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RESUMO

A tuberculose (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis (Mtb), permanece entre as
principais causas de mortalidade por doengas infecciosas no mundo, agravada pela crescente
disseminacao de cepas resistentes aos farmacos disponiveis. Nesse contexto, o composto 1-
[1- (4- clorofenil)- 2,5- dimetil- 1H- pirrol- 3- il]- N- (ciclohexilmetil) metanamina (5d), derivado
pirrélico obtido a partir da combinagao racional das estruturas de SQ109 e BM212, foi
previamente identificado pelo nosso grupo como um promissor candidato antituberculose.
Entretanto, sua baixa solubilidade em meio aquoso e seu perfil toxicolégico limitam sua
aplicacao terapéutica. Dessa forma, esta tese teve como objetivo aprofundar a caracterizagao
biolégica e toxicolégica do composto 5d e desenvolver sistemas farmacotécnicos inovadores
baseados em nanoesponjas de (3-ciclodextrina para superar suas limitagées biofarmacéuticas.
O composto livre demonstrou atividade antimicobacteriana contra isolados clinicos
multirresistentes de M. tuberculosis, com concentragdes inibitérias minimas entre 2,4 ¢ 9,0
pg/mL. Ensaios de mutagenicidade e genotoxicidade demonstraram auséncia de efeitos
mutagénicos e clastogénicos, enquanto analises gendémicas e morfolégicas sugeriram
interferéncia em vias relacionadas a integridade do envelope celular micobacteriano e
possivel envolvimento da proteina MmpL3 como alvo molecular. Além disso, a atividade
antimicobacteriana foi confirmada em modelo in vivo utilizando Galleria mellonella.
Considerando as limitagbes associadas ao composto livre, durante estagio de pesquisa
realizado no exterior foram desenvolvidas e caracterizadas nanoesponjas de [3-ciclodextrina
para administragcdo pulmonar. As formulagcbes obtidas aumentaram significativamente a
dispersibilidade do composto em meio aquoso, reduziram sua citotoxicidade, promoveram
perfil de liberagdo adequado e apresentaram interagao eficiente com macréfagos, células-alvo
da infecgao tuberculosa. Em conjunto, os resultados demonstram que o composto 5d possui
relevante atividade antimicobacteriana, inclusive frente a cepas resistentes. Adicionalmente,
demonstram que as nanoesponjas de B-ciclodextrina constituem uma estratégia promissora
para aumentar a seguranga e o potencial terapéutico do composto, representando uma
plataforma inovadora para o desenvolvimento de sistemas de administragdo pulmonar

voltados ao tratamento da tuberculose.

Palavras-chave: Mycobacterium tuberculosis; N-fenil-2,5-dimetilpirrol; B-ciclodextrina;

nanoesponja; tuberculose resistente.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb), remains one of the leading
causes of death from infectious diseases worldwide, a situation further aggravated by the
increasing spread of drug-resistant strains. In this context, the pyrrole derivative 1- [1- (4-
chlorophenyl)- 2,5- dimethyl- 1H- pyrrol- 3- yl]- N- (cyclohexylmethyl) methanamine (5d),
obtained through the rational combination of the SQ109 and BM212 structures, was previously
identified by our research group as a promising antitubercular candidate. However, its poor
aqueous solubility and toxicological profile limit its therapeutic application. Therefore, the aim
of this thesis was to further characterize the biological and toxicological profile of compound
5d and to develop innovative [-cyclodextrin nanosponge-based drug delivery systems to
overcome its biopharmaceutical limitations. Free compound 5d showed antimycobacterial
activity against multidrug-resistant clinical isolates of M. tuberculosis, with minimum inhibitory
concentrations ranging from 2.4 to 9.0 ug/mL. Mutagenicity and genotoxicity assays
demonstrated the absence of mutagenic and clastogenic effects, while genomic and
morphological analyses suggested interference with pathways related to mycobacterial cell
envelope integrity and the possible involvement of MmpL3 as a molecular target. Furthermore,
the antimycobacterial activity of compound 5d was confirmed in an in vivo Galleria mellonella
model. Considering the limitations associated with the free compound, B-cyclodextrin
nanosponges for pulmonary administration were developed and characterized during a
research internship abroad. The resulting formulations significantly increased the aqueous
dispersibility of compound 5d, reduced its cytotoxicity, exhibited an appropriate drug release
profile, and demonstrated efficient interaction with macrophages, the target cells of
tuberculosis infection. Altogether, the results demonstrate that compound 5d possesses
significant antimycobacterial activity, including against drug-resistant strains. In addition, they
show that B-cyclodextrin nanosponges represent a promising strategy to improve the safety
and therapeutic potential of the compound, providing an innovative platform for the

development of pulmonary drug delivery systems for the treatment of tuberculosis.

Keywords: Mycobacterium tuberculosis; N-phenyl-2,5-dimethylpyrrole; [(-cyclodextrin;

nanosponge; drug-resistant tuberculosis.
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1. INTRODUGAO

1.1. Etiologia e epidemiologia da doencga

A tuberculose (TB) acompanha a humanidade ha milhares de anos e é
considerada uma das doengas infecciosas mais antigas ja registradas. Lesbes 6sseas
compativeis com a doenca foram identificadas em esqueletos datados de
aproximadamente 5.000 a.C., enquanto as primeiras evidéncias mais consistentes
foram encontradas em mumias egipcias bem preservadas de individuos que viveram
entre 3.700 e 1.000 a.C., principalmente durante a XXI Dinastia’. Com o avanco das
técnicas de biologia molecular, foi possivel confirmar retrospectivamente a presenca
de membros do complexo Mycobacterium tuberculosis em restos humanos antigos,
incluindo mumias sul-americanas, e, mais recentemente, estudos de paleogenémica
permitiram reconstruir genomas ancestrais do patégeno. Esses achados contribuiram
para ampliar o conhecimento sobre sua origem e dispersdao entre diferentes
populagdes?3.

Durante muitos anos, a doenca era conhecida como "tisica", termo utilizado
para descrever o emagrecimento progressivo e o enfraquecimento caracteristicos dos
pacientes. Em 1839, Johann Lukas Schoénlein introduziu o termo "tuberculose",
derivado de "tubérculo", nome dado as lesbes caracteristicas da doenga por
Franciscus Sylvius (Sylvius de le Boé) em 1680".

Um dos maiores avangos na historia da tuberculose ocorreu em 24 de margo
de 1882, quando Robert Koch identificou M. tuberculosis como agente etioldgico da
doenca. Essa descoberta confirmou sua natureza infecciosa e abriu caminho para o
desenvolvimento de métodos diagnosticos, estratégias de prevencéo e tratamentos
mais eficazes*. O reconhecimento da importancia desse marco fez com que o dia 24
de margo fosse instituido como o Dia Mundial da Tuberculose.

A contaminagdo acontece através de aerossois contendo bacilos viaveis
eliminados por individuos com TB pulmonar ativa, fazendo com que o trato respiratério
seja o principal sitio de infecgdo e manutencao da cadeia de transmissao (Figura 1).
O bacilo pode entdo ser completamente eliminado pelo sistema imunolégico, ser
contido em estado de laténcia ou dar origem a uma infecgao ativa. O resultado difere
para cada individuo, dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro °. Os sintomas

comuns sdo tosse com escarro e as vezes com sangue, dores no peito, fraqueza,
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perda de peso, febre e suores noturnos. Muitas vezes, esses sintomas sao leves por
muitos meses, levando a atrasos na procura de cuidados e aumentando o risco de

espalhar a infecgdo para outras pessoas 6.

Figura 1- Mecanismo de transmiss&o da tuberculose.

Transmissao através de goticulas
expelidas por uma pessoa infectada

Mycobacterium
tuberculosis

Pulmao Pulméo

(doente) (inicio da infecgdo)

Fonte: Criado por BioRender.

A doencga subsiste como uma das infecgdes mais persistentes da historia
humana, e apesar de ter sido romantizada por atingir membros das elites sociais, a
maior carga da doencga, ainda hoje, recai sobre a populagdo mais vulneravel,
diretamente relacionada a falta de saneamento basico adequado. Ao discutir a
transformacdo historica do perfil epidemiolégico da doenca, José Rosemberg
destacou que a tuberculose “despiu-se do seu antigo manto aristocratico para tornar-
se essencialmente plebéia”, evidenciando sua forte associagdo contemporanea com
contextos de pobreza, desigualdade social e vulnerabilidade sanitaria .

E um agente patogénico intracelular facultativo, capaz de parasitar fagécitos
mononucleares humanos, desenvolver estratégias moleculares complexas e passar a
maior parte do seu ciclo de vida em macroéfagos alveolares, ao bloquear a maturagao
fagolisossémica e a modulagéo de vias inflamatérias 7. Como consequéncia dessa
persisténcia intracelular, ocorre a formacdo do granuloma (Figura 2), principal
resposta histopatoldgica associada a infeccao. Tradicionalmente descrito como uma
estrutura de contencéo do bacilo, o granuloma apresenta uma dinamica complexa e

diretamente dependente da resposta imune do hospedeiro. Em individuos
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imunocompetentes, o granuloma pode manter o bacilo em estado de laténcia por
longos periodos. Em contrapartida, em situagdes de Iimunossupressdo ou
desregulagéao inflamatoria, pode ocorrer necrose caseosa e cavitagao, favorecendo a

progressdo para a doenga ativa e a disseminag&o do bacilo pelas vias aéreas 5°.

Figura 2— Representacio esquematica da patogénese da tuberculose. Apés a inalagao do M.
tuberculosis, os bacilos alcangam os alvéolos pulmonares e infectam macrofagos alveolares.
A resposta imune do hospedeiro promove a formag&o do granuloma, estrutura responsavel
pela contencdo parcial da infeccdo e manutengdo da laténcia. Em situagdes de
comprometimento imunolégico, pode ocorrer reativagdo da infecgao, necrose granulomatosa
e progressao para a doenga ativa transmissivel.

/ Mycobacterium
tuberculosis

Macréfago

/ Granuloma alveolar infectado

/ necrético
.

4 &

EI omprometimec e iis
a resposta granuloma

imune adaptativa
\ = /
\ . NS

]

: = Controle
\ Reativag3o Rediriaes)
Infecgdo latente eatabelecido

Created in BioRender.com bio

Fonte: Criado por BioRender.

Apesar de ser conhecida desde a Antiguidade e dos avangos obtidos no
conhecimento de sua fisiopatologia, diagndstico e tratamento, a tuberculose continua
sendo um importante problema de saude publica. Em 2024, a estimativa foi de 10,7
milhdes de casos globais de TB, registando-se a primeira redugdo nos indices
absolutos apo6s trés anos consecutivos de aumentos induzidos pelas interrupgoes
sanitarias globais devido a pandemia de COVID-19 '°, enquanto o Brasil mantém-se
classificado no grupo de nacgbes de alta carga para a doenga desde a criacao desta
classificagdo pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 1998, e atualmente
agravado a partir do periodo 2021-2025 com a sua inclusdo concomitante na lista de
nacdes com alta carga para a coinfecgao TB/HIV. Estima-se que o pais registe
anualmente cerca de 100 mil casos incidentes, dos quais aproximadamente 1.000 sédo
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caracterizados por cepas bacterianas resistentes ao tratamento convencional °.
Entretanto, embora o Brasil esteja entre os 30 paises com as maiores coberturas de
tratamento do mundo ', a persisténcia da doenca demonstra que a ampliagéo da

cobertura terapéutica, isoladamente, ndo é suficiente para controlar a infecgao.

1.2. Tratamento

Antes da identificacdo do bacilo, o tratamento da doenca era baseado em
conceitos empiricos e nas diferentes interpretagcbes sobre sua origem. Foram
propostas inumeras abordagens terapéuticas, como sangrias, banhos com pétalas de
rosas vermelhas, ingestdo de leite de diferentes animais, preparados a base de
plantas medicinais, xaropes e oOleos, além da recomendacgédo de mudangas climaticas
e permanéncia em sanatorios localizados em regides montanhosas ou litoraneas .
Embora algumas dessas medidas proporcionassem alivio temporario dos sintomas,
nenhuma apresentava eficacia no controle da doenca.

Em 1890, Koch isolou dos bacilos de M. tuberculosis uma substancia que ele
chamou de tuberculina, acreditando que ela poderia ser utilizada no tratamento da
doenca. A divulgacdo dessa descoberta gerou grande expectativa e atraiu milhares
de pacientes de diversos paises europeus em busca da nova terapia. No entanto, a
tuberculina ndo apresentou eficacia terapéutica e, em muitos casos, agravava o
estado clinico dos pacientes resultando rapidamente em mortes. Posteriormente, em
1909, Clemens von Pirquet demonstrou que a resposta imunoldgica desencadeada
pela tuberculina poderia ser utilizada para identificar individuos previamente
infectados, estabelecendo as bases do teste tuberculinico, que permanece como uma
importante ferramenta para o diagnostico da infecgo latente .

A partir da década de 1940, o tratamento mudou radicalmente com a descoberta
da estreptomicina, primeiro farmaco com atividade comprovada contra M.
tuberculosis. Nos anos seguintes, a introdugao do acido para-aminossalicilico (PAS)
e da isoniazida (INH) possibilitou a utilizagdo da terapia combinada, reduzindo
significativamente o surgimento de cepas resistentes e aumentando as taxas de cura.
Posteriormente, a incorporacdo da rifampicina e da pirazinamida permitiu o
desenvolvimento dos esquemas de curta duragdo, que constituem a base do
tratamento da tuberculose até os dias atuais’.
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Tabela 1— Comparacao entre o esquema terapéutico convencional de seis meses e o
regime abreviado de quatro meses atualmente recomendado pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) para pacientes elegiveis com tuberculose pulmonar sensivel aos
medicamentos.

Esquema terapéutico padrao Novo esquema abreviado (2025)

2 meses HRZE 2 meses HPMZ

4 meses HR 2 meses HPM

Total: 6 meses Total: 4 meses
Recomendacéao padrao Recomendacéo condicional

H = isoniazida; R = rifampicina; Z = pirazinamida; E = etambutol; P = rifapentina; M = moxifloxacino.
Fonte: Adaptado de TB Aliance (2025) '?

Hoje, o esquema terapéutico padrao preconizado para pacientes acometidos
por TB sensivel compreende uma poliquimioterapia combinada com duragdo minima
de seis meses (Tabela 1), composto por uma fase intensiva de dois meses com
rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol (2HRZE), seguida por uma fase de
continuagdo de quatro meses com rifampicina e isoniazida (4HR)'3. Apesar da eficacia
do esquema terapéutico convencional, a longa duragdo do tratamento e a elevada
carga medicamentosa diaria representam importantes obstaculos a adesdo dos
pacientes.

Nesse contexto, o uso irregular ou a interrupcédo da terapia contribuem
diretamente para o surgimento de cepas multirresistentes 8, por isso nos ultimos anos,
importantes avangos clinicos levaram a atualizacdo das recomendagbes da
Organizagao Mundial da Saude (OMS). Atualmente, além do esquema convencional
de seis meses, a OMS recomenda um regime abreviado de quatro meses para
pacientes elegiveis com tuberculose pulmonar sensivel aos medicamentos, composto
por rifapentina, isoniazida, pirazinamida e moxifloxacino (2HPZM/2HPM)'2. A redugéo
da duragao do tratamento representa um importante avango para melhorar a adesao
terapéutica e reduzir as taxas de abandono, mantendo eficacia clinica comparavel ao

esquema padrao.

1.3.Resisténcia antimicrobiana

A problematica da resisténcia comega no uso incorreto dos medicamentos e é
agravada por caracteristicas bioldgicas do bacilo, que possui uma parede celular rica

em acidos micélicos, altamente lipofilica e impermeavel, o que o torna bem menos
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acessivel e mais resistente aos agentes terapéuticos. Além dessa resisténcia
intrinseca, a capacidade adaptativa do bacilo também pode apresentar tanto
resisténcia adquirida, associada a mutagcdes cromossOmicas selecionadas pela
pressao antimicrobiana, quanto resisténcia fenotipica, relacionada ao estado de baixa
atividade metabodlica e persisténcia’. Em conjunto, o resultado ndo é apenas na
limitagdo do uso dos antibidticos disponiveis, mas também na dificuldade no
desenvolvimento de novos medicamentos e abordagens terapéuticas.

Nos casos de resisténcia aos antibidticos de primeira linha, os pacientes
precisam alterar o esquema de tratamento, migrando para esquemas terapéuticos de
segunda escolha, historicamente associados a tratamentos prolongados, elevada
carga medicamentosa, toxicidade significativa e menores taxas de sucesso
terapéutico. Os antigos esquemas, frequentemente superiores a 18 meses e
baseados em medicamentos injetaveis, foram progressivamente substituidos por
regimes totalmente orais, mais curtos e com melhor perfil de seguranca. Entre eles,
destacam-se os esquemas baseados em bedaquilina, pretomanida, linezolida e outros
farmacos de segunda linha, capazes de reduzir a duragdo do tratamento para
aproximadamente seis meses em pacientes elegiveis'?.

Embora as diretrizes mais recentes da OMS priorizem regimes totalmente orais
para TB multirresistente ou resistente a rifampicina (TB-MDR/RR), muitos pacientes
ainda necessitam de terapias complexas que podem se estender por 6 a 30 meses,
sem garantia de cura, especialmente nos casos mais avangados de resisténcia 1915,

Das pessoas que foram bacteriologicamente confirmadas para TB em 2024,
83% foram testados para resisténcia a rifampicina (RR-TB) ou a rifampicina e
isoniazida (MDR-TB), positivando mais de 175.000 casos "°.
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Figura 3— Tendéncia global estimada do numero de casos incidentes de tuberculose
multirresistente ou resistente a rifampicina (MDR/RR-TB) entre 2015 e 2024. A area
sombreada representa o intervalo de incerteza de 95%.
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Fonte: Adaptado de WHO (2025) "°.

Entre as formas mais graves de resisténcia, estdo a TB-pré-extensivamente-
resistente (pré-XDR-TB) e a extensivamente-resistente (XDR-TB). Segundo a OMS,
a pré-XDR-TB corresponde as cepas classificadas como TB multirresistente ou
resistente a rifampicina (TB-MDR/RR) que apresentam resisténcia adicional a
qualquer fluoroquinolona. Ja a XDR-TB compreende os isolados que, além das
caracteristicas de pré-XDR-TB, também apresentam resisténcia a pelo menos um
farmaco do Grupo A utilizado no tratamento de resgate, como a bedaquilina e/ou a
linezolida. Dentre essas 2 classificagcoes, em 2024 foram confirmados dezenas de
milhares de casos em diferentes regides do mundo '°.

Esse cenario reforga a urgéncia no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas e compostos com maior eficacia frente aos diferentes tipos de

resisténcias do bacilo.

1.4. Administragao intrapulmonar

Como a tuberculose pulmonar é adquirida por inalagao de aerossois contendo M.
tuberculosis e tem os alvéolos pulmonares como principal sitio inicial da infecg¢ao, a

administragao de farmacos por via intrapulmonar surge como uma estratégia racional
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para aumentar a concentragao local do medicamento diretamente no microambiente
onde o bacilo se estabelece. A administragao de medicamentos pela via intrapulmonar
permite acdo local com uma extensa superficie de contato, além de apresentar alta
versatilidade permitindo maiores concentragbes de farmaco com alta, baixa ou
nenhuma absorgao sistémica, dependendo das caracteristicas do farmaco e da
formulagao''”. Considerando que a tuberculose tem como principal sitio de infecgdo
o pulmao, a administragcdo intrapulmonar representa uma estratégia particularmente
atrativa para aumentar a concentracao local do farmaco e potencializar sua eficacia.

A deposicao pulmonar ocorre por trés mecanismos fisicos principais. Particulas
com Dae de aproximadamente 1-5 pm tém maior potencial de serem depositadas no
pulméo, especificamente na regido alveolar. Particulas maiores que 5 pm de didmetro
geralmente estdo sujeitas a impactagdo inercial na regido orofaringea ou
sedimentagcdo na regidao brénquica; no outro extremo, particulas com diametros
substancialmente menores que 1 um, embora capazes de atingir a regido alveolar,
nao conseguem se depositar e sdo exaladas em seguida 8.

Dessa forma, sistemas inalaveis destinados ao tratamento da tuberculose, devem
apresentar propriedades aerodinamicas compativeis com a deposi¢ao na regiao mais
profunda do pulméo, pois sdo nos macrofagos alveolares que a micobactéria se
instala e se multiplica. Além disso, microparticulas com Dae entre 1,5-3 pm sao mais
suscetiveis ao reconhecimento e a fagocitose por macrofagos alveolares, sendo

especialmente relevante para favorecer a entrega do farmaco intracelularmente 1920

1.5. Pirrdis com atividade antituberculose

A demanda por farmacos com mecanismos de agao inovadores, capazes de
combater cepas resistentes de M. tuberculosis, impulsionou, em 2006, o inicio de um
projeto de pesquisa voltado ao desenvolvimento de analogos derivados do BM212,
um pirrol previamente descrito na literatura por sua potente atividade
antimicobacteriana?'. A estratégia baseou-se na combinagéo de porgbes moleculares
entre o BM212 e o SQ109 (Figura 4), um derivado adamantano-diamina, que, na
época, emergia como um composto promissor para o tratamento da tuberculose.
Estudos ja demonstravam que ambos compartilhavam o mesmo alvo farmacoldgico,

atuando sobre a MmpL3 (Mycobacterial membrane protein Large 3), uma proteina de
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membrana micobacteriana, que é fundamental para a biossintese e manutengao do

envelope celular 22,

Figura 4— Representagao grafica (esquerda) de BM212 (1) e SQ109 (2), uma comparagao
aproximada da distribuicado topoldgica de suas caracteristicas quimicas (superior direita) e a
superposicao de seus conformeros tridimensionais, mostrando que a estrutura flexivel de 2
(vermelho) é bem sobreponivel ao esqueleto de 1 (azul).
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Alinhado a essa linha de investigacédo, um estudo conduzido em colaboragao entre
Nosso grupo de pesquisa e os pesquisadores responsaveis pelo desenvolvimento do
BM212 resultou, em 2020, na identificagdo de um derivado N-fenil-2,5-dimetilpirrol,
desenvolvido como hibrido dos agentes antituberculosos BM212 e SQ109, com
atividade promissora. O composto apresentou atividade bacteriostatica expressiva e
atividade intramacrofagica em concentracbes comparaveis as observadas para
farmacos de referéncia, como a moxifloxacina e da isoniazida, bem como potencial
contra cepas resistentes de M. tuberculosis. Denominado “composto 5d” neste
trabalho e identificado pelo nome IUPAC 1- [1- (4- clorofenil)- 2,5- dimetilpirrol- 3- il]-
N- (ciclohexilmetil) metanamina, destacou-se dentre uma série de derivados
sintetizados com o objetivo de conferir lipofilicidade suficiente para penetrar a parede
celular de micobactérias e macrofagos. O composto 5d (Figura 5) apresenta uma
cadeia lateral de ciclohexilmetileno, e a analise de relagao estrutura-atividade (REA)
indicou que a presenga de substituintes volumosos, alifaticos e lipofilicos na cadeia
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lateral metilamina ligada ao carbono 3 (C3) do nucleo pirrélico € essencial para

otimizar a atividade antimicobacteriana 23.

Figura 5— Estrutura quimica do composto 5d [1- [1- (4- clorofenil)- 2,5- dimetilpirrol- 3- il]- N-
(ciclohexilmetil) metanamina], derivado N-fenil-2,5-dimetilpirrol desenvolvido a partir da
estratégia de otimizacao estrutural baseada nos compostos BM212 e SQ109.
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Fonte: Adaptado de Touitou et al (2020) 2.

Em ensaios microbiolégicos, o composto 5d apresentou concentragao inibitoria
minima (CIM) entre 0,06 — 0,3 ug/mL contra a cepa de referéncia M. tuberculosis
H37Rv, e manteve atividade similar frente a cepa clinica CCM 11.1, pertencente a
linhagem Beijing e caracterizada pela resisténcia a isoniazida, rifampicina, etambutol
e etionamida, apresentando CIM de 0,12 yg/mL. Além disso, ensaios preliminares
utilizando o modelo alternativo de Galleria mellonella, ndo evidenciaram toxicidade
significativa na dose de 12mg/kg, sendo considerado seguro para continuidade em
estudos bioldgicos 2.

Entretanto, apesar do composto 5d apresentar elevada atividade
antimicobacteriana, sua baixa solubilidade em sistema aquoso e seu perfil de
citotoxicidade representam limitagbes para sua aplicagéo terapéutica.

1.6. Ciclodextrinas como sistema de vetorizacéo

As ciclodextrinas (CDs) constituem uma das estratégias mais utilizadas para

melhorar as propriedades de farmacos com baixa solubilidade em agua. Sao
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oligossacarideos ciclicos obtidos pela degradagao enzimatica do amido, formados por
unidades de glicose organizadas em uma estrutura tridimensional semelhante a um
cone truncado, com uma cavidade interna hidrofobica e uma superficie externa
hidrofilica, geralmente com baixa capacidade de atravessar membranas bioldgicas.
Os subtipos de CD mais utilizados sdo a-CD, 3-CD e y-CD, que consistemem 6, 7 e
8 unidades de D-glicose, respectivamente (Figura 4). Os grupos hidroxila das CD
estdo localizados na superficie externa da molécula, o que torna as CD soluveis em
agua, mas simultaneamente gera uma cavidade hidrofébica interna com diametro de
1,37 a 1,69 nm, o que permite a formagao de complexos de inclusdo com diferentes

moléculas lipofilicas 2425,

Figura 6— Estrutura e propriedades de a, 8 e y-ciclodextrinas.

Fonte: Adaptado de Venturini et al. (2008) 2.

O aumento da solubilidade em agua, melhora da estabilidade quimica e da
biodisponibilidade do composto encapsulado, faz com que as CDs sejam
particularmente interessantes para compostos hidrofébicos e potencialmente
citotoxicos.

Dentre os diferentes tipos de CDs, o -CD é o mais utilizado no desenvolvimento
farmacéutico, principalmente por ser mais seguro, versatil e econdmico 2.
Recentemente, um grupo de pesquisa estudou a complexacdo de delamanida, um
novo farmaco contra TB, com diferentes CDs. Eles demonstraram que o hidroxipropil-

B-CD (HP-B-CD) resultou em um complexo soluvel, estavel, com boa deposi¢ao nas
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vias aéreas e com menor concentragao inibitéria minima quando comparado ao
farmaco livre em estudos in vitro 2. Guan et al (2020) também estudaram o HP-3-CD
e prepararam uma inclusdo de naringenina-HP-3-CD para administracdo por via
pulmonar no tratamento da tosse, obtendo resposta rapida com alta concentracao
local 2°. Ha também estudos explorando formulagdes para sistemas inalatorios com
sulfobutiléter-B-ciclodextrina (SBE-B-CD) complexado com bedaquilina, outro farmaco
recentemente aprovado contra TB. Parvathaneni et al (2021) estudaram o
reposicionamento de farmacos e complexaram bedaquilina com SBE-3-CD contra
cancer de pulméo, obtendo deposi¢cao pulmonar eficiente, com didmetro aerodindmico
de 2,9 um 39 demonstrando a eficacia na administragdo inalatéria de farmacos

destinados a doencas pulmonares.

1.7. Nanoesponja de ciclodextrina: matrizes poliméricas hiper-reticuladas

Como uma evolugao dos sistemas baseados em CDs, as nanoesponjas de
ciclodextrinas (NCs) consistem em redes poliméricas tridimensionais hiper-reticuladas
capazes de aumentar a capacidade de encapsulagdes de moléculas (Figura 8). Essas
estruturas podem ser preparadas usando diferentes métodos sintéticos, como
modificagdo quimica, polimerizagao de anéis CD ou modificagdo de grupos funcionais,
resultando em nanoestruturas porosas com elevada area superficial € multiplos sitios
de interagédo?’.

As NCs possuem alta eficiéncia para acomodar moléculas pouco soluveis por
meio de complexagéao por inclusdo, no interior das cavidades hidrofobicas das CDs, e
também por nao inclusdo, nos intersticios e canais formados pela rede polimérica
reticulada®'. Consequentemente, essas nanoestruturas apresentam capacidade de
carga superior as CDs livres, além de maior controle sobre a estabilidade e liberagéo

do farmaco encapsulado.
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Figura 7— Representagido esquematica da sintese de nanoesponjas de ciclodextrina (CDs)
por reticulagdo de moléculas de B-ciclodextrina utilizando diferentes classes de agentes
reticuladores.
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A natureza do reticulador e a propor¢cdo de CD com reticulador sdo parametros
que podem ser modulados para obter nanoparticulas com diferentes propriedades
fisico-quimicas, como porosidade, didametro aerodindmico, capacidade de
encapsulagdo e perfil de liberagédo®2. Os reticuladores podem reagir faciimente com
grupos hidroxila capazes de sofrer substituicdo ou eliminagdo, sendo os mais
utilizados a epicloridrina (EP) e o &acido citrico (AC) (Figura 5)3233. Enquanto a
reticulagdo com epicloridrina gera predominantemente ligagbes do tipo éter, a
utilizacao de acido citrico promove a formacado de ligacbes éster em condigdes
compativeis com os principios da quimica verde. Além da elevada biocompatibilidade,
as nanoesponjas obtidas a partir de acido citrico apresentam grupos funcionais
capazes de participar de interacbes eletrostaticas e ligagcdbes de hidrogénio,
favorecendo a encapsulacéo de diferentes classes de compostos3234,

Considerando que a tuberculose pulmonar tem como principal sitio de infeccao os
alvéolos e que Mycobacterium tuberculosis sobrevive predominantemente em
macrofagos alveolares, a administragao pulmonar constitui uma estratégia promissora

para aumentar a concentragao local do farmaco no sitio da infecgao, favorecer sua
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interacdo com as ceélulas-alvo e reduzir a exposigao sistémica. A incorporagao do
composto em sistemas carreadores baseados em nanoesponjas de B-ciclodextrina
busca ainda superar suas limitacbes biofarmacéuticas, aumentando sua
dispersibilidade em meio aquoso, modulando sua liberacdo e reduzindo sua

citotoxicidade.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar, em estudos pré-clinicos, o potencial terapéutico do derivado pirrélico 5d

para o tratamento da tuberculose, aprofundando a caracterizacdo do seu perfil

antimicobacteriano, mecanismo de agédo e segurancga biolégica na forma livre, bem

como desenvolver e caracterizar um sistema inalatério de liberacdo baseado em

microparticulas de nanoesponjas de ciclodextrina (NCs) para administragao

intrapulmonar, visando aumentar sua estabilidade e direcionamento ao sitio de

infeccdo, reduzir a toxicidade celular e favorecer a entrega intramacrofagica do

farmaco.

2.1.0bjetivos especificos:

2.1.1. Avaliagao bioldgica do composto 5d livre

Avaliar a atividade antimicobacteriana do composto 5d frente a isolados clinicos
de M. tuberculosis, com perfil de resisténcia;

Avaliar o perfil citotéxico do 5d em diferentes linhagens celulares;

Investigar o potencial mutagénico do 5d por meio dos ensaios de micronucleo
e teste de Ames;

Avaliar a toxicidade e eficacia do composto em Galleria mellonella;

Avaliar a toxicidade e eficacia do composto em camundongos BALB/c através

de infecgao intranasal com M. tuberculosis.

2.1.2. Investigagdo do mecanismo de agéo

Analisar alteragdes morfolégicas induzidas pelo composto 5d em M.
tuberculosis através de microscopia eletrénica de varredura (MEV);
Investigar possiveis mecanismos associados a resisténcia através do

sequenciamento genémico completo (SGC).

2.1.3. Estratégia de encapsulagao (desenvolvimento e caracterizagéo)

Encapsular o composto 5d em nanoparticulas de CNs;

Desenvolver microparticulas de CNs contendo o composto 5d;

Caracterizar os sistemas quanto as propriedades fisico-quimicas e estruturais;
Avaliar o perfil de liberagdo do composto a partir dos sistemas desenvolvidos;

Comparar o perfil citotéxico do composto 5d livre e encapsulado.

2.14. Interacao celular

Investigar a internalizagao celular das microparticulas por citometria de fluxo;
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- Avaliar a distribuigao intracelular por microscopia confocal
2.1.5. Atividade inatramacrofagica
- Avaliar a atividade antimicobacteriana do composto 5d livre e encapsulado em

macrofagos infectados por M. tuberculosis.
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3. CONCLUSAO

A presente tese ampliou o conhecimento sobre o derivado pirrélico 5d como
potencial candidato para o tratamento da tuberculose, integrando estudos bioldgicos,
toxicolégicos e farmacotécnicos voltados a sua aplicagao terapéutica.

Os resultados demonstraram que o composto apresenta elevada atividade
antimicobacteriana frente a cepas sensiveis e resistentes de M. tuberculosis. Além
disso, os ensaios de mutagenicidade e genotoxicidade indicaram um perfil de
seguranga favoravel, enquanto as analises morfologicas e o sequenciamento de
mutantes resistentes forneceram evidéncias consistentes do envolvimento de
mecanismos associados a integridade do envelope celular micobacteriano em sua
atividade bioldgica, que ja era previsto.

Embora os ensaios em modelos alternativos tenham demonstrado eficacia
promissora e baixa toxicidade, a avaliagdo em modelo murino revelou importantes
limitacbes relacionadas a toxicidade sistémica do composto livre, evidenciando a
necessidade de estratégias capazes de melhorar sua seguranga e aplicabilidade
terapéutica. Nesse contexto, foram desenvolvidos sistemas de entrega pulmonar
baseados em nanoesponjas de ciclodextrina capazes de aumentar a dispersibilidade
aquosa do composto, modular sua liberagdo e reduzir sua citotoxicidade. Entre as
formulacdes avaliadas, a nanoesponja reticulada com epicloridrina e revestida com
quitosana apresentou caracteristicas particularmente promissoras para administracéo
pulmonar, incluindo perfil de liberagdo pH-responsivo.

Em conjunto, os resultados demonstram que o composto 5d constitui um
promissor candidato antituberculose e que sua associagao a sistemas de liberagao
baseados em nanoesponjas de ciclodextrina representa uma estratégia eficaz para
superar limitagdes criticas observadas durante sua avaliagao pré-clinica. Dessa
forma, esta tese contribui tanto para o entendimento dos mecanismos bioldgicos
associados ao composto quanto para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas direcionadas ao tratamento da tuberculose.

Por fim, os dados obtidos fornecem bases sélidas para futuros estudos de
eficacia utilizando as formulag¢des encapsuladas em modelos de infec¢gdo, bem como
para o aprofundamento dos mecanismos moleculares envolvidos na atividade

antimicobacteriana do composto 5d.
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