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RESUMO

A esclerose multipla (EM) €é wuma doengca crénica autoimune
neurodegenerativa no sistema nervoso central (SNC), para a qual os tratamentos
convencionais sao limitados por alto custo, efeitos adversos e eficacia parcial. Nesse
contexto, a busca por alternativas mais eficazes, seguras e acessiveis levou a
investigacdo do acido ursolico (AU) e de compostos de rodio (Rh). O AU possui
reconhecida acdo anti-inflamatéria e imunomoduladora, no entanto, suas
desfavoraveis caracteristicas fisico-quimicas o tornam um desafio do ponto de vista
farmacotécnico. Por outro lado, complexos de Rh com ciclodextrinas ja
apresentaram efeito imunomodulador in vitro e in vivo, porém sua eficacia em
modelos de EM permanece inexplorada. Desta forma, o presente trabalho objetivou
sintetizar, caracterizar e avaliar o efeito imunomodulador de complexos de AU com
poli-beta-ciclodextrina (AU/pBCD) e de Rh com hidroxipropil-beta-ciclodextrina
(Rh/HPBCD) no modelo de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE). A
caracterizagao fisico-quimica seguiu uma abordagem estratégica: a formagao do
Rh/HPBCD, em continuidade a um trabalho prévio, foi confirmada por
espectroscopia no infravermelho (FTIR) e por anadlises térmicas (TGA/DTA). Ja o
complexo inédito AU/pBCD foi submetido a uma investigacao aprofundada para
elucidar seu comportamento supramolecular, utilizando, além de FTIR e TGA/DTA,
estudos de solubilidade de fase, espalhamento de luz dindmico (DLS) e potencial
zeta. A avaliagao biolégica iniciou-se in vitro, com ensaios de citotoxicidade (MTT) e
de producéao de 6xido nitrico (NO) para o AU/pBCD, e prosseguiu com a avaliagao in
vivo de ambos os complexos no modelo EAE em camundongos C57BL/6 fémeas. A
caracterizacao aprofundada do AU/pBCD revelou a formagao de um complexo de
inclusdo com estequiometria 1:1, resultando em um aumento da solubilidade do AU
e na formacdo de nanoparticulas coloidais estaveis em meio aquoso. In vitro, o
AU/pBCD reduziu a produgdao de NO em macrofagos, demonstrando maior poténcia
do que o AU isolado e sem apresentar citotoxicidade em concentracoes
terapéuticas. In vivo, ambos os complexos, assim como seus compostos isolados,
atenuaram significativamente o escore de incapacidade neurolégica da EAE.
Notavelmente, o Rh isolado demonstrou a agdo mais rapida e potente durante o pico

inflamatério da doencga. Anadlises ex vivo do SNC revelaram uma agao dupla e



compartimentalizada: no cérebro, os tratamentos promoveram uma clara
imunomodulagdo, com redugéo da citocina pré-inflamatéria IL-12p70 e do infiltrado
inflamatorio; em contrapartida, na medula espinhal, exerceram um potente efeito
neuroprotetor, diminuindo a desmielinizagdo mesmo sem reduzir o infiltrado
inflamatdrio local. Conclui-se que os complexos de AU e Rh atenuam a severidade
da EAE por meio de um mecanismo combinado de imunomodulagcao central e de
neuroprotecao direta. O Rh emergiu como um agente terapéutico de alta poténcia,
enquanto a complexacdo do AU mostrou-se uma estratégia farmacotécnica
bem-sucedida tanto na melhoria das propriedades fisico-quimicas quanto na
manutencdo da eficacia, o que justifica a continuidade das investigagbes para o

desenvolvimento de novas terapias para a EM.

Palavras-chave: Esclerose Multipla, Imunomodulacédo, Neuroprotegdo, Acido

Ursolico, Ciclodextrinas, Rodio.



ABSTRACT

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease that causes
neurodegeneration in the central nervous system (CNS), for which conventional
treatments are limited by high cost, adverse effects, and partial efficacy. In this
context, the search for more effective, safe, and accessible alternatives has led to the
investigation of Ursolic Acid (UA) and Rhodium (Rh) compounds. UA possesses
well-established anti-inflammatory and immunomodulatory actions; however, its
unfavorable physicochemical characteristics present a pharmacotechnical challenge.
On the other hand, while Rh complexes with cyclodextrins have previously shown
immunomodulatory effects in vitro and in vivo, their efficacy in MS models remained
unexplored. Therefore, this study aimed to synthesize, characterize, and evaluate the
immunomodulatory effect of a UA complex with poly-beta-cyclodextrin (UA/pBCD)
and an Rh complex with hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (Rh/HPBCD) in the
Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) model. The physicochemical
characterization followed a strategic approach: the formation of Rh/HPBCD, building
upon previous work, was confirmed by Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR) and thermal analysis (TGA/DTA). The novel UA/pBCD complex was subjected
to an in-depth investigation to elucidate its supramolecular behavior, which included,
in addition to FTIR and TGA/DTA, phase solubility studies, dynamic light scattering
(DLS), and zeta potential analysis. The biological evaluation began in vitro with
cytotoxicity (MTT) and nitric oxide (NO) production assays for UA/pBCD, and
subsequently proceeded to the in vivo evaluation of both complexes in the EAE
model using female C57BL/6 mice. The in-depth characterization of UA/pBCD
revealed the formation of an inclusion complex with a 1:1 stoichiometry, resulting in
increased UA solubility and the formation of stable colloidal nanoparticles in an
aqueous medium. In vitro, the UA/pBCD complex reduced NO production in
macrophages, proving more potent than uncomplexed UA and exhibiting no
cytotoxicity at therapeutic concentrations. In vivo, both complexes, as well as their
parent compounds, significantly attenuated the neurological disability score of EAE.
Notably, uncomplexed Rh demonstrated the most rapid and potent action during the

inflammatory peak of the disease. Ex vivo analyses of the CNS revealed a dual,



compartmentalized action: in the brain, the treatments promoted clear
immunomodulation, with a reduction in the pro-inflammatory cytokine IL-12p70 and
inflammatory infiltrate. In contrast, in the spinal cord, they exerted a potent
neuroprotective effect, decreasing demyelination even without reducing the local
inflammatory infiltrate. In conclusion, the UA and Rh complexes attenuate the
severity of EAE through a combined mechanism of central immunomodulation and
direct neuroprotection. Rh emerged as a highly potent therapeutic agent, while the
complexation of UA proved to be a successful pharmacotechnical strategy for both
improving physicochemical properties and maintaining efficacy, thus warranting

continued investigation into the development of new therapies for MS.

Keywords: Multiple Sclerosis, Immunomodulation, Neuroprotection, Ursolic
Acid, Cyclodextrins, Rhodium.
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1.INTRODUGAO

A esclerose multipla (EM) é uma doenga crénica e autoimune que se
destaca como a principal causa de incapacidade n&o traumatica em jovens
adultos, com inicio entre os 20 e 50 anos e afetando duas vezes mais mulheres
que homens (Cheng et al., 2017; Gholamzad et al., 2019; Haki et al., 2024,
Koriem, 2016; Moghaddam et al., 2021; Montalban et al., 2018; Oliveira et al.,
2024; Qian et al., 2023; Walton et al., 2020). Caracterizada por um quadro de
neurodegeneracao do sistema nervoso central (SNC), a doenga leva a formagéo
de lesdes focais no cérebro e na medula espinhal, com desmielinizagao primaria,
perda axonal e atrofia progressiva (Cheng et al., 2017; Gholamzad et al., 2019;
Haki et al., 2024; Oliveira et al., 2024). Estudos epidemiolégicos tém demonstrado
um aumento acentuado na incidéncia desta enfermidade, fenbmeno que pode
estar associado tanto a melhoria no diagndstico quanto ao aumento da exposigao
a fatores de risco (Koch-Henriksen; Magyari, 2021; Moghaddam et al., 2021; Qian
et al., 2023).

Os medicamentos utilizados na EM possuem, majoritariamente, acao
imunossupressora e imunomoduladora, atuando sobre as células do sistema
imunoldgico envolvidas na cascata inflamatéria da doenga (Cheng et al., 2017;
Samjoo et al., 2021; Wei; Yu; Wei, 2023). No entanto, essas terapias apresentam
limitacbes importantes, como eficacia parcial e elevado potencial para efeitos
colaterais graves, como infec¢des, leucemia aguda relacionada ao tratamento,
reagdes cutaneas, cardiotoxicidade, entre outros (Moghaddam et al., 2021; Wei et
al., 2021). Além disso, o elevado custo desses tratamentos impde um desafio
significativo aos orgamentos de saude publica (Burman, 2021; CMED, 2025;
Dargahi et al., 2017; Diniz et al., 2018; Sladowska et al., 2022). Diante desses
desafios, a pesquisa por novas terapias mais eficazes, seguras e acessiveis é
fundamental para a melhoria do tratamento da EM.

Nesse contexto, substancias com potencial de agdo imunomoduladora,
como o metal de transi¢do rodio (Rh) e o triterpeno pentaciclico acido ursélico
(AU), vém sendo investigadas. Estudos mostram que compostos de Rh tém a

capacidade de reduzir a liberacao de fatores pro-inflamatérios, como TNF-a, IL-6,
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espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, e NF-kB (Carvalho et al., 2025; Song;
You; Chen, 2023; Zheng et al., 2024). J& o AU é reconhecido por sua agao
anti-inflamatéria e neuroprotetora, capaz de aprimorar a remielinizagdo em
modelos experimentais (Guo et al., 2021; Honarvar et al., 2022; Rai et al., 2019;
Ramos-Hryb et al., 2017; Salau et al., 2021; Scherrer et al., 2023; Seo et al.,
2018; Zafar et al., 2022; Zhang et al., 2020).

Embora ambos os compostos apresentem promissoras propriedades
anti-inflamatdrias, suas caracteristicas fisico-quimicas, como a baixa solubilidade
e biodisponibilidade do AU (Lei et al., 2023; Liu et al., 2023; Sun et al., 2020; Zafar
et al., 2022) , e a rapida excregao e acumulo em érgdo como rins, coragao e bago
do Rh (Czerczak et al.,, 2012), tornam seu emprego terapéutico um desafio
farmacotécnico. A fim de contornar estes problemas, a complexacdo com
ciclodextrinas (CDs) apresenta-se como uma solugdo promissora. Essas
moléculas sado oligossacarideos ciclicos, capazes de formar complexos
supramoleculares de inclusédo, oferecendo vantagens como baixo custo, grande
disponibilidade e baixa toxicidade (Da Silva Junior et al., 2019; Lv et al., 2019;
Venturini et al., 2008; Vukic et al., 2020).

Estudos prévios com o complexo de Rh com hidroxipropil-B-ciclodextrina
(Rh/HPBCD) demonstraram seu potencial imunomodulador, inibindo a produgao
de oxido nitrico (NO) e a expressao de NF-kB in vitro, além de reduzir o edema de
pata em modelos inflamatérios in vivo (Carvalho et al., 2025). Para o AU é
possivel encontrar trabalhos que apresentam a complexagdao do AU com beta
ciclodextrina (BCD) (Huang et al., 2017; Song et al., 2019), gama ciclodextrina
(yCD) (Inoue et al., 2023; Zaloudkova et al., 2020; Zong; Bi, 2012),
hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPBCD) (Inoue et al., 2023; Oprean et al., 2016;
Quan et al, 2009; Soica et al, 2014; Song et al, 2019) e
hidroxipropil-gama-ciclodextrina (HPyCD) (Oprean et al., 2016). Estes complexos
vém sendo testados para acdo antitumoral (Oprean et al., 2016; Soica et al.,
2014; Song et al., 2019) e hepatoprotetora (Zaloudkova et al., 2020).

Embora a complexagédo de Rh e de AU com CDs ja tenha sido investigada,
a literatura apresenta lacunas significativas. Até o0 momento, ndo ha estudos que

avaliem a agao do complexo Rh/HPBCD em modelos de EM, nem que explorem o
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potencial dos complexos de AU/CDs no tratamento dessa doencga.
Adicionalmente, este trabalho € o primeiro a investigar a complexacéo do AU com
a poli-beta-ciclodextrina (ppBCD), tornando-o o primeiro a estudar essa
combinagdo. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar,
caracterizar e avaliar o efeito imunomodulador dos complexos Rh/HPBCD e

AU/pBCD no modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE).
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2.REFERENCIAL TEORICO

21  ESCLEROSE MULTIPLA (EM)

A EM é uma condigdo autoimune crbnica que afeta o cérebro e a medula
espinhal, caracterizada por neuroinflamacédo e desmielinizacdo. Ela € a principal
doenca nao traumatica capaz de causar incapacidade em jovens adultos, com
idade média global de diagndstico aos 32 anos (Gholamzad et al., 2019; Hauser;
Cree, 2020; Koriem, 2016; Montalban et al., 2018; Quan et al., 2009; Walton et al.,
2020). A EM apresenta maior prevaléncia entre mulheres, na proporgéo de 2:1 em
relacdo aos homens (Multiple Sclerosis International Federation, 2020).

Dados demonstram que em 2017, cerca de 1.761.078 pessoas em todo o
mundo tinham EM, com uma prevaléncia global de 21,70 por 100.000 pessoas e
uma taxa de mortalidade de aproximadamente 0,23 mortes por 100.000
habitantes (Moghaddam et al., 2021). Em 2019, foram registrados no mundo
cerca de 59.345 novos casos e 22.439 mortes por EM (Qian et al., 2023).

Atualmente, estima-se que cerca de 2,8 milhdes de pessoas em todo o
mundo vivam com EM, sendo que, destas, pelo menos 30.000 tém menos de 18
anos de idade (Gombolay et al., 2025; Multiple Sclerosis International Federation,
2020; Walton et al., 2020). Os estudos indicam que o numero de casos vem
crescendo, possivelmente em decorréncia da melhoria do diagndstico mundial, da
maior expectativa de vida e do crescimento populacional global e do aumento da
exposicao a fatores de risco (Moghaddam et al., 2021; Multiple Sclerosis
International Federation, 2020; Qian et al., 2023). No Brasil, a prevaléncia de
esclerose multipla é estimada em 14,5 casos por 100.000 habitantes, sendo mais
prevalente entre brancos (74%) e no sexo feminino (76,3%) (Moura et al., 2025).

A EM é uma doencga crénica, autoinflamatéria e neurodegenerativa, que
atinge o SNC levando a formacao de lesdes focais no cérebro e na medula
espinhal, caracterizadas por desmielinizagao primaria, perda axonal e atrofia
progressiva (Cheng et al., 2017; Gholamzad et al., 2019). A etiologia da EM ainda
nao € bem conhecida, no entanto estudos indicam que a predisposi¢gao genética e

os desencadeadores ambientais (tabagismo, deficiéncia de vitamina D na infancia
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e adolescéncia, obesidade e infecgdes — em particular o virus Epstein-Barr (EBV))
estdo envolvidos no desenvolvimento da doenca (Attfield et al., 2022; Lazibat,
2018; Paul; Comabella; Gandhi, 2019; Rodriguez Murua; Farez; Quintana, 2022).
A patogénese da EM é complexa, e o gatilho inicial que desencadeia a
doenga ainda é objeto de intenso debate. Atualmente, as discussdes
concentram-se em duas hipoteses principais (Figura 1). A primeira, conhecida
como ‘'outside-in', postula que o processo se inicia no sistema periférico
(Luchicchi; Preziosa; 't Hart, 2021; Titus et al., 2020). Neste modelo, a liberagéo
de padrdes moleculares associados a dano (DAMPs) ou a patégenos (PAMPSs),
como o virus Epstein-Barr, atuaria como o gatilho para a ativacado de células T
autorreativas na periferia.(Cheng et al., 2017; Govindarajan; De Rivero Vaccari;
Keane, 2020). Uma vez ativadas, essas células imunes, incluindo células
mieloides e células T inflamatérias, rompem a barreira hematoencefalica (BHE) e
migram para o Sistema Nervoso Central (SNC) (Cheng et al., 2017; Govindarajan;

De Rivero Vaccari; Keane, 2020).

Figura 1 - Principais hipéteses de gatilho para o inicio da esclerose

multipla.

Postula que o evento primario
ocorre dentro do préprio SNC.

inside-out
DAMP ou d|sfungdo_g.llc_|l OEJ
. um danoe inicial &
PAMP ativam mielina
TCD8+, desencadeia
TCD4+ (TH1 e resposta
THI7) inflamatéria
secunddria
outside-in

Postula que o processo se
inicia no sistema periférico.

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Em contrapartida, a hipotese “inside-out” sugere que o evento primario
ocorre dentro do proprio SNC (Luchicchi; Preziosa; 't Hart, 2021; Titus et al.,

2020). Nessa perspectiva, uma disfuncdo glial ou um dano inicial a mielina, por
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razdes ainda nao esclarecidas, levaria a liberacdo de antigenos do SNC
(Luchicchi; Preziosa; 't Hart, 2021; Paul; Comabella; Gandhi, 2019; Sen et al.,
2020; Sharma et al., 2010; Titus et al.,, 2020). Esses antigenos seriam entao
apresentados ao sistema imune periférico, desencadeando uma resposta
inflamatdria secundaria que amplifica e perpetua o dano (Ellen et al., 2023; Sen et
al., 2020).

Independentemente do gatilho primario, € consenso que a fase efetora da
doenga envolve uma interagao critica entre o sistema imunoldgico, a glia e os
neurénios (Figura 2) (Cheng et al., 2017; Diaz; Zarco; Rivera, 2019; Govindarajan;
De Rivero Vaccari; Keane, 2020). No SNC, por exemplo, as células mieloides
liberam IL-1B e o fator estimulador de colbnias de granuldcitos-macrofagos
(GM-CSF), levando a amplificagdo da resposta Th17 e ao dano tecidual
caracteristico da doenca (Bierhansl et al., 2022; Govindarajan; De Rivero Vaccari;
Keane, 2020; McGinley et al., 2018).

Figura 2 - Esquema representativo da fase efetora da esclerose multipla no

sistema nervoso central.
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me
Th1

microglia

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

As células T helper (Th), Th1 e Th17, liberam citocinas, tais como GM-CSF,
IL-17, interferon-y (IFN-y) e o fator de necrose tumoral (TNF-alfa) que ativam a
microglia (Govindarajan; De Rivero Vaccari; Keane, 2020; McGinley et al., 2018).
A microglia apresenta aos linfocitos a proteina basica da mielina (MBP),

reativando as células T autorreativas (Govindarajan; De Rivero Vaccari; Keane,
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2020; McGinley et al., 2018). Consequentemente, essa reativagdo impulsiona a
expansado clonal dessas células e a liberagdo macica de mediadores
inflamatodrios. Isso leva a microglia a produzir espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, além de produtos citotdxicos e proteases, promovendo a destruigdo da
mielina e dos oligodendrdécitos. O resultando é uma resposta inflamatoria toxica
que leva a morte neuronal e déficits neuroldgicos (Bierhansl et al., 2022;
Govindarajan; De Rivero Vaccari; Keane, 2020; Lazibat, 2018; McGinley et al.,
2018).

Pacientes com EM apresentam quadros de exacerbacdo ou recaida,
definidos pelo Painel Internacional sobre o Diagnéstico de Esclerose Multipla
como “sintomas relatados pelo paciente ou sinais observados objetivamente,
tipicos de um evento desmielinizante inflamatério agudo no SNC, atual ou
histérico, com duracdo de pelo menos 24 horas, na auséncia de febre ou
infeccao” (Polman et al., 2011). O histérico de ataques e os dados de ressonancia
magnética nuclear dos pacientes sao utilizados para classificar a doenga em 5
fendtipos, que auxiliam na escolha do tratamento e dos ensaios clinicos (Katz
Sand, 2015; Lublin et al., 2014).

Clinicamente a EM é classificada em: sindrome clinica isolada (SCI),
sindrome radiologicamente isolada (SRI), esclerose multipla remitente-recorrente
(EMRR), esclerose multipla progressiva primaria (EMPP) e esclerose multipla
progressiva secundaria (EMPS) (Katz Sand, 2015; Lublin et al., 2014). As duas
primeiras classificagdes (SCI e SRI) referem-se a pacientes que ainda nédo podem
ser diagnosticados com EM, mas que apresentam indicios da doenga. Os
pacientes classificados como SCIl sdo aqueles que apresentam sintomas
caracteristicos de desmielinizacdo inflamatéria, mas ainda ndo atenderam aos
critérios de disseminagdo no tempo caracteristicos da EM (Katz Sand, 2015;
Lublin et al., 2014). J&4 os pacientes classificados em SRl sdo aqueles que
apresentam achados radioldgicos incidentais que sugerem desmielinizagéo
inflamatoria, mas ndo apresentam sinais ou sintomas clinicos (Katz Sand, 2015;
Lublin et al., 2014).

As demais classificagdes dizem respeito a pacientes que ja apresentam o

diagnostico fechado de EM. Onde EMRR refere-se a pacientes que apresentam
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quadros de ataques agudos, com recuperagdo completa ou incompleta, e
periodos de relativa estabilidade clinica entre eles (Katz Sand, 2015; Lublin et al.,
2014). EMPP descreve pacientes com declinio progressivo da fungao neurolégica
desde o inicio da doenga (Katz Sand, 2015; Lublin et al., 2014). EMPS é definida
pela progressédo gradual de incapacidade apds um curso recidivante inicial, ocorre
em até 40% dos pacientes 20 anos apds o evento inicial (Katz Sand, 2015; Lublin
et al., 2014).

No Brasil, a confirmagdo diagnostica dessas apresentagdes clinicas e a
elegibilidade para tratamento no Sistema Unico de Saude (SUS) seguem o
Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas (PCDT), atualizado em 2024, que
adota os critérios de McDonald revisados em 2017 (Ministério da Saude, 2023,
2024). Dada a complexidade da doenga e a inexisténcia de um biomarcador
especifico, o diagndstico baseia-se na demonstragdo de disseminacao de lesées
no tempo e no espaco dentro do SNC (Ministério da Saude, 2023, 2024). Embora
o diagndstico possa ser clinico em pacientes com multiplos surtos e evidéncias
objetivas, o protocolo nacional preconiza o suporte indispensavel da ressonancia
magnética para identificar lesbes em areas-chave (periventricular,
cortical/justacortical, infratentorial e medula espinhal) e excluir diagndsticos
diferenciais, podendo-se utilizar a presenga de bandas oligoclonais no liquor para
corroborar a disseminagao no tempo em casos especificos (Ministério da Saude,
2023, 2024).

Embora nado exista cura para a EM, diversos tratamentos tém sido
empregados para retardar a progressao da doenga e amenizar seus sintomas.
Estes incluem tratamentos adjuvantes (TA), intervengdes nao farmacoldgicas
(TNF) e tratamentos modificadores da doenga (TMD) (Duan et al., 2023; Machado
et al.,, 2024). Os TA visam o controle sintomatico da EM com o uso de
antidepressivos, analgésicos, relaxantes musculares, anticonvulsivantes, entre
outros farmacos, conforme as necessidades individuais do paciente (Machado et
al.,, 2024). Ja as TNF englobam mudanca de habitos de vida, fisioterapia,
psicoterapia, terapia ocupacional e terapias alternativas (Machado et al., 2024).

Os TMD sao os principais tratamentos utilizados e tém como alvo células

do sistema imunoldgico envolvidas na cascata inflamatéria (Cheng et al., 2017;
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Samijoo et al., 2021). Os TMD sao mais eficazes nos estagios iniciais da EMRR e
perdem eficacia a medida que a doenga progride, ou seja, ndo apresentam bons
resultados em pacientes classificados como EMPP e EMPS (Samjoo et al., 2021).
No Brasil, os principais TMD disponibilizados pelo SUS incluem as
betainterferonas, acetato de glatiramer, teriflunomida, azatioprina, fumarato de
dimetila, fingolimode, natalizumabe, cladribina e alentuzumabe (Ministério da
Saude, 2023, 2024). As caracteristicas farmacologicas desses medicamentos,
incluindo seus mecanismos de acdo e principais efeitos adversos, estao
detalhadas no Quadro 1.

Os TMD apresentam um custo elevado, o que representa uma barreira ao
acesso, especialmente em paises subdesenvolvidos (Burman, 2021). O custo dos
tratamentos varia muito conforme a localidade e a classificagdo da doenca. Em
2017, nos EUA o custo anual por paciente que utiliza uma TMD variava de US$
72.066 a US$ 121.053, dependendo da idade e do sexo (Bebo et al., 2022;
Nicholas et al., 2020). Na Europa, até 2019, os custos médios anuais por paciente
foram de € 31.007 (em valores de 2021) para EMRR e de € 58.475 para EMPS.
Os custos médios anuais por paciente foram de € 31.007 (em valores de 2021)
para EMRR e de € 58.475 para EMPS (Chataway et al., 2021). No Brasil um
estudo de coorte que analisou os dispéndios do SUS entre 2000 e 2015
identificou um gasto médio anual por paciente de US$13.544,40 (em valores de
2017) (Diniz, 2017). Outra estimativa, no periodo de 2011 e 2012, apontava custo
direto total médio por ano foi de US$ 19.012,32 (em valores de 2016), sendo que
90% dos custos estavam diretamente ligados a TMD (Da Silva et al., 2016).

Outra dificuldade nos TMD é o elevado potencial para efeitos colaterais
graves, que podem incluir sintomas semelhantes aos da gripe, reagdes no local
da injegcdo, aumento do risco de infecgdes, leucoencefalopatia multifocal
progressiva e bradicardia, disfuncédo intestinal, infecgdes oportunistas, sepse,
disturbios hematoldgicos, hepatotoxicidade, entre outros (Burman, 2021;
Callegari; Derfuss; Galli, 2021; Nascimento et al., 2023; Wei et al., 2021).
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Quadro 1 - Caracteristicas farmacoldgicas, mecanismo de acdo e efeitos adversos dos principais TMDs usados no SUS.

Linha de Tratamento

Farmaco

Mecanismo de Acao

Principais Efeitos Adversos

12 Linha Betainterferona Antiviral/lmunomodulador; reduz o transito de células Sindrome gripal (febre, mialgia), depresséao, reagdes locais e alteragdes
(EMRR de (1a e 1b) inflamatdrias para o SNC. hepaticas/tireoidianas.
Baixa/Moderada
Atividade™) Acetato de Imunomodulador; induz células T reguladoras e Th2 Reacdes no local (dor, lipoatrofia), reagéo pods-injegao (dispneia, dor
Glatiramer anti-inflamatérias. toracica, palpitacao).
Teriflunomida Inibidor da enzima DHODH; efeito citostatico em linfocitos Hepatotoxicidade, alopecia, nausea, diarreia e risco de teratogenicidade
ativados. (proibido na gestacao).
Fumarato de Imunomodulador (via Nrf2) e redugao de células T CD8+. Flushing (rubor), desconforto gastrintestinal (diarreia, dor), linfopenia e
Dimetila risco raro de LEMP.
Azatioprina*** Imunossupressor inespecifico. Infecgdes, leucopenia, anemia, disfungéo hepatica e hipersensibilidade.
22 Linha Fingolimode Modulador de receptores S1P; sequestra linfocitos nos Bradicardia (monitorar na 12 dose), bloqueio AV, edema macular,
(EMRR ap6s falha ou linfonodos. infecgbes e elevagao hepatica.
Alta Atividade*)
Alta Atividade / 32 Natalizumabe Anti-integrina alfa-4; bloqueia a entrada de leucdcitos no Risco de LEMP (infecgao cerebral grave pelo virus JC), reacoes
Linha cérebro. alérgicas, fadiga e cefaleia.
(EMRR Grave ou
Falha) Cladribina Oral Analogo de nucleosideo; causa deplecdo seletiva de

linfécitos T e B por apoptose.

Linfopenia grave, Herpes zoster, infecgbes oportunistas e risco de
malignidades.

Alentuzumabe

Anti-CD52; causa lise (destruigado) profunda e prolongada
de linfocitos T e B.

Reagdes infusionais graves, infec¢des e autoimunidade secundaria
(tireoide, plaquetas, rins).

*Alta Atividade: Pacientes com = 2 surtos/ano e lesbes ativas na RM (sem tratamento prévio) ou 1 surto/ano com novas lesdes (em tratamento). **Baixa/Moderada

Atividade: Casos com atividade da doenga que ndo atingem os critérios de gravidade acima. ***Azatioprina é reservada para casos de baixa ades&o a outras terapias

de 12 linha. SNC: Sistema Nervoso Central; LEMP: Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva. TMDs: terapias modificadoras da doenga. Fonte: Elaborado pela
autora com base em Ministério da Saude, 2023, 2024.
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2.2 ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL

A Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) € um modelo animal de
inflamacdo do SNC mais utilizado para estudar tratamentos, fisiopatologia e
eventos desencadeadores da EM (Santamaria; Hackett, 2003; Titus et al., 2020).
O modelo recapitula com notavel fidelidade aos principais eventos da EM,
incluindo a infiltracdo de células imunes no SNC, a desmielinizagao, o dano e a
perda de axdnios e a cicatrizagao glial reativa (Cheng et al., 2017; Constantinescu
et al., 2011). Essa semelhanga patoldgica resulta em manifestagdes clinicas nos
animais, como fraqueza motora e paralisia progressiva, que espelham os déficits
neurologicos observados no paciente (Cheng et al., 2017; Constantinescu et al.,
2011).

E importante destacar que o curso clinico e patolégico da EAE é
diretamente dependente da espécie e da linhagem do animal escolhido (por
exemplo, C57BL/6, SJL/J, Biozzi), assim como do antigeno (por exemplo,
glicoproteina de oligodendrécito de mielina (MOG), proteina basica de mielina
(MBP), proteina proteolipidica de mielina (PLP)) (Bittner et al., 2014; Santamaria;
Hackett, 2003). Uma vez que mudangas no protocolo de indugdo podem levar a
cursos distintos da doenca (agudo, cronico progressivo ou recorrente-remitente),
€ recomendado que durante as analises e interpretacdes dos estudos, seja levado
em conta o modelo experimental descrito (Bittner et al., 2014; Santamaria;
Hackett, 2003).

Independentemente dos diferentes modelos, a EAE € um modelo mediado
por células T com ativagao periférica e subsequente quebra da BHE, com dano
efetor no SNC (Constantinescu et al.,, 2011). Esses eventos sdo seguidos pela
secrecao de mediadores pro-inflamatdrios, que ampliam ainda mais a resposta
inflamatdria, sendo que os linfécitos Th1 produzem principalmente IFN-y,
enquanto os Th17 sao linfécitos T produtores de IL-17 (Constantinescu et al.,
2011).

A imunizagdo de camundongos C57BL/6 com o peptideo MOG;5 55 em CFA
pode levar a indugdo de trés formas distintas da doenga: monofasica, cronica

progressiva e remitente-recorrente, sendo que a manifestacdo de um fendtipo
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especifico € uma consequéncia direta e previsivel do protocolo de imunizagao
empregado, que varia as doses do antigeno e dos adjuvantes (Quadro 2) (Berard
et al., 2010; Bittner et al.,, 2014; Huntemann et al., 2022; Voskuhl;
MacKenzie-Graham, 2022). A forma monofasica €& caracterizada por uma
resposta imunolégica predominantemente impulsionada por células T CD4+ , com
lesbes localizadas principalmente na medula espinhal, que resultam em
desmielinizacdo e morte celular axonal , manifestando-se clinicamente como uma
paralisia flacida ascendente (Bittner et al., 2014; Stimmer; Fovet; Serguera, 2018).
A forma crbénica progressiva, utilizada neste trabalho, apresenta uma carga de
lesdes aumentada com inflamagéo que piora com o tempo, perda progressiva de
mielina, dano axonal severo e uma maior predominancia de células T CD8+ no
SNC (Berard et al.,, 2010; Huntemann et al., 2022). Por fim, a forma
remitente-recorrente € definida por uma fase inicial de inflamagdo e
desmielinizagdo, seguida por uma fase de remissao na qual essas caracteristicas
sao em grande parte resolvidas , com uma redugao acentuada no numero de

lesbes e na area total lesionada na medula espinhal (Berard et al., 2010).

Quadro 2 - Protocolos de Imunizagdo com camundongos C57BL/6 e

peptideo MOG;;5_ 55 para a Inducao de Diferentes Fendtipos de EAE

Dose de Dose e . _
Fendtipo Dose de Mycobacteriu | Esquema Caracteristicas Clinicas Referéncia
MOG;; 5 Chave

m tuberculosis| de PTx

Inicio 9-14 dpi, pico 3-5
400 ng dias depois, seguido de | (Bittner et al.,

(Dias 0, 2) recuperagao lenta e 2014)

parcial.

Monofasico| 200 ug 1-2 mg/mL

Inicio 10-15 dpi, pico (Berard et al.,

Cronico 200-300 ng| severo ~16-18 dpi, sem 2010;
Progressivo 200-300 ug 4 mg/mL (Dias 0, 2) | remisséo significativa; Huntemann
défices persistentes. et al., 2022)
. Episédio inicial seguido
Remitente- 200 ng o o (Berard et al.,
Recorrente 50 ug 0.5-1.0 mg/mL (Dias 0, 2) de remissoes e recidivas 2010)

clinicas subsequentes.

Legenda: dpi: dias pds-imunizagdo; MOG: glicoproteina da mielina de oligodendrdcitos; PTx:
toxina pertussis. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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2.3 CICLODEXTRINAS (CDs)

As CDs séao oligossacarideos ciclicos de baixo custo e toxicidade que,
devido a sua estrutura unica em formato de cone, exibem uma notavel
versatilidade para formar complexos supramoleculares (Di Cagno, 2016;
Saokham et al., 2018; Venturini et al., 2008). Sua cavidade central lipofilica é
responsavel pela sua fungdo mais conhecida na industria farmacéutica: a
formagdo de complexos de inclusdo com moléculas organicas (Da Silva Junior et
al., 2019; Lv et al., 2019; Vukic et al., 2020). Paralelamente, sua superficie externa
hidrofilica, rica em grupos hidroxila, permite uma forma distinta de interagéo: a
formagdo de complexos de coordenacao do tipo sanduiche com ions metalicos
(Khobragade et al., 2024; Prochowicz; Kornowicz; Lewinski, 2017). Essa estrutura
é formada quando os grupos hidroxila secundarios sao desprotonados, permitindo
que duas moléculas de CD se conectem por meio de um anel metalomacrociclico
multinuclear (Khobragade et al., 2024; Prochowicz; Kornowicz; Lewinski, 2017).
Tal anel é classificado como homometalico ao ser constituido por um unico tipo de
ion metalico, ou heterometalico se for composto pela combinag¢ao de dois ou mais
cations distintos (Prochowicz; Kornowicz; Lewinski, 2017)).

As CDs naturais (a, B e y) apresentam respectivamente 6, 7 e 8 anéis de
glicose, e embora elas e seus complexos sejam hidrofilicos, apresentam
solubilidade limitada em solu¢des aquosas (Tabela 1) (Di Cagno, 2016; Saokham
et al., 2018). Para melhorar a solubilidade, aumentar a capacidade de incluséo ou
diminuir a toxicidade das CDs, modificagdes estruturais séo realizadas e novas
CDs sao sintetizadas, devido a isso, atualmente existem mais de 11.000
derivados de a-, B- e y-CD (Cid-Samamed et al., 2022; Rezanka, 2019).

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas das ciclodextrinas

Ciclodextrina Abreviagao Radical PM (nig;umbl_ltlggq’?:) cavilc)I;adne‘?mcéﬂz (A)
a-Ciclodextrina aCD H 972 145 4,5-5,3
B-Ciclodextrina BCD H 1135 18,5 6,0-6,5
Hidroxipropil-B-ciclodextrina HPBCD CH ,CHOHCH; 1400 >1200 6,0
Poli-B-ciclodextrina pBCD BCD - - -
y-Ciclodextrina yCD H 1297 232 7,5-83

Legenda: PM: Peso molecular. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Entre os derivados existentes, podemos destacar o HPBCD e o ppCD
(Figura 3). A HPBCD é considerada uma das mais soluveis e mais utilizadas em
formas farmacéuticas (Saokham et al., 2018). Ja a pCD é formada pela ligagcao
covalente de duas ou mais BCD, permitindo a incorporagao de mais moléculas em
seu interior (Petitiean; Garcia-Zubiri; Isasi, 2021). Uma vez que a ppCD é um
polimero com alta polidispersidade, ela ndo possui uma massa molar definida
(Renard et al., 1997). Dessa forma, para permitir o calculo de estequiometrias de
complexacdo e a comparagdo direta com outros sistemas, todas as
concentracdes de pBCD s&o expressas em termos da molaridade das unidades
de repeticdo de BCD. Esta abordagem normaliza a concentragdo pela unidade

funcional, independentemente do peso molecular médio do polimero.

Figura 3 — Estrutura quimica das ciclodextrinas

Fonte: Elaborado pela autora (2025).

As CDs sao consideradas excipientes farmacéuticos facilitadores devido a
capacidade de alterar as propriedades fisico-quimicas de medicamentos e outros
compostos, permitindo, por exemplo, aumentar a solubilidade aquosa do farmaco,
melhorar a biodisponibilidade, aumentar estabilidade quimica e fisica de
farmacos, mascara o sabor amargo do ingrediente ativo e melhorar a distribuicéo
do farmaco através de membranas bioldgicas (Cid-Samamed et al., 2022;
Jambhekar; Breen, 2016; Popielec; Loftsson, 2017; Saokham et al., 2018). As
CDs conseguem alterar as caracteristicas fisico-quimicas de farmacos, pois
possuem uma cavidade lipofilica que permite que os farmacos (em sua maioria
lipofilicos) se “protejam” do ambiente hidrofilico das solugdes aquosas
(Cid-Samamed et al., 2022; Popielec; Loftsson, 2017; Saokham et al., 2018).
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Para que um farmaco seja “protegido” por uma CD, deve ocorrer um
processo de inclusdo, que nada mais € do que a formagcdo de um complexo de
inclusdo, em que uma parte ou toda a estrutura do farmaco se encaixa na
cavidade central da CD (Cid-Samamed et al., 2022; Popielec; Loftsson, 2017;
Saokham et al., 2018). Esta inclusdo ndo envolve formagao ou ruptura de ligagcdes
covalentes, apenas interagcdes nao covalentes relativamente fracas, como forcas
de Van der Waals, interagbes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio (Popielec;
Loftsson, 2017).

Varios sao os métodos utilizados na complexagao de CDs com farmacos,
entre eles encontram-se: método de amassamento ou pasta; método de solugao
ou coprecipitacdo; método de evaporacado de solvente; método de mistura seca;
método de mistura umida e extrusdo (Jacob; Nair, 2018). A escolha do método
dependera do tipo de CD utilizada e das caracteristicas fisico-quimicas do
composto a ser complexado (Jacob; Nair, 2018). A técnica mais empregada em
laboratérios de pesquisa € o método de solugao ou coprecipitagéo, seguido pelo
método de evaporagao de solventes (Jacob; Nair, 2018).

Em relagdo a toxicologia, sabe-se que a aCD e a BCD n&o apresentam
efeitos adversos significativos quando administradas por via oral, no entanto, ndo
podem ser administradas por via parenteral devido a sua baixa solubilidade
aquosa e nefrotoxicidade (Jambhekar; Breen, 2016). Estudos demonstram que a
pBCD apresenta uma tendéncia reduzida de formar agregados com colesterol e
um alto grau de biocompatibilidade em analises de sobrevivéncia com
camundongos, sugerindo um menor risco de nefrotoxicidade quando comparada a
BCD (Doan; Kojima; Sakurai, 2024). A yCD apresenta metabolismo semelhante
ao do amido e de outras dextrinas lineares, ndo sendo absorvida intacta pelo trato
gastrointestinal e ndo provocando efeitos adversos (Jambhekar; Breen, 2016). A
HPBCD demonstrou ser bem tolerada em humanos, sendo o principal efeito
adverso o aumento da incidéncia de fezes moles ou diarreia (Jambhekar; Breen,
2016).
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2.4 RODIO (Rh)

O Rh é um metal de transigao, pertencente ao grupo 9 da tabela periédica,
com massa atbmica de 102,906. Ele apresenta estado solido a temperatura
ambiente e é insoluvel em agua, agua régia e acidos (Czerczak et al., 2012;
Odularu et al., 2019). O Rh apresenta seis estados de valéncia, sendo os mais
comuns +1 e +3 (PubChem, [S.d.]). O Rh puro é usado principalmente como
catalisador para carros (80%), bem como para a fabricagcdo de termopares,
instrumentos cirurgicos, entre outros (Czerczak et al., 2012; PubChem, [S.d.]). Os
isotopos ' Rh e ' Rhsdo usados, respectivamente, na radioterapia e na
braquiterapia ocular (PubChem, [S.d.]).

Para a sintese de complexos de Rh, normalmente utiliza-se o Rh na forma
de cloreto de rodio (RhCl;). O RhCl; € um pd vermelho-escuro, deliquescente
soluvel em hidréxido alcalino, em solugbes de cianeto e em agua régia
(ChemSpider, [S.d.]; Patnaik, 2003). Dependendo do método de preparagao, o
RhCl; pode apresentar solubilidade em agua (ChemSpider, [S.d.]; Patnaik, 2003).

E importante destacar que diferentes sais de Rh podem apresentar efeitos
bioldgicos distintos. Por exemplo, o hidrato de cloreto de Rh(lll) € capaz de inibir a
producao de citocinas IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, GMC-SF, INF-y e TNF-a (lavicoli et
al., 2012). A exposi¢cao ao Naz;RhClg leva a um aumento de IL-10 e ndo afeta os
niveis de IFN-c (Bordignon et al., 2008). E os tratamentos com (NH,),[RhClg] e
RhCl; inibiram significativamente a liberagdo de IFN-y, TNF-a e IL-5 estimulada
pela fitohemaglutinina (Boscolo et al., 2004). O hidrato de cloreto de Rh (lll)
também apresentou acgao nefrotdxica no nivel tubular (lavicoli et al., 2014).

Compostos de Rh sdo amplamente estudados devido as suas atividades
biolégicas importantes. Sabe-se que RhCl; possui capacidade antiviral, assim
como alguns complexos de Rh possuem atividades biolégicas como
anticarcinogénica, antimicrobiana e antileishmanicida (Czerczak et al.,, 2012;
Sohrabi et al., 2021). Os complexos de Rh tém grande destaque na quimica
medicinal e na bio-inorganica, pois sao faceis de sintetizar e possuem baixa
afinidade por oxigénio o que permite uma ampla tolerancia a grupos funcionais, e
estabilidade aquosa (Loreto; Merlino, 2021; Ohata; Ball, 2018; Sohrabi et al.,
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2021). Para o uso biolégico os complexos de Rh podem ser divididos em (1)
complexos Rh*3, que s&o cineticamente inertes e nos quais o Rh desempenha um
papel predominantemente estrutural, funcionando como um andaime para os
ligantes; (2) complexos Rh*?, os quais a troca de ligantes labeis € um aspeto
fundamental da sua funcdo bioldgica, permitindo a interagdo com alvos como o
DNA; (3) complexos Rh*'', que sdo tipicamente tetracoordenados com uma
geometria quadrado-planar reativa, semelhante a da cisplatina, sendo
considerados agentes biolégicos potentes (Ohata; Ball, 2018; Sohrabi et al.,
2021).

Os complexos de Rh*® apresentam ac&o inibitéria sobre alvos proteicos,
como enzimas (por exemplo, quinases), bem como a modulagao de interagcdes
proteina-proteina, o que Ihes confere um vasto leque de atividades bioldgicas,
incluindo atividades antitumorais, anti-inflamatorias e antibacterianas (Ohata; Ball,
2018; Sohrabi et al., 2021). Ja os complexos de Rh* e Rh*' apresentam
principalmente agao antitumoral e citotoxica ao interagirem diretamente com o
DNA (Ohata; Ball, 2018; Sohrabi et al., 2021). Especificamente, os complexos de
Rh*? também s&o notaveis pela sua atividade antibacteriana (Bien et al., 1999;
Pruchnik; Bien; Lachowicz, 1996), enquanto alguns complexos de Rh*'
demonstram uma potente e distinta agcdo antimetastatica, inibindo a migragao de

células cancerigenas (McConnell et al., 2013).

2.5 ACIDO URSOLICO (AU)

O AU (C3oH4503; Figura 4) é um triterpeno pentaciclico, com peso molecular
de 456,68 g/mol e ponto de ebulicdo de 283-285 °C (Pironi et al., 2018; Song et
al., 2019). O AU pode ser obtido a partir da extracao e da purificagéo de diversas
espécies vegetais, entre elas macgas, mirtilos, orégano, folhas de lavanda, salvia,
alecrim e tomilho, entre outros (Pironi et al., 2018; Song et al., 2019).

Varios estudos tém investigado o potencial farmacologico do AU, que
geralmente é administrado por gavagem ou por via intraperitoneal, em doses que
variam de 5 a 150 mg/kg (Guo et al., 2021). Entre as atividades biologicas

observadas para o AU, pode-se citar: agcao anti-inflamatéria, hepatoprotetora,
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antitumoral, cardioprotetora, neuroprotetora, antimicrobiana, anti-hiperlipidémica,
antidiabética, antifungica, antiviral e tripanocida (Pironi et al., 2018; Seo et al.,
2018).

Figura 4 — Estrutura quimica do acido ursélico

Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Devido ao seu potencial anti-inflamatoério e neuroprotetor, o AU vem sendo
testado no tratamento da EM (Guo et al., 2021; Xu et al., 2011; Zhang et al.,
2020). Xu e colaboradores (2011) observaram que o AU reduziu a produgao de
IL-17, ao inibir o fator transcricional ROR-yt, bloqueando assim a diferenciagao
das células Th17 (Xu et al., 2011). Ja& Zhang e colaboradores (2020) observaram
que o AU induz a expressao do fator neurotréfico ciliar em astrécitos,
aumentando, assim, o nivel do gene de mielina durante a maturagdo de
oligodendrécitos (Zhang et al., 2020). E importante destacar que os dois estudos
foram conduzidos em modelo de EAE utilizando camundongos C57BL/6J
imunizados com MOG35_ss.

Os resultados indicam o AU como um forte candidato como farmaco para o
tratamento da EM, no entanto, sua baixa solubilidade e permeabilidade em
membranas bioldgicas dificultam o emprego da substancia no tratamento dessa e
de outras doencgas (Alfei; Schito; Zuccari, 2021; Pironi et al., 2018). Visando ao
emprego do AU no tratamento de doencgas, varios sistemas de entrega tém sido
utilizados com o intuito de melhorar sua solubilidade e permeabilidade, entre eles:
nanoemulsdes, nanoparticulas de silica mesoporosa, nanoparticulas lipidicas
sélidas, CDs, lipossomas, géis niossomais e dispersdes solidas (Alfei; Schito;
Zuccari, 2021; Pironi et al., 2018).
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Na literatura, € possivel encontrar trabalhos que apresentam a
complexacado de AU com BCD, yCD, HPBCD e HPyCD (Huang et al., 2017; Inoue
et al., 2023; Oprean et al., 2016; Quan et al., 2009; Soica et al., 2014; Song et al.,
2019; Zong; Bi, 2012). Entretanto, ndo s&o encontrados na literatura trabalhos
sobre a complexagdo do AU com poli-beta-ciclodextrinas (pCD). Os trabalhos
que apresentam dados sobre a complexagcdo do AU com CDs demonstram uma
melhora na solubilidade do AU em agua e, condicdo que pode favorecer a sua
biodisponibilidade..

Em relagdo a atividade biologica desses complexos, observou-se que o
complexo de AU/yCD apresentou acao hepatoprotetora, porém manteve o mesmo
efeito do AU isolado (Zaloudkova et al., 2020). Testes com os complexos AU/BCD,
AU/HPBCD e AU/HPYCD demonstraram que esses apresentam maior atividade
antitumoral in vitro do que o AU isolado (Oprean et al., 2016; Soica et al., 2014,
Song et al.,, 2019). Nao foram encontrados estudos que avaliem a acdo dos

complexos de AU complexados com CDs no tratamento da EM.
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar, caracterizar e avaliar o efeito imunomodulador de Rh/HPBCD e

AU/pBCD no modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar os complexos de inclusdo Rh/HPBCD e AU/pBCD;

e Caracterizar estrutural e fisico-quimicamente Rh/HPBCD e AU/pBCD;

e Avaliar in vitro a citotoxicidade do AU/pBCD em macréfagos RAW 264.7 e
J774A.1;

e Quantificar in vitro a produgao de éxido nitrico por macréfagos RAW 264.7
e J774A.1 tratados com AU/pBCD;

e Avaliar o impacto de Rh/HPBCD e AU/pBCD na progressao da
Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE);

e Quantificar a produgao da citocina pré-inflamatéria IL-12p70 em macerados
de cérebro e medula espinhal de camundongos com EAE tratados com
Rh/HPBCD e AU/pBCD;

e Realizar analise histopatolégica do infiltrado inflamatério e da
desmielinizagdo do cérebro e da medula espinhal de camundongos com
EAE tratados com Rh/HPBCD e AU/pBCD.



398

4. METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

A Figura 5 ilustra o delineamento experimental deste estudo, que se inicia
com a sintese dos complexos de Rh/HPBCD e de AU/pBCD, seguida da
caracterizagao fisico-quimica e da avaliacdo da atividade biolégica destes. A
caracterizagao fisico-quimica dos complexos foi conduzida de forma estratégica,
considerando o estagio de conhecimento de cada um. O Rh/HPBCD, sintetizado
em continuidade ao trabalho de Carvalho et al. (2025), teve sua formacgao
confirmada por espectroscopia FTIR e por analises térmicas (TGA/DTA). Por outro
lado, o AU/pBCD inédito na literatura foi caracterizado mais aprofundadamente
para determinar seu comportamento supramolecular. Além dos testes de FTIR e
TGA/DTA, a interacao foi quantificada por meio do experimento de solubilidade de
fase (ESF), assim como, dos teste de espalhamento de luz dindmica (DLS) e

potencial zeta (PZ).

Figura 5 — Fluxograma do delineamento experimental.

FTIR Citotoxicidade
TGAe DTA Produgao de NO
ESF -
Score clinico e peso
DLS e PZ
Quantificagdo IL-12p70
Histopatologia

Legenda: FTIR: espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com transformada de
Fourier; TGA: analise térmica termogravimétrica; DTA: analise térmica diferencial; ESF:
experimento de solubilidade de fase; DLS: espalhamento de luz dindmico; PZ: potencial zeta; NO:
oxido nitrico; EAE: encefalomielite autoimune experimental. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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A avaliagdo da atividade biolégica também foi dividida. Para o Rh/HPBCD,
foram realizados exclusivamente testes in vivo em modelo de Encefalomielite
Autoimune Experimental (EAE), seguidos de analises de dosagem de citocinas e
de histopatologia do cérebro e da medula espinhal. E importante ressaltar que os
testes in vitro de citotoxicidade e de quantificagdo de 6xido nitrico (NO) para este
complexo foram realizados e publicados anteriormente por Carvalho et al. (2025).
Para o AU/pBCD, inédito, a avaliagao biolégica incluiu testes in vitro e in vivo no

mesmo modelo de EAE, com as mesmas analises pos-tratamento.

4.2 SINTESE E CARACTERIZAGAO DOS COMPLEXOS

4.2.1 Quimicos e reagentes

A HPBCD foi adquirida da Cerestar (Hammond, IN, EUA). Os seguintes
reagentes foram utilizados e adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) ou
da Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil): AU, RhCl;, brometo de potassio (KBr),
dimetilsulféxido (DMSO), 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazélio brometo
(MTT), meio RPMI-1640, reagente de Griess, lipopolissacarideo (LPS), interferon
gama (IFN-y), albumina sérica bovina (BSA), L-glutamina, antibiotico
estreptomicina-penicilina, soro fetal bovino, acido fosférico (H;PO,), fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF), nitrto de  soédio (NaNO,) e  acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). As linhagens celulares utilizadas no estudo
foram os macréfagos murinos RAW 264.7 (cedidos pelo Imunocet/UFJF) e
J774A.1 (adquiridos do Banco de Células do Rio de Janeiro — BCRJ). O kit para
quantificacdo da citocina IL-12p70 foi adquirido de BD Biosciences (San Diego,
CA, EUA). O tampao de extragao de citocinas foi preparado com 0,4 M de NaCl,
0,05% de Tween 20, 0,5% de BSA, 0,1 M de PMSF e 0,1 M de cloreto de
benzeténio (BC). Para a indugdo da EAE, foram utilizados o peptideo MOG35.55
(GenOne, Campinas, SP, Brasil), o adjuvante completo de Freund, a toxina
pertussis (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e o Mycobacterium tuberculosis
H37RA (Difco, Detroit, MI, EUA). Para eutanasia, os anestésicos cetamina e
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xilazina foram adquiridos, respectivamente, da Sintec e da Calmiun, Agener

Uniao.

4.2.2 Sintese da ppCD

A pBCD foi sintetizada por meio de uma reagao de polimerizagdao de BCD
utilizando epicloridrina como reticulador quimico em meio basico (NaOH 5 mol
L™). A reagao foi realizada em um redmetro dinamico hibrido DHR1, que serviu
como reator, sob agitagdo controlada (1000 s™) e a temperatura de 40 °C. Apds a
sintese, a pBCD foi purificada por precipitagcdo com acetona. O sdlido resultante
foi seco, redisolvido em agua, neutralizado com HCI até pH 7 e reprecipitado em

acetona (Renard et al., 1997).

4.2.3 Sintese dos complexos

O Rh/HPBCD e AU/pBCD foram preparados pela técnica de coprecipitagcao
por agitacdo mecanica, utilizando a propor¢ado molar de 1:1 entre a substancia
hospede (Rh e AU) e as CDs. Para a sintese, foram preparadas solugdes
aquosas e/ou metandlicas a 5 mM de RhCI; hexahidratado e do AU, bem como
das respectivas CDs (HPBCD e PBCD). Um volume de 20 mL de cada solugéo foi
homogeneizado e mantido sob agitagdo a temperatura ambiente por 24 horas
para permitir a formagdo dos complexos de inclusdo. Apdés a agitagédo, as
solucdes foram submetidas a etapa de remocgao do solvente. No caso da solugao
metandlica, o solvente foi removido por rotaevaporagéo. Em seguida, os materiais
foram congelados e, posteriormente, submetidos a liofilizagdo por 5 dias para a
obtencédo dos complexos na forma de p6. Apds a liofilizagdo, os complexos foram
armazenados a -4 °C até o momento das analises.

As misturas mecanicas (MMs), utilizadas como controle para a
caracterizagao, foram preparadas pela homogeneizacdo dos componentes puros
(RhCl; hexahidratado, AU e CDs) na propor¢ao molar de 1:1. As substéncias

foram pesadas e, em seguida, maceradas em grau de porcelana com auxilio de
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pistilo. O material foi acondicionado em microtubos e armazenado a -4 °C até o

momento das analises.

4.2.4 Espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR)

As analises de FTIR em estado solido foram obtidas no espectrometro
Spectrum Two™ (PerkinElmer) com pastilhas de KBr. Os espectros foram obtidos
como a média de 8 varreduras consecutivas, com resolugéo de 2 cm™ e intervalo
de onda de 4000 a 400 cm™. Os espectros foram obtidos pelo software Spectrum
ES (PerkinElmer, vers&o 10.03.08.0133).

4.2.5 Analise de termogravimetria (TGA) e analise térmica diferencial
(DTA)

As andlises térmicas foram realizadas no mddulo termoanalitico
STA7200RV (Hitachi), com rampa de temperatura de 30 °C a 900 °C e taxa de
aquecimento de 10 °C/min. Cerca de 5 mg das amostras foram analisadas em
cadinho de platina, sendo utilizado um cadinho vazio como controle (Carvalho et
al., 2025).

4.2.6 Analise de solubilidade de fase (SF)

Foram preparadas solugdes aquosas de pBCD em concentragdes variando
de 0 a 12,3 mmol L' (tabela 2). Em cada solugéo (3 mL), adicionou-se 1 mg de
AU. As amostras foram mantidas sob agitacdo a 30°C por 48 horas em agitador
térmico, e posteriormente filtradas com membrana de 0,45 pm. As analises de
concentracao foram realizadas por espectrofotometria UV-Vis (A = 210 nm),

utilizando o equipamento Lambda 25 (PerkinElmer) (Inoue et al., 2023).
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Tabela 2 - Concentragdes de ppCD utilizadas no experimento de solubilidade de

fase.
Tubo Concentracdo (mmol-L-1) Tubo Concentracdo (mmol-L-1)

1 0,00 9 7,05

2 0,88 10 7,93

3 1,76 1" 8,81

4 2,64 12 9,69

5 3,52 13 10,57

6 4,41 14 11,45

7 5,29 15 12,33

8 6,17

Legenda: ppCD: poli-B-ciclodextrina. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

A partir dos dados de solubilidade, foram construidos diagramas de
solubilidade de fase, em que se plotou a concentragao total de AU em funcéo da
concentracdo de ppPCD. A constante de estabilidade aparente (K,,) foi
determinada segundo o modelo de Higuchi e Connors (1965), aplicavel a

complexos estequiométricos 1:1, conforme a equacéo 1:

_ inclinagao
K1:1 ~ S0 (1—inclinagdo) (1 )

A eficiéncia de complexagao (CE) foi calculada pela equacéo 2:

CE = 5o = Kit X So 2)

onde S, é a solubilidade intrinseca do AU.

O aumento percentual na solubilidade aparente do AU por milimol de pCD

(AS) foi obtido conforme a equacéo 3:

_ AUmax—[AUSO0]
AS = AUSOx[CDmax] x 100 (3)
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onde AUmax é a maior solubilidade observada do AU na presenca de
HPBCD, AUS., é a solubilidade do AU livre, e [CDmax] corresponde a

concentracdo maxima de pBCD na fase liquida em equilibrio.

4.2.7 Analise de fotometria de espalhamento de luz dindmico (DLS) e

potencial zeta (PZ)

Para a realizacdo dos experimentos de DLS e PZ, foi utilizado o
equipamento Zetasizer Nano ZS90 da Malvern, a 25 °C £ 1,0 °C, com
termostatizacdo Peltier. Foram preparadas solucbes de AU e de AU/pBCD em
DMSO, na concentracao de 30 mM.

Para os experimentos foram realizadas 25 inje¢coes de 20 yL das amostras
em 1,5 mL de agua. Para o experimento de DLS as amostras foram inseridas em
cubetas de polietileno de 1 cm de caminho éptico, padrao Malvern, e submetidas
a um feixe de luz monocromatico (Laser He-Ne de 4 mW e comprimento de onda
de 633 nm), com intensidade de luz espalhada e medida a 90°. O diadmetro
hidrodinamico (Dh) foi determinado pela média de cinco medidas independentes,
cada uma delas obtida a partir da média de 5 contagens. Ja para o experimento
de PZ as solugdes foram adicionadas a uma cubeta de polietileno, imersa a célula
de medida (Dip Cell) e avaliada por técnica de micro-eletroforese laser-doppler
(MELD), com angulo de espalhamento de luz a 173° e DDP alternada a 10 V, a
partir dos valores de mobilidade eletroforética, calculados pelo modelo de
Smoluchowski. O valor final do PZ foi calculado como a média de 5 medidas

independentes com 10 contagens cada.

4.3  ANALISES BIOLOGICAS DOS COMPLEXOS

4.3.1 Analises in vitro - macréfagos J774.A1 e RAW 264.7

Para conferir maior robustez aos dados farmacolégicos e validar a

consisténcia da resposta bioldégica frente a diferentes perfis genéticos e

fenotipicos, foram empregadas duas linhagens distintas de macréfagos murinos:
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J774A.1 e RAW 264.7. As células foram cultivadas em meio RPMI-1640
suplementado (2 mM L-glutamina, 100 pg/mL de estreptomicina e penicilina, e 5%
de soro fetal bovino), sob atmosfera umidificada a 37 °C com de 5% de CO,. Apds
atingirem a confluéncia, as células foram quantificadas e semeadas em placas de
96 pogos a 2 x 10° células/pogo.

As culturas foram entao tratadas por 48 horas com pBCD, AU e AU/pBCD
nas concentracbées de 15, 30 e 60 pM, em triplicata. Para o preparo dos
tratamentos, os compostos foram solubilizados em um veiculo composto por PBS
e DMSO na proporcao de 80:20 (v/v). A fim de excluir qualquer interferéncia ou
toxicidade do solvente, o veiculo (PBS:DMSO) foi testado isoladamente em
volumes equivalentes a todas as dilui¢gdes utilizadas nos grupos tratados.

Para a analise de producédo de NO, as células foram estimuladas com 10
pg/mL de LPS e 9 ng/mL de IFN-y. Foram usadas células estimuladas sem
tratamento como controle positivo e células ndo estimuladas nem tratadas como
controle negativo. O Rh/HPBCD néo foi testado in vitro, considerando que estes
resultados ja foram obtidos em trabalho previamente realizado pelo grupo
(Carvalho et al., 2025).

4.3.1.1 Anélise de viabilidade celular por MTT

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico de MTT,
conforme descrito por (Carvalho et al., 2025). Apds 48 horas de incubagao das
células com os tratamentos e seus respectivos controles de veiculo em triplicata,
os sobrenadantes foram removidos dos pogos e descartados, sendo em seguida
adicionados 100 uL de RPMI-1640 e 10 uL da solugdo de MTT (5 mg/mL) a cada
poco. Apds 4 horas de incubagao, o meio com MTT foi removido e substituido por
100 yL de DMSO para solubilizar os cristais de formazan, se presentes. A
absorbancia foi medida a 570 nm em um espectrofotbmetro de microplacas
(Multiskan™ FC Microplate Photometer) (Castro et al., 2012). Foram realizados

trés experimentos independentes.
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4.3.1.2 Analise de NO pelo método de Griess

A concentragdo de NO foi estimada indiretamente por meio da
quantificacdo de nitrito pelo método de Griess, conforme descrito por Carvalho et
al. (2025). Apdés 48 h de incubagdo com os respectivos tratamentos e seus
respectivos controles de veiculo, conforme descrito em 4.3.1, 100 pL dos
sobrenadantes foram transferidos para nova placa e foram adicionados 100 uL do
reagente de Griess. A concentragdo de nitrito foi determinada por meio de curva
padrdao de NaNO,, com leitura da absorbancia a 540 nm. A porcentagem de
producdo de NO foi calculada considerando o controle de producgao, células nao
tratadas e células estimuladas com LPS e IFN-y (Castro et al., 2012). Foram

realizados trés experimentos independentes.

4.3.2 Analise in vivo — encefalomielite autoimune experimental (EAE)

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas, com 6-8 semanas de
vida, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa e da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos no biotério da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (Tedfilo Otoni/MG), em
estantes ventiladas, em sala com temperatura e umidade controladas, e com dieta
ad libitum, em conformidade com o Cédigo Brasileiro para a Utilizagdo de Animais
de Laboratério. Estes experimentos foram submetidos e aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa em Animais da UFVJM — CEUA/Mucuri (n° 03-2021 e
03-2023 — Anexo I).

4.3.2.1 Indugéo da EAE

Para a inducdo do modelo de EAE em sua forma cronica progressiva,
seguiu-se o protocolo descrito por Ramos et al. (2024). Cada animal induzido foi

imunizado por via subcutanea (s.c.) com 100 uL, em cada lado da regido dorsal
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proxima a base da cauda, contendo 100 pug de MOG;555 emulsificado em
adjuvante completo de Freund, na proporg¢ao 1:1, suplementado com 4 mg/mL de
Mycobacterium tuberculosis — cepa H37RA. No dia da imunizacdo e 48 horas
apos, cada animal recebeu 0,3 pg de toxina pertussis por via intraperitoneal (i.p.).
Ao 21° dpi, os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico e
exsanguinagdo, com a administracdo de Xilazina (10 mg/Kg) e Ketamina (100
mg/Kg, i.p.). Amostras de cérebro e medula espinhal foram coletadas e

armazenadas a —80 °C para analises subsequentes.

4.3.2.2 Avaliagées clinicas e tratamentos

A massa corporal foi registrada diariamente a partir do dia zero, enquanto a
avaliagcao do escore de incapacidade neurolégica (EIN) teve inicio no 8° dia apés
a imunizagao (dpi). Todas as analises ocorreram no periodo da manha. O EIN foi
determinado por meio de pontuacgao individual de determinadas regiées do corpo
dos camundongos, de acordo com a escala apresentada no Quadro 3 (De Paula
et al., 2008), sendo realizado pelo mesmo pesquisador para minimizar a
variabilidade interobservador. Em caso de o6bito, o camundongo recebeu o valor
maximo da escala. O escore final foi obtido somando-se os pontos individuais de
cada animal.

O tratamento foi iniciado no 14° dpi, consistindo em administracdes
intraperitoneais (i.p.) diarias, realizadas sempre apods a avaliagao do EIN. Onde os
animais foram distribuidos em 8 grupos (n=12/14 camundongos por grupo). O
Grupo 1 (controle negativo - CN) foi composto por animais ndo imunizados que
nao receberam tratamento. Os Grupos 2, 3 e 4 foram compostos por animais
imunizados, sendo tratados, respectivamente, com 5 mg/Kg de RH, HPBCD e
Rh/HPBCD. Os Grupos 5, 6 e 7 foram compostos por animais imunizados, sendo
tratados, respectivamente, com 50 mg/Kg de AU, pCD e AU/pBCD. O Grupo 8
(controle positivo - CP) foi composto por animais imunizados que nao receberam
tratamento. Para as inje¢des, as formulagdes dos grupos 2, 3 e 4 foram
solubilizadas em PBS, enquanto as dos grupos 5, 6 e 7 utilizaram uma mistura de

PBS e DMSO (80:20 v/v). As doses foram escolhidas com base em estudos
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prévios que demonstraram sua eficacia e seguranga em modelos experimentais in
vivo (Carvalho et al., 2025; Scherrer et al., 2023).

Quadro 3 - Escala de incapacidade neuroldgica (EIN) para avaliagéo da

EAE

Parte do
animal

Score

Caracteristicas

Cauda

Um camundongo normal mantém a cauda ereta enquanto se move.

Se a extremidade da cauda esta flacida, com tendéncia a cair.

Se a cauda esta completamente flacida e se arrasta na superficie.

Membros
inferiores

oN|I=|o

Um camundongo normal tem uma marcha enérgica e nao arrasta as patas.

Um dos dois testes a seguir é positivo:

e Teste da virada: enquanto mantém a cauda entre o polegar e o
indicador, vire o animal de barriga para cima e observe o tempo que ele
leva para acertar a postura. Um camundongo saudavel se vira
imediatamente. Uma demora sugere fraqueza nas patas traseiras.

e Posicionar o camundongo na parte externa da gaiola e observar sua
movimentag¢do a medida que ele atravessa de uma extremidade a outra
da gaiola. Se uma ou ambas as patas traseiras frequentemente
atravessaram as barras da gaiola, consideramos que ha paralisia
parcial.

Ambos os testes posteriores sdo positivos.

Uma ou ambas as patas traseiras mostram sinais de paralisia, mas algum
movimento é preservado, por exemplo: o animal pode agarrar e se manter na
parte interna da gaiola por um curto momento antes de soltar.

Quando ambas as patas traseiras estdo paralisadas, o camundongo as arrasta
enquanto se move.

Patas
dianteiras

Um camundongo normal usa suas patas dianteiras para se agarrar e
andar e mantém sua cabeca ereta.

Andar é possivel, mas dificil, devido a fraqueza em uma ou ambas as
patas: por exemplo, as patas dianteiras sdo consideradas fracas quando o
camundongo tem dificuldade em agarrar-se a parte interior da gaiola. Outro sinal
de fraqueza é a falta de tdbnus no pescoco.

Quando uma parte dianteira estd paralisada (impossibilidade de
agarrar), o camundongo fica dando voltas em torno da pata paralisada. Nesse
momento, 0 pescoco ja perdeu grande parte do seu tbnus muscular.

3

O camundongo n&o pode se mover e ndo consegue beber agua ou se
alimentar.

Bexiga

0

Um camundongo normal tem controle total sobre a bexiga.

1

Um camundongo é considerado incontinente quando a porg¢ao posterior
de seu corpo esta encharcada de urina.

Fonte: Elaborado por De Paula (2008).

4.3.3 Dosagem de citocina IL-12p70

A citocina IL-12p70 foi quantificada por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

em amostras de cérebro e medula espinhal de camundongos imunizados para
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EAE. Para a preparacao das amostras, os tecidos foram pesados e macerados
em tampao de extragdo de citocinas a 100 mg/kg. Em seguida, o homogeneizado
foi submetido a centrifugacdo a 10.000 RPM por 15 minutos a 4°C, e o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C até o momento da analise. A
quantificacdo da citocina foi realizada com um kit comercial de ELISA, seguindo

as instrugdes do fabricante (BD Biosciences® ou R&D Systems®).

4.3.4 Histopatologia

Os animais eutanasiados foram perfundidos com formalina tamponada
10%. Em seguida, a medula espinhal e o cérebro foram removidos e fixados
também em formalina tamponada 10%. Apos a inclusdo, foram realizados cortes
transversais de 5 uym, submetidos a coloragdo em Hematoxilina—Eosina (H&E) e
em Luxol Fast Blue (LFB) (Steinbach; Merkler, 2016).

A coloracdo com H&E incluiu desparafinizacdo com xilol, reidratagdo com
sucessivos banhos de alcool, coloragdo com hematoxilina (2 min) e eosina (1 min)
e desidratagcdo. Ja para o LFB, as laminas passaram por desparafinizagdo com
xilol, reidratacdo com sucessivos banhos de alcool, imersdao no corante LFB
durante a noite a 56°C, seguida da retirada do excesso de corante com alcool
95%, diferenciagcdo com solugao de carbonato de litio e etanol 70%, e coloracao
final com cresil violeta (6 min).

As imagens foram capturadas em ampliagdes de 100x e 400x, e a
avaliacao semiquantitativa do infiltrado inflamatério e da desmielinizacédo foi
realizada de forma cega por um patologista, considerando-se trés campos por
secao. O grau de inflamagao e desmielinizagéo foi pontuado em uma escala de 0
a 5, em que 0O representa auséncia e 5 indica acentuada participacao tecidual
(>50%), conforme descrito (Pant et al., 2017).
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4.4  ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi conduzida com os softwares Microcal Origin 9.0
(OriginLab, Northampton, MA, EUA) e GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software,
San Diego, CA, EUA).

Os dados de caracterizagao fisico-quimica (DLS, PZ e SF) foram obtidos
em triplicata técnica e expressos como média + desvio padrao (DP). As analises
de interacgdes fisico-quimicas por FTIR, TGA e DTA foram realizadas por meio de
inspecado comparativa, considerando a sobreposigdo de perfis e o deslocamento
de sinais caracteristicos como critérios para a identificacdo de possiveis
interagcdes moleculares.

Os dados bioldgicos foram obtidos em, no minimo, dois experimentos
independentes, realizados em triplicata, e apresentados conforme a natureza da
variavel. Para os conjuntos de dados com distribuigdo paramétrica, os resultados
foram expressos como média £ erro padrao da média (SEM), ao passo que os
dados nao paramétricos (escores de inflamagao e escores de desmielinizacao)
foram representados em graficos do tipo boxplot, contendo mediana, quartis,
valores minimos e maximos, além dos pontos individuais sobrepostos, de modo a
evidenciar a dispersao real das observacgoes.

A verificagdo da normalidade da distribuicdo dos dados foi realizada por
meio do teste de Shapiro-Wilk. Os resultados foram considerados

estatisticamente significativos quando p < 0,05.

e \ariaveis paramétricas: para a analise dos dados provenientes de
ensaios de viabilidade celular, producao de 6xido nitrico (NO) e quantificacao de
IL-12p70, empregou-se o teste ANOVA de uma via, seguido do teste post-hoc de
Tukey para comparagdes multiplas entre os grupos experimentais.

e \ariaveis ndo paramétricas: para os escores semiquantitativos de
inflamacao e desmielinizagdo, a analise entre grupos foi conduzida pelo teste de
Kruskal-Wallis. As comparagdes multiplas post-hoc foram realizadas controlando

a Taxa de Falsa Descoberta (FDR) pelo método original de Benjamini-Hochberg.
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e Medidas repetidas: a analise da progressao da doencga e da eficacia
dos tratamentos ao longo do tempo (experimentos de evolugao clinica da EAE e
de acompanhamento da massa corporal) foi realizada por meio de ANOVA de
duas vias para medidas repetidas. As comparagdes multiplas seguiram um fluxo
hierarquico em duas etapas:

1. Anadlise de eficacia: todos os grupos experimentais e o grupo
CN foram comparados diretamente ao grupo CP pelo teste post-hoc de
Dunnett, considerando eficazes apenas os tratamentos que
apresentaram diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao
Controle Positivo.

2. Analise comparativa entre tratamentos eficazes: em seguida,
foi conduzido um novo ANOVA de duas vias, restrito ao subconjunto de
dados contendo apenas o grupo Controle Negativo e os grupos de
tratamento previamente classificados como eficazes. As comparacdes
multiplas entre esses grupos foram realizadas pelo teste post-hoc de
Tukey, permitindo identificar diferengas na magnitude do efeito entre os

tratamentos em cada ponto de tempo avaliado.
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5.RESULTADOS

5.1  SINTESE E CARACTERIZAGCAO DOS COMPLEXOS

5.1.1 FTIR

O espectro da HPBCD (Figura 6) esta de acordo com os dados da
literatura, apresentando bandas de absor¢gdo em 3415 cm™, 2932 cm™, 1647 cm’'
e 1155 cm™, correspondentes ao estiramento -OH, estiramento -CH, vibragdo
-C=0 e a vibracao de estiramento -CO, respectivamente (Da Silva Junior et al.,
2019; Goswami; Sarkar, 2018; Shen et al., 2022). O espectro do Rh apresenta
bandas em 3418 cm™, 1697 cm™ e 1607 cm™ atribuidas ao estiramento e a
deformacgao de O-H das moléculas de agua de hidratagao (Carvalho et al., 2025).
Em comparagdo com os precursores, a MM e o Rh/HPBCD apresentaram
mudangas nas posigdes e intensidades das principais bandas da HPBCD (Tabela
3).

Figura 6 - Espectros de FTIR do Rh, do HPBCD, do Rh/HPBCD e do MM na
regido de 4000 a 400 cm™ em KBr.

Rh/HPBCD

Comprimento de Onda (em™)

Legenda: Rh: cloreto de rddio; HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; — Rh/HPBCD:
complexo de rddio com hidroxipropil-p-ciclodextrina; — MM: mistura mecéanica. Fonte: Elaborado
pela autora (2024).
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Tabela 3 - Principais bandas observadas nos espectros no infravermelho do Rh,
HPBCD, Rh/HPBCD e MM.

Composto v (OH) / cm"! v (CH, CH_21, CH.)/ v (CO, hidratagao)/ v (anel piranose)

cm cm’’ /cm™!

Rh 3418 - 1697, 1607 -
HPBCD 3418 2975, 2937, 2872 1652, - 1157
Rh/HPBCD 3406 2982, 2930, 2872 1639, - 1157
MM 3425 2975, 2934, 2872 1697, 1607 1157

Legenda: Rh: cloreto de rodio; HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de
rédio com hidroxipropil-B-ciclodextrina; MM: mistura mecéanica; v: nimero de onda. Fonte:
Elaborado pela autora (2024).

Para o segundo sistema, a pBCD (Figura 7) apresentou espectro
caracteristico, com bandas em 3427 cm™, 2933 cm™, 1636 cm” e 1036 cm™
associadas ao estiramento O-H, estiramento C-H, vibracdo C-O e vibragao
envolvendo a ligagado a-1,4, respectivamente (Pratt et al., 2010; Zhong et al.,
2020). Enquanto o AU apresentou bandas em 3432 cm™, 2921 cm™, 2854 cm™ e
1716 cm™, que correspondem respectivamente ao estiramento O-H,
sobreposi¢des de estiramento C-H, C-H, e C-H;, estiramento de -CH de metileno
e estiramento de C=0 (Pratt et al., 2010; Yang et al., 2012; Zong; Bi, 2012). Em
comparagao com os precursores, a MM e o AU/pBCD apresentaram alteragcbes

nas posigdes e intensidades das principais bandas da pCD (Tabela 4).

Tabela 4 - Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho do AU,
pBCD, AU/pBCD e MM.
v(OH)/ Vv (CH,CH,CH;) v (C=0)/ v(C-0)/ v (a-1,4)/

Compostos

cm’ / cm™! cm’’ cm’ cm’

AU 3432 2921, 2854 1716 1625* 1036*
pBCD 3427 2933, 2858 - 1636 1036
AU/PBCD 3437 2923, 2853 1716 1641 1030
MM 3432 2928, 2862 1716 1625 1041

Legenda: * = o pico relatado nao se refere a vibragédo indicada na tabela, mas se encontra na
mesma posi¢cdo. AU = acido ursdlico, pCD = poli-B-ciclodextrina, MM = mistura mecanica,
AU/pBCD: complexo de acido ursoélico com hidroxipropil-p-ciclodextrina; v: nimero de onda. Fonte:
Elaborado pela autora (2024).
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Figura 7 - Espectros de FTIR do AU, ppCD, AU/pBCD e MM na regiao de 4000 a
400 cm™ em KBr.

AU

UA/PBCD

4mmm : ; 0
Comprimento de onda (cm™)

Legenda: —— AU: acido ursolico; — ppCD: poli-beta-ciclodextrina; — AU/ppCD: complexo de acido
ursélico com poli-beta-ciclodextrina; — MM: mistura mecénica. Fonte: Elaborado pela autora
(2024).

51.2 TGAeDTA

A HPBCD apresenta duas etapas de perda de massa (%): uma abaixo de
200 °C (75%) e outra em torno de 350 °C (~91%), associadas, respectivamente, a
liberacdo de moléculas de agua das cavidades e da superficie da CD, e a rapida
degradacao da HPBCD, seguida de sua carbonizagao (Truzzi et al., 2021) (Figura
8). Os perfis térmicos do Rh/HPBCD e da MM diferiram do da HPBCD isolada,
com variagdes nas temperaturas e nas intensidades dos eventos de degradagéao.

Ja a ppCD apresenta trés etapas de perda de massa (%): uma abaixo de
230 °C (3%), uma na faixa de 230 a 523 °C (60%) e a ultima na faixa de 525 a
1000 °C (15%), associadas, respectivamente, a perda de agua, a decomposi¢cao
da estrutura polimérica e a carbonizag&o e degradacgao dos residuos carbonaceos
(Figura 9). Para o AU foram observadas quatro etapas de perda de massa (%):
uma abaixo de 250 °C (2%), uma em torno de 330 °C (66%), uma na faixa de 370
e 515 °C (10%) e a ultima na faixa de 515 e 1000 °C (17%), sendo a primeira

associada a perda de moléculas de agua, e as demais associadas a degradacgéo
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e decomposicao da estrutura. O perfil térmico do AU/pBCD difere dos perfis do AU
e do ppCD, com variagdes na temperatura e na intensidade dos eventos de

degradacao. Enquanto a MM praticamente se sobrepde ao termograma da pCD.

Figura 8 - Termogramas de TGA de Rh, HPBCD, Rh/HPBCD e MM.
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Legenda: Rh: cloreto de rédio; — HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; — Rh/HPBCD:
complexo de rédio com hidroxipropil-B-ciclodextrina; — MM: mistura mecanica. Fonte: Elaborado
pela autora (2024).

Figura 9 - Termogramas de TGA do AU, pBCD, AU/pRCD e MM.
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Legenda: —— AU: acido ursélico; — pBCD: poli-beta-ciclodextrina; — AU/pBCD: complexo de acido
ursolico com poli-beta-ciclodextrina; — MM: mistura mecéanica. Fonte: Elaborado pela autora
(2024).

Na DTA, o Rh apresentou um evento exotérmico (T4, de 542 °C) atribuido

a sua decomposicéo (Figura 10). A HPBCD exibiu dois eventos exotérmicos (T,
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de 375 °C e 490 °C) relacionados respectivamente a sua degradacédo e a
carbonizagdo. O Rh/HPBCD apresentou um evento exotérmico mais amplo (T nax
de 369-459 °C), atribuido a sua decomposicdo e fusdo, enquanto a MM
apresentou um unico pico exotérmico (T.s; de 373 °C) atribuido a sua
decomposicao.

Para o AU, observaram-se dois eventos exotérmicos (Tmax de 353 °C e
504 °C), atribuidos a decomposicado do AU. A pBCD apresentou dois eventos
exotérmicos (T, de 328 °C e 458 °C), relacionados respectivamente a sua
degradacgéao e carbonizagao (Figura 11). O AU/pBCD apresentou um unico evento
(Tmax de 538 °C), atribuido a decomposicao e a fusao de AU/pBCD, enquanto a
MM apresentou dois picos (Tmax de 362 °C e 523 °C), atribuidos a decomposicao
da MM.

Figura 10 - Termogramas de DTA do Rh, HPBCD, Rh/HPBCD e MM.
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Legenda: Rh: cloreto de rddio; HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; — Rh/HPBCD:

complexo de rddio com hidroxipropil-p-ciclodextrina; — MM: mistura mecéanica. Fonte: Elaborado
pela autora (2024).
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Figura 11 - Termogramas de DTA do AU, pBCD, AU/pBCD e MM.
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Legenda: - AU: acido ursolico; — pBCD: poli-beta-ciclodextrina; — AU/ppCD: complexo de acido

ursoélico com poli-beta-ciclodextrina; — MM: mistura mecénica. Fonte: Elaborado pela autora
(2024).
51.3 SF

O perfil de solubilidade de fase do AU com pCD mostrou-se linear na faixa
de concentracdes de 0 a 12,3 mM, classificando-se como do tipo A, indicando a
formagdo de um complexo 1:1 (farmaco:CD), conforme o modelo de Higuchi e
Connors (Figura 12). A partir da equagéo da reta obtida, foi calculada a Ki:: do
AU/pBCD, cujo valor foi de 33,12 M™". A CE foi determinada em 2,075 x 1073, Além
disso, o AS foi de 3,31%, com base na diferenca entre a AUmax (0,08809 mM) e
sua AUS, (0,06263 mM), na presenca de 12,3 mM de HPBCD.
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Figura 12 — Diagrama de solubilidade de fase do AU em fungao da pCD
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Legenda: AU: &acido ursdlico; — ppCD: poli-beta-ciclodextrina. Fonte: Elaborado pela autora
(2024).

514 DLSePZ

O Dh das particulas de AU/pBCD foi consistentemente superior ao das
particulas de AU em toda a faixa de concentragéo (Figura 13a). Enquanto o AU
puro apresentou um Dh na faixa de 350-800 nm, o AU/pBCD exibiu valores que se
iniciaram em aproximadamente 700 nm, ultrapassando 1100 nm na maior
concentracdo. Para ambos os sistemas, observou-se uma tendéncia de aumento
do tamanho a medida que a concentragao aumentava.

As medigbes de PZ (Figura 13b) mostraram que ambas as amostras
apresentaram carga de superficie negativa. Os valores de PZ do AU livre
(variando de -35 mV a -15 mV) foram mais negativos do que os do AU/pBCD
(variando de -22 mV a -5 mV). Em ambos os casos, o PZ tornou-se menos
negativo a medida que aumentava a concentracdo. A analise de condutividade
elétrica (Figura 13c) mostrou que a solugédo de AU livre apresentou condutividade
proxima de zero em todas as concentragbes. Em contraste, a condutividade da
solugédo do AU/pBCD aumentou de forma linear com a concentragao, atingindo um

valor superior a 3,5 mS/cm.
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Figura 13 — Valores de Dh, PZ e K do AU e do AU/pBCD.
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Representacado grafica das analises: (a) didmetro hidrodindmico (Dh); (b) potencial zeta (PZ); e (c)

condutividade elétrica (K).

AU 30 mM em H,O,

AU/pBCD 30 mM em H,O. AU: acido

ursolico; AU/pBCD: complexo de acido ursélico com poli-B-ciclodextrina. Fonte: Elaborado pela

autora (2024).
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5.2 ANALISES BIOLOGICAS DOS COMPLEXOS

5.2.1 Analise in vitro - macrofagos J774.A1 e RAW 264.7

Na avaliagdo da viabilidade celular de macréfagos, observou-se que nas
concentracdes correspondentes aos tratamentos de 15 a 60 yM n&o houve
diferenca em relagdo ao controle negativo. Para a viabilidade celular de
macréfagos RAW 264.7 e J774A.1 (Figuras 14 e 15), observa-se que
concentracdes de até 30 uM de AU e de AU/pBCD apresentam viabilidade
superior a 70%. Na concentracdo de 60 uM o tratamento com AU/pBCD reduziu a
viabilidade celular dos macrofagos RAW 264.7, apresentando viabilidade de 11%
(Figura 14). Nota-se que os macréfagos J774A.1 apresentaram maior
sensibilidade aos tratamentos, para a concentragdo de 60 uM AU/pBCD, foi
observada cerca de 7% de viabilidade, uma redugao de 93% de viabilidade
(Figura 15).

Figura 14 - Efeito dos tratamentos na viabilidade celular de macréfagos RAW
264.7
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Células tratadas com AU, pBCD, AU/pBCD ou DMSO por 48 horas. AU: acido ursdlico; ppCD:
poli-B-ciclodextrina; AU/pBCD: complexo de acido ursdlico com poli-p-ciclodextrina; DMSO:
dimetilsulféxido. Concentragdes em pM. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle (RAW264.7).
Foram realizados dois experimentos independentes em ftriplicata. Os dados estdo expressos como
média + erro padrdo da média (SEM). A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA de
uma via, seguida do teste post-hoc de Tukey. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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Figura 15 - Efeito dos tratamentos na viabilidade celular de macrofagos J774A.1
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Células tratadas com AU, ppCD, AU/pBCD ou DMSO por 48 horas. AU: acido ursdlico; ppCD:
poli-B-ciclodextrina; AU/pBCD: complexo de acido ursolico com poli-B-ciclodextrina; DMSO:
dimetilsulféxido. Concentragdes em uM. * p < 0,05 em relagdo ao grupo controle (J774.1). Foram
realizados dois experimentos independentes em ftriplicata. Os dados estdo expressos como média
* erro padrdo da média (SEM). A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA de uma via,
seguida do teste post-hoc de Tukey. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Para a inibicdo de NO em macrofagos RAW 264.7 e J774A.1 (Figuras 16 e
17), observa-se que o AU/pBCD promoveu uma redugao significativa na produgao
de NO em todas as concentracdes testadas da linhagem RAW 264.7, com efeito
mais evidente nas concentragdes mais altas. Além disso, o AU/pBCD apresentou
reducdo significativa na produgdo de NO em comparagdo ao AU. Resultados
similares foram observados em J774A.1, com inibicdo significativa nas

concentragdes de 60 e 30 uM, apesar da concentragao de 60 ter sido citotoxica.
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Figura 16 - Efeito dos tratamentos na produgdo de Oxido Nitrico (NO) por
macrofagos RAW 264.7
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Células estimuladas com LPS e IFN-y e tratadas com AU, pRCD, AU/pCD ou DMSO por 48
horas. AU: acido ursélico; pBCD: poli-B-ciclodextrina; AU/pBCD: complexo de acido ursolico com
poli-B-ciclodextrina; DMSO: dimetilsulféxido. Concentracées em uM. *p < 0,05 em relagdo ao
grupo controle (RAW264.7). #p < 0,05 em relagdo ao grupo AU na mesma concentragdo. Foram
realizados dois experimentos independentes em ftriplicata. Os dados estao expressos como média
* erro padrdo da média (SEM). A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA de uma via,
seguida do teste post-hoc de Tukey. Fonte: Elaborado pela autora (2024).

Figura 17 - Efeito dos tratamentos na produg¢ao de 6xido nitrico (NO) por
macrofagos J774A.1
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Células estimuladas com LPS e IFN-y e tratadas com AU, ppCD, AU/pBCD ou DMSO por 48
horas. AU: acido ursélico; pBCD: poli-B-ciclodextrina; AU/pBCD: complexo de acido ursoélico com
poli-B-ciclodextrina; DMSO: dimetilsulféxido. Concentragées em pM. *p < 0,05 em relagdo ao
grupo controle (J774.1). #p < 0,05 em relacdo ao grupo AU na mesma concentragdo. Foram
realizados dois experimentos independentes em triplicata. Os dados estdo expressos como média
+ erro padrdo da média (SEM). A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA de uma via,
seguida do teste post-hoc de Tukey. Fonte: Elaborado pela autora (2024).
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5.2.2 Analise in vivo - EAE

Conforme esperado, o grupo CN permaneceu com o EIN igual a zero ao
longo de todo o experimento, enquanto os demais grupos desenvolveram
sintomas neuroldgicos caracteristicos da EAE a partir do 8° dpi, com o pico de
severidade da doenca ocorrendo no 20° dpi. Consistentes com este perfil clinico,
nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas na massa

corporal dos camundongos entre os grupos durante o experimento (Figura 18).

Figura 18 — Massa corporal de camundongos C57BL/6 imunizados ou ndo para
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DIAS APOS A IMUNIZAGAO Day post-induction

Legenda: ..... inicio dos sintomas neuroldgicos; .....: inicio dos tratamentos; a) Rh: cloreto de rédio,
HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina e Rh/HPBCD: complexo de rodio com
hidroxipropil-B-ciclodextrina; b) AU: acido ursodlico, pBCD: poli-B-ciclodextrina e AU/pBRCD:
complexo de acido ursdlico com poli-B-ciclodextrina; CN: controle ndo induzido; CP: controle
induzido, ndo tratado; EAE: encefalomielite autoimune experimental. Concentragdes: 5 mg/Kg de
RH, HPBCD e Rh/HPBCD; 50 mg/Kg de AU, pBCD e AU/pBCD. Periodo de tratamento: 14°-20
dias apds a imunizagdo. Numero de animais por grupo: n = 12-14. Os dados estdo expressos
como média * erro padrao da média (SEM). Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Em relacdo aos tratamentos, observou-se que o Rh reduziu

significativamente o EIN em comparagdo ao grupo CP a partir do 15° dpi,
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enquanto o complexo Rh/HPBCD promoveu essa reducdo a partir do 18° dpi
(Figura 19). Os tratamentos foram eficazes em reduzir o EIN, apresentando os
seguintes valores: Rh (0,58 + 0,15) e Rh/HPBCD (1,25 + 0,41),. Em contrapartida,
a HPBCD nao demonstrou atividade terapéutica, com escore de 1,83 £ 0,31 no

mesmo dia.

Figura 19 - Escore de incapacidade neuroldgica (EIN) em camundongos C57BL/6
imunizados ou nao para EAE e tratados com Rh, HPBCD ou Rh/HPBCD.
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(a) Progresséo clinica da EAE. (b) Magnitude do efeito no 20° dpi. Rh: cloreto de rédio; HPRCD:
hidroxipropil-B-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de roédio com hidroxipropil-B-ciclodextrina; CN:
controle ndo induzido; CP: controle induzido, n&o tratado; EAE: encefalomielite autoimune
experimental. Concentracdes: 5 mg/Kg de RH, HPBCD e Rh/HPBCD; 50 mg/Kg de AU, pBCD e
AU/pBCD. Periodo de tratamento: 14°-20 dias apdés a imunizagdo. Numero de animais por grupo:
n = 12-14. *p < 0,05 em relagdo ao grupo CP. Os dados estdao expressos como média + erro
padréo da média (SEM). A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA de duas vias para
medidas repetidas, seguida do teste post-hoc de Dunnett. Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Para os compostos de AU, o efeito terapéutico significativo foi observado a
partir do 19° dpi (Figura 20). No pico da doenga (20° dpi), o escore neurologico do
grupo CP foi de 2,31 = 0,13. Os tratamentos foram eficazes em reduzir o EIN,
apresentando os seguintes valores: AU/pBCD (1,33 + 0,33) e AU (1,57 + 0,29).
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Em contrapartida, a ciclodextrina isolada ndo demonstrou atividade terapéutica,

com escore de 2,33 £ 0,21 (pBCD) no mesmo dia.

Figura 20 - Escore de incapacidade neuroldgica (EIN) em camundongos C57BL/6

imunizados ou nao para EAE e tratados com AU, ppCD ou AU/pBCD.
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(a) Progressao clinica da EAE. (b) Magnitude do efeito no 20° dpi. AU: acido ursélico; ppCD:
poli-B-ciclodextrina; AU/pBCD: complexo de acido ursélico com poli-B-ciclodextrina; CN: controle
nao induzido; CP: controle induzido, ndo tratado; EAE: encefalomielite autoimune experimental.
Concentragbes: 5 mg/Kg de RH, HPBCD e Rh/HPBCD; 50 mg/Kg de AU, pBCD e AU/pBCD.
Periodo de tratamento: 14°-20 dias ap6s a imunizagao. NUmero de animais por grupo: n = 12—-14.
*p < 0,05 em relagéo ao grupo CP. Os dados estdo expressos como média * erro padrdo da média
(SEM). A analise estatistica foi realizada por meio de ANOVA de duas vias para medidas
repetidas, seguida do teste post-hoc de Dunnett. Fonte: Elaborado pela autora (2025).

A analise comparativa dos tratamentos eficazes demonstrou que, no pico
da doenga (18° a 20° dpi), o Rh isolado foi consistentemente superior ao
AU/pBCD e ao Rh/HPBCD (Figura 21). A comparagao com o AU isolado revelou
que o Rh foi significativamente mais eficaz nos dias 18 e 20, porém ambos
apresentaram eficacia estatistica semelhante no 19° dpi. Além disso, a
comparagao entre os complexos revelou que apenas no 15° dpi, o complexo
Rh/HPBCD foi significativamente mais potente em reduzir o EIN em relagédo ao
complexo AU/pBCD.
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Figura 21 - Escore de incapacidade neurologica (EIN) em camundongos C57BL/6
durante o periodo de tratamento (14°-20° dpi): comparacéao entre tratamentos
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(a) Progresséo clinica dos grupos eficazes em comparagao ao CP. (b) Magnitude do efeito no 20°
dpi. Rh: cloreto de rédio; HPBCD: hidroxipropil-p-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de rédio com
hidroxipropil-B-ciclodextrina; AU: acido ursdlico; pBCD: poli-B-ciclodextrina; AU/ppBCD: complexo de
acido ursélico com poli-B-ciclodextrina; CN: controle ndo induzido; CP: controle induzido, nao
tratado; EAE: encefalomielite autoimune experimental. Concentra¢des: 5 mg/Kg de RH, HPBCD e
Rh/HPBCD; 50 mg/Kg de AU, pBCD e AU/pBCD. Numero de animais por grupo: n = 12-14. {p <
0,05 em relagdo ao grupo Rh; #p < 0,05 em relacdo ao grupo Rh/HPBCD. Os dados estédo
expressos como média + erro padrdo da média (SEM). A analise estatistica foi realizada por meio
de ANOVA de duas vias para medidas repetidas, seguida do teste post-hoc de Tukey. Fonte:
Elaborado pela autora (2025).
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5.2.3 Dosagem de citocina IL-12p70

A dosagem de IL-12p70 no homogeneizado cerebral revelou que tanto os
compostos de Rh quanto os de AU reduziram significativamente os niveis da
citocina em comparagéo ao grupo CP (9663 = 702 pg/mL). Em relagdo ao Rh, os
valores observados foram 6170 + 640 pg/mL para Rh, 5816 + 1084 pg/mL para
Rh/HPBCD e 5650 + 867 pg/mL para HPBCD (Figura 22a). De forma analoga,
para o AU, os tratamentos com AU (5730 * 666 pg/mL), seu complexo AU/ppCD
(5342 £+ 743 pg/mL) e a pBCD (5480 + 787 pg/mL) também levaram a uma
reducdo acentuada nos niveis da citocina no tecido cerebral (Figura 22b). Em
contraste com o efeito observado no cérebro, nenhum dos tratamentos alterou

significativamente os niveis de IL-12p70 na medula espinhal (Figura 23).

Figura 22 - Niveis de IL-12p70 no homogeneado cerebral de camundongos
C57BL/6 com EAE
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Em a: Rh: cloreto de rddio; HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de rédio
com hidroxipropil-B-ciclodextrina. Em b:AU: acido ursdlico; pBCD: poli-B-ciclodextrina; AU/pBCD:
complexo de acido ursdlico com poli-B-ciclodextrina; CN: controle ndo induzido; CP: controle
induzido, nao tratado. EAE: encefalomielite autoimune experimental. Niumero de animais por
grupo: n=5. *p < 0,05 em relagdo ao grupo CP. Os dados estdo expressos como média * erro
padrdo da média (SEM). A anadlise estatistica foi realizada por meio de ANOVA de uma via,
seguida do teste post-hoc de Dunnett. Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Figura 23 - Niveis de IL-12p70 na medula espinhal de camundongos C57BL/6
com EAE.
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Em a: Rh: cloreto de rodio; HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de rédio
com hidroxipropil-B-ciclodextrina. Em b:AU: acido ursdlico; ppCD: poli-B-ciclodextrina; AU/ppCD:
complexo de acido ursdlico com poli-B-ciclodextrina; CN: controle ndo induzido; CP: controle
induzido, nado tratado. EAE: encefalomielite autoimune experimental. Numero de animais por
grupo: n=5. *p < 0,05 em relagdo ao grupo CP. Os dados estdo expressos como média * erro
padrdo da média (SEM). A andlise estatistica foi realizada por meio de ANOVA de uma via,
seguida do teste post-hoc de Dunnett. Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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5.2.4 Histopatologia

Na anadlise do infiltrado inflamatério no cérebro, o grupo CP (1,6 + 0,4)
+

0). Em
relacdo aos compostos de Rh, os tratamentos com Rh (0 £ 0) e Rh/HPBCD (0,25

apresentou escore significativamente maior do que o do grupo CN (0

t+ 0,25) reduziram significativamente este escore, enquanto a HPBCD (0,67

+

0,33) nao demonstrou efeito terapéutico (Figuras 24a).
De forma analoga, os tratamentos com AU (0,2 + 0,2) e AU/pBCD (0,2

0,2) reduziram o escore inflamatério. E interessante notar que a ppCD (1,0  0)

H+

nao apresentou efeito, tendo um escore significativamente maior do que os
grupos CN e Rh (Figuras 24b).

Figura 24 - Escore de inflamagao do cérebro de camundongos com EAE.
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Legenda: Rh: cloreto de rodio; HPRCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de
rédio com hidroxipropil-B-ciclodextrina; AU: acido ursélico; pBCD: poli-B-ciclodextrina; AU/pBCD:
complexo de acido ursdlico com poli-B-ciclodextrina; CN: controle ndo induzido; CP: controle
induzido, nao tratado. EAE: encefalomielite autoimune experimental. Niumero de animais por
grupo: n=4-6. *p < 0,05 em relagao ao grupo CP; #p < 0,05 em relagéo ao grupo pBCD. Os dados
sdo apresentados em box plots com escores individuais, minimo e maximo. A analise estatistica
foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (corregdo de
Benjamini-Hochberg). Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Na figura 25 s&o apresentados os cortes histolégicos com coloragéo de
Hematoxilina & eosina (H&E). Em 23a observa-se aumento de 10x e em 23b séo

apresentados as imagens em captura de 40x.
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Figura 25 - Micrografias de cortes transversais de cérebro (5 um), corados com hematoxilina e eosina (H&E).

AU/pBSCD RIVHPBCD

™,

(a) Cortes de cérebro a 10x. (b) ampliagdo em 40x das respectivas laminas. As setas indicam focos inflamatérios. A barra de escala representa 200 um.
Rh: cloreto de rédio; HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de rédio com hidroxipropil-B-ciclodextrina; AU: acido ursolico; pBCD:
poli-B-ciclodextrina; AU/pBCD: complexo de acido ursélico com poli-B-ciclodextrina; CN: controle ndo induzido; CP: controle induzido, ndo tratado. Fonte:
Elaborado pela autora (2025).
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Em contraste com os achados no cérebro, na andlise da medula espinhal
nenhum dos tratamentos testados apresentou diferenga estatisticamente
significante em relagdo ao grupo CP (1,17 = 0,31), embora este tenha
apresentado um escore significativamente maior que o grupo CN (0 + 0) (Figuras
26). Na figura 27 s&o apresentados os cortes histolégicos com coloracéo de
Hematoxilina & eosina (H&E). Em 27a observa-se aumento de 10x e em 27b séo

apresentados as imagens em captura de 40x.

Figura 26 - Escore de inflamagao da medula espinhal de camundongos com EAE.
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Legenda: Rh: cloreto de rédio; HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de
rédio com hidroxipropil-B-ciclodextrina; AU: acido ursdlico; pBCD: poli-B-ciclodextrina; AU/ppCD:
complexo de acido ursolico com poli-B-ciclodextrina; CN: controle ndo induzido; CP: controle
induzido, ndo tratado. EAE: encefalomielite autoimune experimental. Nimero de animais por
grupo: n=4-6. *p < 0,05 em relagdo ao grupo CP. Os dados sao apresentados em box plots com
escores individuais, minimo e maximo. A anadlise estatistica foi realizada pelo teste de

Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (corre¢cdo de Benjamini-Hochberg). Fonte: Elaborado pela
autora (2025).
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Figura 27 - Micrografias de cortes longitudinais de medula espinhal (5 ym), coradas com hematoxilina e eosina (H&E).

CN cP AU ~ ppcD AU/ppSCD Rh HPBCD RWHPBCD

(a) Cortes de médula espinhal a 10x. (b) ampliagdo em 40x das respectivas laminas. As setas indicam focos inflamatérios. A barra de escala representa
200 um. Rh: cloreto de rédio; HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de rédio com hidroxipropil-B-ciclodextrina; AU: acido ursélico;
pBCD: poli-B-ciclodextrina; AU/pBCD: complexo de acido ursélico com poli-B-ciclodextrina; CN: controle ndo induzido; CP: controle induzido, nao tratado.
Fonte: Elaborado pela autora (2025).
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Na analise de desmielinizacdo na medula espinhal, o escore de
desmielinizagdo do grupo CP (2,2 % 0,49) foi significativamente maior do que o do
grupo CN (0 = 0). Para os compostos de Rh, os tratamentos com Rh (0,25 % 0,25)
e Rh/HPBCD (0,25 + 0,25) mantiveram a eficacia, reduzindo o escore, enquanto a
HPBCD (0,33 £ 0,33) ndo apresentou efeito neste tecido (Figuras 28a). De forma
similar, AU (0,20 = 0,20) e seu complexo AU/ppCD (0,20 = 0,20) também
reduziram a desmielinizagdo na medula espinhal, mas a ppCD (0,6 £ 0,4) ndo
demonstrou atividade terapéutica neste local (Figuras 28b). Na figura 29 sao
apresentados os cortes histoloégicos com coloragdo de Luxol Fast blue no
aumento de 10x.

Figura 28 - Escore de desmielinizacdo da medula espinhal de camundongos com
EAE.
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Legenda: Rh: cloreto de rodio; HPBCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de
rédio com hidroxipropil-B-ciclodextrina; AU: acido ursélico; ppBCD: poli-B-ciclodextrina; AU/pBCD:
complexo de acido ursdlico com poli-p-ciclodextrina; CN: controle ndo induzido; CP: controle
induzido, nao tratado. EAE: encefalomielite autoimune experimental. Niumero de animais por
grupo: n=4-6. *p < 0,05 em relagédo ao grupo CP. Os dados sdo apresentados em box plots com
escores individuais, minimo e maximo. A anadlise estatistica foi realizada pelo teste de

Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (corregdo de Benjamini-Hochberg). Fonte: Elaborado pela
autora (2025).
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Figura 29 - Micrografias de cortes longitudinais de medula espinhal (5 pm), coradas com Luxol Fast Blue (LFB).

Cp

Cortes de médula espinhal a 10x. Setas indicam focos de desmielinizagdo. A barra de escala representa 200 ym. Rh: cloreto de rodio; HPBRCD:
hidroxipropil-B-ciclodextrina; Rh/HPBCD: complexo de rédio com hidroxipropil-B-ciclodextrina; AU: acido ursolico; pBCD: poli-B-ciclodextrina; AU/pRCD:
complexo de acido ursélico com poli-B-ciclodextrina; CN: controle ndo induzido; CP: controle induzido, ndo tratado. Fonte: Elaborado pela autora (2025).



758

6.DISCUSSAO

A presente pesquisa avaliou o potencial imunomodulador de dois
complexos de CDs, Rh/HPBCD e AU/pBCD, no modelo de EAE. Os resultados de
caracterizacao fisico-quimica e as analises para avaliagao de bioatividade, in vitro
e in vivo, permitiram confirmar a formacdo dos complexos e demonstrar seu
potencial terapéutico.

A formagdo dos complexos (Rh/HPBCD e AU/pBCD) foi confirmada por
meio de analises de FTIR e TGA/DTA. A espectroscopia de FTIR revelou
alteracbes nas bandas caracteristicas dos compostos isolados, com
deslocamentos e variagdes de intensidade nas regibes de C=0 e O-H,
evidenciando o estabelecimento de novas interagdes intermoleculares apos a
complexacdo. Os termogramas de TGA/DTA demonstraram a auséncia de
sobreposicao dos eventos térmicos e o deslocamento das temperaturas de
decomposicado evidenciando a formacdo de novos sistemas supramoleculares
com propriedades térmicas modificadas em relagao as constituintes individuais. A
analise da MM do Rh/HPBCD, em particular, mostrou que interagdes quimicas
ocorreram mesmo em auséncia de um processo de coprecipitagdo mais intensivo,
sugerindo um alto potencial de reatividade do rédio com a CD.

As CDs possuem a capacidade de formar complexos de inclusdo com
moléculas hospedeiras, incorporando-as parcial ou totalmente em suas cavidades
hidrofébicas (Cid-Samamed et al., 2022; Popielec; Loftsson, 2017; Saokham et
al., 2018). Os dados indicam que o AU/pBCD segue essa regra, formando um
complexo de inclusao na proporgéo 1:1, enquanto o Rh/HPBCD foge a esse
padrdo, formando um complexo de coordenagdo na proporgdo molar 1:2
(Rh:HPBCD), com estruturas nanométricas entre 200 e 500 nm (Carvalho et al.,
2025).

Para AU/pBCD, os dados de solubilidade evidenciam a formagéo de um
complexo soluvel, com perfil de fase do tipo AL, tipico de complexos
estequiométricos 1:1. A linearidade observada no diagrama de solubilidade no
intervalo de 0 a 12,3 mM sugere que, dentro dessa faixa, a complexagao ocorre

de forma eficiente e proporcional ao aumento da concentracao de ppCD, sem


https://www.zotero.org/google-docs/?Utm3Sp
https://www.zotero.org/google-docs/?Utm3Sp
https://www.zotero.org/google-docs/?hRVOKy
https://www.zotero.org/google-docs/?hRVOKy
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evidéncias de saturacdo. Este comportamento é consistente com estudos
envolvendo BCD e HPBCD (Huang et al., 2017; Quan et al., 2009; Song et al.,
2019), diferindo daquele observado com yCD, que apresentou perfil Bs, indicativo
de baixa solubilidade do complexo formado (Inoue et al., 2023).

A K;.; do AU/pBCD (33,12 M™) ¢é inferior a constante observada para yCD
(50.000 L mol™?), CD-MOF-1 (1.500 L mol™?) e BCDs modificados (até 1.800 L
mol™) (Inoue et al., 2023). A menor afinidade observada pode estar relacionada a
natureza polimérica do pBCD, que possivelmente impde um impedimento estérico
ao encaixe ideal do AU na cavidade. Mesmo assim, o K;., esta dentro da faixa
considerada adequada para complexos de estabilidade baixa a moderada, o que
pode ser vantajoso em formulagdes que visam a liberagdo controlada ou
reversivel do farmaco (Feng et al., 2023). A complexagdo espontanea foi
confirmada pelo valor negativo de AG (-8,41 kJ/mol), indicando a viabilidade
termodinamica do processo.

A CE (2,075 x 107%) e o AS (3,31%) podem parecer modestos a primeira
vista, mas demonstram que a pCD foi capaz de promover um ganho imensuravel
na solubilidade de uma molécula altamente hidrofébica como o AU. Isso é
particularmente relevante considerando-se que a ppCD é um polimero, capaz de
oferecer vantagens adicionais, como maior estabilidade fisico-quimica e potencial
de funcionalizagao para aplicagdes direcionadas. Para comparacao, os valores de
CE relatados para AU com outras CDs incluem UA/BCD em solugdes tampéao (pH
= 9) com CE = 0,209, UA/YCD com CE = 0,1 e UA/CD-MOF-1 com CE = 3,5.
Nenhum desses estudos relata valores de AS para sistemas AU/CD, e tanto AS
quanto CE podem variar substancialmente, dependendo do par farmaco/CD,
como mostrado por Couto et al. (2019) para carbamazepina, em que AS variou de
0,97 a 10,1 e CE de 0,006 a 2,33, dependendo do derivado de CD. Assim, os
experimentos de solubilidade de fase confirmaram que a complexagao de AU com
pBCD aumentou a solubilidade em meio aquoso. No entanto, embora o AU/pCD
tenha maior solubilidade do que o AU puro, sua solubilidade absoluta permanece
baixa, sugerindo a necessidade do uso de um cosolvente para dispersar o
material em meio aquoso em aplicagdes futuras.

Para contornar essa limitagao, foi utilizado o conceito de nanoprecipitados
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hidrofobicos (NPHs), que sdo particulas sélidas insoluveis em agua, tipicamente
formadas em misturas de solventes em que a agua é o componente primario
(Bittencourt et al., 2021; Dos Santos Moreira et al., 2018). Uma das principais
vantagens dessa abordagem é a capacidade de desenvolver formulagbes
simples, sem depender de aditivos ou surfactantes caros, funcionando como um
sistema de liberacdo baseado na dissolucido da fase sdlida.

Os dados indicam que tanto o AU quanto o AU/pBCD formam NPHs ao
misturar suas solu¢des de DMSO com agua, com o tamanho de particula e o PZ
fortemente influenciados pela concentracdo. Em ambos os sistemas, o tamanho
da particula aumenta com a concentracio, provavelmente devido a saturacédo da
suspensao e a maior probabilidade de colisbes entre particulas. Os valores de Dh
sdo maiores no sistema AU/pBCD do que no sistema apenas com AU, devido a
diferentes interagdes internas e com o ambiente, além da presenca das
macromoléculas de pRCD.

Valores negativos de PZ foram observados em ambos os sistemas,
atribuidos a presenca de espécies anibnicas. No sistema AU, isso resulta da
ionizagdo parcial (AU"), enquanto no sistema AU/pBCD, decorre da ionizagao
tanto do AU quanto do pBCD (AU™ e ppCDn"). Curiosamente, o sistema AU/pCD
exibiu valores de PZ menores acima de 2,5 mM, acompanhados de
condutividades  significativamente = maiores. A  condutividade elevada
provavelmente se deve a presenca de ions Na, resultantes da sintese de pBCD
em condigbes basicas (Renard et al., 1997). Em relagdo aos valores reduzidos de
PZ no sistema AU/pBCD, hipotetiza-se que a complexagao promove ligagcbes de
hidrogénio ou interagbes ion-dipolo, que suprimem a ionizagdao do AU. Além
disso, a abundancia de ions Na* pode neutralizar parcialmente a dupla camada
elétrica que envolve o AU/pBCD, reduzindo ainda mais seus valores de ZP.

Diante das particularidades observadas, o Quadro 4 apresenta um
comparativo estrutural entre os dois sistemas desenvolvidos, correlacionando a
representacdo esquematica dos complexos com seus respectivos dados de

interagdo e tamanho de particula.
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Quadro 4 — Comparativo estrutural e fisico-quimico dos complexos.

Caracteristica Complexo Rh/HPBCD Complexo AU/pRCD

Representagao

¢

©L) O L

Tipo de Interacao Complexo de Complexo de Incluséo.
Coordenacao.
Estequiometria 1:2 1:A1
Tamanho de Estruturas nanométricas Nanoprecipitados
Particula entre 200 e 500 nm. Hidrofébicos (NPHSs) entre

600 e 1100 nm.

Rh/HPBCD: complexo de rédio com hidroxipropil-B-ciclodextrina; AU/pBCD: complexo de

acido ursoélico com poli-B-ciclodextrina. Fonte: Elaborado pela autora (2025).

Os ensaios de viabilidade celular em macréfagos RAW 264.7 e J774A 1,
realizados com o AU/pBCD, demonstraram que o composto ndo apresentou
citotoxicidade significativa em concentracdes de até 30 uM, o que o torna seguro
para testes de bioatividade (ISO, 2009). Observou-se maior sensibilidade dos
macrofagos J774A.1 aos tratamentos, o que estda de acordo com dados da
literatura que apontam diferengas intrinsecas na susceptibilidade celular frente a
compostos bioativos (Feito et al., 2021; Gunawardena et al., 2015).

Tendo estabelecido a seguranga da formulagéao, foi possivel investigar sua
atividade imunomoduladora. Conforme discutido, a presenga do polimero de
pBCD altera fundamentalmente a organizagao fisico-quimica dos NPHs, e
demonstrou-se que essa alteragdo estrutural teve uma consequéncia bioldgica
direta: o complexo AU/pBCD demonstrou ser significativamente mais potente na
inibicdo da producdo de NO por macrofagos do que o AU isolado. Esse efeito,
mais pronunciado para o complexo, pode refletir um sinergismo ou uma maior
biodisponibilidade promovida pela complexacdo com a ppCD. A inibicdo do NO,

especialmente em concentracbes ndo citotoxicas, € um forte indicativo de
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potencial imunomodulador, sugerindo uma capacidade de suprimir o fendtipo
pré-inflamatoério de macrofagos (M1), caracterizado pela alta expressao de iNOS e
producao de espécies reativas (Cherry; Olschowka; O’Banion, 2014; Jiang; Jiang;
Zhang, 2014; Liy et al., 2021; Man et al., 2022). Esse achado ganha relevancia
adicional quando se considera que o NO estd diretamente implicado na
fisiopatologia de doengas neuroinflamatérias, como a EM, sendo associado a
exacerbacao do dano tecidual e a progressao da resposta inflamatdria (Liy et al.,
2021; Staykova; Bruestle, 2025).

No modelo in vivo, os tratamentos demonstraram eficacia em atenuar o
EIN, embora com diferentes temporalidades e poténcias, tendo o pico da doencga
no 20° dpi como ponto de referéncia critico. O grupo tratado com Rh isolado
apresentou o inicio de resposta terapéutica mais precoce, a partir do 15° dpi. Sua
eficacia tornou-se ainda mais proeminente durante o pico inflamatorio (17° a 20°
dpi), quando demonstrou uma melhora estatisticamente superior ndo apenas em
relacdo aos grupos tratados com AU e AU/ppCD, mas também em relagdo a
prépria formulacdo complexada (Rh/HPBCD).

O balango entre eficacia e formulagdo ganha uma perspectiva mais clara
quando se consideram os desafios intrinsecos ao Rh. O Rh isolado, embora tenha
emergido como o composto mais promissor neste ensaio, tem seu uso terapéutico
limitado por questdes farmacocinéticas, como rapida excrecao (Czerczak et al.,
2012), e, mais importante, por um potencial nefrotoxico ja relatado na literatura
(lavicoli et al., 2014). Nesse contexto, a complexagdo com HPBCD nao é apenas
uma otimizagdo, mas uma estratégia fundamental para mitigar riscos e melhorar o
perfil de seguranga de um agente promissor. Contudo, a dindmica de liberagao do
farmaco mediada pela ciclodextrina explica a atenuacao da eficacia observada no
pico da doenca. A literatura estabelece que apenas a forma livre do composto &
capaz de atravessar membranas bioldgicas lipofilicas (Loftsson et al., 2005).
Assim, o Rh isolado estaria imediatamente disponivel para exercer seu efeito,
enquanto o complexo atuaria como um reservatorio, resultando em uma
concentragdo maxima (Cmax) mais baixa no SNC. Este perfil de liberagdo mais
controlado, embora resulte em uma poténcia de pico inferior, € o contraponto

esperado para obter um perfil de seguranca potencialmente superior.
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A relevancia destes achados é ampliada quando comparados com estudos
prévios. Carvalho et al. (2025) validaram a atividade anti-inflamatéria de ambas as
formulagées em um modelo de inflamacao aguda periférica (edema de pata), no
qual o composto nédo precisa atravessar a BHE. Nosso estudo, ao utilizar o
modelo de EAE, avanca significativamente nesse entendimento, revelando que a
maxima disponibilidade do Rh para cruzar a barreira é o fator determinante para
controlar a fase aguda da neuroinflamagdo, uma dindmica impossivel de ser
observada em modelos de inflamacéo sistémica.

Em contraste, os tratamentos com AU isolado e AU/pBCD apresentaram
um inicio de efeito mais tardio, a partir do 19° dpi. Os resultados n&o indicaram
diferenca estatisticamente significativa entre AU e AU/pBCD, sugerindo que a
complexacdo com pBCD nao comprometeu a atividade terapéutica do composto,
validando-a como uma estratégia para melhorar as propriedades farmacocinéticas
sem prejuizo da eficacia. Tais dados corroboram achados anteriores sobre o
potencial do AU em modelos de EAE (Alfei; Schito; Zuccari, 2021; Zhang et al.,
2020). Outro fato importante a ser destacado foi que a comparacao direta entre os
tratamentos, revelou uma diferenca estatisticamente significativa entre Rh/HPBCD
e AU/pBCD apenas no 15° dpi, indicando mecanismos ou potenciais de agao
distintas desde o inicio da resposta terapéutica.

No modelo de EAE, a perda de massa corporal na fase aguda da doenca
frequentemente esta correlacionada a gravidade clinica e ao mal-estar geral do
animal, sendo atribuida a fatores como paralisia, dificuldade de acesso ao
alimento e ao aumento sistémico de citocinas inflamatérias (Robat-Jazi et al.,
2023). Contudo, no presente estudo, ndo foram observadas alteragdes
significativas no peso corporal em nenhum dos grupos, o que € consistente com o
perfil neurolégico observado, que se mostrou brando e atingiu um EIN médio
maximo de 2,3 (grupo ppCD). Desta forma, a manutengdo do peso nos grupos
tratados reforga o perfil de seguranca dos compostos, indicando que nao houve
indugao de toxicidade sistémica que tenha impactado o estado geral dos animais.

As analises ex vivo no SNC foram fundamentais para investigar os
mecanismos neuroprotetores e imunomoduladores subjacentes aos efeitos

clinicos. A modulacdo da resposta imune foi evidenciada pela dosagem da
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citocina pré-inflamatéria IL-12p70. No cérebro, todos os grupos de tratamento,
incluindo as CDs isoladas, promoveram uma reducgao significativa nos niveis de
IL-12p70. Embora n&do tenhamos avaliado IL-4 ou IL-10, a redugao de IL-12p70,
associada a inibicdo da produgédo de NO e, em alguns casos, a inibicdo de NF-kB
em macroéfagos (Carvalho et al., 2025; Scherrer et al., 2023), sugere um desvio da
resposta imune para um perfil anti-inflamatério. A reducdo da IL-12p70 reflete
diretamente uma modulagdo no compartimento da imunidade inata, indicando a
supressdo da polarizagdo classica (M1) de macréfagos, células que s&o as
principais fontes desta citocina no SNC inflamado (Cherry; Olschowka; O’Banion,
2014; Chu et al., 2021; Jiang; Jiang; Zhang, 2014). Essa modulagdo do eixo
M1/M2 impacta, consequentemente, a resposta adaptativa, uma vez que a IL-12 é
o sinal chave para a diferenciagao de linfocitos Th1 (Chu et al., 2021; Haki et al.,
2024; Jana et al., 2024; Upadhye et al., 2025; Viswanathan et al., 2025).
Mecanisticamente, isso se alinha a inibicdo do NF-kB, fator de transcricao que
orquestra tanto o fenétipo M1 (expressao de iNOS e IL-12) quanto a polarizagao
Th1 em detrimento do Th2 (Chu et al., 2021; Haki et al., 2024; Jana et al., 2024;
Upadhye et al., 2025; Viswanathan et al., 2025). O trabalho de Chu et al. (2021)
corrobora diretamente essa conexao, ao demonstrar que o bloqueio da via de
NF-kB em camundongos com EAE resultou em uma diminui¢cao significativa de
citocinas pro-inflamatérias, incluindo a IL-12p70.

De forma interessante, as CDs isoladas (pBCD e HPBCD) promoveram
uma reducado significativa da IL-12p70 no cérebro. Este dado corrobora a
crescente evidéncia na literatura de que as CDs n&o sdo meros excipientes
inertes, mas possuem bioatividade imunomoduladora intrinseca, possivelmente
por meio da modulagdo do colesterol nas membranas de células imunes
(Appleton et al., 2021; Matassoli et al., 2018; Zimmer et al., 2016). Contudo, essa
acao imunomoduladora cerebral n&o se traduziu em melhora histopatolégica ou
clinica, o que indica um efeito insuficiente para impactar a doenga de forma
global. A explicagdo mais robusta para essa desconexao reside nas limitagdes
farmacocinéticas das ciclodextrinas no SNC. Embora as CDs sejam promissoras
para o tratamento de algumas patologias neurodegenerativas (Braga, 2023;

Vecsernyés et al., 2014; Xing; Meng; Chen, 2024), a literatura demonstra que a
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HPBCD, em particular, atravessa a BHE de forma lenta e heterogénea e, mais
crucial para este estudo, apresenta uma captagao praticamente indetectavel pela
medula espinhal (Banks et al., 2019; Braga, 2023; Camargo et al., 2001; Veszelka
et al., 2022).

As evidéncias farmacocinéticas oferecem um embasamento unificador para
multiplos achados deste trabalho. Primeiramente, a penetragao lenta e parcial no
cérebro é consistente com a observacdo de um efeito apenas parcial, uma
modulagdo bioquimica (reducdo de IL-12p70) sem a forga necessaria para
resolver o infiltrado inflamatério. Em segundo lugar, a auséncia de captagao pela
medula espinhal explica diretamente a falha das CDs em exercer qualquer efeito
neuroprotetor neste compartimento. Finalmente, esta mesma limitacédo de
biodisponibilidade da HPBCD no SNC fornece a justificativa farmacocinética para
a eficacia atenuada do complexo Rh/HPBCD em comparagdo ao Rh isolado,
conforme discutido anteriormente.

A analise histopatologica corroborou e ampliou os achados, revelando uma
clara compartimentalizagdo da resposta terapéutica. No cérebro, a redugao do
infiltrado inflamatdrio pelos grupos Rh, Rh/HPBCD, AU e AU/pBCD foi consistente
com a supressao local de IL-12p70 e alinhou-se diretamente a melhora clinica.
Em contrapartida, na medula espinhal, a narrativa foi outra: nenhum tratamento
conseguiu reduzir significativamente o infiltrado inflamatério, cuja presenca e
caracteristicas s&o consistentes com a patologia descrita para o modelo de EAE
induzido por MOGgs.55 utilizando camundongos C57BL/6 (Constantinescu et al.,
2011). Neste modelo é caracteristica uma maior inflamagdo medular com
presenca de infiltrado inflamatério multifocal e confluente, diferente da inflamacéao
cerebral mais contida com presenga de meningites e manguitos inflamatorios
perivasculares (Constantinescu et al., 2011). Assim, enquanto no cérebro os
tratamentos foram eficazes em reduzir o acumulo de células inflamatérias, na
medula, a agressividade da patologia local parece ter superado a capacidade dos
compostos de controlar o recrutamento celular.

A anadlise da desmielinizacdo na medula espinhal revelou um ponto-chave
deste trabalho. Apesar dos principais tratamentos (Rh, Rh/HPBCD, AU e

AU/pBCD) nao terem sido capazes de reduzir a inflamacdo medular, eles foram
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significativamente eficazes na redugédo da desmielinizagcéo neste tecido, sugerindo
um efeito neuroprotetor direto e independente de sua acgédo anti-inflamatéria.
Diferentemente do cérebro, onde a reducédo da IL-12p70 permitiu inferir uma
modulagdo da resposta imune, a auséncia desta alteragdo na medula espinhal
impede a formulagdo de hipdteses semelhantes sobre uma repolarizagao
funcional de Th1 para Th2 neste compartimento. A natureza precisa do
mecanismo por tras desta neuroprotecao direta permanece em aberto, mas €&
plausivel que envolva a modulagéo de vias intrinsecas de sobrevida e resisténcia
ao estresse nos proprios oligodendrocitos ou a protecao direta dos axdnios contra
0 microambiente neurotdxico. Assim, este estudo ndo apenas demonstra um
efeito neuroprotetor, mas também evidencia sua ocorréncia em um contexto de
inflamac&o n&o resolvida, um achado de grande relevancia terapéutica. A
elucidacdo das vias moleculares especificas que governam este efeito protetor
direto constitui uma importante e necessaria perspectiva para futuros estudos.

Em resumo, este trabalho demonstra que a atenuacdo da EAE pelos
tratamentos desenvolvidos decorre de uma acdo multifacetada e
compartimentalizada. A eficacia clinica ndo foi suficientemente explicada pela
imunomodulagdo no cérebro, revelando que o efeito neuroprotetor direto na
medula espinhal, ocorrendo de forma independente da resolugao do infiltrado
inflamatério local, era o componente critico e indispensavel para o sucesso
terapéutico. Nesse cenario, o Rh isolado emergiu como o composto de maior
eficacia clinica, provavelmente devido a um perfil farmacocinético que permitiu um
controle mais potente da patologia medular. Sua complexagao (Rh/HPBCD) ilustra
um classico compromisso farmacolégico: a atenuacao da eficacia clinica pode ser
o contraponto de uma potencial melhoria no perfil de seguranga, um aspecto
crucial a ser validado em estudos toxicologicos futuros. Para o AU, a
complexacdo (AU/pBCD) demonstrou-se uma estratégia farmacotécnica
bem-sucedida. Ela viabilizou uma formulagdo que ndo apenas manteve a eficacia
terapéutica do composto isolado in vivo, mas também demonstrou uma poténcia
imunomodulatéria superior in vitro, validando-a como uma plataforma promissora
para futuras otimizagdes. Coletivamente, este trabalho avanga para além da

simples demonstracao de eficacia e redefine o desafio terapéutico: a atenuagao
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da neuroinflamagdo nao reside apenas em modular a resposta imune, mas,
crucialmente, em garantr a chegada de agentes neuroprotetores ao

microambiente da medula espinhal.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar o efeito
imunomodulador dos complexos Rh/HPBCD e AU/pBCD no modelo de EAE. Os
objetivos propostos foram alcangados e os resultados, em conjunto, ndo apenas
validaram o potencial terapéutico das formulagbes, mas também permitiram a
elucidacdo de um mecanismo de acdo complexo, multifacetado e
compartimentalizado.

O percurso experimental iniciou-se com a sintese e a caracterizacdo dos
complexos, em que o método de coprecipitagao/liofilizacao mostrou-se eficaz para
a formagcao de novos sistemas supramoleculares com propriedades distintas das
de seus constituintes originais. A avaliagdo in vitro do complexo AU/pBCD
demonstrou sua seguranga para macréfagos e, notavelmente, revelou poténcia
superior na inibicdo da producao de NO em comparacao ao composto livre. Estes
achados indicam que a complexagao foi uma estratégia bem-sucedida para
modular positivamente a atividade anti-inflamatéria.

O ponto central do estudo reside na avaliagao in vivo, na qual todos os
tratamentos (Rh, Rh/HPBCD, AU e AU/pBCD) atenuaram a progressao da doenca
neuroldégica sem causar toxicidade sistémica aparente. A analise mecanistica
revelou que o sucesso terapéutico depende de uma acdo combinada: uma
resposta anti-inflamatéria robusta no cérebro, evidenciada pela redugao do
infiltrado, e um efeito neuroprotetor direto na medula espinhal. A protecao contra a
desmielinizagdo medular, observada mesmo em um ambiente de inflamagao nao
resolvida, emergiu como um evento central e indispensavel para a melhora
clinica. Neste contexto, o Rh isolado apresentou a maior eficacia clinica, enquanto
sua complexagdo (Rh/HPBCD) evidenciou um classico compromisso
farmacoloégico entre poténcia e um perfil de seguranga potencialmente
aprimorado.

Apesar dos resultados promissores, é fundamental reconhecer as
limitacbes deste estudo para contextualizar adequadamente o alcance de suas
conclusdes. Embora uma neuroprotegcéo direta na medula espinhal tenha sido

claramente demonstrada, o mecanismo molecular preciso por tras deste efeito
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permanece indefinido, uma vez que néo foi possivel inferi-lo a partir dos
marcadores analisados neste compartimento. Além disso, o perfil imunolégico
focou-se na IL-12p70, oferecendo um retrato incompleto da complexa rede de
citocinas na EAE. Por fim, a auséncia de dados experimentais de farmacocinética
e de biodistribuicdo limita a confirmagao das hipoteses sobre as diferengas de
eficacia entre os compostos livres e seus respectivos complexos.

Essas limitagbes delineiam um programa de pesquisa claro e perspectivas
futuras. A principal prioridade € a elucidagcdo do mecanismo de neuroprote¢ao
direta, por meio da investigacdo das vias moleculares associadas a preservagao
da mielina na medula espinhal. Em paralelo, a analise de um painel expandido de
citocinas (IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y), assim como a fenotipagem de
linfécitos (Th1, Th2, Th17, Treg) por citometria de fluxo ou imuno-histoquimica,
permitira uma compreensao mais abrangente do impacto imunomodulador das
formulagdes. Estudos farmacocinéticos e de biodistribuicdo sido indispensaveis
para esclarecer as diferencas de eficacia e otimizar as formulagdes. Por fim, para
consolidar o potencial translacional, especialmente do Rh e de seu complexo, é
fundamental o desenvolvimento de estudos toxicolégicos detalhados, voltados a
determinagcdo da janela terapéutica e a avaliacdo de possiveis efeitos
nefrotéxicos.

Em suma, este trabalho cumpriu seu objetivo ao desenvolver e validar
novas formulagdes terapéuticas com potencial imunomodulador e neuroprotetor.
Sua maior contribuigcdo reside na elucidacdo de um mecanismo de ag¢ao dual,
demonstrando que a melhora clinica na EAE requer ndo apenas uma agao
anti-inflamatéria cerebral, mas também um efeito neuroprotetor direto na medula
espinhal capaz de preservar a mielina mesmo em um ambiente inflamatério n&o
resolvido. Esses achados reforcam a importancia de abordagens terapéuticas
integradas, voltadas simultaneamente a modulagdo imune e a neuroprotegao, na

busca por estratégias eficazes contra doengas desmielinizantes.
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Immunomodulatory Effect of the Ursolic Acid/Poly-B-cyclodextrin Complex in an
Experimental Model of Multiple Sclerosis

Maiara R. Salvador,® Maria A. G. Carneiro," Jully C. 5. Viana,® Vitdria A. Lopes,”
Gefferson L. 8. Gomes,” Oswaldo C. Junior,” Mariana A. R. Rezende,® Jeferson G. Silva,”
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Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune disease that affects the central nervous system,
characterized by demyelination and inflammation. Although treatments are available, they
have serious adverse effects and are expensive. Ursolic acid {UA) has anti-inflammatory and
neuroprotective properties, but its low solubility hinders its application. This study developed
and characterized a wrsolic acid with poly-B-cyclodextrin (UAfpBCIN) complex and evaluated its
immunomodulatory potential is vitee and imvive. Fourier transform infrared spectroscogy, thermal
analyses, and phase solubility experiments confirmed the complexation. The complex improved
UA solubility and thermal stability, reduced cytotoxicity in macrophage cell lines, and decreased
mitric oxide production. In the experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) model, UA and
UA/pRCED reduced neurological disability scores, indicating an atienuation of the inflammatory
response. The complex group showed lower levels of IL-12p 70 in the brain and spinal cord. These
results indicate that the UASpRCD complex is a promising strategy for the treatment of M3,

Keywords: multiple sclerosis, experimental autoimmune encephalomyelitis, UApECD

complex, poly-g-cvclodextrin, ursolic acid

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic and progressive
autoimmune disease that affects the central nervous
system (CNS), specifically the brain and spinal cord." It
is characterized by the immune-mediated deterioration
of myelinated axons, which impairs the transmission of
nerve impulses.? The pathogenesis of MS involves the
activation of autoreactive T-lymphocytes that trigger an
inflammatory reaction against autoantigens of the myelin
sheath. This demyelination process leads to a series of
manifestations, notably motor, sensory, cognitive, and
visual, with the potential to cause permanent physical
disability.” Although the exact etiology is unknown, genetic

*p-muail: angelo denadai @ ufji be
Editor kandled this article: Brenno A. [ Neto (Editor-in-Chief)

and environmental factors are believed to play a role in the
disease’s development.'

It is estimated that nearly 3 million people
worldwide live with M5, with an average incidence of
2.1 per 100,000 people per vear* Furthermore, there is a
higher prevalence in women, with a 2:1 ratio compared to
men, and the global average age of diagnosis is 32, a typical
age for the economically active population.® Consequently,
MBS is believed to be the leading neurological cause of
disability in young adulis, with a significant impact on the
quality of life of those affected *

The drugs used in MS treatment reduce inflammation
and disease progression by inhibiting immune system
cells involved in the disease’s inflammatory cascade.™®
Medications available on the market include interferons,
glatiramer acetate, rituximab, ocrelizumab, and
alemtuzumab, a5 well as siponimod for progressive forms

mﬂ'is is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License.
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Evaluation of the Immunomodulatory Potential of RhodiumiIIT) Complexes
with Cyclodextrins
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Alessandra P. Carli, Jeferson G. da Silva,® ffngefa M. L. Denadai** and Sandra B. R. Castro™*
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Rhodium(1IT) (RA™) is a metal with potential immunomodulatory and anti-inflammatory
activity. In an attempt to improve their biological activities, Rh'™ complexes are being produced.
Therefore, this study aimed to evaluate the immunomodulatory potential of R and its coordination
complexes (CCs) with beta cyclodextrin (SCIY) and hydrox ypropyl-beta-cyclodextrin (HPBCD).
The physicochemical characterization of the complexes has been performed. Immunomodulatony
activities were evaluated in viftro and in vive in a carrageenan-induced mouse paw edema model.
The results confirm the formation of CCs, being endothermic for the HCD system and exothermic
for the HPECD svstem. Moreover, the CCs self-assemble into supramolecular structures, as shown
by dynamic light scattering (DLS) and zeta potential measurements. Rh" and CCs reduced the nitric
oxide production and the expression of nuclear factor kappa B (NF-«B ) and reduced the thickness
of the paws. The results obtained in the present study demonstrate the immunomodulatory activity

and anti-inflammatory potential of Rh™ and its CCs.

Keywords: rhodium, cyclodextrin, coordination complex., inflammation

Introduction

Inflammation 1= a defense mechanism mediated
by immune system cells in response to infections or
cell damage.** The acute inflammatory response is
characterized by the rise in vascular permeability, which
15 responsible for the extravasation of luids and proteins,
resulting in cellular infiltration and edema.'”

For the immune response to be effective, careful
regulation of inflammatory mediators i1s necessary, as
uncontrolled or persistent inflammation can result 1n
host tissue damage and chronic inflammatory diseases.*”
In these cases, the use of anti-inflammatory drugs is
recommended.® However, these drugs have numerous
adverse effects, mainly cardiovascular, gastrointestinal, and
renal. " In addition, many chronic inflammatory diseases
do not have effective treatments. "

Scientific research is therefore being conducted

*e-mail: angelo.denadni @ufjf.br
Editor handled this artscle: Traora ©. N, D;dgemcs {Executive)

worldwide to find new therapeutic agents with
anti-inflammatory properties associated with fewer side
effects and greater accessibility to the population ®
The development of drugs with a mechanism of action
centered on inhibiting the synthesis of nitric oxide (NO),2
pro-inflammatory cytokines,'*" and the expression of
nuclear factor kappa B (NF-<B)." arc crucial for controlling
inflammatory processcs characterized by excessive
prolonged production of these mediators,

Recent evidence shows that cyclometalated rhodiumd(TIT)
(Rh™) complexes exhibit inhibitory activity of the newral
precursor cell expressed developmentally downregulated
protein 8 (NEDD&) enzyme and can modulate the
degradation of substrates, such as the inhibitor of the
transcripion factor kappa B alpha (IcBa), which plays a
significant role in NF-B signaling involved in numerous
inflammatory processes.'® Moreover, it has demonstrated
that Rh'™ has specific targeting for the NEDDE-activating
enzyme (NAE) enzyme, which plays a crucial role in
modulating pathways in the inflammatory process,” the
main focus of the present study.

m This is an open-access articla distributed under the terms of the Crestive Commons Attribution Licensa.
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system inflammation
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Abstract

The immuncpathogenesis of multiple selerosis (MS) mvelves the activation of T lymphocytes, leading to progressive axo-
nal loss and bram atrophy. Ursolic acid (AUT) has been widely used as an herbal medicine, with the ability to inkibit the
producticn and secretion of cytokines and may influence the differennation of CDM+helper cells. In this study, we ammed
to iwestigate the mmunomodulatory effects of wrsolie acid denivatives (methy] 3B-hydroxyurs-12-en-28-pate (AUD1) and
methyl 3p-acetoxyurs-12-en-28-cate (AUD2)) in a2 model of experimental autoimmune encephalomyeliis (EAE) EAE
was mduced by subcutaneous mmumzation of myehn oligodendrocyte glycoproten pephde (MOG;: o5} m C5TBL'S
mice On the 15th day post-induction (dpi), the mice were treated with AU, AUD], or AUD2 (30 mg ke mtrapentoneally
per day) for six days. Climical signs were monitored until 21 dpi, and parameters were assessed in the spmal cord, lymph
nodes, and brain at 21 dp. The results showed that both denvatmres similarly attenuated the climical signs of EAE and
reduced mflammation and demyelination i the spinal cord In additen, they reduced the number of pro-inflammatory
cells mn the bramn, the level of IL-1B, THF, and IFN-y i the spinal cord, and, in the periphery, promoted the regulation of
pro-inflammatory cells. In conchusion, regulatmg cells 1in the penphery and reducing the number of pro-inflammatory cells
in the CNS, with AUD] and AUD?2, culminated i the efficacy of the clinical parameters presented m EAE, suggesting a
therapeutic potential for treating MS.

Keywords Multiple sclerosis - Treg cells - Anhigen-presenting cell - Demyelination - Trterpene

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory autoim-
mune disease characterized by demvelmation, ghosis, and
axonal degeneration of the central nervous system (CHS)
(Reichetal 2018). The mmunopathogenesis of MS mvolves
the activation of T and B lymphocytes that act agamst CNS
antigens, leading to progressive axonal loss, bramn atrophy,
and newrological and cognitive mpairment (Bierhans] et al.
2022). Expenimenial autoimmune encephalomyeliis (EAE)
has been wndely employved to evaluate new strategies for
the treatment of M5 due to the mmmumelogical comelation

Extended anthor informstion availsble on the last page of the article

between MS and EAE (Constanfinescu et al. 2011; Jahan-
Abad et al. 2019).

Ursolic actd (AU is a pentacyelic titerpenoid compound
found naturzlly in fimit peels as well as m various herbs and
spices (Kashyap et al 2016; Seo at al. 2018; Gudoityte et
al. 2021). Widely used as an herbal medicine, ATJ exiub-
its a broad spectrum of pharmacological activities (Lee et
al. 2016; Hussain et al. 2017), notable for its anti-inflam-
matory and immunomodulatory properties. Research has
shown that AU can mhibit eytokine production and secre-
tion from immune cells, such as T cells, B cells, or macro-
phages (Ahmad et al 2006; Checker et al. 2012; Rong et al

Ql_' Springer
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Highlights

« S. brasiliensis inhibitor extract reduced clinical disease scores and demyelination.
+ The protein extract promoted a beneficial immune response by modulating cytokines.
« Active proteins of 12 and 15 kDa related to Bowman-Birk inhibitors were identified.

« Protease inhibitor extracts showed neuroprotective and immunomodulatory effects.

Objetive

Protease inhibitors have emerged as promising candidates for modulating autoimmune diseases. This study evaluates the
pharmacological potential of protease inhibitors extracted from leaves of Siparuna brasiliensis in an experimental autoimmune
encephalomyelitis model, a preclinical model of multiple sclerosis.

Methods

Female C57BL/6 mice were immunized with the MOG35-55 peptide to induce EAE. The mice were then divided into groups and
treated with either PBS or Siparuna brasiliensis protease inhibitors at soo mg/kg or 1000 mg/kg via oral gavage. The study assessed
clinical scores, central nervous system histopathology, and cytokine levels (IL-12p7o, IFN-Y, IL-6, [L-17, and IL-10). Additionally, the

identity of the active protein components was confirmed using SDS-PAGE and NMR analysis.

Results

demonstrated that protein extract treatment significantly reduced clinical disease scores, neurcinflammation, and brain and
spinal cord demyelination. Additionally, the inhibitors modulated inflammatory cytokine levels, promoting a beneficial immune
response. SDS-PAGE and NMR analysis identified active protein components in the extract with molecular weights of approximately

12 and 15 kDa, consistent with Bowman-Birk-type protease inhibitors.

Conclusion

These findings highlight the neuroprotective and immunomodulatory effects of Siparuna brasiliensis protease inhibitors, suggesting
their potential as therapeutic agents for autoimmune diseases.

Keywords

Protease inhibitors - Neuroinflammation - Immunomodulation - Cytokine regulation
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Fywords: Carorn (Amaranthis spinoses L) and trapoerabsa (Commeling benghalensds) are NCEPs introduced info Brard] and
Az splnss are widely used by certain communities. Given the lack of information on carotenaids, vitaming, and minerals
Commelins benghalensis present i A ginoses and © hemghalenss grown in Brazil, this stedy aimed o determine the proximate

Noa-copventional edibde plants

Nusritional profile compagition and the micronutrient profile of thess two NCEPs obtained from Bamily farming in the Middls Doce

River (Médio Rio Doce) region in the state of Minas Gerais, Bragil. The proximate composition was evaluated
using ADAC methody, vitamin E by FPLC with Anorescence detection, vitamin C and carotenoids by HFLC-DAD,
and minerals by atomic emission spectrometry with indwctively coupled plasma. In summary, the leaves of
A. geinosus exhibited a high content of dietary fiber (10.20 g.100 g}, potassinm (7088 mg-100 g, iron (4.0
mg-100 g~} amd fecamdene (6,94 mg-100 g~'), while the leaves of © begholenss were sources of potissium
{1399.31 mg-100 g, iron (5.7 mg- 100 g~"), cilciom (163 mg- 100 g~ '), zine (1.3 mg-100 g1, ascorbic acid
(2361 mg-100 g7, and f-carotens (31.33 mg-100 g77). It was therefore concluded that C. benghalensts and
A, spinoss, especially, presented excellent potential as important metritional searces for heman consumpiion,
highlighting the gap existing between the available technical and scientific material, thies making them an
important and necessary axis of ressarch,

1. Introdustion

Planet Barth has an enormous biodiversity with food potential which
iz atill little explored. Of the approximately 500,000 known edible plant
speciez, only 150 to 200 are used by humana, with 60% of the calories
and protein obtained from ingesting plant coming from three main
sourcen — rice, corn, and wheat (FAOQ, 2004). Thiz limited consumption
pattern reatricted to only few species of plants, cultivated in apecific
areaz of the planet, greatly diminizhes the pillars of food security and the
potential nutritional gainz for human health, especially conzidering the
autonomy of choice, availabiliny, access, and uze of these fonds (Alonza,
Cockx, & Swinnen 2015).

Omne way to circumvent thiz problem is to popularize the use of non-

conventional edible planem {NCEP), which are plantz normally found in
urban areaz, ezpecially in crevices on azphalt, backyards, sidewalbs, and
vacant lotz. MCOEPa2 may be native, exotic, spontaneous, wild, or culsi-
vated, being traditionally consumed or used therapeutically in some
regionz or cultures, and have great economic and nutritional potential
(Gilva e al , 2021

Brazil has one of the greasest biodiversity in the world, hosting such
pluunnmﬂmﬂnusphml&mdmrﬂntﬂmfma
benghalensis). These NCEP were iniroduced into the country and are
recurrently cited by local family farmers from the Middle Doce River
(Médip Ric Doce) region (Brazil) as used and important in human food.
A_ spinosur iz a plant originaring from the tropical lowland of South amd
Central America and was introduced into other tropical and subtropical

* Corresponding anthors ai: Federal University of Juiz de Fora (UFJF), Administrative headguarters: Sirest Sao Pauba, 745 « downtown, Gov. Valadares, MG CFP

35010-180, Bracil.
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Ursolic Acid Derivatives Down Regulate InHammatory Mediators

Elaine C. Scherrer, Ydia M. Valadares,® Caio C. S. Alves, °* Alessandra P Carli,*
Rirbara G. R. Fernandes,” Paloma E. Carvalho,” Karla A. Ramos," Maiara R. Salvador,®
Jeferson G, da Silva,® Fernando 8. Silva,” ﬁngeta M. L. Denadai®® and
Sandra B. R. Castro™"

“Unstitute de Ciéncias da Vida, Universidade Federal de Juiz de Fora,
33010- 180 Governador Valadares-MG, Brazil

 aculdade de Medicina, Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucurt,
FOR03-3TT Tedfilo Otoni-MG, Brazil

Urslic acid (UA) is being investigated due to its anti-inflammatory potential, and structural
maodifications can enhance its biological activities. The aim of this study was o0 evaluate the
immunomodulatory effect of the ursolic acid derivatives {UALY) in macrophages and in the
carmageenan-induced paw edema model. RAW264.7 cells were cultured in the presence or absence
of UA or UAD (1-18). Nitric oxide (MO}, nuclear factor kappa B {NF-xB). tumor necrosis factor
{TMF), and cellular viability were measured. 30 min before the carrageenan-indoced paw edema,
the UADT and UAD2 (200 mg kg') were administered intraperitoneally. The results showed that
UAD2-4, UADT, UAD®-11 had half maximal inhibitory concentration (1C.;) greater than 90 ph
and were able to reduce MO, NF-+«B and TNF production. Moreover, UAIN and UAD2 reduced
paw edema and 11-6 production. In conclusion, the results obtnined demonstrated a variation in the
response between the derivatives due to the chemical modifications, showing potential to reduce
the inflammatory mediators, deserving further investigations.

Keywords: ursolic acid, macrophage. carrageenan. inflammation

Introduction

The inflammation processes are associated with the
development of several diseases, acute or chromic, many
of them of unclear origin, such as rheumatoid arthritis,
multiple sclerosis and Crohn®s dissase.* The activation of
macrophages is related to the production of inflammatory
cytokine and transcription factor expression, such as tumor
necrosis factor (TNF) and nuclear factor kappa B (NF-«B),
respectively, playing a major role in the establishment of
the inflammation.

The cytokines are involved in the activation of
endothelial cells and leukocvte infiltration.® The TNF is
a pro-inflammatory cytokine that has several functions,
such as inducing the production of other cytokines
and lipid mediators of inflammation, proliferation, cell
differentiation and apoptosis.* Although the macrophage
lineage cells are the main source of TNFE, in inflammatory

*e-mail- angelombd @ gmail.com
Edhtor handled thes ariscle: Brenno A. D. Newo

diseases, it can be produced by a wide vanety of cells
including neutrophils, fibroblasts and endothelial cells.?

The transcription factor NF-xB stands out, which
plays a crucial role in the intiation and amplification of
inflammation. NF-£B consists of a protein assembly located
in the cytoplasm of cells and its activity is controlled by a
family of inhibitor proteins, denominated KB, which bind
to the NF-«B dimmer, promoting its inhibition, This factor
regulates the expression of several genes that code inducible
nitric oxide synthase (iNOz), cyclooxygenase-2 (C0OX-2),
THNE-@, interlenkin- 1 -beta (IL-1 §) and interlewkin-6 (IL-6),
which are involved in the pathogenesis of inflammatory
diseases. 5

Nitric oxide (NO) is a powerful inflammatory mediator,
produced by macrophages and is involved in the regulation
of several physiclogical processes. N can be gencrated
in excess during the host’s response against damage
caused by pathogens or other substances, contributing
to the pathogenesis of varous inflammatory disorders
including tissue damage, septic shock, and rheumatoid
arthritis.""" Therefore, lipopolysaccharide (LPS)-induced
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Eepwards: Thiz study aimed o determine the chemical ompositon and the vitamin, carotenoid, and mineral profils in
mrirional profile dandelion (Tommeen cied From the Middle Do

Uineoarventional dood plant P —

Proockmaie analysk .

Fupslen] chamazertais rmined by HPLC and the

and selenivm, and small amount or teces of aluninium, @ dmiem, nickel, and

vitamin E, caroteno anad vitamin C

supled plasma atamic emission spectn
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W, a high fiber content
F 11.95 5100 5~ PW,
led @ high oo tration of inm,
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1. Inroduction

Brazilhas a diverse range of lora, with plants frequen thy stsdied as 1o
their mutritional potential Amaong these, non-conven tonal edible plants
(NCEP) stand out as an important resource to diversify the human dier
Despite the NCEP's economic, social, and environmental value, thereis a
demand for new sudies to elucldate thelr matritional and Fuseton al
potential.

O MCEP found among the Brazilian flora is the dandelion (Tarae-
acarn officinale F.H Wige.), which belongs to the Asteracess family. This
plant, orginally from Western Eumpe and Asia, grows spontameously in
the South and Southeast regions of Brazl] during the winter and spring
(Fatlma et al, 2015; Poled et al., 2017). Tanceasum officinale & frequendy
found in agmforestry vards of family farming areas in the Middle Doce

River region (Méadio Riv Doce), in Minas Gemis Agroforestry vands are
wed acconding to agmecological prineiples, with sustainable manage
ment practices which aim o preserve the nanrally-occurnng diversity of
the land by applying appropriate cultivation techndgues. In addition,
agmiforesry yands have been considered an important foem of food pro-
duction, with a unigue poential o complement the dietary neads of
communities, which contributes to fond soverelgniy and the conservarion
of agrobiodiversity found in and arund family farming areas {Dugue—
Brazil et al., 2012 Gongalves etal., 2021: Lameirada et al., 2020)

T. afficinale poseses semated edge pinatipart leaves and yelow
Mowers. It is often considered a type of “bush ™ or “weed™, dueto its easy
propagation in pastures, gardens, crops, backyards, and lawns {Blondo
e al, 201EL Despite this, in some areas of Brazil, T officinale leaves are
eaten fresh in salads or mized in other preparations, such as angu, a
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Chapter 4 m
Bioactive Compounds and Antioxidant \ﬁ
Capacity of Jaboticaba Berry: Overview

of Composition, Extraction, and Analytical
Techniques

Maiara Rodrigues Salvador, Jéssica Anarellis Barbosa dos Santos,
Juliana Kelly da Silva Maia, Leandro de Morais Cardoso,
and Angela Giovana Batista

Abbreviations

ABTS 2 2 Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) assay
APCI Atmospheric pressure chemical ionization

ASE Accelerated solvent extraction

C3G Cyanidin 3-glucoside

DAD Diode array detection

DPFPH 2.2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl assay

d-SPE Dispersive solid-phase extraction

dow. Dry weight

ECD Electrochemical detector

ESI Electrospray ionization

FRAP Ferric reducing antioxidant power assay
GAE Gallic acid equivalents

GC Gas chromatography

HPLC High-performance liquid chromatography
MAE Microwave-assisted extraction

M5 Mass spectrometry

MS/MS  Tandem mass spectrometry
ORAC Oxygen radical absorbance capacity assay
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