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RESUMO 
 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença crônica autoimune 

neurodegenerativa no sistema nervoso central (SNC), para a qual os tratamentos 

convencionais são limitados por alto custo, efeitos adversos e eficácia parcial. Nesse 

contexto, a busca por alternativas mais eficazes, seguras e acessíveis levou à 

investigação do ácido ursólico (AU) e de compostos de ródio (Rh). O AU possui 

reconhecida ação anti-inflamatória e imunomoduladora, no entanto, suas 

desfavoráveis características físico-químicas o tornam um desafio do ponto de vista 

farmacotécnico. Por outro lado, complexos de Rh com ciclodextrinas já 

apresentaram efeito imunomodulador in vitro e in vivo, porém sua eficácia 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/pβCD) e de Rh com hidroxipropil-beta-ciclodextrina 

(Rh/HPβCD) no modelo de Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE). A 

caracterização físico-química seguiu uma abordagem estratégica: a formação do 

Rh/HPβCD, em continuidade a um trabalho prévio, foi confirmada por 

espectroscopia no infravermelho (FTIR) e por análises térmicas (TGA/DTA). Já o 

complexo inédito AU/pβCD foi submetido a uma investigação aprofundada para 

elucidar seu comportamento supramolecular, utilizando, além de FTIR e TGA/DTA, 

estudos de solubilidade de fase, espalhamento de luz dinâmico (DLS) e potencial 

zeta. A avaliação biológica iniciou-se in vitro, com ensaios de citotoxicidade (MTT) e 

de produção de óxido nítrico (NO) para o AU/pβCD, e prosseguiu com a avaliação in 

vivo de ambos os complexos no modelo EAE em camundongos C57BL/6 fêmeas. A 

caracterização aprofundada do AU/pβCD revelou a formação de um complexo de 

inclusão com estequiometria 1:1, resultando em um aumento da solubilidade do AU 

e na formação de nanopartículas coloidais estáveis em meio aquoso. In vitro, o 

AU/pβCD reduziu a produção de NO em macrófagos, demonstrando maior potência 

do que o AU isolado e sem apresentar citotoxicidade em concentrações 

terapêuticas. In vivo, ambos os complexos, assim como seus compostos isolados, 

atenuaram significativamente o escore de incapacidade neurológica da EAE. 

Notavelmente, o Rh isolado demonstrou a ação mais rápida e potente durante o pico 

inflamatório da doença. Análises ex vivo do SNC revelaram uma ação dupla e 
 

 



 

 

compartimentalizada: no cérebro, os tratamentos promoveram uma clara 

imunomodulação, com redução da citocina pró-inflamatória IL-12p70 e do infiltrado 

inflamatório; em contrapartida, na medula espinhal, exerceram um potente efeito 

neuroprotetor, diminuindo a desmielinização mesmo sem reduzir o infiltrado 

inflamatório local. Conclui-se que os complexos de AU e Rh atenuam a severidade 

da EAE por meio de um mecanismo combinado de imunomodulação central e de 

neuroproteção direta. O Rh emergiu como um agente terapêutico de alta potência, 

enquanto a complexação do AU mostrou-se uma estratégia farmacotécnica 

bem-sucedida tanto na melhoria das propriedades físico-químicas quanto na 

manutenção da eficácia, o que justifica a continuidade das investigações para o 

desenvolvimento de novas terapias para a EM. 

 

Palavras-chave: Esclerose Múltipla, Imunomodulação, Neuroproteção, Ácido 

Ursólico, Ciclodextrinas, Ródio. 

 

 

 



 

 

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/pβCD) 

and an Rh complex with hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (Rh/HPβCD) in the 

Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) model. The physicochemical 

characterization followed a strategic approach: the formation of Rh/HPβCD, building 

upon previous work, was confirmed by Fourier-transform infrared spectroscopy 

(FTIR) and thermal analysis (TGA/DTA). The novel UA/pβCD 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/pβCD, 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/pβCD 

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/pβCD 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.​INTRODUÇÃO 
 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença crônica e autoimune que se 

destaca como a principal causa de incapacidade não traumática em jovens 

adultos, com início 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 

neurodegeneração do sistema nervoso central (SNC), a doença leva à formação 

de lesões focais no cérebro e na medula espinhal, com desmielinização primária, 

perda axonal e atrofia progressiva (Cheng et al., 2017; Gholamzad et al., 2019; 

Haki et al., 2024; Oliveira et al., 2024). Estudos epidemiológicos têm demonstrado 

um aumento acentuado na incidência desta enfermidade, fenômeno que pode 

estar associado tanto à melhoria no diagnóstico quanto ao aumento da exposição 

a fatores de risco (Koch-Henriksen; Magyari, 2021; Moghaddam et al., 2021; Qian 

et al., 2023).  

Os medicamentos utilizados na EM possuem, majoritariamente, ação 

imunossupressora e imunomoduladora, atuando sobre as células do sistema 

imunológico envolvidas na cascata inflamatória da doença (Cheng et al., 2017; 

Samjoo et al., 2021; Wei; Yu; Wei, 2023). No entanto, essas terapias apresentam 

limitações importantes, como eficácia parcial e elevado potencial para efeitos 

colaterais graves, como infecções, leucemia aguda relacionada ao tratamento, 

reações cutâneas, cardiotoxicidade, entre outros (Moghaddam et al., 2021; Wei et 

al., 2021). Além disso, o elevado custo desses tratamentos impõe um desafio 

significativo aos orçamentos de saúde pública (Burman, 2021; CMED, 2025; 

Dargahi et al., 2017; Diniz et al., 2018; Śladowska et al., 2022). Diante desses 

desafios, a pesquisa por novas terapias mais eficazes, seguras e acessíveis é 

fundamental para a melhoria do tratamento da EM.  

Nesse contexto, substâncias com potencial de ação imunomoduladora, 

como o metal de transição ródio (Rh) e o triterpeno pentacíclico ácido ursólico 

(AU), vêm sendo investigadas. Estudos mostram que compostos de Rh têm a 

capacidade de reduzir a liberação de fatores pró-inflamatórios, como TNF-α, IL-6, 
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espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, e NF-κB (Carvalho et al., 2025; Song; 

You; Chen, 2023; Zheng et al., 2024). Já o AU é reconhecido por sua ação 

anti-inflamatória e neuroprotetora, capaz de aprimorar a remielinização 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-inflamatórias, suas características físico-químicas, 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 rápida excreção e acúmulo em órgão como rins, coração e baço 

do Rh (Czerczak et al., 2012), tornam seu emprego terapêutico um desafio 

farmacotécnico. A fim de contornar estes problemas, a complexação com 

ciclodextrinas (CDs) apresenta-se como uma solução promissora. Essas 

moléculas são oligossacarídeos cíclicos, capazes de formar complexos 

supramoleculares de inclusão, oferecendo vantagens como baixo custo, grande 

disponibilidade e baixa toxicidade (Da Silva Júnior et al., 2019; Lv et al., 2019; 

Venturini et al., 2008; Vukic et al., 2020). 

Estudos prévios com o complexo de Rh com hidroxipropil-β-ciclodextrina 

(Rh/HPβCD) demonstraram seu potencial imunomodulador, inibindo a produção 

de óxido nítrico (NO) e a expressão de NF-κB in vitro, além de reduzir o edema de 

pata em modelos inflamatórios in vivo (Carvalho et al., 2025). Para o AU é 

possível encontrar trabalhos que apresentam a complexação do AU com beta 

ciclodextrina (βCD) (Huang et al., 2017; Song et al., 2019), gama ciclodextrina 

(γCD) (Inoue et al., 2023; Žaloudková et al., 2020; Zong; Bi, 2012), 

hidroxipropil-beta-ciclodextrina (HPβCD) (Inoue et al., 2023; Oprean et al., 2016; 

Quan et al., 2009; Soica et al., 2014; Song et al., 2019) e 

hidroxipropil-gama-ciclodextrina (HPγCD) (Oprean et al., 2016). Estes complexos 

vêm sendo testados para ação antitumoral (Oprean et al., 2016; Soica et al., 

2014; Song et al., 2019) e hepatoprotetora (Žaloudková et al., 2020). 

Embora a complexação de Rh e de AU com CDs já tenha sido investigada, 

a literatura apresenta lacunas significativas. Até o momento, não há estudos que 

avaliem a ação do complexo Rh/HPβCD em modelos de EM, nem que explorem o 
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potencial dos complexos de AU/CDs no tratamento dessa doença. 

Adicionalmente, este trabalho é o primeiro a investigar a complexação do AU com 

a poli-beta-ciclodextrina (pβCD), tornando-o o primeiro a estudar essa 

combinação. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar, 

caracterizar e avaliar o efeito imunomodulador dos complexos Rh/HPβCD e 

AU/pβCD no modelo de encefalomielite autoimune experimental (EAE). 
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2.​REFERENCIAL TEÓRICO  
 

2.1​ ESCLEROSE MÚLTIPLA (EM) 

 

A EM é uma condição autoimune crônica que afeta o cérebro e a medula 

espinhal, caracterizada por neuroinflamação e desmielinização. Ela é a principal 

doença não traumática capaz de causar incapacidade em jovens adultos, com 

idade média global de diagnóstico 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 prevalência entre mulheres, na proporção de 2:1 em 

relação 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 prevalência 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 milhões de pessoas em todo o 

mundo vivam com EM, sendo que, destas, pelo menos 30.000 têm menos de 18 

anos de idade (Gombolay et al., 2025; Multiple Sclerosis International Federation, 

2020; Walton et al., 2020). Os estudos indicam que o número de casos vem 

crescendo, possivelmente em decorrência da melhoria do diagnóstico mundial, da 

maior expectativa de vida e do crescimento populacional global e do aumento da 

exposição a fatores de risco (Moghaddam et al., 2021; Multiple Sclerosis 

International Federation, 2020; Qian et al., 2023). No Brasil, a prevalência de 

esclerose múltipla 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 doença crônica, autoinflamatória e neurodegenerativa, que 

atinge o SNC levando à formação de lesões focais no cérebro e na medula 

espinhal, caracterizadas por desmielinização primária, perda axonal e atrofia 

progressiva (Cheng et al., 2017; Gholamzad et al., 2019). A etiologia da EM ainda 

não é bem conhecida, no entanto estudos indicam que a predisposição genética e 

os desencadeadores ambientais (tabagismo, deficiência de vitamina D na infância 
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e adolescência, obesidade e infecções – em particular o vírus Epstein-Barr (EBV)) 

estão envolvidos no desenvolvimento da doença (Attfield et al., 2022; Lazibat, 

2018; Paul; Comabella; Gandhi, 2019; Rodríguez Murúa; Farez; Quintana, 2022).  

A patogênese da EM é complexa, e o gatilho inicial que desencadeia a 

doença ainda é objeto de intenso debate. Atualmente, as discussões 

concentram-se em duas hipóteses 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 liberação 

de padrões moleculares associados a dano (DAMPs) ou a patógenos (PAMPs), 

como o vírus Epstein-Barr, atuaria como o gatilho para a ativação 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 inflamatórias, rompem a barreira hematoencefálica (BHE) e 

migram para o Sistema Nervoso Central (SNC) (Cheng et al., 2017; Govindarajan; 

De Rivero Vaccari; Keane, 2020). 

 

Figura 1 - Principais hipóteses de gatilho para o início da esclerose 

múltipla. 

 
Fonte:  Elaborado pela autora (2025). 

 

Em contrapartida, a hipótese “inside-out” sugere que o evento primário 

ocorre dentro do próprio SNC (Luchicchi; Preziosa; ’t Hart, 2021; Titus et al., 

2020). Nessa perspectiva, uma disfunção glial ou um dano inicial à mielina, por 
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razões ainda não esclarecidas, levaria à liberação de antígenos do SNC 

(Luchicchi; Preziosa; ’t Hart, 2021; Paul; Comabella; Gandhi, 2019; Sen et al., 

2020; Sharma et al., 2010; Titus et al., 2020). Esses antígenos seriam então 

apresentados ao sistema imune periférico, desencadeando uma resposta 

inflamatória secundária que amplifica e perpetua o dano (Ellen et al., 2023; Sen et 

al., 2020). 

Independentemente do gatilho primário, é consenso que a fase efetora da 

doença envolve uma interação crítica entre o sistema imunológico, a glia e os 

neurônios (Figura 2) (Cheng et al., 2017; Díaz; Zarco; Rivera, 2019; Govindarajan; 

De Rivero Vaccari; Keane, 2020). No SNC, por exemplo, as células mieloides 

liberam IL-1β e o fator estimulador de colônias de granulócitos-macrófagos 

(GM-CSF), levando à amplificação da resposta Th17 e ao dano tecidual 

característico da doença (Bierhansl et al., 2022; Govindarajan; De Rivero Vaccari; 

Keane, 2020; McGinley et al., 2018). 

 

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

sistema nervoso central. 

 
Fonte:  Elaborado pela autora (2025). 

 

As células T helper (Th), Th1 e Th17, liberam citocinas, tais como GM-CSF, 

IL-17, interferon-γ (IFN-γ) e o fator de necrose tumoral (TNF-alfa) que ativam a 

micróglia (Govindarajan; De Rivero Vaccari; Keane, 2020; McGinley et al., 2018). 

A micróglia apresenta aos linfócitos a proteína básica da mielina (MBP), 

reativando as células T autorreativas (Govindarajan; De Rivero Vaccari; Keane, 
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2020; McGinley et al., 2018). Consequentemente, essa reativação impulsiona a 

expansão clonal dessas células e a liberação maciça de mediadores 

inflamatórios. Isso leva a microglia a produzir  espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio, além de produtos citotóxicos e proteases, promovendo a destruição da 

mielina e dos oligodendrócitos. O resultando é uma resposta inflamatória tóxica 

que leva à morte neuronal e déficits neurológicos (Bierhansl et al., 2022; 

Govindarajan; De Rivero Vaccari; Keane, 2020; Lazibat, 2018; McGinley et al., 

2018). 

Pacientes com EM apresentam quadros de exacerbação ou recaída, 

definidos pelo Painel Internacional sobre o Diagnóstico de Esclerose Múltipla 

como “sintomas relatados pelo paciente ou sinais observados objetivamente, 

típicos de um evento desmielinizante inflamatório agudo no SNC, atual ou 

histórico, com duração de pelo menos 24 horas, na ausência de febre ou 

infecção” (Polman et al., 2011). O histórico de ataques e os dados de ressonância 

magnética nuclear dos pacientes são utilizados para classificar a doença em 5 

fenótipos, que auxiliam na escolha do tratamento e dos ensaios clínicos (Katz 

Sand, 2015; Lublin et al., 2014).  

Clinicamente a EM é classificada em: síndrome clínica isolada (SCI), 

síndrome radiologicamente isolada (SRI), esclerose múltipla remitente-recorrente 

(EMRR), esclerose múltipla progressiva primária (EMPP) e esclerose múltipla 

progressiva secundária (EMPS) (Katz Sand, 2015; Lublin et al., 2014). As duas 

primeiras classificações (SCI e SRI) referem-se a pacientes que ainda não podem 

ser diagnosticados com EM, mas que apresentam indícios da doença. Os 

pacientes classificados como SCI são aqueles que apresentam sintomas 

característicos de desmielinização inflamatória, mas ainda não atenderam aos 

critérios de disseminação no tempo característicos da EM (Katz Sand, 2015; 

Lublin et al., 2014). Já os pacientes classificados em SRI são aqueles que 

apresentam achados radiológicos incidentais que sugerem desmielinização 

inflamatória, mas não apresentam sinais ou sintomas clínicos (Katz Sand, 2015; 

Lublin et al., 2014). 

As demais classificações dizem respeito a pacientes que já apresentam o 

diagnóstico fechado de EM. Onde EMRR refere-se a pacientes que apresentam 
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quadros de ataques agudos, com recuperação completa ou incompleta, e 

períodos de relativa estabilidade clínica entre eles (Katz Sand, 2015; Lublin et al., 

2014). EMPP descreve pacientes com declínio progressivo da função neurológica 

desde o início da doença (Katz Sand, 2015; Lublin et al., 2014). EMPS é definida 

pela progressão gradual de incapacidade após um curso recidivante inicial, ocorre 

em até 40% dos pacientes 20 anos após o evento inicial (Katz Sand, 2015; Lublin 

et al., 2014).  

No Brasil, a confirmação diagnóstica dessas apresentações clínicas e a 

elegibilidade para tratamento no Sistema Único de Saúde (SUS) seguem o 

Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas (PCDT), atualizado em 2024, que 

adota os critérios de McDonald revisados em 2017 (Ministério da Saúde, 2023, 

2024). Dada a complexidade da doença e a inexistência de um biomarcador 

específico, o diagnóstico baseia-se na demonstração de disseminação de lesões 

no tempo e no espaço dentro do SNC (Ministério da Saúde, 2023, 2024). Embora 

o diagnóstico possa ser clínico em pacientes com múltiplos surtos e evidências 

objetivas, o protocolo nacional preconiza o suporte indispensável da ressonância 

magnética para identificar lesões em áreas-chave (periventricular, 

cortical/justacortical, infratentorial e medula espinhal) e excluir diagnósticos 

diferenciais, podendo-se utilizar a presença de bandas oligoclonais no líquor para 

corroborar a disseminação no tempo em casos específicos (Ministério da Saúde, 

2023, 2024). 

Embora não exista cura para a EM, diversos tratamentos têm sido 

empregados para retardar a progressão da doença e amenizar seus sintomas. 

Estes incluem tratamentos adjuvantes (TA), intervenções não farmacológicas 

(TNF) e tratamentos modificadores da doença (TMD) (Duan et al., 2023; Machado 

et al., 2024). Os TA visam o controle sintomático da EM com o uso de 

antidepressivos, analgésicos, relaxantes musculares, anticonvulsivantes, entre 

outros fármacos, conforme as necessidades individuais do paciente (Machado et 

al., 2024). Já as TNF englobam mudança de hábitos de vida, fisioterapia, 

psicoterapia, terapia ocupacional e terapias alternativas (Machado et al., 2024). 

Os TMD são os principais tratamentos utilizados e têm como alvo células 

do sistema imunológico envolvidas na cascata inflamatória (Cheng et al., 2017; 
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Samjoo et al., 2021). Os TMD são mais eficazes nos estágios iniciais da EMRR e 

perdem eficácia à medida que a doença progride, ou seja, não 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 glatirâmer, teriflunomida, azatioprina, fumarato de 

dimetila, fingolimode, natalizumabe, cladribina e alentuzumabe (Ministério da 

Saúde, 2023, 2024). As características farmacológicas desses medicamentos, 

incluindo seus mecanismos de ação e principais efeitos adversos, estão 

detalhadas no Quadro 1. 
Os TMD apresentam um custo elevado, o que representa uma barreira ao 

acesso, especialmente em países subdesenvolvidos (Burman, 2021). O custo dos 

tratamentos varia muito conforme a localidade e a classificação da doença. 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 dispêndios 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 período 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 à 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, reações no local 

da injeção, aumento do risco de infecções, leucoencefalopatia multifocal 

progressiva e bradicardia, disfunção intestinal, infecções oportunistas, sepse, 

distúrbios hematológicos, hepatotoxicidade, entre outros (Burman, 2021; 

Callegari; Derfuss; Galli, 2021; Nascimento et al., 2023; Wei et al., 2021).  
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Quadro 1 - Características farmacológicas, mecanismo de ação e efeitos adversos dos principais TMDs usados no SUS. 

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

Atividade: Casos com atividade da doença que não atingem os critérios de gravidade acima. ***Azatioprina é reservada para casos de baixa adesão a outras terapias 

de 1ª linha. SNC: Sistema Nervoso Central; LEMP: Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva. TMDs: terapias modificadoras da doença. Fonte: Elaborado pela 

autora com base em Ministério da Saúde, 2023, 2024. 
 

 

Linha de Tratamento Fármaco Mecanismo de Ação Principais Efeitos Adversos 

1ª Linha 
(EMRR de 

Baixa/Moderada 
Atividade**) 

Betainterferona 
(1a e 1b) 

Antiviral/Imunomodulador; reduz o trânsito de células 
inflamatórias para o SNC. 

Síndrome gripal (febre, mialgia), depressão, reações locais e alterações 
hepáticas/tireoidianas. 

Acetato de 
Glatirâmer 

Imunomodulador; induz células T reguladoras e Th2 
anti-inflamatórias. 

Reações no local (dor, lipoatrofia), reação pós-injeção (dispneia, dor 
torácica, palpitação). 

Teriflunomida Inibidor da enzima DHODH; efeito citostático em linfócitos 
ativados. 

Hepatotoxicidade, alopecia, náusea, diarreia e risco de teratogenicidade 
(proibido na gestação). 

Fumarato de 
Dimetila 

Imunomodulador (via Nrf2) e redução de células T CD8+. Flushing (rubor), desconforto gastrintestinal (diarreia, dor), linfopenia e 
risco raro de LEMP. 

Azatioprina***  Imunossupressor inespecífico. Infecções, leucopenia, anemia, disfunção hepática e hipersensibilidade. 

2ª Linha 
(EMRR após falha ou 

Alta Atividade*) 

Fingolimode Modulador de receptores S1P; sequestra linfócitos nos 
linfonodos. 

Bradicardia (monitorar na 1ª dose), bloqueio AV, edema macular, 
infecções e elevação hepática. 

Alta Atividade / 3ª 
Linha 

(EMRR Grave ou 
Falha) 

Natalizumabe Anti-integrina alfa-4; bloqueia a entrada de leucócitos no 
cérebro. 

Risco de LEMP (infecção cerebral grave pelo vírus JC), reações 
alérgicas, fadiga e cefaleia. 

Cladribina Oral Análogo de nucleosídeo; causa depleção seletiva de 
linfócitos T e B por apoptose. 

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

Alentuzumabe Anti-CD52; causa lise (destruição) profunda e prolongada 
de linfócitos T e B. 

Reações infusionais graves, infecções e autoimunidade secundária 
(tireoide, plaquetas, rins). 

https://www.zotero.org/google-docs/?CH8O6S
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2.2​ ENCEFALOMIELITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL 

 

A Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) é um modelo animal de 

inflamação do SNC mais utilizado para estudar tratamentos, fisiopatologia e 

eventos desencadeadores da EM (Santamaria; Hackett, 2003; Titus et al., 2020). 

O modelo recapitula com notável fidelidade aos principais eventos da EM, 

incluindo a infiltração de células imunes no SNC, a desmielinização, o dano e a 

perda de axônios e a cicatrização glial reativa (Cheng et al., 2017; Constantinescu 

et al., 2011). Essa semelhança patológica resulta em manifestações clínicas nos 

animais, como fraqueza motora e paralisia progressiva, que espelham os déficits 

neurológicos observados no paciente (Cheng et al., 2017; Constantinescu et al., 

2011). 

É importante destacar que o curso clínico e patológico da EAE é 

diretamente dependente da espécie e da linhagem do animal escolhido (por 

exemplo, C57BL/6, SJL/J, Biozzi), assim como do antígeno (por exemplo, 

glicoproteína de oligodendrócito de mielina (MOG), proteína básica de mielina 

(MBP), proteína proteolipídica de mielina (PLP)) (Bittner et al., 2014; Santamaria; 

Hackett, 2003). Uma vez que mudanças no protocolo de indução podem levar a 

cursos distintos da doença (agudo, crônico progressivo ou recorrente-remitente), 

é recomendado que durante as análises e interpretações dos estudos, seja levado 

em conta o modelo experimental descrito (Bittner et al., 2014; Santamaria; 

Hackett, 2003). 

Independentemente dos diferentes modelos, a EAE é um modelo mediado 

por células T com ativação periférica e subsequente quebra da BHE, com dano 

efetor no SNC (Constantinescu et al., 2011). Esses eventos são seguidos pela 

secreção de mediadores pró-inflamatórios, que ampliam ainda mais a resposta 

inflamatória, sendo que os linfócitos Th1 produzem principalmente IFN-γ, 

enquanto os Th17 são linfócitos T produtores de IL-17 (Constantinescu et al., 

2011). 

A imunização de camundongos C57BL/6 com o peptídeo MOG35–55 em CFA 

pode levar à indução de três formas distintas da doença: monofásica, crônica 

progressiva e remitente-recorrente, sendo que a manifestação de um fenótipo 
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específico é uma consequência direta e previsível do protocolo de imunização 

empregado, que varia as doses do antígeno e dos adjuvantes (Quadro 2) (Berard 

et al., 2010; Bittner et al., 2014; Huntemann et al., 2022; Voskuhl; 

MacKenzie-Graham, 2022). A forma monofásica é caracterizada por uma 

resposta imunológica predominantemente impulsionada por células T CD4+ , com 

lesões localizadas principalmente na medula espinhal, que resultam em 

desmielinização e morte celular axonal , manifestando-se clinicamente como uma 

paralisia flácida ascendente (Bittner et al., 2014; Stimmer; Fovet; Serguera, 2018). 

A forma crônica progressiva, utilizada neste trabalho, apresenta uma carga de 

lesões aumentada com inflamação que piora com o tempo, perda progressiva de 

mielina, dano axonal severo e uma maior predominância de células T CD8+ no 

SNC (Berard et al., 2010; Huntemann et al., 2022). Por fim, a forma 

remitente-recorrente é definida por uma fase inicial de inflamação e 

desmielinização, seguida por uma fase de remissão na qual essas características 

são em grande parte resolvidas , com uma redução acentuada no número de 

lesões e na área total lesionada na medula espinhal (Berard et al., 2010). 

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

peptídeo MOG35–55 para a Indução de Diferentes Fenótipos de EAE 

Fenótipo Dose de 
MOG35-55 

Dose de 
Mycobacteriu

m tuberculosis 

Dose e 
Esquema 

de PTx 
Características Clínicas 

Chave Referência 

Monofásico 200 µg 1-2 mg/mL 400 ng 
(Dias 0, 2) 

Início 9-14 dpi, pico 3-5 
dias depois, seguido de 

recuperação lenta e 
parcial. 

(Bittner et al., 
2014) 

Crônico 
Progressivo 200-300 µg 4 mg/mL 200-300 ng 

(Dias 0, 2) 

Início 10-15 dpi, pico 
severo ~16-18 dpi, sem 
remissão significativa; 
défices persistentes. 

(Berard et al., 
2010; 

Huntemann 
et al., 2022) 

Remitente-
Recorrente 50 µg 0.5-1.0 mg/mL 200 ng 

(Dias 0, 2) 

Episódio inicial seguido 
de remissões e recidivas 
clínicas subsequentes. 

(Berard et al., 
2010) 

Legenda: dpi: dias pós-imunização; MOG: glicoproteína da mielina de oligodendrócitos; PTx: 
toxina pertussis. Fonte: Elaborado pela autora (2024).  
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2.3​  CICLODEXTRINAS (CDs) 

 

As CDs são oligossacarídeos cíclicos de baixo custo e toxicidade que, 

devido à sua estrutura única em formato de cone, exibem uma notável 

versatilidade para formar complexos supramoleculares (Di Cagno, 2016; 

Saokham et al., 2018; Venturini et al., 2008). Sua cavidade central lipofílica é 

responsável pela sua função mais conhecida na indústria farmacêutica: a 

formação de complexos de inclusão com moléculas orgânicas (Da Silva Júnior et 

al., 2019; Lv et al., 2019; Vukic et al., 2020). Paralelamente, sua superfície externa 

hidrofílica, rica em grupos hidroxila, permite uma forma distinta de interação: a 

formação de complexos de coordenação do tipo sanduíche com íons metálicos 

(Khobragade et al., 2024; Prochowicz; Kornowicz; Lewiński, 2017). Essa estrutura 

é formada quando os grupos hidroxila secundários são desprotonados, permitindo 

que duas moléculas de CD se conectem por meio de um anel metalomacrocíclico 

multinuclear (Khobragade et al., 2024; Prochowicz; Kornowicz; Lewiński, 2017). 

Tal anel é classificado como homometálico ao ser constituído por um único tipo de 

íon metálico, ou heterometálico se for composto pela combinação de dois ou mais 

cátions distintos (Prochowicz; Kornowicz; Lewiński, 2017)). 

As CDs naturais (α, β e γ) apresentam respectivamente 6, 7 e 8 anéis de 

glicose, e embora elas e seus complexos sejam hidrofílicos, apresentam 

solubilidade limitada em soluções aquosas (Tabela 1) (Di Cagno, 2016; Saokham 

et al., 2018). Para melhorar a solubilidade, aumentar a capacidade de inclusão ou 

diminuir a toxicidade das CDs, modificações estruturais são realizadas e novas 

CDs são sintetizadas, devido a isso, atualmente existem mais de 11.000 

derivados de α-, β- e γ-CD (Cid-Samamed et al., 2022; Řezanka, 2019). 

 
Tabela 1 – Propriedades físico-químicas das ciclodextrinas 

Legenda: PM: Peso molecular. Fonte: Elaborado pela autora (2024).  
 
 

 

Ciclodextrina Abreviação Radical PM Solubilidade 
(mg/mL, 25 °C) 

Diâmetro da 
cavidade interna (Å) 

α-Ciclodextrina αCD H 972 145 4,5-5,3 
β-Ciclodextrina βCD H 1135 18,5 6,0-6,5 

Hidroxipropil-β-ciclodextrina HPβCD CH 2CHOHCH3 1400 >1200 6,0 
Poli-β-ciclodextrina pβCD βCD - - - 

γ-Ciclodextrina γCD H 1297 232 7,5-8,3 
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Entre os derivados existentes, podemos destacar o HPβCD e o pβCD 

(Figura 3). A HPβCD é considerada uma das mais solúveis e mais utilizadas em 

formas farmacêuticas (Saokham et al., 2018). Já a pβCD é formada pela ligação 

covalente de duas ou mais βCD, permitindo a incorporação de mais moléculas em 

seu interior (Petitjean; García-Zubiri; Isasi, 2021). Uma vez que a pβCD é um 

polímero com alta polidispersidade, ela não possui uma massa molar definida 

(Renard et al., 1997). Dessa forma, para permitir o cálculo de estequiometrias de 

complexação e a comparação direta com outros sistemas, todas as 

concentrações de pβCD são expressas em termos da molaridade das unidades 

de repetição de βCD. Esta abordagem normaliza a concentração pela unidade 

funcional, independentemente do peso molecular médio do polímero. 

 

Figura 3 – Estrutura química das ciclodextrinas 

 
Fonte:  Elaborado pela autora (2025). 

 

As CDs são consideradas excipientes farmacêuticos facilitadores devido a 

capacidade de alterar as propriedades físico-químicas de medicamentos e outros 

compostos, permitindo, por exemplo, aumentar a solubilidade aquosa do fármaco, 

melhorar a biodisponibilidade, aumentar estabilidade química e física de 

fármacos, mascara o sabor amargo do ingrediente ativo e melhorar a distribuição 

do fármaco através de membranas biológicas (Cid-Samamed et al., 2022; 

Jambhekar; Breen, 2016; Popielec; Loftsson, 2017; Saokham et al., 2018). As 

CDs conseguem alterar as características físico-químicas de fármacos, pois 

possuem uma cavidade lipofílica que permite que os fármacos (em sua maioria 

lipofílicos) se “protejam” do ambiente hidrofílico das soluções aquosas 

(Cid-Samamed et al., 2022; Popielec; Loftsson, 2017; Saokham et al., 2018).  
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Para que um fármaco seja “protegido” por uma CD, deve ocorrer um 

processo de inclusão, que nada mais é do que a formação de um complexo de 

inclusão, em que uma parte ou toda a estrutura do fármaco se encaixa na 

cavidade central da CD (Cid-Samamed et al., 2022; Popielec; Loftsson, 2017; 

Saokham et al., 2018). Esta inclusão não envolve formação ou ruptura de ligações 

covalentes, apenas interações não covalentes relativamente fracas, como forças 

de Van der Waals, interações hidrofóbicas e ligações de hidrogênio (Popielec; 

Loftsson, 2017).  

Vários são os métodos utilizados na complexação de CDs com fármacos, 

entre eles encontram-se: método de amassamento ou pasta; método de solução 

ou coprecipitação; método de evaporação de solvente; método de mistura seca; 

método de mistura úmida e extrusão (Jacob; Nair, 2018). A escolha do método 

dependerá do tipo de CD utilizada e das características físico-químicas do 

composto a ser complexado (Jacob; Nair, 2018). A técnica mais empregada em 

laboratórios de pesquisa é o método de solução ou coprecipitação, seguido pelo 

método de evaporação de solventes (Jacob; Nair, 2018). 

Em relação à toxicologia, sabe-se que a αCD e a βCD não apresentam 

efeitos adversos significativos quando administradas por via oral, no entanto, não 

podem ser administradas por via parenteral devido à sua baixa solubilidade 

aquosa e nefrotoxicidade (Jambhekar; Breen, 2016). Estudos demonstram que a 

pβCD apresenta uma tendência reduzida de formar agregados com colesterol e 

um alto grau de biocompatibilidade em análises de sobrevivência com 

camundongos, sugerindo um menor risco de nefrotoxicidade quando comparada à 

βCD (Doan; Kojima; Sakurai, 2024). A γCD apresenta metabolismo semelhante 

ao do amido e de outras dextrinas lineares, não sendo absorvida intacta pelo trato 

gastrointestinal e não provocando efeitos adversos (Jambhekar; Breen, 2016). A 

HPβCD demonstrou ser bem tolerada em humanos, sendo o principal efeito 

adverso o aumento da incidência de fezes moles ou diarreia (Jambhekar; Breen, 

2016). 
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2.4​ RÓDIO (Rh) 

 

O Rh é um metal de transição, pertencente ao grupo 9 da tabela periódica, 

com massa atômica de 102,906. Ele apresenta estado sólido à temperatura 

ambiente e é insolúvel em água, água régia e ácidos (Czerczak et al., 2012; 

Odularu et al., 2019). O Rh apresenta seis estados de valência, 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 fabricação de termopares, 

instrumentos cirúrgicos, entre outros (Czerczak et al., 2012; PubChem, [S.d.]). Os 

isótopos 105 Rh e 106 Rh são usados, respectivamente, na radioterapia e na 

braquiterapia ocular (PubChem, [S.d.]). 

Para a síntese de complexos de Rh, normalmente utiliza-se o Rh na forma 

de cloreto de ródio (RhCl3). O RhCl3 é um pó vermelho-escuro, deliquescente, 

solúvel em hidróxido alcalino, em soluções de cianeto e em água régia 

(ChemSpider, [S.d.]; Patnaik, 2003). Dependendo do método de preparação, o 

RhCl3 pode apresentar solubilidade em água (ChemSpider, [S.d.]; Patnaik, 2003). 

É importante destacar que diferentes sais de Rh podem apresentar efeitos 

biológicos distintos. Por exemplo, o hidrato de cloreto de Rh(III) é capaz de inibir a 

produção de citocinas IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, GMC-SF, INF-γ e TNF-α (Iavicoli et 

al., 2012). A exposição ao Na3RhCl6 leva a um aumento de IL-10 e não afeta os 

níveis de IFN-c (Bordignon et al., 2008). E os tratamentos com (NH4)2[RhCl6] e 

RhCl3 inibiram significativamente a liberação de IFN-γ, TNF-α e IL-5 estimulada 

pela fitohemaglutinina (Boscolo et al., 2004). O hidrato de cloreto de Rh (III) 

também apresentou ação nefrotóxica no nível tubular (Iavicoli et al., 2014). 

Compostos de Rh são amplamente estudados devido às suas atividades 

biológicas importantes. Sabe-se que RhCl3 possui capacidade antiviral, assim 

como alguns complexos de Rh possuem atividades biológicas como 

anticarcinogênica, antimicrobiana e antileishmanicida (Czerczak et al., 2012; 

Sohrabi et al., 2021). Os complexos de Rh têm grande destaque na química 

medicinal e na bio-inorgânica, pois são fáceis de sintetizar e possuem baixa 

afinidade por oxigênio o que permite uma ampla tolerância a grupos funcionais, e 

estabilidade aquosa (Loreto; Merlino, 2021; Ohata; Ball, 2018; Sohrabi et al., 
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2021). Para o uso biológico os complexos de Rh podem ser divididos em (1) 

complexos Rh+3, que são cineticamente inertes e nos quais o Rh desempenha um 

papel predominantemente estrutural, funcionando como um andaime para os 

ligantes; (2) complexos Rh+2, os quais a troca de ligantes lábeis é um aspeto 

fundamental da sua função biológica, permitindo a interação com alvos como o 

DNA; (3) complexos Rh+1, que são tipicamente tetracoordenados com uma 

geometria quadrado-planar reativa, semelhante à da cisplatina, sendo 

considerados agentes biológicos potentes (Ohata; Ball, 2018; Sohrabi et al., 

2021). 

Os complexos de Rh+3 apresentam ação inibitória sobre alvos proteicos, 

como enzimas (por exemplo, quinases), bem como a modulação de interações 

proteína-proteína, o que lhes confere um vasto leque de atividades biológicas, 

incluindo atividades antitumorais, anti-inflamatórias e antibacterianas (Ohata; Ball, 

2018; Sohrabi et al., 2021). Já os complexos de Rh+2 e Rh+1 apresentam 

principalmente ação antitumoral e citotóxica ao interagirem diretamente com o 

DNA (Ohata; Ball, 2018; Sohrabi et al., 2021). Especificamente, os complexos de 

Rh+2 também são notáveis pela sua atividade antibacteriana (Bień et al., 1999; 

Pruchnik; Bień; Lachowicz, 1996), enquanto alguns complexos de Rh+1 

demonstram uma potente e distinta ação antimetastática, inibindo a migração de 

células cancerígenas (McConnell et al., 2013). 

 

2.5​ ÁCIDO URSÓLICO (AU) 

 

O AU (C30H48O3; Figura 4) é um triterpeno pentacíclico, com peso molecular 

de 456,68 g/mol e ponto de ebulição de 283-285 °C (Pironi et al., 2018; Song et 

al., 2019). O AU pode ser obtido a partir da extração e da purificação de diversas 

espécies vegetais, entre elas maçãs, mirtilos, orégano, folhas de lavanda, sálvia, 

alecrim e tomilho, entre outros (Pironi et al., 2018; Song et al., 2019). 

Vários estudos têm investigado o potencial farmacológico 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 biológicas 

observadas para o AU, pode-se citar: ação anti-inflamatória, hepatoprotetora, 
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antitumoral, cardioprotetora, neuroprotetora, antimicrobiana, anti-hiperlipidêmica, 

antidiabética, antifúngica, antiviral e tripanocida (Pironi et al., 2018; Seo et al., 

2018). 

 

Figura 4 – Estrutura química do ácido ursólico 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2024). 
 

Devido ao seu potencial anti-inflamatório 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 produção de 

IL-17, ao inibir o fator transcricional ROR-γt, bloqueando assim a diferenciação 

das células Th17 (Xu et al., 2011). Já Zhang e colaboradores (2020) observaram 

que o AU induz a expressão do fator neurotrófico ciliar em astrócitos, 

aumentando, assim, o nível do gene de mielina durante a maturação de 

oligodendrócitos (Zhang et al., 2020). É importante destacar que os dois estudos 

foram conduzidos em modelo de EAE utilizando camundongos C57BL/6J 

imunizados com MOG35–55. 

Os resultados indicam o AU como um forte candidato como fármaco para o 

tratamento da EM, no entanto, sua baixa solubilidade e permeabilidade em 

membranas biológicas dificultam o emprego da substância no tratamento dessa e 

de outras doenças (Alfei; Schito; Zuccari, 2021; Pironi et al., 2018). Visando ao 

emprego do AU no tratamento de doenças, vários sistemas de entrega têm sido 

utilizados com o intuito de melhorar sua solubilidade e permeabilidade, entre eles: 

nanoemulsões, nanopartículas de sílica mesoporosa, nanopartículas lipídicas 

sólidas, CDs, lipossomas, géis niossomais e dispersões sólidas (Alfei; Schito; 

Zuccari, 2021; Pironi et al., 2018). 
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Na literatura, é possível encontrar trabalhos que apresentam a 

complexação de AU com βCD, γCD, HPβCD e HPγCD (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, não são encontrados na literatura trabalhos 

sobre a complexação do AU com poli-beta-ciclodextrinas (pβCD). Os trabalhos 

que apresentam dados sobre a complexação do AU com CDs demonstram uma 

melhora na solubilidade do AU em água e, condição que pode favorecer a sua 

biodisponibilidade.. 

Em relação à atividade biológica desses complexos, observou-se que o 

complexo de AU/γCD apresentou ação hepatoprotetora, porém manteve o mesmo 

efeito do AU isolado (Žaloudková et al., 2020). Testes com os complexos AU/βCD, 

AU/HPβCD e AU/HPγCD 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). Não foram encontrados estudos que avaliem a ação dos 

complexos de AU complexados com CDs no tratamento da EM.  
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3.​OBJETIVOS 
 

3.1​ OBJETIVO GERAL 

 

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

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

3.2​ OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

●​ Sintetizar os complexos de inclusão Rh/HPβCD e AU/pβCD; 

●​ Caracterizar estrutural e físico-quimicamente Rh/HPβCD e AU/pβCD; 

●​ Avaliar in vitro a citotoxicidade do AU/pβCD em macrófagos RAW 264.7 e 

J774A.1; 

●​ Quantificar in vitro a produção de óxido nítrico por macrófagos RAW 264.7 

e J774A.1 tratados com AU/pβCD; 

●​ Avaliar o impacto de Rh/HPβCD e AU/pβCD na progressão da 

Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE); 

●​ Quantificar a produção da citocina pró-inflamatória IL-12p70 em macerados 

de cérebro e medula espinhal de camundongos com EAE tratados com 

Rh/HPβCD e AU/pβCD; 

●​ Realizar análise histopatológica do infiltrado inflamatório e da 

desmielinização do cérebro e da medula espinhal de camundongos com 

EAE tratados com Rh/HPβCD e AU/pβCD. 
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4.​METODOLOGIA 
 

4.1​ DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

A Figura 5 ilustra o delineamento experimental deste estudo, que se inicia 

com a síntese dos complexos de Rh/HPβCD e de AU/pβCD, seguida da 

caracterização físico-química e da avaliação da atividade biológica destes. A 

caracterização físico-química dos complexos foi conduzida de forma estratégica, 

considerando o estágio de conhecimento de cada um. O Rh/HPβCD, sintetizado 

em continuidade ao trabalho de Carvalho et al. (2025), teve sua formação 

confirmada por espectroscopia FTIR e por análises térmicas (TGA/DTA). Por outro 

lado, o AU/pβCD inédito na literatura foi caracterizado mais aprofundadamente 

para determinar seu comportamento supramolecular. Além dos testes de FTIR e 

TGA/DTA, a interação foi quantificada por meio do experimento de solubilidade de 

fase (ESF), assim como, dos teste de espalhamento de luz dinâmica (DLS) e 

potencial zeta (PZ). 

 

Figura 5 – Fluxograma do delineamento experimental. 

 
Legenda: FTIR: espectroscopia vibracional na região do infravermelho com transformada de 
Fourier; TGA: análise térmica termogravimétrica; DTA: análise térmica diferencial; ESF: 
experimento de solubilidade de fase;  DLS: espalhamento de luz dinâmico; PZ: potencial zeta; NO: 
óxido nítrico; EAE: encefalomielite autoimune experimental. Fonte: Elaborado pela autora (2024). 
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A avaliação da atividade biológica também foi dividida. Para o Rh/HPβCD, 

foram realizados exclusivamente testes in vivo em modelo de Encefalomielite 

Autoimune Experimental (EAE), seguidos de análises de dosagem de citocinas e 

de histopatologia do cérebro e da medula espinhal. É importante ressaltar que os 

testes in vitro de citotoxicidade e de quantificação de óxido nítrico (NO) para este 

complexo foram realizados e publicados anteriormente por Carvalho et al. (2025). 

Para o AU/pβCD, inédito, a avaliação biológica incluiu testes in vitro e in vivo no 

mesmo modelo de EAE, com as mesmas análises pós-tratamento. 

 

4.2​  SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DOS COMPLEXOS 

 

4.2.1​  Químicos e reagentes 
 

A HPβCD 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, RhCl3, brometo de potássio (KBr), 

dimetilsulfóxido (DMSO), 3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazólio brometo 

(MTT), meio RPMI-1640, reagente de Griess, lipopolissacarídeo (LPS), interferon 

gama (IFN-γ), albumina sérica bovina (BSA), L-glutamina, antibiótico 

estreptomicina-penicilina, soro fetal bovino, ácido fosfórico (H3PO4), fluoreto de 

fenilmetilsulfonila (PMSF), nitrito de sódio (NaNO2) e ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA). As linhagens celulares utilizadas no estudo 

foram os macrófagos murinos RAW 264.7 (cedidos pelo Imunocet/UFJF) e 

J774A.1 (adquiridos do Banco de Células do Rio de Janeiro – BCRJ). O kit para 

quantificação da citocina IL-12p70 foi adquirido de BD Biosciences (San Diego, 

CA, EUA). O tampão de extração 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 

benzetônio (BC). Para a indução da EAE, foram utilizados o peptídeo 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 

União. 

 

4.2.2​ Síntese da pβCD 
 

A pβCD foi sintetizada por meio de uma reação de polimerização de βCD 

utilizando epicloridrina como reticulador químico em meio básico (NaOH 5 mol 

L−1). A reação foi realizada em um reômetro dinâmico híbrido DHR1, que serviu 

como reator, sob agitação controlada (1000 s−1) e a temperatura de 40 °C. Após a 

síntese, a pβCD foi purificada por precipitação com acetona. O sólido resultante 

foi seco, redisolvido em água, neutralizado com HCl até pH 7 e reprecipitado em 

acetona (Renard et al., 1997). 

 

4.2.3​ Síntese dos complexos 
 

O Rh/HPβCD e AU/pβCD foram preparados pela técnica de coprecipitação 

por agitação mecânica, utilizando a proporção molar de 1:1 entre a substância 

hóspede (Rh e AU) e as CDs. Para a síntese, foram preparadas soluções 

aquosas e/ou metanólicas a 5 mM de RhCl3 hexahidratado e do AU, bem como 

das respectivas CDs (HPβCD e PβCD). Um volume de 20 mL de cada solução foi 

homogeneizado e mantido sob agitação à temperatura ambiente por 24 horas 

para permitir a formação dos complexos de inclusão. Após a agitação, as 

soluções foram submetidas à etapa de remoção do solvente. No caso da solução 

metanólica, o solvente foi removido por rotaevaporação. Em seguida, os materiais 

foram congelados e, posteriormente, submetidos à liofilização por 5 dias para a 

obtenção dos complexos na forma de pó. Após a liofilização, os complexos foram 

armazenados a -4 °C até o momento das análises. 

As misturas mecânicas (MMs), utilizadas como controle para a 

caracterização, foram preparadas pela homogeneização dos componentes puros 

(RhCl3 hexahidratado, AU e CDs) na proporção molar de 1:1. As substâncias 

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

momento das análises. 

 

4.2.4​ Espectroscopia vibracional na região do infravermelho com 
transformada de Fourier (FTIR) 

 

As análises de FTIR em estado sólido foram obtidas no espectrômetro 

Spectrum Two™ (PerkinElmer) com pastilhas de KBr. Os espectros foram obtidos 

como a média de 8 varreduras consecutivas, com resolução de 2 cm-1 e intervalo 

de onda de 4000 a 400 cm-1. Os espectros foram obtidos pelo software Spectrum 

ES (PerkinElmer, versão 10.03.08.0133). 

 

4.2.5​ Análise de termogravimetria (TGA) e análise térmica diferencial 
(DTA) 

 

As análises térmicas foram realizadas no módulo termoanalítico 

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​ Análise de solubilidade de fase (SF) 
 

Foram preparadas soluções aquosas de pβCD em concentrações variando 

de 0 a 12,3 mmol L-1 (tabela 2). Em cada solução (3 mL), adicionou-se 1 mg de 

AU. As amostras foram mantidas sob agitação a 30°C por 48 horas em agitador 

térmico, e posteriormente filtradas com membrana de 0,45 μm. As análises de 

concentração foram realizadas por espectrofotometria UV-Vis (λ = 210 nm), 

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

fase. 
Tubo Concentração (mmol⋅L−1)  Tubo Concentração (mmol⋅L−1) 

1 0,00  9 7,05 
2 0,88  10 7,93 
3 1,76  11 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: pβCD: poli-β-ciclodextrina. Fonte: Elaborado pela autora (2024). 
 

A partir dos dados de solubilidade, foram construídos diagramas de 

solubilidade de fase, em que se plotou a concentração total de AU em função da 

concentração de pβCD. A constante de estabilidade aparente (K1:1) foi 

determinada segundo o modelo de Higuchi e Connors (1965), aplicável a 

complexos estequiométricos 1:1, conforme a equação 1: 

 

K1:1 =                                        (1) 𝑖𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜
𝑆0 1−𝑖𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜( )

 

A eficiência de complexação (CE) foi calculada pela equação 2: 

 

CE =  =  K1:1 x S0                                          (2) 𝑖𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜
1−𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒

 

onde S0 é a solubilidade intrínseca do AU. 

 

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

(AS) foi obtido conforme a equação 3: 

 

AS =  x 100                     (3) 𝐴𝑈𝑚𝑎𝑥−[𝐴𝑈𝑆0]
𝐴𝑈𝑆0𝑥[𝐶𝐷𝑚𝑎𝑥]
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onde AUmax é a maior solubilidade observada do AU na presença de 

HPβCD, AUS₀ é a solubilidade do AU livre, e [CDmax] corresponde à 

concentração máxima de pβCD na fase líquida em equilíbrio. 

 

4.2.7​ Análise de fotometria de espalhamento de luz dinâmico (DLS) e 
potencial zeta (PZ) 

Para a realização dos experimentos de DLS e PZ, foi utilizado o 

equipamento Zetasizer Nano ZS90 da Malvern, a 25 °C ± 1,0 °C, com 

termostatização Peltier. Foram preparadas soluções de AU e de AU/pβCD em 

DMSO, na concentração de 30 mM. 

Para os experimentos foram realizadas 25 injeções de 20 μL das amostras 

em 1,5 mL de água. Para o experimento de DLS as amostras foram inseridas em 

cubetas de polietileno de 1 cm de caminho óptico, padrão Malvern, e submetidas 

a um feixe de luz monocromático (Laser He-Ne de 4 mW e comprimento de onda 

de 633 nm), com intensidade de luz espalhada e medida a 90°. O diâmetro 

hidrodinâmico (Dh) foi determinado pela média de cinco medidas independentes, 

cada uma delas obtida a partir da média de 5 contagens. Já para o experimento 

de PZ as soluções foram adicionadas a uma cubeta de polietileno, imersa à célula 

de medida (Dip Cell) e avaliada por técnica de micro-eletroforese laser-doppler 

(MELD), com ângulo 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​ ANÁLISES BIOLÓGICAS DOS COMPLEXOS 

 

4.3.1​ Análises in vitro - macrófagos J774.A1 e RAW 264.7  
 

Para conferir maior robustez aos dados farmacológicos e validar a 

consistência da resposta biológica frente a diferentes perfis genéticos e 

fenotípicos, foram empregadas duas linhagens distintas de macrófagos 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 µg/mL de estreptomicina e penicilina, e 5% 

de soro fetal bovino), sob atmosfera umidificada a 37 oC com de 5% de CO2. Após 

atingirem a confluência, as células foram quantificadas e semeadas em placas de 

96 poços a 2 x 105 células/poço.  

As culturas foram então tratadas por 48 horas com pβCD, AU e AU/pβCD 

nas concentrações de 15, 30 e 60 μM, em triplicata. Para o preparo dos 

tratamentos, os compostos foram solubilizados em um veículo composto por PBS 

e DMSO na proporção de 80:20 (v/v). A fim de excluir qualquer interferência ou 

toxicidade do solvente, o veículo (PBS:DMSO) foi testado isoladamente em 

volumes equivalentes a todas as diluições utilizadas nos grupos tratados. 

Para a análise de produção de NO, as células foram estimuladas com 10 

μg/mL de LPS e 9 ng/mL de IFN-γ. Foram usadas células estimuladas sem 

tratamento como controle positivo e células não estimuladas nem tratadas como 

controle negativo. O Rh/HPβCD não foi testado in vitro, considerando que estes 

resultados já foram obtidos em trabalho previamente realizado pelo grupo 

(Carvalho et al., 2025). 

 

4.3.1.1​ Análise de viabilidade celular por MTT 

 

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico de MTT, 

conforme descrito por (Carvalho et al., 2025). Após 48 horas de incubação das 

células com os tratamentos e seus respectivos controles de veículo em triplicata, 

os sobrenadantes foram removidos dos poços e descartados, sendo em seguida 

adicionados 100 μL de RPMI-1640 e 10 μL da solução de MTT (5 mg/mL) a cada 

poço. Após 4 horas de incubação, o meio com MTT foi removido e substituído por 

100 μL de DMSO para solubilizar os cristais de formazan, se presentes. A 

absorbância foi medida a 570 nm em um espectrofotômetro de microplacas 

(Multiskan™ FC Microplate Photometer) (Castro et al., 2012). Foram realizados 

três experimentos independentes. 
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4.3.1.2​ Análise de NO pelo método de Griess 

 

A concentração de NO foi estimada indiretamente por meio da 

quantificação de nitrito pelo método de Griess, conforme descrito por Carvalho et 

al. (2025). Após 48 h de incubação com os respectivos tratamentos e seus 

respectivos controles de veículo, conforme descrito em 4.3.1, 100 μL dos 

sobrenadantes foram transferidos para nova placa e foram adicionados 100 μL do 

reagente de Griess. A concentração de nitrito foi determinada por meio de curva 

padrão de NaNO2, com leitura da absorbância a 540 nm. A porcentagem de 

produção de NO foi calculada considerando o controle de produção, células não 

tratadas e células estimuladas com LPS e IFN-γ (Castro et al., 2012). Foram 

realizados três experimentos independentes. 

 

4.3.2​ Análise in vivo – encefalomielite autoimune experimental (EAE) 
 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fêmeas, com 6-8 semanas de 

vida, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Viçosa e da 

Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram mantidos no biotério da 

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (Teófilo Otoni/MG), em 

estantes ventiladas, em sala com temperatura e umidade controladas, e com dieta 

ad libitum, em conformidade com o Código Brasileiro para a Utilização de Animais 

de Laboratório. Estes experimentos foram submetidos e aprovados pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa em Animais da UFVJM – CEUA/Mucuri (nº 03-2021 e 

03-2023 – Anexo I). 

 

4.3.2.1​ Indução da EAE  

 

Para a indução do modelo de EAE em sua forma crônica progressiva,  

seguiu-se o protocolo descrito por Ramos et al. (2024). Cada animal induzido foi 

imunizado por via subcutânea (s.c.) com 100 μL, em cada lado da região dorsal 
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próxima à base da cauda, contendo 100 μg de MOG35-55 emulsificado em 

adjuvante completo de Freund, na proporção 1:1, suplementado com 4 mg/mL de 

Mycobacterium tuberculosis — cepa H37RA. No dia da imunização e 48 horas 

após, cada animal recebeu 0,3 μg de toxina pertussis por via intraperitoneal (i.p.). 

Ao 21º dpi, os animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico e 

exsanguinação, com a administração 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 análises subsequentes. 

 

4.3.2.2​ Avaliações clínicas e tratamentos 

 

A massa corporal foi registrada diariamente a partir do dia zero, enquanto a 

avaliação do escore de incapacidade neurológica (EIN) teve início no 8º dia após 

a imunização (dpi). Todas as análises ocorreram no período da manhã. O EIN foi 

determinado por meio de pontuação individual de determinadas regiões 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 óbito, o camundongo recebeu o valor 

máximo da escala. O escore final foi obtido somando-se os pontos individuais de 

cada animal. 

O tratamento foi iniciado no 14º dpi, consistindo em administrações 

intraperitoneais (i.p.) diárias, realizadas sempre após a avaliação do EIN. Onde os 

animais foram distribuídos em 8 grupos (n=12/14 camundongos por grupo). O 

Grupo 1 (controle negativo - CN) foi composto por animais não imunizados que 

não receberam tratamento. Os Grupos 2, 3 e 4 foram compostos por animais 

imunizados, sendo tratados, respectivamente, com 5 mg/Kg de RH, HPβCD e  

Rh/HPβCD. Os Grupos 5, 6 e 7 foram compostos por animais imunizados, sendo 

tratados, respectivamente, com 50 mg/Kg de AU, pβCD e  AU/pβCD. O Grupo 8 

(controle positivo - CP) foi composto por animais imunizados que não receberam 

tratamento. Para as injeções, as formulações 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 eficácia e segurança em modelos experimentais in 

vivo (Carvalho et al., 2025; Scherrer et al., 2023). 

 

Quadro 3 - Escala de incapacidade neurológica (EIN) para avaliação da 

EAE 

Parte do 
animal Score Características 

Cauda 
0 Um camundongo normal mantém a cauda ereta enquanto se move. 
1 Se a extremidade da cauda está flácida, com tendência a cair. 
2 Se a cauda está completamente flácida e se arrasta na superfície. 

Membros 
inferiores 

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

1 

Um dos dois testes a seguir é positivo: 
●​ 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 saudável se vira 
imediatamente. Uma demora sugere fraqueza nas patas traseiras. 

●​ Posicionar o camundongo na parte externa da gaiola e observar sua 
movimentação à medida que ele atravessa de uma extremidade à outra 
da gaiola. Se uma ou ambas as patas traseiras frequentemente 
atravessaram as barras da gaiola, consideramos que há paralisia 
parcial. 

2 Ambos os testes posteriores são positivos. 

3 
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. 

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

Patas 
dianteiras 

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

1 
Andar é possível, mas difícil, devido à fraqueza em uma ou ambas as 

patas: por exemplo, as patas dianteiras são consideradas fracas quando o 
camundongo tem dificuldade em agarrar-se à parte interior da gaiola. Outro sinal 
de fraqueza é a falta de tônus no pescoço. 

2 
Quando uma parte dianteira está paralisada (impossibilidade de 

agarrar), o camundongo fica dando voltas em torno da pata paralisada. Nesse 
momento, o pescoço já perdeu grande parte do seu tônus muscular. 

3 O camundongo não pode se mover e não consegue beber água ou se 
alimentar. 

Bexiga 
0 Um camundongo normal tem controle total sobre a bexiga. 

1 Um camundongo é considerado incontinente quando a porção posterior 
de seu corpo está 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 imunoenzimático (ELISA) 

em amostras de cérebro e medula espinhal de camundongos imunizados para 
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EAE. Para a preparação das amostras, os tecidos foram pesados e macerados 

em tampão de extração de citocinas a 100 mg/kg. Em seguida, o homogeneizado 

foi submetido à centrifugação a 10.000 RPM por 15 minutos a 4 °C, e o 

sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C até o momento da análise. A 

quantificação da citocina foi realizada com um kit comercial de ELISA, seguindo 

as instruções 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%. Após a inclusão, foram realizados cortes 

transversais de 5 μm, submetidos à coloração em Hematoxilina–Eosina (H&E) e 

em Luxol Fast Blue (LFB) (Steinbach; Merkler, 2016). 

A coloração com H&E incluiu desparafinização com xilol, reidratação com 

sucessivos banhos de álcool, coloração com hematoxilina (2 min) e eosina (1 min) 

e desidratação. Já para o LFB, as lâminas passaram por desparafinização com 

xilol, reidratação com sucessivos banhos de álcool, imersão no corante LFB 

durante a noite a 56°C, seguida da retirada do excesso de corante com álcool 

95%, diferenciação com solução de carbonato de lítio e etanol 70%, e coloração 

final com cresil violeta (6 min). 

As imagens foram capturadas em ampliações de 100x e 400x, e a 

avaliação semiquantitativa do infiltrado inflamatório e da desmielinização foi 

realizada de forma cega por um patologista, considerando-se três campos por 

seção. O grau de inflamação e desmielinização foi pontuado em uma escala de 0 

a 5, em que 0 representa ausência e 5 indica acentuada participação tecidual 

(>50%), conforme descrito (Pant et al., 2017). 
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4.4​ ANÁLISE ESTATÍSTICA 

​ 

A análise estatística 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 caracterização físico-química (DLS, PZ e SF) foram obtidos 

em triplicata técnica e expressos como média ± desvio padrão (DP). As análises 

de interações físico-químicas por FTIR, TGA e DTA foram realizadas por meio de 

inspeção comparativa, considerando a sobreposição de perfis e o deslocamento 

de sinais característicos como critérios para a identificação de possíveis 

interações moleculares. 

Os dados biológicos foram obtidos em, no mínimo, dois experimentos 

independentes, realizados em triplicata, e apresentados conforme a natureza da 

variável. Para os conjuntos de dados com distribuição paramétrica, os resultados 

foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM), ao passo que os 

dados não paramétricos (escores de inflamação e escores de desmielinização) 

foram representados em gráficos do tipo boxplot, contendo mediana, quartis, 

valores mínimos e máximos, além dos pontos individuais sobrepostos, de modo a 

evidenciar a dispersão real das observações. 

A verificação da normalidade da distribuição dos dados foi realizada por 

meio do teste de Shapiro-Wilk. Os resultados foram considerados 

estatisticamente significativos quando p < 0,05. 

●​ Variáveis paramétricas: para a análise dos dados provenientes de 

ensaios de viabilidade celular, produção de óxido nítrico (NO) e quantificação de 

IL-12p70, empregou-se o teste ANOVA de uma via, seguido do teste post-hoc de 

Tukey para comparações múltiplas entre os grupos experimentais. 

●​ Variáveis não paramétricas: para os escores semiquantitativos de 

inflamação e desmielinização, a análise entre grupos foi conduzida pelo teste de 

Kruskal-Wallis. As comparações múltiplas post-hoc foram realizadas controlando 

a Taxa de Falsa Descoberta (FDR) pelo método original de Benjamini-Hochberg. 
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●​ Medidas repetidas: a análise da progressão da doença e da eficácia 

dos tratamentos ao longo do tempo (experimentos de evolução clínica da EAE e 

de acompanhamento da massa corporal) foi realizada por meio de ANOVA de 

duas vias para medidas repetidas. As comparações múltiplas seguiram um fluxo 

hierárquico em duas etapas: 

1.​ Análise de eficácia: 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 diferença estatisticamente significativa em relação ao 

Controle Positivo. 

2.​ Análise 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 comparações 

múltiplas entre esses grupos foram realizadas pelo teste post-hoc de 

Tukey, permitindo identificar diferenças na magnitude do efeito entre os 

tratamentos em cada ponto de tempo avaliado.  
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5.​RESULTADOS 
 

5.1​ SÍNTESE E CARACTERIZAÇÃO DOS COMPLEXOS 

 

5.1.1​ FTIR 
 

O espectro da HPβCD (Figura 6) está de acordo com os dados da 

literatura, apresentando bandas de absorção em 3415 cm-1, 2932 cm-1, 1647 cm-1 

e 1155 cm-1, correspondentes ao estiramento -OH, estiramento -CH, vibração 

-C=O e à vibração de estiramento -CO, respectivamente (Da Silva Júnior et al., 

2019; Goswami; Sarkar, 2018; Shen et al., 2022). O espectro do Rh apresenta 

bandas em 3418 cm-1, 1697 cm-1 e 1607 cm-1 atribuídas ao estiramento e à 

deformação de O-H das moléculas de água de hidratação (Carvalho et al., 2025). 

Em comparação com os precursores, a MM e o Rh/HPβCD apresentaram 

mudanças nas posições e intensidades das principais bandas da HPβCD (Tabela 

3). 

 

Figura 6 - Espectros de FTIR do Rh, do HPβCD, do Rh/HPβCD e do MM na 

região de 4000 a 400 cm-1 em KBr. 

 
Legenda: — Rh: cloreto de ródio; — HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; — Rh/HPβCD: 
complexo de ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; — MM: mistura mecânica. Fonte: Elaborado 
pela autora (2024). 
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Tabela 3 - Principais bandas observadas nos espectros no infravermelho do Rh, 

HPβCD, Rh/HPβCD e MM.  

Composto v (OH) / cm-1 v (CH, CH2, CH3) / 
cm-1 

ν (CO, hidratação) / 
cm-1 

ν (anel piranose) 
/ cm-1 

Rh 3418 - 1697, 1607 - 
HPβCD 3418 2975, 2937, 2872 1652, - 1157 

Rh/HPβCD 3406 2982, 2930, 2872 1639, - 1157 
MM 3425 2975, 2934, 2872 1697, 1607 1157 

Legenda: Rh: cloreto de ródio; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de 
ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; MM: mistura mecânica; ν: número de onda. Fonte: 
Elaborado pela autora (2024). 

 

Para o segundo sistema, a pβCD (Figura 7) apresentou espectro 

característico, com bandas em 3427 cm-1, 2933 cm-1, 1636 cm-1 e 1036 cm-1, 

associadas ao estiramento O-H, estiramento C-H, vibração C-O e vibração 

envolvendo a ligação α-1,4, respectivamente (Pratt et al., 2010; Zhong et al., 

2020). Enquanto o AU apresentou bandas em 3432 cm-1, 2921 cm-1, 2854 cm-1 e 

1716 cm-1, que correspondem respectivamente ao estiramento O-H, 

sobreposições de estiramento C-H, C-H2 e C-H3, estiramento de -CH de metileno 

e estiramento de C=O (Pratt et al., 2010; Yang et al., 2012; Zong; Bi, 2012). Em 

comparação com os precursores, a MM e o AU/pβCD apresentaram alterações 

nas posições e intensidades das principais bandas da pβCD (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Principais bandas observadas nos espectros de infravermelho do AU, 

pβCD, AU/pβCD e MM.  

Compostos v (OH) / 
cm-1 

v (CH, CH2, CH3) 
/ cm-1 

ν (C=O) / 
cm-1 

ν (C-O) / 
cm-1 

ν (α-1,4) / 
cm-1 

AU 3432 2921, 2854 1716 1625* 1036* 
pβCD 3427 2933, 2858 - 1636 1036 

AU/PβCD 3437 2923, 2853 1716 1641 1030 
MM 3432 2928, 2862 1716 1625 1041 

Legenda: * = o pico relatado não se refere à vibração indicada na tabela, mas se encontra na 
mesma posição. AU = ácido ursólico, pβCD = poli-β-ciclodextrina, MM = mistura mecânica, 
AU/pβCD: complexo de ácido ursólico com hidroxipropil-β-ciclodextrina; ν: número de onda. Fonte: 
Elaborado pela autora (2024). 
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Figura 7 - Espectros de FTIR do AU, pβCD, AU/pβCD e MM na região de 4000 a 

400 cm-1 em KBr. 

 

Legenda: — AU: ácido ursólico; — pβCD: poli-beta-ciclodextrina; — AU/pβCD: complexo de ácido 
ursólico com poli-beta-ciclodextrina; — MM: mistura mecânica. Fonte: Elaborado pela autora 
(2024). 

 

5.1.2​  TGA e DTA 
 

A HPβCD apresenta duas etapas de perda de massa (%): uma abaixo de 

200 °C (75%) e outra em torno de 350 °C (~91%), associadas, respectivamente, à 

liberação de moléculas de água das cavidades e da superfície da CD, e à rápida 

degradação da HPβCD, seguida de sua carbonização (Truzzi et al., 2021) (Figura 

8). Os perfis térmicos do Rh/HPβCD e da MM diferiram do da HPβCD isolada, 

com variações nas temperaturas e nas intensidades dos eventos de degradação. 

Já a pβCD apresenta três etapas de perda de massa (%): uma abaixo de 

230 °C (3%), uma na faixa de 230 a 523 °C (60%) e a última na faixa de 525 a 

1000 °C (15%), associadas, respectivamente, à perda de água, à decomposição 

da estrutura polimérica e à carbonização e degradação dos resíduos carbonáceos 

(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 última na faixa de 515 e 1000 °C (17%), sendo a primeira 

associada à perda de moléculas de água, e as demais associadas à degradação 
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e decomposição da estrutura. O perfil térmico do AU/pβCD difere dos perfis do AU 

e do pβCD, com variações na temperatura e na intensidade dos eventos de 

degradação. Enquanto a MM praticamente se sobrepõe ao termograma da pβCD. 

 

Figura 8 - Termogramas de TGA de Rh, HPβCD, Rh/HPβCD e MM. 

 
Legenda: — Rh: cloreto de ródio; — HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; — Rh/HPβCD: 
complexo de ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; — MM: mistura mecânica. Fonte: Elaborado 
pela autora (2024). 
 

Figura 9 - Termogramas de TGA do AU, pβCD, AU/pβCD e MM. 

 
Legenda: — AU: ácido ursólico; — pβCD: poli-beta-ciclodextrina; — AU/pβCD: complexo de ácido 

ursólico com poli-beta-ciclodextrina; — MM: mistura mecânica. Fonte: Elaborado pela autora 
(2024). 

Na DTA, o Rh apresentou um evento exotérmico (Tmáx de 542 °C) atribuído 

à sua decomposição (Figura 10). A HPβCD exibiu dois eventos exotérmicos (Tmáx 

 

 



568 

 

de 375 °C e 490 °C) relacionados respectivamente a sua degradação e à 

carbonização. O Rh/HPβCD apresentou um evento exotérmico mais amplo (Tmáx 

de 369-459 °C), atribuído à sua decomposição e fusão, enquanto a MM 

apresentou um único pico exotérmico (Tmáx de 373 °C) atribuído à sua 

decomposição. 

Para o AU, observaram-se dois eventos exotérmicos (Tmáx de 353 °C e 

504 °C), atribuídos à decomposição do AU. A pβCD apresentou dois eventos 

exotérmicos (Tmáx de 328 °C e 458 °C), relacionados respectivamente a sua 

degradação e carbonização (Figura 11). O AU/pβCD apresentou um único evento 

(Tmáx de 538 °C), atribuído à decomposição e à fusão de AU/pβCD, enquanto a 

MM apresentou dois picos (Tmáx de 362 °C e 523 °C), atribuídos à decomposição 

da MM. 

 

Figura 10 - Termogramas de DTA do Rh, HPβCD, Rh/HPβCD e MM. 

 
Legenda: — Rh: cloreto de ródio; — HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; — Rh/HPβCD: 
complexo de ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; — MM: mistura mecânica. Fonte: Elaborado 
pela autora (2024). 
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Figura 11 - Termogramas de DTA do AU, pβCD, AU/pβCD e MM. 

 

Legenda: — AU: ácido ursólico; — pβCD: poli-beta-ciclodextrina; — AU/pβCD: complexo de ácido 
ursólico com poli-beta-ciclodextrina; — MM: mistura mecânica. Fonte: Elaborado pela autora 
(2024). 

 

5.1.3​  SF 
 

O perfil de solubilidade de fase do AU com pβCD mostrou-se linear na faixa 

de concentrações de 0 a 12,3 mM, classificando-se como do tipo AL, indicando a 

formação de um complexo 1:1 (fármaco:CD), conforme o modelo de Higuchi e 

Connors (Figura 12). A partir da equação da reta obtida, foi calculada a K₁:₁ do 

AU/pβCD, cujo valor foi de 33,12 M⁻¹. A CE foi determinada em 2,075 × 10⁻³. Além 

disso, o AS foi de 3,31%, com base na diferença entre a AUmax (0,08809 mM) e 

sua AUS₀ (0,06263 mM), na presença de 12,3 mM de HPβCD. 
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Figura 12 – Diagrama de solubilidade de fase do AU em função da pβCD 

 
Legenda: — AU: ácido ursólico; — pβCD: poli-beta-ciclodextrina. Fonte: Elaborado pela autora 
(2024). 

 

5.1.4​  DLS e PZ 
 

O Dh das partículas de AU/pβCD foi consistentemente superior ao das 

partículas de AU em toda a faixa de concentração (Figura 13a). Enquanto o AU 

puro apresentou um Dh na faixa de 350-800 nm, o AU/pβCD exibiu valores que se 

iniciaram em aproximadamente 700 nm, ultrapassando 1100 nm na maior 

concentração. Para ambos os sistemas, observou-se uma tendência de aumento 

do tamanho à medida que a concentração aumentava. 

As medições de PZ (Figura 13b) mostraram que ambas as amostras 

apresentaram carga de superfície negativa. Os valores de PZ do AU livre 

(variando de -35 mV a -15 mV) foram mais negativos do que os do AU/pβCD 

(variando de -22 mV a -5 mV). Em ambos os casos, o PZ tornou-se menos 

negativo à medida que aumentava a concentração. A análise de condutividade 

elétrica (Figura 13c) mostrou que a solução de AU livre apresentou condutividade 

próxima de zero em todas as concentrações. Em contraste, a condutividade da 

solução do AU/pβCD aumentou de forma linear com a concentração, 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/pβCD.  

 
Representação gráfica das análises: (a) diâmetro hidrodinâmico (Dh); (b) potencial zeta (PZ); e (c) 
condutividade elétrica (K). —■— AU 30 mM em H2O, —●— AU/pβCD 30 mM em H2O. AU: ácido 
ursólico; AU/pβCD: complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina. Fonte: Elaborado pela 
autora (2024). 
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5.2​ ANÁLISES BIOLÓGICAS DOS COMPLEXOS 
 

5.2.1​ Análise in vitro - macrófagos J774.A1 e RAW 264.7  
 

Na avaliação da viabilidade celular de macrófagos, observou-se que nas 

concentrações correspondentes aos tratamentos de 15 a 60 μM não houve 

diferença em relação ao controle negativo. Para a viabilidade celular de 

macrófagos RAW 264.7 e J774A.1 (Figuras 14 e 15), observa-se que 

concentrações de até 30 μM de AU e de AU/pβCD apresentam viabilidade 

superior a 70%. Na concentração de 60 μM o tratamento com AU/pβCD reduziu a 

viabilidade celular dos macrófagos RAW 264.7, apresentando viabilidade de 11% 

(Figura 14). Nota-se que os macrófagos J774A.1 apresentaram maior 

sensibilidade aos tratamentos, para a concentração de 60 μM AU/pβCD, foi 

observada cerca de 7% de viabilidade, uma redução de 93% de viabilidade 

(Figura 15).  

 

Figura 14 - Efeito dos tratamentos na viabilidade celular de macrófagos RAW 
264.7 

 

Células tratadas com AU, pβCD, AU/pβCD ou DMSO por 48 horas. AU: ácido ursólico; pβCD: 
poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; DMSO: 
dimetilsulfóxido. Concentrações em μM. * p < 0,05 em relação ao grupo controle (RAW264.7). 
Foram realizados dois experimentos independentes em triplicata. Os dados estão expressos como 
média ± erro padrão da média (SEM). A análise estatística 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 macrófagos J774A.1 

 

Células tratadas com AU, pβCD, AU/pβCD ou DMSO por 48 horas. AU: ácido ursólico; pβCD: 
poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; DMSO: 
dimetilsulfóxido. Concentrações em μM. * p < 0,05 em relação ao grupo controle (J774.1). Foram 
realizados dois experimentos independentes em triplicata. Os dados estão expressos como média 
± erro padrão da média (SEM). A análise estatística foi realizada por meio de ANOVA de uma via, 
seguida do teste post-hoc de Tukey. Fonte: Elaborado pela autora (2024).  

 

Para a inibição de NO em macrófagos RAW 264.7 e J774A.1 (Figuras 16 e 

17), observa-se que o AU/pβCD promoveu uma redução significativa na produção 

de NO em todas as concentrações testadas da linhagem RAW 264.7, com efeito 

mais evidente nas concentrações mais altas. Além disso, o AU/pβCD apresentou 

redução significativa na produção de NO em comparação ao AU. Resultados 

similares foram observados em J774A.1, com inibição significativa nas 

concentrações de 60 e 30 μM, apesar da concentração de 60 ter sido citotoxica. 
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Figura 16 - Efeito dos tratamentos na produção de Óxido Nítrico (NO) por 
macrófagos RAW 264.7 

 

Células estimuladas com LPS e IFN-γ e tratadas com AU, pβCD, AU/pβCD ou DMSO por 48 
horas. AU: ácido ursólico; pβCD: poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: complexo de ácido ursólico com 
poli-β-ciclodextrina; DMSO: dimetilsulfóxido. Concentrações em μM. *p < 0,05 em relação ao 
grupo controle (RAW264.7). #p < 0,05 em relação ao grupo AU na mesma concentração. Foram 
realizados dois experimentos independentes em triplicata.  Os dados estão expressos como média 
± erro padrão da média (SEM). A análise estatística 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 produção de óxido nítrico (NO) por 
macrófagos J774A.1 

  

Células estimuladas com LPS e IFN-γ e tratadas com AU, pβCD, AU/pβCD ou DMSO por 48 
horas. AU: ácido ursólico; pβCD: poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: complexo de ácido ursólico com 
poli-β-ciclodextrina; DMSO: dimetilsulfóxido. Concentrações em μM. *p < 0,05 em relação ao 
grupo controle (J774.1). #p < 0,05 em relação ao grupo AU na mesma concentração. Foram 
realizados dois experimentos independentes em triplicata. Os dados estão expressos como média 
± erro padrão da média (SEM). A análise estatística 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​ Análise 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 neurológicos característicos da EAE a partir do 8º dpi, com o pico de 

severidade da doença ocorrendo no 20º dpi. Consistentes com este perfil clínico, 

não foram observadas diferenças 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 não para 

EAE. 

 

Legenda: ..... início dos sintomas neurológicos; .....: início dos tratamentos; a) Rh: cloreto de ródio, 
HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina e Rh/HPβCD: complexo de ródio com 
hidroxipropil-β-ciclodextrina; b) AU: ácido ursólico, pβCD: poli-β-ciclodextrina e AU/pβCD: 
complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle não induzido; CP: controle 
induzido, não tratado; EAE: encefalomielite autoimune experimental. Concentrações: 5 mg/Kg de 
RH, HPβCD e  Rh/HPβCD; 50 mg/Kg de AU, pβCD e  AU/pβCD.  Período de tratamento: 14º–20 
dias após a imunização. Número de animais por grupo: n = 12–14. Os dados estão expressos 
como média ± erro padrão da média (SEM). Fonte: Elaborado pela autora (2025). 

 

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

significativamente o EIN em comparação ao grupo CP a partir do 15º dpi, 
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enquanto o complexo Rh/HPβCD promoveu essa redução a partir do 18º dpi 

(Figura 19). Os tratamentos foram eficazes em reduzir o EIN, apresentando os 

seguintes valores: Rh (0,58 ± 0,15) e Rh/HPβCD (1,25 ± 0,41),. Em contrapartida, 

a HPβCD não demonstrou atividade terapêutica, com escore de 1,83 ± 0,31 no 

mesmo dia. 

 

Figura 19 - Escore de incapacidade neurológica (EIN) em camundongos C57BL/6 

imunizados ou não para EAE e tratados com Rh, HPβCD ou Rh/HPβCD. 

 

(a) Progressão clínica da EAE. (b) Magnitude do efeito no 20º dpi. Rh: cloreto de ródio; HPβCD: 
hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; CN: 
controle não induzido; CP: controle induzido, não tratado; EAE: encefalomielite autoimune 
experimental. Concentrações: 5 mg/Kg de RH, HPβCD e  Rh/HPβCD; 50 mg/Kg de AU, pβCD e  
AU/pβCD. Período de tratamento: 14º–20 dias após a imunização. Número de animais por grupo: 
n = 12–14. *p < 0,05 em relação ao grupo CP. Os dados estão expressos como média ± erro 
padrão da média (SEM). A análise estatística 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 terapêutico significativo foi observado a 

partir do 19º dpi (Figura 20). No pico da doença (20º dpi), o escore neurológico do 

grupo CP foi de 2,31 ± 0,13. Os tratamentos foram eficazes em reduzir o EIN, 

apresentando os seguintes valores: AU/pβCD (1,33 ± 0,33) e AU (1,57 ± 0,29). 
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Em contrapartida, a ciclodextrina isolada não demonstrou atividade terapêutica, 

com escore de 2,33 ± 0,21 (pβCD) no mesmo dia. 

 

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

imunizados ou não para EAE e tratados com AU, pβCD ou AU/pβCD. 

 

(a) Progressão clínica da EAE. (b) Magnitude do efeito no 20º dpi. AU: ácido ursólico; pβCD: 
poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle 
não induzido; CP: controle induzido, não tratado; EAE: encefalomielite autoimune experimental. 
Concentrações: 5 mg/Kg de RH, HPβCD e  Rh/HPβCD; 50 mg/Kg de AU, pβCD e  AU/pβCD. 
Período de tratamento: 14º–20 dias após a imunização. Número de animais por grupo: n = 12–14. 
*p < 0,05 em relação ao grupo CP. Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média 
(SEM). A análise estatística 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 análise comparativa dos tratamentos eficazes demonstrou que, no pico 

da doença (18º a 20º dpi), o Rh isolado foi consistentemente superior ao 

AU/pβCD e ao Rh/HPβCD (Figura 21). A comparação com o AU isolado revelou 

que o Rh foi significativamente mais eficaz nos dias 18 e 20, porém ambos 

apresentaram eficácia estatística semelhante no 19º dpi. Além disso, a 

comparação entre os complexos revelou que apenas no 15º dpi, o complexo 

Rh/HPβCD foi significativamente mais potente em reduzir o EIN em relação ao 

complexo AU/pβCD. 
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Figura 21 - Escore de incapacidade neurológica (EIN) em camundongos C57BL/6 

durante o período de tratamento (14º–20º dpi): comparação entre tratamentos 

eficazes 

 
(a) Progressão clínica dos grupos eficazes em comparação ao CP. (b) Magnitude do efeito no 20º 
dpi. Rh: cloreto de ródio; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de ródio com 
hidroxipropil-β-ciclodextrina; AU: ácido ursólico; pβCD: poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: complexo de 
ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle não induzido; CP: controle induzido, não 
tratado; EAE: encefalomielite autoimune experimental. Concentrações: 5 mg/Kg de RH, HPβCD e  
Rh/HPβCD; 50 mg/Kg de AU, pβCD e  AU/pβCD. Número de animais por grupo: n = 12–14. †p < 
0,05 em relação ao grupo Rh; #p < 0,05 em relação ao grupo Rh/HPβCD. Os dados estão 
expressos como média ± erro padrão da média (SEM). A análise estatística 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 níveis da 

citocina em comparação ao grupo CP (9663 ± 702 pg/mL). Em relação ao Rh, os 

valores observados foram 6170 ± 640 pg/mL para Rh, 5816 ± 1084 pg/mL para 

Rh/HPβCD e 5650 ± 867 pg/mL para HPβCD (Figura 22a). De forma análoga, 

para o AU, os tratamentos com AU (5730 ± 666 pg/mL), seu complexo AU/pβCD 

(5342 ± 743 pg/mL) e a pβCD (5480 ± 787 pg/mL) também levaram a uma 

redução acentuada nos níveis da citocina no tecido cerebral (Figura 22b). Em 

contraste com o efeito observado no cérebro, nenhum dos tratamentos alterou 

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

 

Figura 22 - Níveis de IL-12p70 no homogeneado cerebral de camundongos 

C57BL/6 com EAE 

 

Em a: Rh: cloreto de ródio; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de ródio 
com hidroxipropil-β-ciclodextrina. Em b:AU: ácido ursólico; pβCD: poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: 
complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle não induzido; CP: controle 
induzido, não tratado. EAE: encefalomielite autoimune experimental. Número de animais por 
grupo: n=5. *p < 0,05 em relação ao grupo CP. Os dados estão expressos como média ± erro 
padrão da média (SEM). A análise estatística 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 - Níveis de IL-12p70 na medula espinhal de camundongos C57BL/6 

com EAE. 

 

Em a: Rh: cloreto de ródio; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de ródio 
com hidroxipropil-β-ciclodextrina. Em b:AU: ácido ursólico; pβCD: poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: 
complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle não induzido; CP: controle 
induzido, não tratado. EAE: encefalomielite autoimune experimental. Número de animais por 
grupo: n=5. *p < 0,05 em relação ao grupo CP. Os dados estão expressos como média ± erro 
padrão da média (SEM). A análise estatística 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 análise do infiltrado inflamatório no cérebro, o grupo CP (1,6 ± 0,4) 

apresentou escore significativamente maior do que o do grupo CN (0 ± 0). Em 

relação aos compostos de Rh, os tratamentos com Rh (0 ± 0) e Rh/HPβCD (0,25 

± 0,25) reduziram significativamente este escore, enquanto a HPβCD (0,67 ± 

0,33) não demonstrou efeito terapêutico (Figuras 24a).  

De forma análoga, os tratamentos com AU (0,2 ± 0,2) e AU/pβCD (0,2 ± 

0,2) reduziram o escore inflamatório. É interessante notar que a pβCD (1,0 ± 0) 

não apresentou efeito, tendo um escore significativamente maior do que os 

grupos CN e Rh (Figuras 24b). 

Figura 24 - Escore de inflamação do cérebro de camundongos com EAE. 

 

Legenda: Rh: cloreto de ródio; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de 
ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; AU: ácido ursólico; pβCD: poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: 
complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle não induzido; CP: controle 
induzido, não tratado. EAE: encefalomielite autoimune experimental. Número de animais por 
grupo: n=4-6. *p < 0,05 em relação ao grupo CP; #p < 0,05 em relação ao grupo pβCD. Os dados 
são apresentados em box plots com escores individuais, mínimo e máximo. A análise estatística 
foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (correção de 
Benjamini-Hochberg). Fonte: Elaborado pela autora (2025).  

Na figura 25 são apresentados os cortes histológicos com coloração de 

Hematoxilina & eosina (H&E). Em 23a observa-se aumento de 10x e em 23b são 

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

 

(a) Cortes de cérebro a 10×. (b) ampliação em 40× das respectivas lâminas. As setas indicam focos inflamatórios. A barra de escala representa 200 µm. 
Rh: cloreto de ródio; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; AU: ácido ursólico; pβCD: 
poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle não induzido; CP: controle induzido, não tratado. Fonte: 
Elaborado pela autora (2025). 
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Em contraste com os achados no cérebro, na análise da medula espinhal 

nenhum dos tratamentos testados apresentou diferença estatisticamente 

significante em relação 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 são apresentados os cortes histológicos com coloração de 

Hematoxilina & eosina (H&E). Em 27a observa-se aumento de 10x e em 27b são 

apresentados as imagens em captura de 40x. 

 

Figura 26 - Escore de inflamação da medula espinhal de camundongos com EAE. 

 

Legenda: Rh: cloreto de ródio; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de 
ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; AU: ácido ursólico; pβCD: poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: 
complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle não induzido; CP: controle 
induzido, não tratado. EAE: encefalomielite autoimune experimental. Número de animais por 
grupo: n=4-6. *p < 0,05 em relação ao grupo CP. Os dados são apresentados em box plots com 
escores individuais, mínimo e máximo. A análise estatística foi realizada pelo teste de 
Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (correção de Benjamini-Hochberg). Fonte: Elaborado pela 
autora (2025).  
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Figura 27 - Micrografias de cortes longitudinais de medula espinhal (5 µm), coradas com hematoxilina e eosina (H&E). 

 

(a) Cortes de médula espinhal a 10×. (b) ampliação em 40× das respectivas lâminas. As setas indicam focos inflamatórios. A barra de escala representa 
200 µm. Rh: cloreto de ródio; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; AU: ácido ursólico; 
pβCD: poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle não induzido; CP: controle induzido, não tratado. 
Fonte: Elaborado pela autora (2025). 
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Na análise de desmielinização na medula espinhal, o escore de 

desmielinização 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/HPβCD (0,25 ± 0,25) mantiveram a eficácia, reduzindo o escore, enquanto a 

HPβCD (0,33 ± 0,33) não apresentou efeito neste tecido (Figuras 28a). De forma 

similar, AU (0,20 ± 0,20) e seu complexo AU/pβCD (0,20 ± 0,20) também 

reduziram a desmielinização na medula espinhal, mas a pβCD (0,6 ± 0,4) não 

demonstrou atividade terapêutica neste local (Figuras 28b). Na figura 29 são 

apresentados os cortes histológicos com coloração de Luxol Fast blue no 

aumento de 10x. 

Figura 28 - Escore de desmielinização da medula espinhal de camundongos com 

EAE. 

 

Legenda: Rh: cloreto de ródio; HPβCD: hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de 
ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; AU: ácido ursólico; pβCD: poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: 
complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle não induzido; CP: controle 
induzido, não tratado. EAE: encefalomielite autoimune experimental. Número de animais por 
grupo: n=4-6. *p < 0,05 em relação ao grupo CP. Os dados são apresentados em box plots com 
escores individuais, mínimo e máximo. A análise estatística foi realizada pelo teste de 
Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn (correção de Benjamini-Hochberg). Fonte: Elaborado pela 
autora (2025).  
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Figura 29 - Micrografias de cortes longitudinais de medula espinhal (5 µm), coradas com Luxol Fast Blue (LFB). 

 

Cortes de médula espinhal a 10×. Setas indicam focos de desmielinização. A barra de escala representa 200 µm. Rh: cloreto de ródio; HPβCD: 
hidroxipropil-β-ciclodextrina; Rh/HPβCD: complexo de ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; AU: ácido ursólico; pβCD: poli-β-ciclodextrina; AU/pβCD: 
complexo de ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina; CN: controle não induzido; CP: controle induzido, não tratado. Fonte: Elaborado pela autora (2025). 
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6.​DISCUSSÃO 
 

A presente pesquisa avaliou o potencial imunomodulador de dois 

complexos de CDs, Rh/HPβCD e AU/pβCD, no modelo de EAE. Os resultados de 

caracterização físico-química e as análises para avaliação de bioatividade, in vitro 

e in vivo, permitiram confirmar a formação dos complexos e demonstrar seu 

potencial terapêutico. 

A formação dos complexos (Rh/HPβCD e AU/pβCD) foi confirmada por 

meio de análises de FTIR e TGA/DTA. A espectroscopia de FTIR revelou 

alterações nas bandas características dos compostos isolados, com 

deslocamentos e variações de intensidade nas regiões de C=O e O-H, 

evidenciando o estabelecimento de novas interações intermoleculares após a 

complexação. Os termogramas de TGA/DTA demonstraram a ausência de 

sobreposição dos eventos térmicos e o deslocamento das temperaturas de 

decomposição evidenciando a formação de novos sistemas supramoleculares 

com propriedades térmicas modificadas em relação às constituintes individuais. A 

análise da MM do Rh/HPβCD, em particular, mostrou que interações químicas 

ocorreram mesmo em ausência de um processo de coprecipitação mais intensivo, 

sugerindo um alto potencial de reatividade do ródio com a CD. 

As CDs possuem a capacidade de formar complexos de inclusão com 

moléculas hospedeiras, incorporando-as parcial ou totalmente em suas cavidades 

hidrofóbicas (Cid-Samamed et al., 2022; Popielec; Loftsson, 2017; Saokham et 

al., 2018). Os dados indicam que o AU/pβCD segue essa regra, formando um 

complexo de inclusão na proporção 1:1, enquanto o Rh/HPβCD foge a esse 

padrão, formando um complexo de coordenação na proporção molar 1:2 

(Rh:HPβCD), com estruturas nanométricas entre 200 e 500 nm (Carvalho et al., 

2025). 

Para AU/pβCD, os dados de solubilidade evidenciam a formação de um 

complexo solúvel, com perfil de fase do tipo AL, típico 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 complexação ocorre 

de forma eficiente e proporcional ao aumento da concentração de pβCD, 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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evidências de saturação. Este comportamento é consistente com estudos 

envolvendo βCD e HPβCD (Huang et al., 2017; Quan et al., 2009; Song et al., 

2019), diferindo daquele observado com γCD, que apresentou perfil Bs, indicativo 

de baixa solubilidade do complexo formado (Inoue et al., 2023). 

A K1:1 do AU/pβCD (33,12 M⁻¹) é inferior à constante observada para γCD 

(50.000 L mol−1), CD-MOF-1 (1.500 L mol−1) e βCDs modificados (até 1.800 L 

mol−1) (Inoue et al., 2023). A menor afinidade observada pode estar relacionada à 

natureza polimérica do pβCD, que possivelmente impõe um impedimento estérico 

ao encaixe ideal do AU na cavidade. Mesmo assim, o K1:1 está dentro da faixa 

considerada adequada para complexos de estabilidade baixa a moderada, o que 

pode ser vantajoso em formulações que visam à liberação controlada ou 

reversível do fármaco (Feng et al., 2023). A complexação espontânea foi 

confirmada pelo valor negativo de ΔG (-8,41 kJ/mol), indicando a viabilidade 

termodinâmica do processo. 

A CE (2,075 × 10−3) e o AS (3,31%) podem parecer modestos à primeira 

vista, mas demonstram que a pβCD foi capaz de promover um ganho imensurável 

na solubilidade de uma molécula altamente hidrofóbica como o AU. Isso é 

particularmente relevante considerando-se que a pβCD é um polímero, capaz de 

oferecer vantagens adicionais, como maior estabilidade físico-química e potencial 

de funcionalização para aplicações direcionadas. Para comparação, os valores de 

CE relatados para AU com outras CDs incluem UA/βCD em soluções tampão (pH 

= 9) com CE = 0,209, UA/γCD 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 fármaco/CD, 

como mostrado por Couto et al. (2019) para carbamazepina, em que AS variou de 

0,97 a 110,1 e CE de 0,006 a 2,33, dependendo do derivado de CD. Assim, os 

experimentos de solubilidade de fase confirmaram que a complexação de AU com 

pβCD aumentou a solubilidade em meio aquoso. No entanto, embora o AU/pβCD 

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 aplicações futuras. 

Para contornar essa limitação, foi utilizado o conceito de nanoprecipitados 
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hidrofóbicos (NPHs), que são partículas sólidas insolúveis em água, tipicamente 

formadas em misturas de solventes em que a água é o componente primário 

(Bittencourt et al., 2021; Dos Santos Moreira et al., 2018). Uma das principais 

vantagens dessa abordagem é a capacidade de desenvolver formulações 

simples, sem depender de aditivos ou surfactantes caros, funcionando como um 

sistema de liberação baseado na dissolução da fase sólida. 

Os dados indicam que tanto o AU quanto o AU/pβCD formam NPHs ao 

misturar suas soluções de DMSO com água, com o tamanho de partícula e o PZ 

fortemente influenciados pela concentração. Em ambos os sistemas, o tamanho 

da partícula aumenta com a concentração, provavelmente devido à saturação da 

suspensão e à maior probabilidade de colisões entre partículas. Os valores de Dh 

são maiores no sistema AU/pβCD do que no sistema apenas com AU, devido a 

diferentes interações internas e com o ambiente, além da presença das 

macromoléculas de pβCD. 

Valores negativos de PZ foram observados em ambos os sistemas, 

atribuídos à presença de espécies aniônicas. No sistema AU, isso resulta da 

ionização parcial (AU⁻), enquanto no sistema AU/pβCD, decorre da ionização 

tanto do AU quanto do pβCD (AU⁻ e pβCDⁿ⁻). Curiosamente, o sistema AU/pβCD 

exibiu valores de PZ menores acima de 2,5 mM, acompanhados de 

condutividades significativamente maiores. A condutividade elevada 

provavelmente se deve à presença de íons Na⁺, resultantes da síntese de pβCD 

em condições básicas (Renard et al., 1997). Em relação aos valores reduzidos de 

PZ no sistema AU/pβCD, hipotetiza-se que a complexação promove ligações de 

hidrogênio ou interações íon-dipolo, que suprimem a ionização do AU. Além 

disso, a abundância de íons Na⁺ pode neutralizar parcialmente a dupla camada 

elétrica que envolve o AU/pβCD, 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 

representação esquemática dos complexos com seus respectivos dados de 

interação e tamanho de partícula. 
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Quadro 4 – Comparativo estrutural e físico-químico dos complexos. 

Característica Complexo Rh/HPβCD Complexo AU/pβCD 

Representação 

 
 

Tipo de Interação Complexo de 
Coordenação. 

Complexo de Inclusão.  

Estequiometria 1:2  1:1 

Tamanho de 
Partícula 

Estruturas nanométricas 
entre 200 e 500 nm. 

Nanoprecipitados 
Hidrofóbicos (NPHs) entre 

600 e 1100 nm. 
Rh/HPβCD: complexo de ródio com hidroxipropil-β-ciclodextrina; AU/pβCD: complexo de 

ácido ursólico com poli-β-ciclodextrina. Fonte: Elaborado pela autora (2025). 
 

Os ensaios de viabilidade celular em macrófagos RAW 264.7 e J774A.1, 

realizados com o AU/pβCD, demonstraram que o composto não apresentou 

citotoxicidade significativa em concentrações de até 30 μM, o que o torna seguro 

para testes de bioatividade (ISO, 2009). Observou-se maior sensibilidade dos 

macrófagos J774A.1 aos tratamentos, o que está de acordo com dados da 

literatura que apontam diferenças intrínsecas na susceptibilidade celular frente a 

compostos bioativos (Feito et al., 2021; Gunawardena et al., 2015). 

Tendo estabelecido a segurança da formulação, foi possível investigar sua 

atividade imunomoduladora. Conforme discutido, a presença do polímero de 

pβCD altera fundamentalmente a organização físico-química dos NPHs, e 

demonstrou-se que essa alteração estrutural teve uma consequência biológica 

direta: o complexo AU/pβCD demonstrou ser significativamente mais potente na 

inibição da produção de NO por macrófagos do que o AU isolado. Esse efeito, 

mais pronunciado para o complexo, pode refletir um sinergismo ou uma maior 

biodisponibilidade promovida pela complexação com a pβCD. A inibição do NO, 

especialmente em concentrações não citotóxicas, é um forte indicativo de 
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potencial imunomodulador, sugerindo uma capacidade de suprimir o fenótipo 

pró-inflamatório de macrófagos (M1), caracterizado pela alta expressão de iNOS e 

produção de espécies reativas  (Cherry; Olschowka; O’Banion, 2014; Jiang; Jiang; 

Zhang, 2014; Liy et al., 2021; Man et al., 2022). Esse achado ganha relevância 

adicional quando se considera que o NO está diretamente implicado na 

fisiopatologia de doenças neuroinflamatórias, como a EM, sendo associado à 

exacerbação do dano tecidual e à progressão da resposta inflamatória (Liy et al., 

2021; Staykova; Bruestle, 2025). 

No modelo in vivo, os tratamentos demonstraram eficácia em atenuar o 

EIN, embora com diferentes temporalidades e potências, tendo o pico da doença 

no 20º dpi como ponto de referência crítico. O grupo tratado com Rh isolado 

apresentou o início de resposta terapêutica mais precoce, a partir do 15º dpi. Sua 

eficácia tornou-se ainda mais proeminente durante o pico inflamatório (17º a 20º 

dpi), quando demonstrou uma melhora estatisticamente superior não apenas em 

relação aos grupos tratados com AU e AU/pβCD, mas também em relação à 

própria formulação complexada (Rh/HPβCD). 

O balanço entre eficácia e formulação ganha uma perspectiva mais clara 

quando se consideram os desafios intrínsecos ao Rh. O Rh isolado, embora tenha 

emergido como o composto mais promissor neste ensaio, tem seu uso terapêutico 

limitado por questões farmacocinéticas, como rápida excreção (Czerczak et al., 

2012), e, mais importante, por um potencial nefrotóxico já relatado na literatura 

(Iavicoli et al., 2014). Nesse contexto, a complexação com HPβCD não é apenas 

uma otimização, mas uma estratégia fundamental para mitigar riscos e melhorar o 

perfil de segurança de um agente promissor. Contudo, a dinâmica de liberação do 

fármaco mediada pela ciclodextrina explica a atenuação da eficácia observada no 

pico da doença. A literatura estabelece que apenas a forma livre do composto é 

capaz de atravessar membranas biológicas lipofílicas (Loftsson et al., 2005). 

Assim, o Rh isolado estaria imediatamente disponível para exercer seu efeito, 

enquanto o complexo atuaria como um reservatório, resultando em uma 

concentração máxima (Cmax) mais baixa no SNC. Este perfil de liberação mais 

controlado, embora resulte em uma potência de pico inferior, é o contraponto 

esperado para obter um perfil de segurança potencialmente superior. 
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A relevância destes achados é ampliada quando comparados com estudos 

prévios. Carvalho et al. (2025) validaram a atividade anti-inflamatória de ambas as 

formulações em um modelo de inflamação aguda periférica (edema de pata), no 

qual o composto não precisa atravessar a BHE. Nosso estudo, ao utilizar o 

modelo de EAE, avança significativamente nesse entendimento, revelando que a 

máxima disponibilidade do Rh para cruzar a barreira é o fator determinante para 

controlar a fase aguda da neuroinflamação, uma dinâmica impossível de ser 

observada em modelos de inflamação sistémica. 

Em contraste, os tratamentos com AU isolado e AU/pβCD apresentaram 

um início de efeito mais tardio, a partir do 19º dpi. Os resultados não indicaram 

diferença estatisticamente significativa entre AU e AU/pβCD, sugerindo que a 

complexação com pβCD não comprometeu a atividade terapêutica do composto, 

validando-a como uma estratégia para melhorar as propriedades farmacocinéticas 

sem prejuízo da eficácia. 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 comparação direta entre os 

tratamentos, revelou uma diferença estatisticamente significativa entre Rh/HPβCD 

e AU/pβCD apenas no 15º dpi, indicando mecanismos ou potenciais de ação 

distintas desde o início da resposta terapêutica. 

No modelo de EAE, a perda de massa corporal na fase aguda da doença 

frequentemente está correlacionada à gravidade clínica e ao mal-estar geral do 

animal, sendo atribuída a fatores como paralisia, dificuldade de acesso ao 

alimento e ao aumento sistêmico de citocinas inflamatórias (Robat-Jazi et al., 

2023). Contudo, no presente estudo, não foram observadas alterações 

significativas no peso corporal em nenhum dos grupos, o que é consistente com o 

perfil neurológico observado, que se mostrou brando e atingiu um EIN médio 

máximo de 2,3 (grupo pβCD). Desta forma, a manutenção do peso nos grupos 

tratados reforça o perfil de segurança dos compostos, indicando que não houve 

indução de toxicidade sistêmica que tenha impactado o estado geral dos animais. 

As análises ex vivo no SNC foram fundamentais para investigar os 

mecanismos neuroprotetores e imunomoduladores subjacentes aos efeitos 

clínicos. A modulação da resposta imune foi evidenciada pela dosagem da 
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citocina pró-inflamatória IL-12p70. No cérebro, todos os grupos de tratamento, 

incluindo as CDs isoladas, promoveram uma redução significativa nos níveis de 

IL-12p70. Embora não tenhamos avaliado IL-4 ou IL-10, a redução de IL-12p70, 

associada à inibição da produção de NO e, em alguns casos, à inibição de NF-κB 

em macrófagos (Carvalho et al., 2025; Scherrer et al., 2023), sugere um desvio da 

resposta imune para um perfil anti-inflamatório. A redução da IL-12p70 reflete 

diretamente uma modulação no compartimento da imunidade inata, indicando a 

supressão da polarização clássica (M1) de macrófagos, células que são as 

principais fontes desta citocina no SNC inflamado (Cherry; Olschowka; O’Banion, 

2014; Chu et al., 2021; Jiang; Jiang; Zhang, 2014). Essa modulação do eixo 

M1/M2 impacta, consequentemente, a resposta adaptativa, uma vez que a IL-12 é 

o sinal chave para a diferenciação de linfócitos 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 à inibição do NF-κB, fator de transcrição que 

orquestra tanto o fenótipo M1 (expressão de iNOS e IL-12) quanto a polarização 

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 conexão, ao demonstrar que o bloqueio da via de 

NF-κB em camundongos com EAE resultou em uma diminuição significativa de 

citocinas pró-inflamatórias, incluindo a IL-12p70. 

De forma interessante, as CDs isoladas (pβCD e HPβCD) promoveram 

uma redução significativa da IL-12p70 no cérebro. Este dado corrobora a 

crescente evidência na literatura de que as CDs não são meros excipientes 

inertes, mas possuem bioatividade imunomoduladora intrínseca, possivelmente 

por meio da modulação do colesterol nas membranas de células imunes 

(Appleton et al., 2021; Matassoli et al., 2018; Zimmer et al., 2016). Contudo, essa 

ação imunomoduladora cerebral não se traduziu em melhora histopatológica ou 

clínica, o que indica um efeito insuficiente para impactar a doença de forma 

global. A explicação mais robusta para essa desconexão reside nas limitações 

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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HPβCD, em particular, atravessa a BHE de forma lenta e heterogênea e, mais 

crucial para este estudo, apresenta uma captação praticamente indetectável pela 

medula espinhal (Banks et al., 2019; Braga, 2023; Camargo et al., 2001; Veszelka 

et al., 2022). 

As evidências farmacocinéticas oferecem um embasamento unificador para 

múltiplos achados deste trabalho. Primeiramente, a penetração lenta e parcial no 

cérebro é consistente com a observação de um efeito apenas parcial, uma 

modulação bioquímica (redução de IL-12p70) sem a força necessária para 

resolver o infiltrado inflamatório. Em segundo lugar, a ausência de captação pela 

medula espinhal explica diretamente a falha das CDs em exercer qualquer efeito 

neuroprotetor neste compartimento. Finalmente, esta mesma limitação de 

biodisponibilidade da HPβCD no SNC fornece a justificativa farmacocinética para 

a eficácia atenuada do complexo Rh/HPβCD em comparação ao Rh isolado, 

conforme discutido anteriormente. 

A análise histopatológica corroborou e ampliou os achados, revelando uma 

clara compartimentalização da resposta terapêutica. No cérebro, a redução do 

infiltrado inflamatório pelos grupos Rh, Rh/HPβCD, AU e AU/pβCD foi consistente 

com a supressão local de IL-12p70 e alinhou-se diretamente à melhora clínica. 

Em contrapartida, na medula espinhal, a narrativa foi outra: nenhum tratamento 

conseguiu reduzir significativamente o infiltrado inflamatório, cuja presença e 

características são consistentes com a patologia descrita para o modelo de EAE 

induzido por MOG35-55 utilizando camundongos C57BL/6 (Constantinescu et al., 

2011). Neste modelo é característica uma maior inflamação medular com 

presença de infiltrado inflamatório multifocal e confluente, diferente da inflamação 

cerebral mais contida com presença de meningites e manguitos inflamatórios 

perivasculares (Constantinescu et al., 2011). Assim, enquanto no cérebro os 

tratamentos foram eficazes em reduzir o acúmulo de células inflamatórias, na 

medula, a agressividade da patologia local parece ter superado a capacidade dos 

compostos de controlar o recrutamento celular. 

A análise da desmielinização na medula espinhal revelou um ponto-chave 

deste trabalho. Apesar dos principais tratamentos (Rh, Rh/HPβCD, AU e 

AU/pβCD) não terem sido capazes de reduzir a inflamação medular, eles foram 
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significativamente eficazes na redução da desmielinização neste tecido, sugerindo 

um efeito neuroprotetor direto e independente de sua ação anti-inflamatória. 

Diferentemente do cérebro, onde a redução da IL-12p70 permitiu inferir uma 

modulação da resposta imune, a ausência desta alteração na medula espinhal 

impede a formulação de hipóteses semelhantes sobre uma repolarização 

funcional de Th1 para Th2 neste compartimento. A natureza precisa do 

mecanismo por trás desta neuroproteção direta permanece em aberto, mas é 

plausível que envolva a modulação de vias intrínsecas de sobrevida e resistência 

ao estresse nos próprios oligodendrócitos ou a proteção direta dos axônios contra 

o microambiente neurotóxico. Assim, este estudo não apenas demonstra um 

efeito neuroprotetor, mas também evidencia sua ocorrência em um contexto de 

inflamação não resolvida, um achado de grande relevância terapêutica. A 

elucidação das vias moleculares específicas que governam este efeito protetor 

direto constitui uma importante e necessária perspectiva para futuros estudos. 

Em resumo, este trabalho demonstra que a atenuação da EAE pelos 

tratamentos desenvolvidos decorre de uma ação multifacetada e 

compartimentalizada. A eficácia clínica não foi suficientemente explicada pela 

imunomodulação no cérebro, revelando que o efeito neuroprotetor direto na 

medula espinhal, ocorrendo de forma independente da resolução do infiltrado 

inflamatório local, era o componente crítico e indispensável para o sucesso 

terapêutico. Nesse cenário, o Rh isolado emergiu como o composto de maior 

eficácia clínica, provavelmente devido a um perfil farmacocinético que permitiu um 

controle mais potente da patologia medular. Sua complexação (Rh/HPβCD) ilustra 

um clássico compromisso farmacológico: a atenuação da eficácia clínica pode ser 

o contraponto de uma potencial melhoria no perfil de segurança, um aspecto 

crucial a ser validado em estudos toxicológicos futuros. Para o AU, a 

complexação (AU/pβCD) demonstrou-se uma estratégia farmacotécnica 

bem-sucedida. Ela viabilizou uma formulação que não apenas manteve a eficácia 

terapêutica do composto isolado in vivo, mas também demonstrou uma potência 

imunomodulatória superior in vitro, validando-a como uma plataforma promissora 

para futuras otimizações. Coletivamente, este trabalho avança para além da 

simples demonstração de eficácia e redefine o desafio terapêutico: a atenuação 
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da neuroinflamação não reside apenas em modular a resposta imune, mas, 

crucialmente, em garantir a chegada de agentes neuroprotetores ao 

microambiente da medula espinhal. 
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7.​ CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Este trabalho teve como objetivo sintetizar, caracterizar e avaliar o efeito 

imunomodulador dos complexos Rh/HPβCD e AU/pβCD no modelo de EAE. Os 

objetivos propostos foram alcançados e os resultados, em conjunto, não apenas 

validaram o potencial terapêutico das formulações, mas também permitiram a 

elucidação de um mecanismo de ação complexo, multifacetado e 

compartimentalizado. 

O percurso experimental iniciou-se com a síntese e a caracterização dos 

complexos, em que o método de coprecipitação/liofilização mostrou-se eficaz para 

a formação de novos sistemas supramoleculares com propriedades distintas das 

de seus constituintes originais. A avaliação in vitro do complexo AU/pβCD 

demonstrou sua segurança para macrófagos e, notavelmente, revelou potência 

superior na inibição da produção de NO em comparação ao composto livre. Estes 

achados indicam que a complexação foi uma estratégia bem-sucedida para 

modular positivamente a atividade anti-inflamatória. 

O ponto central do estudo reside na avaliação in vivo, na qual todos os 

tratamentos (Rh, Rh/HPβCD, AU e AU/pβCD) atenuaram a progressão da doença 

neurológica sem causar toxicidade sistêmica aparente. A análise mecanística 

revelou que o sucesso terapêutico depende de uma ação combinada: uma 

resposta anti-inflamatória robusta no cérebro, evidenciada pela redução do 

infiltrado, e um efeito neuroprotetor direto na medula espinhal. A proteção contra a 

desmielinização medular, observada mesmo em um ambiente de inflamação não 

resolvida, emergiu como um evento central e indispensável para a melhora 

clínica. Neste contexto, o Rh isolado apresentou a maior eficácia clínica, enquanto 

sua complexação (Rh/HPβCD) evidenciou um clássico compromisso 

farmacológico entre potência e um perfil de segurança potencialmente 

aprimorado. 

Apesar dos resultados promissores, é fundamental reconhecer as 

limitações deste estudo para contextualizar adequadamente o alcance de suas 

conclusões. Embora uma neuroproteção direta na medula espinhal tenha sido 

claramente demonstrada, o mecanismo molecular preciso por trás deste efeito 
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permanece indefinido, uma vez que não foi possível inferi-lo a partir dos 

marcadores analisados neste compartimento. Além disso, o perfil imunológico 

focou-se na IL-12p70, oferecendo um retrato incompleto da complexa rede de 

citocinas na EAE. Por fim, a ausência de dados experimentais de farmacocinética 

e de biodistribuição limita a confirmação das hipóteses sobre as diferenças de 

eficácia entre os compostos livres e seus respectivos complexos. 

Essas limitações delineiam um programa de pesquisa claro e perspectivas 

futuras. A principal prioridade é a elucidação do mecanismo de neuroproteção 

direta, por meio da investigação das vias moleculares associadas à preservação 

da mielina na medula espinhal. Em paralelo, a análise de um painel expandido de 

citocinas (IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-α e IFN-γ), assim como a fenotipagem de 

linfócitos (Th1, Th2, Th17, Treg) por citometria de fluxo ou imuno-histoquímica, 

permitirá uma compreensão mais abrangente do impacto imunomodulador das 

formulações. Estudos farmacocinéticos e de biodistribuição são indispensáveis 

para esclarecer as diferenças de eficácia e otimizar as formulações. Por fim, para 

consolidar o potencial translacional, especialmente do Rh e de seu complexo, é 

fundamental o desenvolvimento de estudos toxicológicos detalhados, voltados à 

determinação da janela terapêutica e à avaliação de possíveis efeitos 

nefrotóxicos. 

Em suma, este trabalho cumpriu seu objetivo ao desenvolver e validar 

novas formulações terapêuticas com potencial imunomodulador e neuroprotetor. 

Sua maior contribuição reside na elucidação de um mecanismo de ação dual, 

demonstrando que a melhora clínica na EAE requer não apenas uma ação 

anti-inflamatória cerebral, mas também um efeito neuroprotetor direto na medula 

espinhal capaz de preservar a mielina mesmo em um ambiente inflamatório não 

resolvido. Esses achados reforçam a importância de abordagens terapêuticas 

integradas, voltadas simultaneamente à modulação imune e à neuroproteção, na 

busca por estratégias eficazes contra doenças desmielinizantes. 
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