, sistema liquido
transparente (Figura 8), que é composta de 10% de fase oleosa, 10% de tensoativo e
80% de fase aquosa. Essa formulagao foi escolhida para a incorporagao dos compostos
heterolépticos de Ru(ll) devido ser a mais liquido-transparente, ou seja, a mais adequada
para o trabalho, entretanto, mais viscoso que o ponto escolhido do sistema ME3 portanto,
o sistema ME3 foi selecionado para incorporagao dos compostos Scars e continuacdo do
projeto. A diferenca da viscosidade pode ser observada através do ensaio reolégico (item

4.2) que foi realizado para os 2 sistemas.



Figura 8. Diagrama de fases segundo regides observadas no sistema ME4.
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Fonte: autor

SLT = sistema liquido transparente — ponto escolhido para incorporar os compostos
SLO = sistema liquido opaco

SVO = sistema viscoso opaco

SF = separacéo de fase

SVT = sistema viscoso transparente
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4.2Incorporagao dos compostos de Ru (ll)

A Figura 9 mostra os complexos heterolépticos de Ru(ll) solubilizados em DMSO
antes e apds serem sonicados no sonicador de haste (Q700 da Qsonica®). Observa-se

gue apos a sonicagao dos compostos ndo houve alteragado da coloragao das solucdes

Figura 9. Complexos SCARs solubilizados em DMSO, antes e depois de serem sonicados.

DEPOIS

Fonte: Autor

4.3 Caracterizagao dos Sistemas Nanoestruturados

4.3.1 Tamanho de particula e indice de polidispersao

A Tabela 3 apresenta os valores das médias e desvio-padréo dos tamanhos das
particulas e o indice de polidispersao para o sistema lipidico nanoestruturado ME3 (base)
e para os compostos de coordenagdo incorporados na microemulsdo. Observando a
tabela, o tamanho das particulas da ME foi igual a 171,6 + 0,8185. A incorporagao dos
compostos de coordenagdo causou uma pequena variagdo no tamanho das particulas,
sem excecao, variando de 185,1 + 0,6083 a 213,0 £ 2,515. Todos os valores obtidos
estdo na faixa de 10-250 nm (100-2500 A), intervalo ideal para MEs (Formariz et al,
2005).
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Tabela 3. Valores das médias e desvio-padrdo dos tamanhos das particulas e indice de polidisper¢do para a
microemuls3o (base) e para os compostos incorporados na ME3 apds 24hs e apés 3 meses.

Tamanho das Particulas (nm) Indice de Polidispersdo
Formulacéo

apos 24hs apos 3 meses apos 24hs apos 3 meses
BASE 171,6 = 0,8185 164,2 + 1.644 0,152+0,014 0,209 + 0,009
SCAR1 213,0+ 2,515 174,2 + 0,4509 0,258 + 0,008 0,180+ 0,016
SCAR2 208,9+ 2,598 225,2+2,702 0,211 £ 0,008 0,237 + 0,004
SCAR4 185,1 +0,6083 211,2 + 1,900 0,144+ 0,012 0,231 +0,012
SCAR5 196,6 +0,8635 212,9 + 3,161 0,178 0,008 0,241 +£0,013
SCARG 202,4 +2,015 197,3 £ 0,8185 0,219+0,015 0,224 + 0,006
SCAR7 207,8 £2,412 239,4+2,219 0,213 £0,008 0,240 + 0,012

Foram realizadas as medidas de tamanho das particulas e indice de polidispersao
apos 3 meses para analise da estabilidade das formulagdes. Os dados foram analisados
estatisticamente com o software GraphPad Prism versao 6.07, através do teste t student
para amostras independentes.

A analise da variagao no tamanho das particulas e indice de polidispercao através
do teste t de student indicou valor de P=0.5826 e P=0.5353 respectivamente, com
resultado nao significativo, indicando que ndo houve alteragao significativa nos valores no

periodo analisado.

4.3.2 Analise do Potencial Zeta

A Analise do potencial Zeta determina se ha presenca de carga na superficie das
goticulas que constituem a microemulsdo. A Tabela 4 apresenta os resultados do
potencial zeta para o sistema nanoestruturado ME3 e os compostos incorporados nesse

sistema.
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Tabela 4. Andlise do potencial Zeta do sistema ME3, base e compostos SCARs incorporados.

Formulagio Pt e a ™)
BASE -21,5+ 0,624
ME3-SCAR1 0,305 + 0,0889
ME3-SCAR2 0,581 + 0,207
ME3-SCAR4 1,80 £0,142
ME3-SCARS 0,802 +0,174
ME3-SCARG6 -8,51 £ 1,04
ME3-SCAR7 -1,40 £ 1,08

Fonte: Autor

A carga negativa da base é proveniente dos componentes da formulagdo. A
fosfatidilcolina de soja (Figura 2) possui grupamentos ésteres livre [-O-C=0O-] que
contribuem para a carga negativa do sistema, bem como o oleato de sddio que também
possui 0 grupo éster associado ao atomo de sodio que se dissocia [-O-C=0-] e o

colesterol que em sua estrutura possui um grupamento hidroxila livre [OH-]-.

4.3.3 Reologia

A Figura 10 apresenta os Reogramas das formula¢cbes ME3 e ME4 a temperatura de
25°C. Nesta observa-se que a formulagdo ME3 apresentou-se nao Newtoniana do tipo
pseudoplastico com curva descendente do tipo reopético, mostrando-se menos viscosa que a
formulacao ME4, uma vez que esta necessita de uma tensao de cisalhamento maior para causar
uma deformagéo na amostra, caracterizando-a como ndo Newtoniana do tipo plastica com curva
descendente do tipo reopética. Essa diferenga discrepante entre as formulagdes deve-se a adigao

do polimero Poloxamer 407 o qual tornou facilmente visivel o aumento da viscosidade.
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Figura 10. Reogramas das formula¢des ME3 e ME4 na temperatura de 25 2C
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A Figura 11 apresenta os reogramas das formulagdes ME3-SCAR1 e ME4-SCAR1
a temperatura de 25°C. Analisando as figura é possivel observar que nas amostras
contendo o composto SCAR1 incorporado nas diferentes bases, houve a conservagao do
comportamento reolégico.

Nesta, observa-se que as amostras com a adicdo do composto de Ru (Il) SCAR1
demonstrou, no sistema ME3-SCAR1, uma desestruturacdo do sistema em relagado ao
sistema ME3. Contudo, no sistema ME4-SCAR1, houve maior estruturacido do sistema

apo6s a adigcao do composto SCAR1 quando comparado com o sistema ME4.

Figura 11. Reogramas das formula¢gdes ME3-SCAR1 e ME4-SCAR1 na temperatura de 25°C.
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ApOs observar os reogramas apresentados nas Figuras 10 e 11, reafirma-se os

comportamentos observados pela lei das poténcias, descritas pela Equacéao 3:

7= ky" (Equacéo 3)

Onde k € um parametro relacionado a consisténcia (indice de consisténcia) e n é o
indice de escoamento. Neste modelo, n > 1 representa um fluido dilatante, n < 1
representa fluido pseudoplastico ou plastico, e n = 1 fluido newtoniano (CARVALHO,
2009; BERNEGOSSI, 2014).

Na Tabela 5 estdo dispostos os valores de n e k das formulagdes selecionadas.

Tabela 5. indice de escoamento (n) e indice de consisténcia (k) dos sistemas selecionados, analisados em
temperatura de armazenamento (25 2C).

Formulagéao H (média + Sd) K(média + Sd)
ME3 0,736+0,001 0,41140,02
ME4 0,361+0,003 24,750+0,309

ME3-SCAR1 0,681+0,001 0,398+0,003

ME4-SCAR1 0,123+0,004 290,729+4,903

Fonte: autor.

Observa-se que em todas as formula¢des analisadas apresentaram n menor que 1,
demonstrando ser pseudoplasticas, concordando com a interpretacao feita nos reogramas
anteriores, ressalvo as formulagdes ME4 e ME4-SCAR1 que necessitam de uma tensao
inicial para acontecer o escoamento, sendo assim consideradas, plasticas de Bingham.
Também € possivel observar que as formulacbes ME3 e ME3-SCAR1 apresentaram
valores de k menores que as ME4 e ME4-SCAR1, demostrando ser menos consistentes.
Além disso, observa-se que apds a adi¢ao do ruténio (ll), ou seja, a formulagdo ME4-
SCAR1, quando comparado com a formulagdo sem ruténio (Il), demonstra uma

estruturacao no sistema, apresentando um indice de consisténcia maior.
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4.4Ensaios Biolégicos

4.41 Determinagdo da Concentragdao Inibitéria Minima (CIM),
Citotoxicidade (ICso) e indice de Seletividade (IS)

A atividade anti-TB dos compostos foi determinada pelo Ensaio de Microdiluicao
com Resazurina (REMA). As solugdes estoque dos compostos de teste ndo emulsionados
foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO). As Microemulsdes foram testadas

adicionando-as diretamente a placa.

A Tabela 6 apresenta os resultados da CIM dos compostos solubilizados em
DMSO e incorporados no sistema ME3. Esta também apresenta os resultados dos
ensaios de Citotoxicidade (ICso) utilizando células VERO (ATCC CCL81) e indice de

seletividade (IS) dos compostos.

Tabela 6. Atividade anti-TB (CIM), Citotoxicidade (IC50) utilizando células VERO (ATCC CCL81) e indice de
seletividade (IS) dos compostos de Ruténio (ll) incorporados e ndo incorporados na ME3.

CIM - pg/mL ICso - pg/mL IS — IC50/CIM IS
Identificagdo Compostos DMSO ME3 DMSO ME3 DMSO ME3 DMSO/ME
SCAR1  [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs 1,18 1,37 43,9 70,7 37,20 51,60 ¥387%
scarz  [o(fecpRONNe 108 188 203 505 1879 2686 45 qey
SCAR4  [Ru(pic)(dppb)(phen)]PFs 1,34 1,71 20,7 48,1 15,44 28,12 +82,12%
SCAR5 cis-[Ru(pic)(dppe)]PFs 1,32 2,93 8,1 54,6 6,10 18,63 +205.4%
SCAR6 cis-[RuCl,(dppb)(bipy)] 6,8 >25 134,9 56,9 19,83 -
SCAR7  [Ru(pic)(dppe)(phen)]PFq 0,98 1,71 22 46 22,44 26,90 +20.0%
BASE ME3 - J— 626 e e

Fonte: Autor.

A Tabela 7 apresenta os resultados da CIM, os valores dos ensaios de
Citotoxicidade (ICso) utilizando macréfagos J774A.1 (ATCC TIB-67) e indice de
seletividade (IS) dos compostos SCARs.
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Tabela 7. Atividade anti-TB (CIM), Citotoxicidade (IC50) utilizando macréfagos J774A.1 (ATCC TIB-67) e
indice de seletividade (IS) dos compostos de Ruténio (1) incorporados e n3o incorporados na ME3.

CIM - pg/mL ICs - pg/mL IS — IC50/CIM IS
Identificagdo Compostos DMSO ME3 DMSO ME3 DMSO ME3 DMSO/ME

SCAR1 [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PFs 1,18 1,37 22,3 59,6 18,90 43,50 +130,2%
scarz  [ufoNcpeRIMe 108 188 6,5 50,5 602 2686 uuc00
SCAR4 [Ru(pic)(dppb)(phen)]PFg 1,34 1,71 7,6 92,3 5,67 53,98 +852%
SCARS5 cis-[Ru(pic)(dppe).]PFe 1,32 2,93 3,9 33,2 2,95 11,33 +284,1%
SCAR®6 cis-[RuCly(dppb)(bipy)] 6,8 >25 NC 68,9 NC NC
SCAR7 [Ru(pic)(dppe)(phen)]PFg 0,98 1,71 14,4 77,9 14,69 45,56 +210,2%

ME3S >25 e 534 - e e

Fonte: Autor.

Analisando as Tabelas 6 e 7, podemos notar que a atividade anti-TB dos
complexos heterolépticos de ruténio (Il) foi mantida para todos os compostos
incorporados, exceto o SCAR 6. Em um estudo realizado em 2013 avaliando a atividade
anti-TB de compostos metalicos da primeira série do bloco d com tiossemicarbazonas,
Oliveira demonstrou que a atividade destes compostos é dependente da carga.
Compostos nao idnicos apresentaram atividade, analogamente nos compostos idnicos a
atividade foi reduzida ou perderam a atividade (OLIVEIRA, 2013). Baseado no ensaio de
Analise do Potencial Zeta no item 4.3.2, quando o composto SCAR 6 foi incorporado na
microemulsdo ME3 passou a apresentar carga negativa de aproximadamente -8,5 mV,

reduzindo a atividade do composto.

Observamos também que houve reducdo da toxicidade tanto nos ensaios
utilizando células VERO como Macrofagos, chegando a diminuir 10 vezes a toxicidade
para alguns compostos, como demonstrado na coluna IS DMSO/ME, onde foi realizada a
comparagdao em porcentagem do quanto aumentou o indice de seletividade dos
compostos microemulsionados em comparacdo com 0s compostos solubilizados em
DMSO. O Composto SCAR 6 ja apresentava atividade reduzida quando nao incorporado,
quando na microemulsdo, perdeu sua atividade, este composto nao foi utilizado para o

ensaio de biodisponibilidade oral.

Cabe observar que a base da microemulsdo ndo mostrou atividade anti-TB. A CIM
dos complexos incorporados, exceto do complexo SCAR 6, aumentou muito pouco,

provavelmente devido a liberacdo mais lenta dos complexos da matriz da microemulséo.
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O complexo SCAR 6 demonstrou atividade quando solubilizado em DMSO mas perdeu
quando incorporado na microemulsao. Conforme a figura 1, este complexo, diferente dos
demais complexos SCARs, ndo tem o PFs como contra-ion e possui dois atomos de CI
que poderiam estar sendo deslocados quando solubilizado em DMSO, dando origem a

uma estrutura diferente, o que nao ocorre na microemulséo.

Esses resultados mostraram que o sistema lipidico nanoestruturado (ME3) foi
capaz de reduzir a citotoxicidade dos complexos de Ru (lI) e manter a atividade anti-TB.
(FREITAS, et al 2014). Estes resultados podem ser explicados pela presenca do
colesterol na microemulséo, tratando-se do esterol presente em maior quantidade no
corpo humano, foi escolhido como componente do sistema principalmente com o intuito
de reduzir a toxicidade dos complexos incorporados na microemulsdo, bem como
promover a interagdo com a membrana celular do MTB, que € constituida por uma

bicamada fosfolipidica, facilitando a atuagao dos compostos SCARs.

4.4.2 Comparagr?!o da CIM com sistemas nanoestruturados
utilizando Ac. Micolico como constituinte da fase oleosa.
O composto SCAR1 foi o que melhor apresentou atividade anti-TB quando
presente na microemulsao, dessa forma, ele foi escolhido para analise da atividade anti-
TB incorporado nas formulagdes contendo acido micdlico. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Atividade anti-TB do composto SCAR1 nos diferentes sistemas lipidicos.

Sistema Lipidico Composigéao (O) CIM - pg/mL
ME1 Ac. micélico e colesterol (1:9) 1,21
ME2 Ac. micdlico e colesterol (1:19) 1,40
ME3 Colesterol 1,57

Fonte: Autor.

De acordo com o resultado obtido, a variagdo da CIM do composto SCAR1,
incorporado nos diferentes sistemas nanoestruturados nao foi significativa, nao

justificando o uso do acido micdlico na fase oleosa das microemulsdes.
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4.4.3 Determinagao da CIM frente aos 5 isolados clinicos sensiveis,

MDR a INH e RMP com perfil fenotipico e genotipico de

resisténcia determinados

A CIM dos compostos frente aos isolados clinicos foi determinada empregando a
metodologia do REMA sugerida por Palomino et al. (PALOMINO et al, 2002) e descrita
anteriormente, substituindo a cepa padrdo Hs;;Rv por um painel de isolados clinicos
sensiveis e MDR (Tabela 9). O painel de isolados clinicos foi caracterizado
fenotipicamente quanto a resisténcia através da automacado laboratorial BACTECTM
MGITTM 960 Mycobacterial Detection System e os resultados comparados a metodologia
do REMA. O perfil de resisténcia genotipica foi analisado através da técnica de detecgéo
de polimorfismo no DNA PCR-SSCP (PCR-Single Strand Conformation Polymorphism) e
posterior sequenciamento (MIYATA et al, 2011). Os isolados clinicos foram selecionados

de maneira a obter um perfil heterogéneo de resisténcia.
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Tabela 9. Painel de isolados clinicos com perfil de resisténcia fenotipica determinada pela metodologia do REMA e resisténcia genotipica através do
sequenciamento de genes detectados inicialmente pelo polimorfismo no DNA PCR-SSCP (PCR-Single Strand Conformation Polymorphism).

BACTEC MGIT 960 PERFIL FENOTIPICO PERFIL GENOTIPICO
ISONIAZIDA RIFAMPICINA
ISOLADOS
INH RMP REMA (ug/mL) inhA katG ahpC rpoB
0.1 L0 INH RMP Nucl. codon Aa Nucl. cddon Aa Nucl. c6don Aa Nucl. cédon aa
ug/mL ug/mL

46 R R > 50 > 50 n.d. G>C 315 Ser > Thr n.d. CA>TG 526 His>Cys
100 > 50 <0,195 n.d. n.d. n.d. C>G 531 Ser > Trp
110 R R > 50 0,4 n.d. n.d. n.d. C>T 531 Ser > Leu
158 R R > 50 > 50 n.d. n.d. n.d. n.d.
169 R R > 50 > 50 C>T 15 Arg>Stop T>A 337 Tyr>Asn C>T 81 Hys > Tyr C>T 531 Ser > Leu

INH: Isoniazida; RMP: Rifampicina; Nucl.: nucleotideo; aa: aminoacido; n.d. ndo detectado; azul: sensivel; vermelho: resistente
Fonte: Miyata et al, 2011
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Dentre os 80 isolados de M. tuberculosis que compdem o painel (MIYATA, et al
2011), foram selecionadas 5 cepas e utilizadas para analise. Assim, 1 isolado era sensivel
a INH e RMP, e 4 TB-MDR, segundo a técnica do BACTECTM MGITTM 960.

A avaliacdo de compostos frente a isolados clinicos resistentes pode fornecer
dados sobre a possivel resisténcia cruzada dos novos complexos com os farmacos.
Segundo o pipeline do Laboratério Prof. Dr. Hugo David, da FCFAR/UNESP Araraquara,
compostos com atividade inferior ou igual a 10 pg/mL, sdo considerados potenciais
agentes anti-TB. Na Tabela 10 encontram-se os resultados da determinacao da CIM em
isolados clinicos provenientes do hospital Clemente Ferreira. Foram utilizadas as cepas
CF 46, 100, 110, 158 e 156. Como se observa na tabela, as cepas CF 46, 158 e 169
apresentaram resisténcia aos farmacos isoniazida e rifampicina e as cepas CF 100 e 110,

apresentam resisténcia a isoniazida.

Tabela 10. Atividade anti-TB dos compostos SCARs solubilizados em DMSO, incorporados na ME3 e
dos farmacos ja utilizados na terapia anti-TB frente aos isolados clinicos provenientes do Hospital
Clemente Ferreira. CF46, 158 e 169 resistentes a RIF e IZN, CF100 e C F110 resistentes a IZN.

Compostos Conc

e o CF46 CF100 CF110 CF158 CF169
Hg/ml Hg/ml MM Hg/ml MM Hg/ml MM Hg/ml MM Hg/ml MM
I\Bn?:;g;ulséo 12,5 >125 >12.5 >125 >12.5 >125 >125 >125 >12.5 >125 >125
MES3 - Scar1 12,5 >125 >12.5 >125 >12.5 >125 >125 11,9 125 12,0 12,6
ME3 - Scar2 12,5 >125 >12.5 33 34 >125 >125 57 58 12 114
ME3 - Scar4 12,5 >125 >12.5 29 30 >125 >125 34 35 57 58
ME3 - Scar5 12,5 >125 >12.5 58 50 >125 >125 55 47 85 73
ME3 - Scar6 12,5 >125 >12.5 >125 >12.5 >125 >125 >125 >12.5 >12.5 >12.5
ME3 - Scar? 12,5 >125 >12.5 30 32 >125 >125 22 23 36 38
DMSO -Scar1 12,5 37 39 109 11,5 1,7 1,8 26 27 29 31
DMSO -Scar2 12,5 30 3.1 57 58 1,9 1,9 16 16 26 27
DMSO -Scar4 12,5 30 3.1 54 55 23 24 27 28 30 31
DMSO -Scar5 12,5 48 41 51 44 27 23 29 25 29 25
DMSO -Scar7 12,5 52 55 73 77 40 42 30 32 44 46
AM 12,5 09 15 07 12 05 09 06 1,0 06 1,0
CAP 12,5 22 29 58 7.7 30 40 17 23 14 19
GAT 12,5 14 35 05 12 <0.049 <0.049 02 05 12 30
IZN 50,0 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50
KAN 12,5 43 89 78 16,1 28 58 28 58 15 31
MOX 12,5 21 52 04 10 <0.049 <0.049 02 05 16 40
OFL 12,5 38 105 09 25 03 08 07 19 15 318
RIF 50,0 >50  >50 <0.195 <0.195 04 05 >50  >50 >50  >50

Fonte: Autor.
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A resisténcia aos farmacos em MTB é causada por mutagdes em diferentes genes
do bacilo que se refletem nas proteinas envolvidas com as interagdes com os farmacos
utilizados. A resisténcia a INH, por exemplo, esta relacionada com uma variedade de
mutagdes em um ou mais genes, como o que codifica a enzima catalase (katG) (Miyata et
al, 2011). Os complexos SCARs solubilizados em DMSO apresentaram atividade
promissora frente a todas as cepas resistentes. Quando estes foram incorporados na
ME3, mantiveram sua atividade frente as cepas CF 100 (resistente a 1ZN), 158 e 169
(resistentes a IZN e RIF). O mecanismo de agédo destes complexos de Ru (ll) ainda néo
foi elucidado. Através deste estudo, podemos sugerir que seu mecanismo de agao difere

dos principais farmacos utilizados na terapéutica — isoniazida e rifampicina.

4.5Quantificagao via ICP-MS

Este ensaio revela se o ion metalico foi absorvido ou ndo. Através desta
metodologia ndo é possivel avaliar parametros farmacocinéticos ou farmacolégicos como
a absorcéo, a distribuicdo, o metabolismo e a excregédo. A quantificacdo estima em ug/L a
concentracdo do ion metalico no plasma em diferentes tempos de coleta apds a
administragdo dos compostos via gavagem nos animais.

A Figura 12 traz os graficos obtidos através das leituras realizadas no ICP-MS
Thermo XSeries Il das amostras de plasma de camundongos que receberam via oral as
solugdes contendo os compostos SCARs solubilizados em 6éleo de girassol ou
incorporados na ME3, nos tempos de 20 minutos, 1, 2 e 4 horas apds sua administragao.
Foi utilizado um grupo controle, os valores obtidos nesta leitura foi descontado dos
resultados das demais amostras analisadas. Foi utilizada a cisplatina como farmaco
padrdo e quantificou-se a Pt de massa atbmica 195, a que se encontra em maior
abundancia. Para a quantificacdo de Ru, foi analisado o Ru 102, também o mais
abundante que apresenta menos interferentes na analise.

Os coeficientes de correlagdo (R?) ficaram acima de 0,999 para todos os analitos.
Os limites de deteccao e de quantificagao foram determinados conforme a Metodologia,
resultando em LD = 0,0006968 pg/L (Ru 102); LD = 0,0003954 pg/L (Pt 195); LQ =
0,002322 pg/L (Ru 102); LQ = 0,001318 pg/L (Pt 195).
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Figura 12: Quantificacdo de Ru e Pt (farmaco controle) em plasma de camundongos BALB/C apds
administracdo dos compostos SCARs e cisplatina nos tempos de 20 minutos, 1, 2 e 4 horas.
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Fonte: Autor

Analisando o farmaco controle e sabendo que este apresenta biodisponibilidade
oral, a quantificagdo do metal presente em sua composi¢do nos mostra um pico da Pt no
tempo de 2 horas apds a coleta do sangue, com concentragdo aproximada de 50.000
Mg/L.

Foi encontrado e quantificado o Ru 102 no plasma dos animais que receberam os
compostos SCARs tanto solubilizados em éleo de girassol como incorporados no sistema

nanoestruturado ME3. Os que apresentaram maiores concentragcdes do elemento
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analisado foram as amostras com o composto SCAR 4 em 6leo de girassol apés 2 horas,
exibindo uma concentracdo de aproximadamente 5200 ug/L, e do composto SCAR 7
também em 6leo de girassol apds 2 horas na concentragao aproximada de 6000 ug/L.

As menores concentragdes de Ru, para todos os compostos SCARs, encontradas
nas amostras dos animais que receberam a microemulsdo em comparagdo com os que
receberam os compostos solubilizados em éleo de girassol, sdo justificadas pela liberagao
controlada que ocorre quando o composto esta em um sistema nanoestruturado, o que
garantiu a menor toxicidade e consequentemente, a sobrevivéncia dos animais que
receberam os compostos incorporados no sistema ME3. Avaliando a dupla de compostos
SCAR 1 e ME3-SCAR1 por exemplo, o pico do ion metalico proveniente do composto
solubilizado em 6leo de girassol ocorre na amostra coletada 1 hora apds administracéo do
composto com concentragdo aproximada de 51 ug/L, enquanto o mesmo composto
incorporado no sistema ME3 apresentou o pico no mesmo intervalo de tempo porém, com
concentracdo do ion metalico de aproximadamente 8,2 pg/L, comprovando a liberagao

mais lenta da molécula para a corrente sanguinea.

5 CONCLUSOES

O sistema ME1, proposto inicialmente no projeto era constituido de colesterol e
acido micolico (9:1) como fase oleosa, oleato de sdédio, 6leo de ricino polioxil-40-
hidrogenado (Emulgin®) e fosfatidilcolina de soja, na proporgdo 6:8:3, como tensoativo e
tampao-fosfato 50 mmol L-1 pH 7,4 como fase aquosa. Este se tornou inviavel de ser
utilizado, pois em comparagdo da atividade do composto SCAR1 incorporado nos
sistemas ME1, ME2 e MES3 frente ao MTB, nao foi observado aumento consideravel da
atividade anti-TB para justificar o uso do acido micdlico, um componente com custo muito
elevado. Por esse motivo, e baseado nos resultados do ensaio de reologia, o sistema

escolhido para o ensaio com cepas resistentes e biodisponibilidade oral, foi o ME3.

Quando se compara a base da ME3 e as formulagdes contendo os complexos
metalicos, observa-se um pequeno aumento no tamanho das particulas, sendo esse um
forte indicio de que realmente ocorreu a incorporagdo dos respectivos complexos no

sistema lipidico nanoestruturado. O indice de polidispersidade (IPD) é o indice que mostra
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a homogeneidade relativa entre os tamanhos das particulas distribuidos na amostra
medida. Os valores de IPD variaram entre 0,152 £ 0,014 e 0,258 + 0,008 apresentando
uma média faixa de variagdo entre a base e as formulagcbes com os compostos
incorporados, esses dados permiti inferir que as amostras apresentam certa
homogeneidade. A analise do tamanho de particulas e indice de polidispersédo apds 3
meses de preparo das MEs, mostrou que esta apresenta estabilidade apds o periodo

avaliado, comprovado pelo teste t student para amostras independentes.

A citotoxicidade dos compostos heterolépticos de Ru (II) diminuiu quando estes
foram incorporados no sistema nanoestruturado ME3. Os resultados foram obtidos
através do ensaio de citotoxicidade utilizando as linhagens celulares VERO (ATCC
CCL81) e Macrofagos (ATCC TIB-67). Durante o ensaio de biodisponibilidade, observou-
se que os camundongos que ingeriram os compostos SCARs solubilizados em 6leo de
girassol morreram, enquanto os que receberam as microemulsdes continuaram vivos,
comprovando que os compostos quando incorporados na ME3 se tornaram menos
toxicos.

Os compostos incorporados na microemulsdao ME3 apresentaram atividade frente
alguns isolados clinicos resistentes, resultado muito importante visto a necessidade de se
encontrar um composto ativo contra MDR-TB.

A analise via ICP-MS demonstrou que o ion metalico foi absorvido. Foi encontrado
Ru no plasma dos camundongos que receberam os compostos SCARs solubilizados em
Oleo de girassol e também nos que receberam a microemulsao.

Encontrar novos farmacos representa um grande desafio. Os compostos SCARs se
mostraram promissores apresentando atividade anti-TB e baixa toxicidade. O estudo de
novos sistemas de liberagdo de farmacos € importante para a reducdo dos efeitos
colaterais, as interacdes farmacologicas e toxicoldgicas. O sistema com colesterol como
fase oleosa reduziu significativamente a toxicidade dos compostos analisados.

Os objetivos do trabalho foram alcangados e os resultados muito importantes para

continuacao dos estudos com os compostos heterolépticos de Ru(ll).
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Abstract: Tuberculosis is an ancient disease that is still present as a global public health
problem. Our group has been investigating new molecules with anti-TB activity. In this
context, inorganic chemistry has been a quite promising source of such molecules, with
excellent results seen with ruthenium compounds. Nanostructured lipid systems may
potentiate the action of drugs by reducing the required dosage and side effects and
improving the antimicrobial effects. The aim of this study was to develop a
nanostructured lipid system and then characterize and apply these encapsulated
compounds (SCARs 1, 2 and 4) with the goal of improving their activity by decreasing
the Minimum Inhibitory Concentration (MICyy) and reducing the cytotoxicity (ICs).
The nanostructured system was composed of 10% phase oil (cholesterol), 10%
surfactant (soy oleate, soy phosphatidylcholine and Eumulgin®) and 80% aqueous phase
(phosphate buffer pH = 7.4). Good activity against Mycobacterium tuberculosis was
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maintained after the incorporation of the compounds into the nanostructured lipid
system, while the cytotoxicity decreased dramatically, in some cases up to 20 times less
toxic than the unencapsulated drug.

Keyword: ruthenium complexes; tuberculosis; nanostructured lipid systems
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1. Introduction

Tuberculosis (TB) is an ancient infectious disease whose main causative agent is the bacterium
Mycobacterium tuberculosis. Despite the technological resources to control the disease, eradication
is still a distant goal. The bacterium uses mechanisms that allow it to remain latent for years to
evade the host’s immune system. Closely linked to poverty and unequal income distribution, the
disease is a serious global public health problem [1].

TB is an ancient disease that is present in society today as never before in history. People who
are infected with pulmonary TB can spread the disease by coughing, sneezing or even talking. A
patient with pulmonary tuberculosis that is not treated correctly will infect other people, and on
average, this individual can transmit the disease to approximately ten to fifteen people per year. The
most common symptoms of pulmonary TB are cough, shortness of breath, chest pain, fever, night
sweats, loss of appetite, muscle weakness and fatigue [2].

Another factor that contributes to the problem is the fact that approximately one third of the
World population is already infected with the bacillus in its latent form. Of these, approximately
10% will develop clinical manifestations, characterized as TB disease, especially individuals co-
infected with HIV. Thus, HIV associated with TB has been characterized as a major cause of death
among
co-infected patients [3].

Modern drug design strategies are based on the knowledge of the pathophysiology of diseases
and biochemical pathways for the selection of molecular targets. Modern biotechnological tools
have provided valuable information for the discovery and development of new drugs. Medicinal
chemistry has a central role in various processes aimed at the identification of bioactive substances and
the development of leading-compounds with optimized pharmacodynamic and pharmacokinetic
properties [4].

Our group has conducted biological tests to identify bioactive substances from natural products
and synthetic organic and inorganic compounds [5,6]. In this approach, our results have shown
inorganic chemistry to be a very promising approach. Heteroleptic ruthenium (II) compounds
containing phosphines, diimines, picolinates as binders were extremely promising leads, with
Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) better and/or comparable to those of the current first
line drugs [7]. They showed anti-TB activity against both dormant and multidrug-resistant (MDR)
bacteria and did not interact with other medicinal treatments already used [8,9].

In recent years, the search for new drug delivery systems has been very relevant in establishing
more effective therapeutic alternatives that deliver drugs more safely and with minimized side
effects. One of these studies has been directed at microemulsions (MEs), which can be defined as
transparent emulsions in which an oil is dispersed in (orderwise) an aqueous medium containing a
surfactant, with or without a suitable co-surfactant system generating thermodynamically stable
droplets and having an internal phase on the order of nanometers (nm). The active substances can
be transmitted when they are solubilized in the MEs in the oily or aqueous phase [10]. The MEs are
regarded as reservoir systems because the drug is separated from the dissolution medium through a
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membrane or interface that must be implemented to allow release into the environment. These
systems provide a dimensionally restricted environment with particular properties, such as the
ability to bind or associate with molecules of different groups of drugs with the aim of solubilizing,
to modulate the amount of drug released, to increase the drug stability in relation to environmental
conditions or to improve the profile bioavailability by increasing the concentration of drug at the
site of action and preserving the active principle [11].

The formation of microstructures in aqueous surfactant solutions is a common phenomenon of
self-organizing molecules as way to achieve stable thermodynamics. This phenomenon is the basis
for the technological application of surfactants as organized systems in the biological sciences.
Surfactant molecules commonly self-aggregate in the presence of water to form a rich variety of
structures whose parameters are varied surfactant concentration, presence of salt and temperature.
In dilute solutions, isotropic solutions of micelle aggregates can be formed, while in surfactant-
solvent systems at
higher concentrations, liquid crystalline isotropic and anisotropic stages can exist. These aggregates
become more structured even when an oil or other components such as another surfactant or
medium chain alcohol, is added the surfactant-water system. Thus, emulsions, microemulsions and
lyotropic mesophases of different geometries can be generated [10].

Importantly, microemulsion systems improve the solubility and stability of drugs, in addition to
providing long-acting therapeutics, increasing their bioavailability and decreasing the required dose,
targeting specific tissues or organs of the body and delivering active substances with differing
degrees of hydrophilicity/lipophilicity in the same formulation [12].

The major focus of this research was the incorporation of ruthenium compounds into
microemulsions, to develop an effective therapeutic alternative with lower doses and reduced side
effects. Thus, the ruthenium(Il) complexes were incorporated into a nanostructured system
consisting of soy phosphatidylcholine (SPC) and Eumulgin® (Castor oil polyoxyl-40-Hydrogenated),
which are commonly used as surfactants [13,14], sodium oleate (OS) as a co-surfactant [15], cholesterol
(CHO) as the oil phase and phosphate buffer pH 7.4. Then, they were evaluated in vitro for their
antimycobacterial activity against Mycobacterium tuberculosis H3;Rv ATCC-27194 (MICy) and
tested on VERO cells (a normal eukaryotic cell) to determine their cytotoxicity (ICsp).

2. Results and Discussion
2.1. Nanostructured Lipid System

Light scattering is a routine technique that is used for determining the diameter of the internal
phase of microemulsions. Light scattering assays have been developed for liquid microemulsions
that have been diluted with deionized water to detect experimental errors [16].

Table 1 shows the mean values and standard deviation of the particle size and polydispersity
index for the nanostructured lipid system (ME) and the extracts incorporated in the microemulsion.
As per Table 1, the diameter of the ME particles was 129.1 = 0.9 nm. The incorporation of the
complexes caused a small variation in the particle diameter size, without exception, ranging from
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167.9 + 2 to 213.0 = 3 nm. All values are smaller than 1.0 pm (1000 nm), which is the optimal size
for MEs according to Cunha Junior et al. [14]. When comparing the ME and the formulations
containing the complexes, there was a small increase in the size of the particle diameter, a strong
indication that the complexes were incorporated into the nanostructured lipid system. The
polydispersity index was calculated by dividing the mean size of the droplets by the mean number
of measured droplets. For both the MEs and the complexes-loaded MEs, the light scattering analysis
showed PDI values of 0.144—0.258 indicating a good size distribution of the droplets in the ME
system. This parameter directly reflects the size homogeneity of the droplets in the total
microemulsion.

Table 1. Determination of the droplet size and polydispersity of the ME using
light scattering.

Formulation Mean Diameter + S.D. (nm) * Mean PDI + S.D.*
ME 129.1+£0.9 0.152+0.01
SCAR1 188.0+ 1 0.211+0.02
SCAR2 167.9+2 0.211+0.00
SCAR4 213.0+3 0.258 £ 0.01

* Standard deviation (S.D.), polydispersity index (PDI).
2.2. Biological Results of Encapsulated and Unencapsulated Ruthenium(I1) Complexes

Table 2 shows the MICy, ICsp and SI of the compounds. The compounds were tested under two
conditions, diluted in DMSO and incorporated into the nanostructured lipid system. According to
Pavan et al., 2013 [7,8] and described in the Introduction, the compounds were very active against
M. tuberculosis pan-susceptible and MDR, as well as latent stage. However, the only study
available about the cytotoxicity was published in 2011 and used J774 macrophage cells. In that
study, the compounds showed relative cytotoxicity values ranging between 11.90-32.60 uM. In a
2013 study [7] of SCARS 2 and 4, there were five and one mouse deaths, respectively, in the lethal
dose (LDsg) experiment at an oral dose of 2.000 mg/kg/body weight. Based on this study, we
decided to study three different complexes containing two ligands (pic and dppb) and changing the
nitrogen ligand 2,2'-bipyridine (bipy) found in SCAR1 with 4,4-dimethyl-2,2'-bipyridine (Me-bipy)
in SCAR2 and with 1,10-phenanthroline (phen) in the SCAR4. As shown in Table 2, the
compounds solubilized in DMSO are still active against M. tuberculosis and relatively toxic as
shown in previous work. We also noted that the substitution of the nitrogeneous ligand of SCAR1
in SCAR2 and SCAR4 caused an increase in toxicity. When replacing the bipy ligand with Me-
bipy, i.e., substituting two of the hydrogen atoms with two methyl radicals on the pyridine rings,
there was a small 2-fold increase, from 47.60 to
22.70 uM, in toxicity; adding an aromatic ring to the nitrogeneous ligand by replacing the bipy with
phen in SCARA4, also caused a small 1.3-times increase, from 47.60 to 37.60 uM, in the toxicity
against VERO epithelial cells. These results indicate that the exchange of only a ligand in the
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coordination sphere of the Ru(Il) compounds most likely alters the mechanism of action, and
consequently the toxicity of the resulting complexes.

However, when all compounds were encapsulated, the cytotoxicity decreased drastically and the
activity against M. tuberculosis was maintained at similar levels as that of the unincorporated
compounds. Case by case, SCAR1 decreased 8-fold, SCAR2 22-fold and SCAR4 2-fold. These
results show that this nanostructured lipid system is able to reduce the cytotoxicity of the
complexes; this might be explained by the presence of cholesterol, which could promote interaction
with the cellular membrane that consists of a phospholipid bilayer, in the composition of the

microemulsion system.

Table 2. Results of minimum inhibitory concentration (MICy), cytotoxicity (ICso) and
selectivity index (SI) of ruthenium(II) complexes alone (unincorporated) diluted in
DMSO and incorporated into a nanostructured lipid system (ME).

e MICq 1Cs
Identification Compounds Si
po/mL puM  pg/mL pM
SCAR 1 (DMSO) [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PF6 1.6 1.7 456 47.6  28.0

SCAR2 (DMSO)  [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PF6 1.9 1.9 223 227 120
SCAR4 (DMSO)  [Ru(pic)(dppb)(phen)]PF6 1.7 20 320 376 18.8
SCARI (ME) [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PF6 6.1 64 367.6 3837 60.0
SCAR2 (ME) [Ru(pic)(dppb)(Me-bipy)]PF6 2.9 3.0 500 5102 170.1
SCAR4 (ME) [Ru(pic)(dppb)(phen)]PF6 2.9 34 705 828 244

Considering these two experiments, which involved the substitution of a nitrogeneous ligand in
the coordination sphere and the incorporation of coordination compounds into the nanostructured
lipid system, we can conclude that the ME is a better transport vehicle than DMSO for these
ruthenium complexes.

The selectivity index (SI) of each compound was determined as the ratio of ICsy to MIC (Table
2). According to Orme et al. [17], candidates for new drugs must have a selectivity index equal to
or higher than 10, a MIC lower than 6.25 pg/mL (or the molar equivalent) and a low cytotoxicity.
The SI is used to estimate the therapeutic window of a drug and to identify drug candidates for
further studies. When we compare the unencapsulated and encapsulated SIs of each compound, we
can see a considerable increase. Evaluating each case individually, the selectivity index of SCAR1
increased
2-fold, SCAR2 14-fold, and SCAR4 0.3-fold relative to the unincorporated compounds.

There are studies involving nanoencapsulated drugs as a first line treatment of TB, with the
objective of improving the bioavailability of the anti-TB drugs, thereby enhancing the activity of
drugs against intracellular M. tuberculosis in macrophages and maintaining a therapeutic drug
concentration, and consequently improving the compliance of TB patients by developing a new
drug delivery system that can be successfully used in interventional technology [18]. However, the
association of nanotechnology and inorganic compounds for anti-TB treatment in the literature is
very poor, and this is the first time that the ruthenium compounds incorporated into microemulsion
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are presented as
anti-TB drugs. The main goal of this study was to decrease the cytotoxicity and thus reduce the side
effects of the medications.

3. Experimental
3.1. Inorganic Compounds

The synthesis of the complexes [Ru(pic)(dppb)(bipy)]PF6 (SCARL1), [Ru(pic)(dppb)(Me-
bipy)]PF6 (SCAR2), [Ru(pic)(dppb)(phen)]PF6 (SCAR4) was performed according to the
methodology described by Pavan et al., [8,9].

3.2. Nanostructured Lipid System Preparation

MESs were prepared according Formariz et al., [19,20] with modifications and with the following
composition: CHO (10%) as the oil phase, PBS (pH 7.4) as the aqueous phase (80%) and a
surfactant mixture SPC/SO/EU — 3:6:8 (10%). The composition was used to obtain the optimal
hydrophilic-lipophilic balance (HLB) value for the stabilization of the clear ME system. The HLB
value describes the simultaneous attraction of the surfactant mixture for the oil and aqueous phases;
when the HLB is close to the required HLB of the oil phase of the ME, the system provides the
minimum energy conditions for ME formation. The composition of the surfactant system
SPC/SO/EU was established to obtain an HLB value of 14.97.

The mixture was sonicated using a rod sonicator (Q700 of QSonica®, Newtown, CT, USA) at
700 watts in discontinuous mode for 10 min with a 30-second interval in an ice bath every two
minutes during the sonication process. After sonication, the MEs were centrifuged at 11,180 x g for
15 min to eliminate the waste released by the titanium rod sonicator. MEs were prepared 24 h
before the experiments and maintained at 25 + 0.1 °C to complete the equilibration of the system.

3.3. Nanostructured Lipid System Characterization: Mean diameter and Polydispersity Index (PDI)

ME droplet diameters were determined with and without inorganic compounds. All samples
were diluted (100 pL sample in 900 pL deionized water). The microemulsion droplet size
distribution was determined using dynamic light scattering in a Zetasizer Nano NS (Malvern
Instruments, San Diego, CA, USA). The samples were oriented in the analysis chamber so that the
laser beam could cross through the dispersion. The temperature of the system was maintained at 20
°C, and the laser wavelength was 532 nm. Ten determinations of the diameter and polydispersity
index (PDI) of the drops in each sample were made (n = 3).

3.4. Preparation of the Coordination Compound-Loaded Nanostructured Lipid System

After obtaining the ME, the coordination compounds were loaded into the nanostructured lipid
system. Then, compound (0.0100 g) was added to ME (2 mL) and the mixture was homogenized
and sonicated for 5 min at room temperature in discontinuous mode to facilitate the incorporation of
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the nanostructured material into the lipid system at a concentration of 5,000 pg/mL. The inorganic
compound-loaded nanostructured lipid systems were characterized by measuring the mean diameter
and polydispersity in a Zetasizer Nano NS (Malvern Instruments, San Diego, CA, USA) and using
the Zetasizer Software.

3.5. Determination of Minimal Inhibitory Concentration (MICg)

The anti-M. tuberculosis activity of the compounds was determined using the Resazurin
Microtiter Assay (REMA) method according to Palomino et al., [21]. Stock solutions of the tested
compounds were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO) and nanostructured into the lipid systems,
then diluted in Middlebrook 7H9 broth (Difco, Detroit, MI, USA) supplemented with oleic acid,
albumin, dextrose and catalase (OADC enrichment - BBL/Becton-Dickinson, Detroit, MI, USA) to
obtain a final drug concentration range of 0.09-25 pg/mL. A suspension of the M. tuberculosis
H37Rv ATCC 27294 was cultured in Middlebrook 7H9 broth supplemented with OADC and 0.05%
Tween 80. The culture was frozen at —80 °C in aliquots. After two days, the CFU/mL of the aliquot
was determined. The concentration was adjusted to 5 x 10> CFU/mL, and 100 pL of the inoculum
was added to each well of a 96-well microplate together with 100 pL of the compounds. The
samples were set up in triplicate. The plate was incubated for 7 days at 37 °C. After 24 h, 30 uL
0.01% resazurin (solubilized in water) was added. The fluorescence of the wells was read after 24 h
using a TECAN Spectrafluor® (Minnedorf, switzerland). The MICq was defined as the lowest
concentration resulting in 90% inhibition of growth of M. tuberculosis.

3.6. In Vitro Cytotoxic Activity

The cytotoxicity of the complexes diluted in DMSO and in nanostructured in lipid systems was
measured on normal epithelial cells (VERO ATCC CCL -81) as described by Pavan et al., [22]. The
cells were incubated at 37 °C with 5% CO, on plates with a surface area of 12.50 cm” in 10 mL
DMEM (Vitrocell®, Campinas, SP, Brazil) supplemented with 10% fetal bovine serum, gentamicin
sulfate (50 mg/L) and amphotericin B (2 mg/L)

This technique consists of collecting the cells using a solution of trypsin/EDTA (Vitrocell®),
centrifuging (2000 rpm for 5 min), counting the number of cells in a Newbauer chamber and then
adjusting the concentration to 3.4 x 10° cells/mL in DMEM [23]. Next, 200 pL suspension was
deposited into each well of a 96-well microplate obtaining a cell concentration of 6.8 x 10°
cells/well and incubated at 37 °C in an atmosphere of 5% CO; for 24 h to allow the cells to attach to
the plate. Dilutions of the test compounds were prepared to obtain concentrations from 500 to 1.95
pg/mL. The dilutions were added to the cells after the removal of the medium and any cells that did
not adhere, and incubated again for 24 h. The cytotoxicity of the compounds was determined by
adding 30 pL developer of resazurin and read after a 6-hour incubation. The reading was performed
in a microplate Spectrafluor Plus (TECAN®) reader using excitation and emission filters at
wavelengths of 530 and 590 nm, respectively. The cytotoxicity (ICsyp) was defined as the highest
concentration of compound allowing the viability of at least 50% of the cells.
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4. Conclusions

The ruthenium compounds SCARS 1-4 have met some of the criteria that a new drug against
tuberculosis must fulfill; however, they have considerable cellular toxicity. In this work involving
nanoencapsulation, there was a decrease in their cytotoxicity while maintaining their activity
against M. tuberculosis. These results make this new family of drugs against tuberculosis even
more promising.
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